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TUYEN BO BAN QUYEN
Tai liéu nay thudc loai sach gido trinh nén cac ngudn thong tin cé thé duoc
phép dung nguyén ban hoic trich dung cho cac muc dich vé dao tao va tham
khao.
Moi muc dich khac mang tinh 1€ch lac hoac str dung véi muc dich kinh doanh
thiéu lanh manh sé& bi nghiém cam.






CHUONG MO PAU: GIOI THIEU MON HQC

Vi sinh vat hoc dai cwong 1a mdn hoc co sé cung cap nhitng kién thic co ban
cho sinh vién chuyén nganh béo vé thuc vét. L co s¢ dé sinh vién tiép thu kién thirc
cac mon hoc chuyén nganh nhu bénh cay, dinh dudng cay trong Dé hoc t6t mon
vi sinh dai cuong, sinh Vvién can phai c6 kién thirc co ban vé di truyén, sinh hoc va
sinh hda hoc dai cuong.

1. KHAI NIEM VA VAI TRO CUA VI SINH VAT
1.1. KHAINIEM VI SINH VAT

Vi sinh vat 1 c4c sinh vat c6 kich thuéc rat nho muén thay rd duoc ching
ngudi ta phai sir dung téi kinh hién vi. Vi sinh vat thuong do bang micromet (um)
hoic bang nanomet (nm). C4c vi sinh vat thudng 1a don bao hoic da bao nhung c6
ciu tric don gian va rat kém phan hoa. Khéac voi cac té bao dong vat va thuc vat,
c4c té bao vi sinh vat c6 kha niang séng, phét trién va sinh san mot cach doc lap trong
tu nhién (hinh 1.1).

Trong hé thdng phan loai téng quat, vi sinh vat dugc chia thanh cac nhdm la vi sinh
vat nhan nguyén thay (gém co6 vi khuan, xa khuan Vi khuan lam va vi khuan
nguyén thay); vi sinh vat nhan that (gém co vi nam, tao va mot $6 nguyen sinh dong
vat); va virut (virat 1a nhdm vi sinh vat dac bi¢t chua c6 ciu tao t& bao va I cac
vi sinh vat c6 mic do tién hoa thap nhat).

Hinh 1.1. Mt sé vi sinh vét: (a) Vi khudn, (b) Nam men, (c). Tdo lam, (d) Vi rit

Céc mon hoc chuyén sau thudc nganh vi sinh vat hoc dugc phan chia theo
tng nhom vi sinh vat riéng bi¢t bao gém virat hoc, vi khuan hoc, nAm hoc, tao hoc
va ky sinh tring hoc. Cac chuyén nganh nghién ctru nhiing tinh chét riéng biét cta
vi sinh vat bao gém té bao hoc, phan loai hoc, sinh Iy hoc, sinh héa hoc, di truyén
hoc vi sinh vat, v.v. Vi sinh vat hoc c6 chuyén nganh tng dung & rat nhiéu lanh vuc
nhu vi sinh hoc y hoc, vi sinh hoc cong nghi¢p, vi sinh hoc thyc phém, vi sinh hoc
thl y, bénh ly thyc vat, vi sinh hoc dat, vi sinh hoc nudc, vi sinh hoc khong khi, v.v.

1.2 VAI TRO CUA VI SINH VAT TRONG TU NHIEN VA POI VOI bOI
SONG CON NGUOI

Vi sinh vat phan bé & khap moi noi trén trai dat va rat da dang vé chung loai.
Tuy nho bé nhat trong sinh gi¢i nhung nang luc hap thu va chuyén hoéa cuaa vi sinh
vat vuot xa cac sinh vat bac cao va chidng cé toc d6 tang truong va sinh sbi nay no



cuc ki 16n. Trong qué trinh tién héa 1au dai vi sinh vat d4 tao cho minh nhitng co
ché diéu hoa trao doi chat dé thich ung duoc véi nhitng diéu kién song rat bat loi.
Ning luc thich ang cua vi sinh vat vuot rat Xa so véi dong vat va thuc vat. Vi sinh
vat rat dé phat sinh bién di boi vi thuong 1a don bao, don béi, sinh san nhanh, s6
lwong nhiéu, tiép xuc truc tiép véi moi truong sdng. Do vay ma vi sinh vat c6 vai
trd quan trong trong thién nhién ciing nhu trong hoat dong séng cia con ngudi.

Trong ndng nghiép, vi sinh vat sbng trong dit va trong nudc tham gia tich
cuc vao qué trinh phan giai cac xac hitu co thanh CO, va cé4c hop chét vo co ding
lam thac an cho cay trdng va cac sinh vat khac. CAc vi sinh vat ¢ dinh nito thuc
hién viéc bién khi nito trong khdng khi thanh hop chét nito cung cap cho cay cbi.
Vi sinh vat con ¢ kha nang phan giai cac hop chat kho tan chia P, chia K, chta
S va tao ra cac vong tudn hoan trong ty nhién. Vi sinh vat tham gia tich cuc trong
qué trinh hinh thanh chat mun. Vi sinh vat 1a nguén thic an ty nhién quan trong
trong cac thay vuc, 1 thanh phan chu yéu cia cac ché pham sinh hoc ding cho
viéc quan ly méi truong nudi thuy san. Mot s nhém vi khuan ¢ tac dung rat 16n
trong cac hé théng loc sinh hoc.

Trong cdng nghé thuc pham, vi sinh vat 14 luc luong san xuit truc tiép cua
cdng nghiép 1én men. Vi sinh vat sinh ra rat nhiéu san pham trao d6i chat khac nhau
trong s6 d6 ¢6 nhiéu san pham da dwoc san xuat 16n & qui md cdng nghiép nhu
men banh mi, ruou etilic, riboflavin, vitamin B,, penixilin, streptomixin,
oxitetraxilin...

Trong cac ngudn nang luong ma con ngudi ¢ thé khai thac manh mé trong
twong lai ¢6 nang luong thu tir khoi lwong chat song cua vi sinh vat. Vi sinh vat la
dong luc dé van hanh cé&c bé sinh khi sinh hoc. Vi sinh vat ¢6 vai trd quan trong
trong viéc phan giai cac phé thai nong nghiép, phé thai d6 thi, phe thai cbng nghiép
ching ddng vai tro hét sic quan trong trong viéc bao vé moi truong.

Tuy nhién, cé khong it cac vi sinh vat gady bénh cho nguoi, gia slc, gia
cam, tdm cé va cay trong. Mot so vi sinh vat gay 6 nhiem moi truong. Mot so khac
hu hao hoac bién chat lwong thuc, thuc pham, nguyén liéu, vat liéu, hang hoa hay
san sinh cac doc to
2. NOIDUNG MON HQC
2.1. Phén ly thuyét: Bao gom nhiing kién thuc vé vi sinh vat, trong tm caa mon
hoc di sdu vao nhirng kién thirc vé cau trdc, chirc nang va cac hoat dong song cua
vi sinh vat. Mon hoc cling dé cap dén moi quan hé gitra vi sinh vat vdi cac yéu to
moi trueong va vai tro cua vi sinh vat trong san xuat nong nghiép gom 4 chuong:

Chuong 1: Bac diém cAu tao, hinh thai ctia cac nhom vi sinh vat

Chuong 2: Quaé trinh dinh dudng ctia vi sinh vat

Chuong 3: Anh huong cia vi diéu kién ngoai canh ddi v6i vi sinh vat va su
phén bd cua vi sinh vat trong tu nhién .

Chuong 4: Vi sinh vat v6i céc bién phap ki thuat canh tac va qua trinh bao
quan ndng san.

2.2. Phan thwc hanh: Cung cap nhitng kién thic hd tro cho phan ly thuyét va
cting la co s¢ dé sinh vién tiép can cdc phuong phap co ban trong phén tich va



nghién cau vi sinh vat dung trong chuyén nganh bao vé thuc vat bao gom 4 noi
dung chinh

No6i dung 1: Quan sat hinh thai vi sinh vat
Noi dung 2: Phuong phap ¢6 dinh tiéu ban va nhudém té bao vi sinh vat.
Nbi dung 3: Do kich thudc va dém s lugng té bao vi vat

Noi dung 4: Phuong phap pha ché, d6 moi trudng; phuong phap 1dy mau,
phan tich vi sinh vt trén co chat va kiém tra két qua phan tich vi sinh vat trén co
chat



Chwong 1. CAC NHOM VI SINH VAT

1. VIRUT
1.1 LICH SU PHAT HIEN VIRUT

Vao nam 1892, mot nha sinh Ii hoc thuc vat nguoi Nga tén la D.lvanovskii, da
chtrng minh mam bénh kham & thuéc 14 sau khi dugc loc qua cac nén loc vi khuan cé kich
thude nho nhat van c6 kha ning lay nhiém trén céac cay thudc 14 khac. Ong cho rang d6 la
"doc t6 vi khuan" hodc "vi khuan cuc tiéu".

DPén nim 1898 nha vi sinh hoc Ha Lan M. Beljerlnck (1851-1931) cling nghién cuu
mot cach doc 1ap mam bénh cua bénh kham thudc 14 va éng ciing thu duoc két qua glong
nhu lvanovskii. Cing nam d6 F. Loeffler va P. Frosch phét hién ra virut gay bénh 16 mom
long méng & bo. Cho dén nam 1909, Landsteiner va Popper ching minh bénh bai liét ¢
nguoi 1a do virut gay nén, day ciing 1a bénh virut dau tién ¢ nguoi duoc biét dén. Nhiéu
nha khoa hoc khéc tiép tuc phat hién ra cac virut khac gay ra bénh sét vang ¢ nguai (1902),
bénh dai ¢ ga (1908), bénh u & niém dich tho, bénh X & khoai tay... Nam 1915 nha khoa
hoc Anh F. Twort (1877-1950) va nam 1917 nha khoa hoc phap F. d' herelle phat hién ra
virut ¢ vi khuan d3 dat tén cho loai virut nay thé thuc khuan.

Virut hoc phat trién rat nhanh ké tir khi kinh hién vi dién tir ra doi nam 1939. Nam
1940 14n dau tién nha khoa hoc nguoi Buc Kausche va cong su chup dugc hinh dang cua
virut gay bénh kham trén cay thudc 14 (TMV) duéi kinh hién vi dién tir. Cac nha khoa hoc
d& chitng minh vat chat di truyén ¢ thé thuc khuan la ADN, md dau cho giai doan
nghién cttu sinh hoc phan tir & virut (1952). Nho cac thanh tuu mai mé nhat trong nghién
ctu ki thuat di truyén & virut ma con nguoi da lam ra duoc nhiéu loai vaccin phong bénh
virut hiém nghéo & nguoi va gia stc, gia cam.

1.2 MOT SO DAC CHUNG CUA VIRUT

Virut thuong duoc goi la hat virut vi ching chua c6 ciu tao té bao.

Virut chira nhiing yéu t6 di truyén 1a ADN hay ARN nam trong mét vo boc protein
va cé thé cé cac hop chat khac bao quanh bén ngoai vo

Virut sdng ky sinh ndi bao bat budc, vat chu cua virut bao gdm dong vat, thuc vat

va vi khuan. Vi vay virut ciing dugc phan loai theo vat chu caa té bao ma ching ky sinh 1a
virut dong vat, virut thuc vat va virut vi khuan.
1.3 PAC PIEM HINH THAI CUA VIRUT

Virut c6 kich thuéc rat nho dao dong tir 5-300nm (1nm=10"m. Muén quan sat hinh
thai va do kich thudc virut phai sir dung kinh hién vi dién tir va cac ki thuat phu tro. Virut c6
ba dang chu yéu Ia hinh khoi, hinh que va hinh hon hop.

Céu tric xoan: Capsom sip xép theo hinh xodn cta axit nucleic. CAu tricxodn

thuong lam cho virut ¢6 hinh que hay hinh sgi ( virut kham thudc 14, virut bénh dai)
nhung cling c6 loai hinh cau ( virut cam,virut sé1).



CAu tric khbi: Capsome sap xép theo hinh khéi da dién v6i 20 mit tam giac déu
(virut bai li¢t).

Cau tric hon hop: Co cau tao giong con nong noc. Pau cd cau triac khoi chira axit nucléic

Hinh 1.2 . Hinh thdi ciia mét sé virut
Dang khéi: A — Virut bai liét, mun com ...; B — Virut hecpet, Dang xodn; C —
Virut d6m thudc 14; D — Virut cim; E- Virut soi, quai bi; G — Virut dai; Dang hon
hop: H — Virut ddu mua; I — Phago T>

1.4 PAC PIEM CAU TAO CUA VIRUT

T4t ca cac virut déu bao gém hai thanh phan co ban: Li 1a axitnucléic (bd
gen), vo la protéin (cap sit) bao boc bén ngoai.
1.4.1 Axit nucleic (161)

Axit nucleic 12 co s luu trir, téi tao moi thong tin di truyen, vi vy 1a thanh phan
quan trong caa moi virut. Virut c6 nhicu loai hinh axit nucleic va la co s& phan tir dé phan
loai virut. Cac loai hinh axit nucleic caa virut duoc phén’ biét dya trén may diém chu yeu
sau day: (I) AND hay ARN, (I1) Chuoi don hay chuoi xoan kép, (111) Dang s¢i, dang vong
kin hay dang vong hé va (IV) H¢ gen 1a mdt, hai hay nhiéu thanh phan.

1.4.2 Vo protein (capsit)

V6 capsit dugc cau tao tir cac don vi protéin goi la capsome

Mot s virut con co thém vo bao bén ngodi vo capsit, goi 1a vo ngoai. Vo ngoai 1a
16p lipit kép va protéin. Trén mat vo ngoai co cac gai glycoprotéin lam nhiém vu khang
nguyén giup virut bam 1€n t€ bao vat chu goi la mang bao. Mang bao thudng 1a mang nhan,



mang t€ bao chat hodc 1a mang cua cac khong bao cua vat chu bi virut cai tao thanh, virut
khong c¢6 vo ngoai goi la virut tran.

Hinh
1.3.
Ciu
tao
cua
virut
1.5.
CHU

TRINH NHAN LEN CUA VIRUT TRONG TE BAO VAT CHU
1.5.1 O virut dong va virut thue vat

O virut dong vat va virut thuc vat, hinh thirc sao chép cé nhiing khac nhau theo tirng
loai virut, nhung nhin chung qua trinh sao chép dién ra qua céac giai doan nhu sau:

1.5.1.1 Giai doan hdp thu trén bé mit ciia té bao vit chii

Sy hip thu cua virut 18n bé mat cua té bao chu thudong xay ra mot cach thu dong, do
ngau nhién hay do mot tac nhan lan truyén nao d6 chir khong phai do virut cha dong. Bé
virut cd thé duoc hap thu, trén bé mat té bao cua ky chu phai c6 cac thu thé pht hop véi loai
virut d6 va té bao cha con phai cé kha nang hd trg cho qué trinh sao chép cua virut sau do.

1.5.1.2 Giai dogn xam nhdp vao bén trong té bao chii

Virut c6 mang bao xam nhap vao té bao chu bang mét trong hai cach: (1) Mang bao
cua virut két két hop véi mang bao cua té bao chu tai vi tri cta thu thé va axit nuleic duoc
giai phong vao trong té bao chat cua té bao chi (hinh 1.4.a); (2) Virut x&m nhap bang sy thuc
am bao nho mang té bao chat cua té bao chu (hinh 1.4b). Mang bao cua virut sau d6 dugc
cai bo nho cac enzim va axit nuleic duoc giai phong vao trong té bao chit caa té bao chu

Virut khong c6 mang bao ciing Xam nhép vao té bao chu bang mot trong hai céch:
(1) Capsit cua virut két hop v6i mang té bao chat cuia té bao chi dé dua axit nuleic cua
virut vao trong té bao chat caa té bao cha (hinh 1.4 ¢); (2) Virut xdm nhap bang su thuc
am bao nho mang té bao chat cua té bao chi. Sau d6 nhd cac enzim, axit nuleic duoc giai
phong vao trong té bao chat cua té bao chu (hinh 1.4 d).



(a)

(b)

(c)

(d)
Hinh 1.4 (a&b). Sw xam nhdp cua virut khong c6 mang bao;
(c&d) S x&m nhdp ciia virut c6 mang bao

1.5.1.3 Giai doan téng hep céac thanh phdn cia virut

Qua trinh tong hop cac thanh phan caa virut duoc tién hanh nhd vao hé thong chuyén
hoa trong té bao chét cua té bao chu tir cac ribosomes, cac ARN van chuyén, cac dudng
chat, nang luong va cac enzim. H¢ gen cua virut s&€ dugc phién ma thanh ARN thong tin
va s& duoc ribosom cua té bao chu gia ma thanh protein va enzim cua virut, Trong giai
doan dau cua qua trinh sao chep hé gen cua virut dugc nhan Ién hang ngan lan. O giai
doan sau, c4c thanh phan cau trdc cua virut nhu protien 16i va protein vo va cac enzim
cua virut duoc tong hop. Ciing trong giai doan nay, cic protein va glycoprotein caa
virut (trudng hop virut c6 mang bao) sé lién két vao mang té bao chat cua té bao chu

1.5.1.4 Giai doan ldp rap

O giai doan ndy c4c phan cua virut 1ap rap lai véi nhau tao thanh nucleocapsit. G
virut c6 mang bao, cac capsit bao 1ay cac axit nucleic roi sau d6 cac nuclecapsit tién dén
gan mang té bao chat cua té bao chu dé céc protein va glycoprotein caa virut & dang két
hop véi mang nguyén sinh chét caa té bao chu bao liy ching hinh thanh virut c6 mang
bao hoan chinh. O virut khéng c6 mang bao, c4c capsit bao lay cac axit nucleic roi sau d6
cac nuclecapsit tién dén gan mang té bao chat cua té bao chu dé thoat ra ngoai.

1.5.1.5. Giai doan phong thich



Virut cd thé dugc phong thich theo mot trong ba cach: (1) té bao chu s& bi vé va
virut thoat ra ngoai. Truong hop nay thuong gap ¢ virut khdng c6 mang (2) virut tao mang
bao tir mang té bao chat, mang nhan hoic cac mang khac cua té bao chu theo phuong thirc
nay chdi (3) Virut c6 mang bao thoét ra ngoai bang su van chuyén két hop véi mang
nguyén sinh cht cua t& bao chu. Mot sb virut sau khi lap rap c6 the chui tir té bao nay
sang té bao khac ma khong can c6 su phong thich chung ra ngoal mOi truong. Hién tugng
nay xay ra nhd vao su tiép can gitta cac té bao bi nhiém va té bao khdng bi nhiém virut.

1.5.2. P6ivoi thé thwe khuan (phage)

Céc virut cua vi khuan ciing c6 qua trinh sinh san trai qua cac giai doan giong nhu
& virut dong va thuc vat. Cac nghién ciru phage ky sinh & té bao vi khuén E. coli cho thay
chiing ¢6 2 co ché sinh san 1a: (1) chu trinh tan va (2) chu trinh tiém tan. G chu trinh tan
cac thé thuc khuan lam chét té bao cha nén goi 1a doc. O chu trinh tiém tan cac virut cd thé
sinh san ma khong 1am chét té bao chii nén dugc goi 12 6n hoa.

1.5.2.1 Cac giai dogn cua chu trinh tan
(1) Giai doan hdp thu ciia phage 18n bé mgt té bao vi khudn:

MGi loai phage chi c6 thé hap thu Ién bé mat ciia mot vai dong cua mot loai vi khuan
nhat dinh ( hinh 1.5 a). Su hap thu caa phage phu thudc vao cac thu thé trén bé mit té bao vi
khuan. Cac thé thuc khuan khac nhau c6 cac vi tri khac nhau vé diém hap thu. Vi du thé thuc
khuan T3, T4, T7 cua vi khuan E.colli c6 diém hap thu 12 lipopolisaccarit. Thé thuc khuan T2
va T6 lai c6 diém hap thu Ia lipoprotein. Viéc hap thu chiu anh hudng boi nhiéu nhan t6 noi
ngoai canh nhu s6 hrong thé thuc khuan, cac ion duong, cac nhan t6 bo trg nhu triptophan c6
thé xUc tién sy hap thu cua thé thuc khuan T4, pH mdi truong trung tinh ¢d loi cho su hap
thu, nhiét d6 thich hop cho su phét trién ciing 1 thich hop cho sy hap thu.

(2) Giai dogn xam nhdp:

Sau khi hép thy, dia gc va soi dudi s& nhan duoc mét sy kich thich, 1am cho cac
capsome cua bao dudi sé c6 nhitng van dong phuc tap. Chung co lai chi con mot nira
chiéu dai va dam 6ng dudi vao qua thanh té bao va mang té bao chat. Trong qué trinh nay
cac men lizozim & dau 6ng dudi co tac dung lam hoa tan peptldogllcan o mot bo phan cua
thanh té bao. Phage khong xam nhap vao trong té bao ma chi tiém ADN cua ching vao
té bao chat cua té bao vi khuan (hinh 1.5b).

(3) Giai doan téng hep céac thanh phdn cia phage:

~Dau tién phage cung cp thdng tin di truyén cho té bao vi khuan va bit té bao
nay tong hop cac enzim va cac thanh phan cua phage dua trén hé thong trao doi chat caa
te bao vat chu (hinh 1.5¢).

(4) Giai doan lip rdp:

Sau khi da dugc tong hop xong, cac thanh phén ctia phage s& lap rap lai thanh cac
thé thuc khuan hoan chinh, d6 1a cac thé thuc khuan thé hé “con” c¢6 kich thudc nhu nhau
(hinh 1.5 d).



(@) (b) (©)

(d) (€)

Hinh 1.5. (a) Giai dogn hap phu, (b) Giai dogn xdm nhdp, (C) Giai dogn sinh tong hop vé va l6i, (d)
Giai doan dp rép, (€) Qua trinh lam tan té bao va phong thich phage.

Giai dogn phong thich: Sau khi duoc lap rap xong, phage tiét ra men lizozim lam
v vach t€ bao vi khuan va phage dugc phong thich ra ngoai (hinh1.5 e). Moi té bao Vi
khuan bi nhiém phage c6 thé phong thich tir 50- 200 phage

1.5.2.2. Cé&c giai doan ciia chu trinh tiém tan

Chu trinh bat dau khi phage gan vao bé mat té bao vi khuan va tiém ADN vao té
bao chat ching hoic cé thé tham gia vao chu trinh tan hoic gin vao nhiém sic thé cua té
bao vi khuan dé budc vao chu trinh tiém tan (hinh 1.6). C6 truong hop ADN cua phage
khong gan vao nhiém sic thé cua té bao chii ma sao chép doc 1ap giong nhu plasmid. Céc
giai doan cua chu trinh nhu sau:

1. Hap thu: phage hap thu vao bé mat té bao vi khuan tai vi tri cta thy thé
2. Xam nhap: phage tiém ADN vao trong té bao chat caa vi khuan

3. Sao chép giai doan sém: h¢ gen cua phage dwoc sao chép va cac thanh
phan cua phage duoc tong hop

4. Sao chép giai doan sau: tiép tuc tong hop nén cac thanh phan cua phage
5. Lap rap: cac thanh phan cia phage duoc lap rap tap phage hoan chinh

6. Phéng thich: lysozyme cua phage pha vo 16p peptidoglycan 1am tan té bao vi
khuan

Hoac

7. Phage gan ADN vao nhiém sic thé cua vi khuan. Phage lGc nay duogc goi la
prophage



8. Khi té bao vi khuan séng va sinh san, prophage s& dugc sao chép cuing véi
nhiém sac thé cua vi khuan.

9. Vi khuan chira phage tiém tan bj mot thc dong nao d6 bi pha huy ADN,
prophage sé tach khoi nhiém sac thé chuyén sang chu trinh tan sinh san ra cac phage mai
va thodt ra khoi té bao.

Hinh 1.6. Chu trinh tiém tan ¢ thé thuc khudn 6n hoa

1.4. Y NGHIA CUA VI RUT

Ung dung trong cong ngh¢ sinh hoc dé san xuat cac ché phém sinh hoc nhu Insulin,
interferon, hodc st dung vi rat dé 1am véc to trong cong nghé chuyén tai gen. Trong nong
nghiép sir dung vi rt san xuét thudc trir sau vi rit ..

2. VIKHUAN
2.1. KHAINIEM VE VI KHUAN
Vi khuan 1a nhém vi sinh vét khéng c6 mang nhan

2.2.  PAC PIEM HINH THAI, CAU TAO CUA VI KHUAN
2.2.1. Hinh thai

Puong kinh cua vi khuan dao dong tir 0,2-2,0 um, chiéu dai co the khoang 2,0-
8,0 um. Vi khuan c¢6 ba hinh dang chu yéu 1a hinh cau, hinh que va hinh xoan.



Vi khuan hinh cau (cau khuan): Kich thudc khoang 0,5- 1 micromet, c6 dang hinh cau,
hinh ngon nén, hinh hat ca phé. Tuy theo phwong huéng ciia mat phang phan cit va cach
lien két ma ta c6 don cau khuan (coccus), song cau khuan (diplococcus), lién cau khuan
(Steptococus), tir cau khuan (Tetracoccus) hay tu cau khuan (Sarcina) ( (hinh 1.7)

Vi khuan hinh que (truc khuan) ciing c6 dang don, dang déi hay dang chudi (hinh
1.8).
Vi khuén’ hinh xoén,(c()n doi la X04n }(huén) co cac dang hinh diu phéy (phay
khuan), hinh xoan thua (xodn khuan), hinh Xoan khit (xodn thé) (hinh 1.9). Ngoai ra con
cac hinh dang khac nhu hinh khoi vuéng, khoi tam giac, vi khuan dang soi.

Hinh 1.7. Cdc dang cdu khuén: (a)‘ Ciu kftutfn, (b) Sopg cfiu?khuf;n, (c) Lién cau khudn, (d)
Tw cau khudn, (e) Bat cau khuan

Hinh 1.8. Truckhuan



Hinh 1.9. Xodn khuén

2.2.2. Cau tao té bao vi khuan

Ve mit cAu trac, té bao vi sinh vét nhan nguyén chia thanh ba phan (hinh 1. -10). Phan
vO0 bao gbm bao nhay, thanh té bao va mang té bao chat Phén té bao chat bao gdm hé gen
clia té bao, ribosom va cac thanh phan khac. Phan gan vao mit ngoai té bao co tién mao va
khuan mao.

Hinh 1.10. So do

cdu triic clia té
bao vi
khuén.

2.2.2.1 Tién mao ( Roi)

Tién mao (roi) la nhirng so1 16ng dai moc ¢ mat ngoai cua vi khuan c6 tac dung gitp
cho chiing di chuyen trong moi trudong 1ong. Pudng kinh khoang 20nm nén khong thé quan
sat dudi kinh hién vi thudng.

Tbc do va kiéu di dong cua vi khuan khac nhau tuy theo loai va vi tri ctia tién mao.
Tuy nhién kiéu di dong ctia vi khuan trong méi truong 1ong con phu thude vao nhiéu yéu
t6 khac. C6 khi hoan toan 13 ngiu nhién nhung c6 trudng hop 1a dé tim dén hay tranh khoi
mot yéu td ndo d6. Vi du nhu vi khuan tim dén nguon thirc an, chd c6 anh sang. ..

Hinh 1.11. Cdc vi tri khdc nhau ciia tién mao trén té bao vi khudn.



C4c vi tri cua tién mao c6 thé 1a: Khdng cd tién mao goi 1a vi khuan vé mao; roi moc
& cuc: (1) moc & mot cuc (mot roi hoac chum roi); (2) moc ¢ hai cuc (mot roi hoac chum
roi), moc khap xung quanh bé mat t€ bao hay moc tir gitta té bao ( hinh 1.11)

2.2.2.2 Khuan mao ( Long)

Khuan mao la nhiing so1 16ng rat ngan (7-9nm), rong gitta (duong kinh 2-2. 5nm),
sO luong rat nhiéu (250-300 soi/té bao), ban chit protein, moc trén bé mit té bao vi khuan
Khuin mao c6 chirc ning gitp cho vi khuan béo giit vao bé mit co chat, gitp cho té bao
tang bé mat hap thu chat dinh dudng.

M®i vi khuan con ¢6 1- 4 khuan mao gidi tinh ¢ cong dung lam cau nbi dé chuyén
nhitng doan ADN tir t& bao nay sang té bao khac. Khuan mao gigi tinh con 1a thy thé dé
cho cac thé thuc khuan.

Hinh
1.12.
Khudn mao ciia vi khuan ~ Hinh 1.13. Mang

nhay vi khudn
2.2.2.3. Mang nhay

Hau hét vi khuan déu c6 mot 16p vat chét dang keo bén ngoai thanh té bao duoc goi
la mang nhay ( Hinh 1.13). Phan 16n thanh phan ho4 hoc ctia bao nhay 1a nudc (98%) va
polisaccarit, ngoai ra con co polipeptit va protein.
Mang nhay c6 cdng dung bao vé vi khuan tranh bi thuong ton khi khd han, tranh khoi hién
tugng thuc bao cia bach cau va 1a noi tich ity chat dinh dudng caa vi khuan.

2.2.2.4 Thanh té bao

Thanh té bao vi khuan c6 chiéu day khac nhau tly theo loai dao dong tir 10-18 nm,
chiém trong luong tir 10-20% trong luong kho cua vi khuan. Thanh té bao c6 d6 ran chic
nhat dinh dé duy tri hinh dang cua té bao. Thanh té bao cho phép cac chat dinh dudng di
qua nhung lai c6 thé ngan can sy xam nhap caa mot sb chat co hai dbi vai té bao nhu thude
nhudm, mot s6 chat khang sinh, mudi mat, mudi kim loai ning, mot s6 enzim phan giai.
Thanh té bao cd lién quan mat thiét dén tinh tinh gay bénh ciing nhu tinh man cam véi thé
thuc khuan va ciing 12 noi quan trong nhat twong tac véi cac chat khang sinh.

Thanh phan ciu tao cua thanh té bao cua vi khuan rat phic tap va ciing rat riéng biét
s0 véi cac sinh vat khéc gom hai chat di cao phan tir 1a polisacarit va peptidoglycan. Nho
phuong phap nhuém Gram do nha do nha vi khuan hoc Pan Mach Hans Chistian Gram



(1853-1938) phat minh ra tir nam 1884, vi khuan dugc phan biét thanh hai nhém 16n 1a
vi khuan Gram duong (G+) va vi khuan Gram am (G-)

Thanh té bao cua vi khuan G+ cdu tao bai 16p peptidoglycan day bao bén ngoai
mang té bao chat. Axit teicoic 1a mot thanh phan dic trung cua té bao vi khuan G+. Trong
khi vi khuan G- lai khong ¢ axit teicoic. Do tich dién 4m Axit teicoic gilp cho viéc van
chuyén cac ion duong vao, ra té bao va gilp té bao du trir photphat. Ngoai ra axit teicoic
con lién quan dén khang nguyén bé mat va tinh gy bénh cia mot sb vi khuan G+. Ching
con goi 1a thy thé hap phu dic biét d6i véi mot s6 thé thuc khuan.

Hinh 1.14. So dé ciu tao thanh té bao ciia vi khudn

O vi khuan G- va G+ déu c6 16p khong gian chu chat nam ¢ giita thanh té bao
va 16p mang té bao chat. Ngoai ra, & gitra 10p mang ngoai va Iép PG moéng & thanh té bao
chat cua ca vi khuan G- ciing c6 mot 16p khong gian chu chat. Trong 16p nay c6 nhiéu thanh
phan nhu proteinaza, nucleaza, protein van chuyen qua mang protein thy thé 1am cho
bam cua thé thuc khuan). Thanh té bao vi khuan G+ c¢6 thé bi pha hay hoan toan dé tro
thanh thé nguyén sinh khi chiu tac dong cua lizozim (co trong long trang tring, nudc
mat, nuéc mudi, dudi caa thé thuc khuan. Thanh phan té bao vi khuan G- ¢6 suc dé
khang I6n hon vai lizozim do d6 bi pha huy it hon.

2.2.2.5 Mang té bao chat

Mang té bao chat ¢ chiéu day khoang 5-10nm va chiém khoang 10-15% trong
luong té bao. Mang nguyén sinh chét ¢ ciu tao bai 2 16p photpholipit (PL), chiém khoang
30-40% khdi lwong mang va cac protein chiém 60-70 % khoi lugng mang. Méi phan tix
PL chira mét dau tich dién phan cuc (d¢au photphat) va mot (dudi khdng tich dién, khong
phan cuc (dau hidrocacbon). Pau phan cuc tan trong nudc nam phia trong. Dau photphat
con goi la dau héo nudc, dau hidrocachon con goi 1a dau ki nuéc. Cac PL trong mang
lam mang hda long va cho phép cac protein di dong tu do. Su hda long dong hoc nay la



can thiét cho céc chtic nang cia mang. Cach sip sép cua PL va protein nhu vay goi 1a mo
hinh kham long.

Chtrc ning ctia mang sinh chat: Khdng ché su van chuyén trao ddi ra, vao té bao cua
cac chit dinh dudng, cac san pham trao d6i chat. Duy tri mot ap sut thim thiu binh thuong
bén trong té bao. La noi sinh téng hop ctia cac thanh phan té bao (peptidoglycan LPS, axit
teicoic), cac polime cua vo nhay, nhiéu loai enzim nhu p- galactozidaza, cac enzim lién
quang dén tong hop thanh té bao, vo nhay, cac protein cua chudi hé hip. Cung cip ning
lugng cho su van dong cua ti€ém mao va la noi tién hanh cac qua trinh photphoryl oxi héa
va photphoryl quang hop.

] ] Hinh 1.15. Céu tao mang té bao vi khudn
2.2.2.6. Té bao chat

Té bao chat (TBC-Cytoplasm) 1a phan vat chit dang keo nim bén trong mang sinh
chat, chira t&i 80% 1a nudc. Trong té bao chét co protein, acid nucleic, hydrat carbon, lipid
cac ion vb co va nhiéu nhiéu chét khac co kh01 lugng phan tu thip. Bao quan dang luu %
trong TBC la ribosom (ribosome). Ribosom nam tu do trong té bao chét va chiém t6i 70%
trong lugng kho ciia TBC. Ribosom gém 2 tiéu phan (50S va 30S), hai tiéu phan nay két
hop vé6i nhau tao thanh ribosom 70S. S 1a don vi Svedberg- dai lugng do toc do lang khi ly
tam cao toc. Trong té bao chat ctia vi khuin con c6 thé gip cac chét dy trit nhu cac hat
glycogen, hat PHB (Poly-R-hydroxybutyrat), Cyanophycin, Phycocyanin, cc hat di nhiém
sic (metachromatic body), cac giot luu huynh...

2.2.2.7 Thé nhan

Thé nhan 1a co s& vat chat chira dung thdng tin di truyén caa vi khuan. Thé nhan
cua vi sinh vat nhan nguyén chua c6 mang nhan nén con dugc goi la nh&n so hay nhén
nguyén thuy. Thé nhan c6 hinh dang bat dinh va 1a mét nhiém sic thé duy nhat c6 cau
tao boi mot sgi ADN xoén kép.

Ngoai ra, da sb vi khuan con cé chira ADN kép dang vong kin ndm ngoai nhiém sic
thé duoc goi 1a plasmid (hinh 18). Plasmid thudng chia tir 2-30 gen va c6 kha ning sao chép
daoc lap.



Hinh 1.16. Nhén té bao vi khuin
2.2.2.8 Nha bao

~ Nha bao 1a b phan luu ton ddc biét, duoc hinh thanh & nhiing giai doan phét trién
nhat dinh ctia mot so loai vi khuan G+ phan Ién la vi khuan hinh que.

Hai nhom vi khuan chu yéu ¢ kha nang hinh thanh nha bao 1a nhém vi khuan hiéu khi
Bacillus c6 trong dat va nhom vi khuan ki khi Clostridium c6 trong dat, chat min va trong
rudt ciia dong vat. Ngoai ra mot s6 cau khuan, phay khuan va xoan khuan ciing ¢6 kha nang
sinh nha bao.

CAu tao gom nhiéu Ié6p mang bao boc. Ngoai cung la I6p mang ngoai, ké dén 13 vo
ctia nha bao cd nhiéu 16p c6 tac dung ngan chan sy tham thiu cua nudc va cac chat hoa
tan. Tiép theo 1a 16p mang trong va trong cuing 1a 16p té bao chat chi chia hé gen va mot
s it ribosom va enzym

Nha bao khéng c6 nhiém vu sinh san ma cé kha nang dé khang dugc véi nhitng diéu
kién moi truong khic nghiét nhu nhiét do cao, tinh axit cao, bic xa, hda chat va cac chat
tay tring. Nha bao c6 thé ton tai rat lau trong trong diéu kién bat loi va s& tro vé trang thai
sinh vat binh thuong khi diéu kién thich hop.



Hinh 1.17 Nha bao é vi khuén

2.3.  DAC DPIEM SINH SAN CUA VI KHUAN

2.3.1. Sinh sin phan doi

Hau hét vi khuén sinh san bang cach nhan déi (hinh 1.18). Trong qua trinh ndy, mdi
té bao tang 1én vé kich thuéc, tao nén thanh va mang, téng hop mdi cac enzim va rib6xom
ddng thoi nhan doi ADN. Sau khi té bao dat gap d6i chiéu dai (néu 1a truc khuan) hoac gap
do61 duong kinh (neu 1a cau khuén), 1 vach ngin s& phat trién tach 2 ADN gibng nhau va té
bao chit thanh 2 phan riéng biét. Cudi cing thanh té bao dugc hoan thién va 2 t& bao con
ro1 nhau ra.

2.3.2. Sinh san nay choi
Mot s0 vi khuan song trong nudc lai sinh san nho nay choi, t€ bao me tao thanh mot
choi ¢ cuc, choi 16n dan roi tach ra thanh mot vi khuan méi.

Hinh 1.18. Cdc hinh thirc sinh sdn ciia vi khudn: (a) phan doi,
(b) ndy chéi, (c) sinh sin bang tit.

2.3.3. Sinh san bing bao tir

Phan dinh cta soi khi sinh phén cit tao thanh chudi bao tir, mdi bao tr nay mam tao
thanh co thé mdi. Mot s6 vi khuan sinh san bang ngoai bao tir ( bao tir hinh thanh bén ngoai
TB sinh dudng).

Céc bao tir sinh san c6 dic diém: Chi co cac 16p mang, khong c6 vo va khong co
hop chat Canxidipicolinat.

Mot s6 loai vi khuan khi gap diéu kién khong thuan lgi s& hinh thanh ndi bao tir.

3 XA KHUAN
3.1. Khai niém vé xa khuin

Xa khuan 12 nhdm 16n vi khuan G+, hiéu khi, séng hoai sinh va c6 ciu tao dang soi
phén nhanh. Xa khuan phéan bo rat rong rdi trong dat, tham gia vao qué trinh chuyéen hod tu
nhién cta nhi¢u hop chat trong dat.

3.2. Pic diém hinh thai, ciu tao ciia xa khuan



Trudc day xa khuan duoc xép chung nhém véi nam do chding ¢é hinh thirc phat trien
dang soi phan nhanh (hinh 1.19). Ngay nay xa khuan dugc Xep vao nhom vi khuan that do
ching c6 nhiéu dic diém gidng v6i vi khuan va khac véi nam nhu sau: (1) c6 giai doan da
bao va don bao; (2) kich thuéc rat nhé; (3) thé nhan 1a nhan nguyén thuy; (4) véch té bao
khéng chira celluloze hoac kitin; (5) khong cé gidi tinh va (6) song hoai sinh hoac ky sinh.

Hinh 1.19. Céc hinh thirc phét trién hé soi ¢ xa khudn.

CAu tao té bao xa khuin gom: Mang nhay, thanh té bao, mang nguyeén sinh, té bao
chat, thé Xa khuan sinh san dinh dudng bang doan soi: mdi doan soi xa khuan khi dut ra
déu c6 kha nang nay chdi tao ra hé sgi xa khuan.

3.3. Pic diém sinh sin ciia xa khuan

Xa khuén sinh san dinh dudng b::ing doan soi: Mdi doan soi xa khuan khi dirt ra déu

c6 kha nadng nay chdi tao ra hé s¢i xa khuan

Bang su ndy choi phan nhanh: Trén bé mat xa khuan xuat hi¢n nhirng mau 161, nhiing
mau 161 16n 1én thanh choi, choi 16n 1én thanh nhanh mai.

Sinh san bang phén cit tryc tiép té bao

Sinh san béng su hinh thanh bao ti: Bao tir ciia xa khuan duoc hinh thanh trén cac
nh&nh phan hoa cta khuan ty khi sinh; sy hinh thanh bao tir cua xa khuan c6 2 kiéu la két
doan hoac theo kiéu cat khuc.

3.4. Y nghia ciia xa khuan

Xa khuan 12 nhom vi sinh vat phan bd rong rai trong dat, chung tham gia vao cac
qua trinh phan giai cac hgp chat hitu co trong dat nhu xenluloza, tinh bot v..v.... gdp phan
khép kin vong tuan hoan vt chat trong tu nhién. Pic tinh nay con dugc tmg dung trong
qua trinh ché bién phan huy rac v.v...

Nhiéu xa khudn c6 kha ning sinh: Chét khang sinh, dung lam thudc tri bénh cho
ngudi, gia sic, cdy trong; Vitamin thudc nhom B ( B1, B2, B6,...), mot s6 acid amin va
acid hitu co; enzyme (proteas, amylaza...) bac diém nay duoc st dung trong nghién ctru
san xut cac chat khang sinh dung trong y hoc, nong nghiép va bao quan thuc pham. Trong
s6 8000 chat khang sinh hién da dugc biét dén trén thé gidi thi trén 80% la do xa khuan
sinh ra.

4. VI NAM



4.1. Khai niém vé vi nam

Vi ndm 1a cac t& bao sinh vat nhan that, phan b rat rong rai trong dat, nuéc va ca
trong khong khi.

Vi ndm séng hoai sinh va ky sinh trén cac sinh vat khac nén ciing 1a tic nhan gay
bénh cho ngudi va dong vat. Trong sé khoang 100,000 loai nAm d4 duoc biét dén c6 khoang
100 loai ¢6 kha nang gay bénh. Mot s6 l0ai vi ndm l1am hu hong thuc pham hoic tiét ra doc
t6. Trong dat vi nAm c6 vai trd quan trong trong viéc phan haty cac chét hitu co thanh céc
chét dinh dudng cho thuc vat. Cau tric nén 16p mun mau mé cua dat, tham gia vao suc
chuyén hod céc chat vo co trong dat. Mot s6 loai nam cd kha nang 1én men thyc pham nhu
men ruu (Saccharomyces cerevisiae), mot sé c6 kha niang sinh chat khang sinh (Penicillium
sp), enzim, céc axit hitu co va nhiéu chat khac.

Vi nim gdm c6 nim men va cac nam soi khong sinh thé qua 16n (con goi l1a mi
nam)
4.2. NAm men
4.2.1. Pic diém hinh thdi, ciu tao ciia Ndm men

N4m men 1a ndm don bao, c6 nhan that, thuong c6 hinh bau dyc, tuy nhién tdy loai
ma té bao nam men co thé co hinh cau, hinh tring, hinh elip...

Kich thuéc té bao nam men 16n gap 10 lan vi khuan, dudng kinh khoang tir 1-5um
va dai khoang 5-30pum Cac loai nam men c6 khuan ti hodc khuan ti gid. Sgi nam c6 2 dang
|4 soi co chat (soi dinh dudng) luon bam chat vao co chat, hap thu chat dinh dudng va soi

khi sinh phat trién trong khong khi va trén bé mat clia co chat va trén sgi khi vé sau sé
moc ra nhitng canh bao tir.

Hinh 1.20. Ném men

Thanh té bao day khoang 25nm, cau tao bi glucan hogc kitin, khoang 10% protein
(mot phan la cac enzim) va mot lugng nho lipit. Mang t€ bao chat cau tao chu yeu la protein
(50% Kkhoi luong kho), con lai la lipit (40%) va mét it polisaccarit.



Nhan cua té bao nim men duoc bao boc bai mot mang nhan nhu ¢ cac sinh vat cé
nhan that khac. Mang nhan co cau trtc hai I6p va c6 rat nhiéu 10 thang.

Ti thé ciia nAm men ciing gidng nhu cc nim soi va cac sinh vat c6 nhan khac. Cac
té bao nam men khi gia sé xuat hién khéng bao chira cac enzim thuy phéan, poliphotphat,
lipoit, ion kim loai... Chdng la nhitng vi sinh véat ki khi bat budc.

4.2.2. Pic diém sinh sdn ciia ndm men
4.2.2.1. Sinh san vo tinh
4.2.2.1.1. Ndy chéi

Nay chdi 1a hinh thic sinh san vo tinh phé bién nhat gap 6 hau hét nAm men. Khi
mot chdi xuat hién cdc enzim thuy phan s& lam phan giai phan polisacarit cua thanh té
bao lam cho chdi chui ra khoi té bao me. Vat chat méi dugc téng hop s& duoc huy dong
dén choi va 1am chéi phinh to dan Ién khi d6 s& xuit hién vach ngan giita choi va té bao
me . Thanh phan cua vach ngan ciing twong ty nhu thanh té bao. Sau d6 chdi tach khoi té
bao me.

4.2.2.1.2. Phén cit

L61 phan cdt ¢ cac t€ bao ndm men cling twong tu nhu ¢ vi khuan. Té bao dai ra, &
gilta moc ra vach ngan chia t€ bao ra thanh hai phan tuong duong nhau mai té bao con co
mot nhan. Hinh thirc sinh san nay thuong gdp ¢ nam men Schizosaccharomyces.(Hinh
1.21)

4.2.2.1.3. Bao tir

Bao tur a0 nhu ¢ nam men Candida albicans 14 bao tir ddc biét hinh thanh tir mot hozc
vai t& bao trén soi nim, thudng moc & dinh cua cac khuan ti gia. Bao tir 40 cO vach day nén
c6 kha nang chiu dyng duoc diéu kién méi truong khic nghiét va s& ndy mam cho ra soi
nam moi khi gap diéu kién thuan loi.



Hinh 1.21. Sinh sin 6 Ndm men (a) sinh sin bing bao tir
(b) sinh sin ndy chéi
4.2.2.2.8inh san hiru tinh

Sinh san hitu tinh & nAm men thudng it xay ra so voi sinh san vo tinh, tuy nhién nho
c6 sinh san hiru tinh ma cac hién tuong tai t6 hop cac dic diém di truyén xay ra. O nam
men c6 hinh thie sinh san hiru tinh bang bao tr nang. Bao tir nang dugc hinh thanh do
su tlep nbi cua hai té bao khac gidi, chd tlep noi s& tao mot 16 thong va qua d6 nguyén
sinh chat c6 thé di qua dé tién hanh phdi chat va nhan cing di qua dé tién hanh phi nhan.
Qua phén bao giam nhiém sé& tao thanh céc té bao con

4.3 Nam soi

L& tat ca cac nam khong phai la nam men va khong sinh mii ndm. Tuy nhién o tat
Cac c4c giai doan chua sinh mii nam thi khuan ti thé (hé soi nam) caa nim 16n van duoc
coi 1a nim sgi. Nam soi con duoc goi 1a ndm méc moc trén thuc pham, chiéu, quan 4o,
giay dép, sach vo. Nhiéu ndm sgi ky sinh trén nguoi, dong vat va thyc vat gay ra cac
bénh nguy hiém. Mt s6 nim méc c6 kha nang sinh ra doc tb.

Né4m soi phan bd rong réi trong tu nhién va tham gia tich cuc vao cac vong tuan
hoan vat chat, nhat 1a qua trinh phan giai chat hiru co va hinh thanh chat mun. Rét nhiéu
loai nam soi da dugc st dung trong cong nghiép ché bién thyc pham, cong nghiép enzim,
cong nghiép duge pham, san xuit thude trir sau sinh hoc, kich thich té sinh truong thuc
vat, lam chi thi xac dinh d6 phi nhiéu va dinh luong cac chit hoat dong sinh hoc, san XUAt
sinh khéi phuc vu chin nudi va dinh dudng cho con ngudi, xir Iy 6 nhiém méi truong.

4.3.1 Hinh thai va cdu trac ciia ndm soi

Nam soi cau trlic twong ty ciu tric cua té bao nam men, mot sb lodi nam, khuan ti
khong c6 vach ngan bén trong va c6 nhiéu nhan. Khuan ti ¢ cac loai nam c0 vach ngan



c6 thé chira mot, hai nhan hodc nhiéu nhan. Bén ngoai cd thanh té bao thuong céu tao bai
chitin hoac cellulozo hoac ca hai. T¢é bao chat c6 nhan phan hoa va c6 mang nhan.

4.3.2. Sinh sdn cia ndm sgi
4.3.2.1. Sinh sdan vo tinh

Sinh san bang bao tir dinh (bao tir canh): duoc sinh ra trén mot soi ndm goi 1a dai/
canh (hinh 1.22)

’ Sinh san bang bao tu Kin: bao tir dwoc chwra trong tui (hay boc) sinh ra trén mot soi
nam (hinh1.23).Sinh san bang bao tir dot: bao tur dugc hinh thanh do su phan dot ¢ khuan
ti dinh dudng (hinh 1.24).

Hinh
1.22.
Bao tir
dinh

(conidiospores) (a) ¢ ndm Penicillium, () 6 Aspergillus

Hinh 1.23. Cac bao #i# kin ciia ndm Rhizopus ndm trong tli bao ti

4.3.2.2. Sinh san hiru tinh


http://www.cat.cc.md.us/courses/bio141/lecguide/unit2/fungi/dkrhiz.html

~ Ném soi ciing c6 hinh thirc sinh san hitu tinh nhung khang pho bién. Thuong gap
nhat 1a hinh thirc sinh san bang bao
tir tiép hop (hinh 1.25).

Hinh 1.24: Bao tir dét & nam Coccidioides immitis

Hinh
1.25.
€))

Nam

Rhizopus, (b) Bao ti# tiép hgp & ndm Rhizopus

5. MOT SO DANG VI SINH VAT KHAC
5.1. Vi khuan lam

L& nhém vi sinh vat nhan nguyén thudc vi khuan that ¢ ciu tao gan gili vdi ciu tao
cua vi khuan G, Truéc day vi khuan lam duoc goi la tao lam hay tao lam luc. Vi khuan lam
khéc biét rat 1on vai tao & nhimng dac diém: vi khuan lam khong c6 luc lap, khdng ¢ nhan
thuc, ¢6 riboxom 70S, thanh té bao cd chua peptidoglican. Vi khuan lam c6 kha nang tu
dudng quang ning nho chira sic t6 quang hop 1a chat diép luc a, caroten p va cac sic to
phu. Bo phan thyc hién qua trinh quang hop trong té bao vi khuan lam duoc goi 14 tilacoit.



Vi khuan lam phan bé rat rong réi trong tu nhién. Pai bo phan vi khuan lam séng
trong nudc ngot va tao thanh thyc vat phd du cua cac thuy vuc. Mot sé phan bé trong
nhitng viing nudc mén giau chat hitu co hoic trong nuéce lg. Mt sé séng cong sinh. Nhiéu
vi khuan lam c6 kha nang cb dinh nito va cé sicc dé khang cao véi cac diéu kién bat loi
cho nén co thé gap vi khuan lam trén cac bé mat tang da hoic trong vung sa mac, trong
cac sudi nuoc nong cO nhiét do cao toi 87°C trong cac vung bién c6 nong d6 mudi téi
0,7%. M6t s6 vi khuan lam séng trong ao ho thudng phat trién manh vao mua hé tao ra
hién tuong “nudc nd hoa”. Khi dé nudc c6 mau xanh xin va ¢ mui vi kho chiu, lam
giam hién tugng oxi trong nudc, lam d6i dong vat phu du, gay hai cho ¢4, nhiéu khi anh
huéng téi ngudn nude cung cip cho cac do thi, cac khu céng nghiép

M6t s6 vi khuan lam vi cé gi4 tri dinh dudng cao, c6 chira mot sé hoat chat c6 gia
tri y hoc, lai c6 tbc d6 phat trién nhanh, khé nhiém tap khuan vi thich hop duoc véi cac
diéu kién mai truong kha dic biét (vi du Spirulina thich hop véi pH réat cao) cho nén da
dugc san xuat v6i qui m6 cong nghiép dé thu nhan sinh khoi. Vige nudi Spirulina tir nuéc
thai ctia cac bé sinh hoc cd thé phat trién rong lém o cac vung ndng thon dé vira gop phan
cai thién diéu kién méi trudng séng vira tao ra ngudn thic an bo sung cho chian nudi
hoac cho nubi ca tbm.

Vi khuan lam c6 hinh dang va kich thudc rat khac nhau. Chung c6 thé 1a don bao hoic ¢
dang soi da

Hinh 1.26. Mgt sé lodi vi khudn lam phé bién

52. TAO
5.2. 1. Khdi niém



Tao la cac vi sinh vat nhan that c6 kha nang quang hop bao gom céc loai tao nudc
ngot va tao nudc man. Tao la ngum thuc pham quan trong. Chlorophyll a O & tat CAC C4C
loai tao cling véi nhiing séc t6 khéc, cac sic té ndy qui dinh mau sic cua loai tao do.

5.2.2. Hinh thdi va cdu tao té bao ciia Tio:

Téo c6 hinh thai co thé rat da dang. C6 thé chia thanh 8 kiéu hinh thai nhu sau:

Kiéu Monad: Tao don bao, song don doc hay thanh tap doan, chuyén dong nho 16ng
roi

Kiéu Pamella: Tao don bao, khong co 1ong roi, cung song chung trong boc chat keo
thanh tap doan dang khoi c¢6 hinh dang nhat dinh hoac khong. Cac t€ bao trong tap doan
khong c6 lién hé phu thudc nhau.

Kiéu Hat: Tao don bao , khong co 10ng roi, song don doc.

Kiéu Tap doan: Céc té bao song thanh tap doan va giita cac t€ bao co lién hé voi
nhau nho ti€p xac truc tiép hay thong qua cac sgi sinh chat

Kiéu Soi: Cau tao thanh tan (thallus) da bao do té bao chi phan doi theo ciing mot
mat phang ngang, so1 c6 phan nhanh hodc khong.

Kiéu Ban: Tan da bao hinh 14 do té bao sinh truong ¢ dinh hay ¢ gbc phan doi theo
cac matphang ca ngang 1an doc. Ban ciu tao bai mot hay nhiéu 16p té bao.

Kiéu Ong: Tan 12 mot dng chira nhiéu nhan, c¢6 dang sgiphan nhanh hay dang cay
c6 than , 14 va ré gia (rhizoid). cac té bao thong vdi nhau vi tuy phan chia nhung khong
hinh thanh vach ngén

Tan dang soi hay dang ban phan nhanh, hoéc c6 dang than- la- ré gia. Thudng mang
co quan sinh san c6 murc do phan hoa cao.

T€ bao cua tdo c¢6 nhiéu dac diém chung cua céac sinh vat c6 nhan that (Eukarya).



Hinh 1.27. Mét sé loai tido phé bién

Thanh té bao cta tao cAu tao bai polysaccharide. Thanh té bao gdm céc soi cellulose
lién két thanh bo xuong (skeleton) nham bao vé va duy tri hinh dang on dinh cho té bao.
Mot sb tao co mannan hay xylan thay thé cho cellulose. Ngoai ra con ¢6 phan v dinh hinh
tao nén chét nén cua thanh té bao. Bén ngoai thanh té bao & mot s6 tao co6 mang keo chira
cac polysaccharide c6 gia tri thuc tién nhu alginate, fucoidine, agar, carragenan,
porphyrane, furcelleran, funoran... Nhiéu tao don bao thanh té béo chi 1a chat nguyén Sinh
dam dac hay chu chat (periplast). Thanh té bao cua tao silic cau tao boi chit silic. Mot sb
tao c6 16p mudi oxyd sat calcium carbonat bén ngoai thanh té bao.

Te bao ctia nhiéu tao van doéng duogc 13 nhd Long roi (flagella). Roi ciu tao bai 9
cdp vi 6ng bao quanh 2 vi 6ng ¢ gitra va dugc bao boc boi mang sinh chat. Hai vi 6ng gitra
xuat phat tir dia goc (dense plates) va thé goc (basal body).

Mang sinh chét ciing giong nhu & cac sinh vét khac. Trong té bao chat c6 nhiéu bao
quan khéc nhau. Sic lap (chromoplast) cua tao co c4u tao nhu & thyc vat, gém hai 16p mang
bao boc, bén trong c6 chét nén (stroma) cung voi he thong cac tai det goi 14 thylakoid. Céc
thylakoid xép chdng 1én nhau tao thanh loai cu triic giéng nhu grana & thyc vat. Trén mang
ctia thylakoid c6 nhiéu chét diép luc (chlorophyll) va cac enzim tham gia vao qua trinh
quang hop. Ngoai chat diép luc (a,b,c,d) con co thé co céc sic tb carotenoid, pho bién nhat
|a b-caroten. Nhiéu tao chira sic t xanthophyll, phycobiliprotein... Trong chat nén cia sic
lap con c6 ADN dang vong va ribdsom. Poi khi cac lap c6 mot ving dam dic protein lién



két v6i cac san pham dy trir tao thanh mot cau triic goi 1a nhan tinh bot hay nhéan protein
(pyranoid). Sic lap con c6 chtra cac giot lipid nho nam giita cac thylakoid. Mot s6 tao con
c6 thém mét hai 16p mang ludi ndi chat luc lap (CER- chloroplast endoplasmic reticulum).
Con cb cac vo sic lap gdm leucoplast va amyloplast. Chung lam nhiém vy tich lity chat du
trir. Ty thé cua tdo cling tuong tu nhu ty thé cua cac sinh vat khac. D6 1a bao quan c6 hai
16p mang bao boc, mang ngoai tron nhan con mang trong an sau vao phia trong chat nén
va tao thanh nhiing mao (crista) trén d6 mang nhiéu loai enzim hé hap. Chat nén cia ty thé
c6 chita ADN va ribosom. Té bao cia tao clng co thé Golgi (Golgi body) nhu & té bao
nhiéu sinh vat khac. D6 1a cac ti dep xép hau nhu song song voi nhau va c6 hinh vong
cung, phia 16i goi 1a mat trans con phia 16m goi la mat cis. Thé Golgi 6 tao 1am nhiém vu
téng hop va tiét ra polysaccharide. Té bao chat (cytoplasm) cta tao co chira ribosom 80S
va cac giot lipid. Mot s tao di dong c6 cac nhom hat lipid mau vang cam cu tao nén céac
diém mit (stigma). Chét du trir trong té bao thudc vé nhiéu dang khac nhau: tinh bot ¢ tao
luc, floridean ¢ Tao do, laminarian 6 Tao ndu, leucosin ¢ Tao roi Prymnesiophyta,
fructosan & Tao luc Acetabularia... Ngoai ra con c6 cac chat dy trit phan tir thap nhu dudng,
glycoside, polyol...Tao c6 khong bao co rut (contractile vacuoles) gitp cho viéc duy tri
nudc trong té bao va laoi bo chat thai ra khoi té bao.

Nhan té bao & tao ciing khong khac may so védi cac té bao nhan thuc khac nhung
hau hét 1a nhan don boi. Téo silic va cac pha bao tir thé & Tao nau, Tao luc va mdt s6 Tao
dd c6 nhan ludng bdi. Nhan c6 mang kép bao boc, trong nhan c6 ADN.

6. THUC HANH: QUAN SAT HINH THAI VI SINH VAT

@ Muc tiéu bai thuwc hanh: Sau khi hoc xong, nguoi hoc c6 kha nang

- Thuc hién thanh thao kinang st dung kinh kién vi

- Lam duoc mot sb tiéu ban tam thoi.

- Phan biét duoc cac dang vi sinh vat dudi kinh hién vi va trong tranh v&, doan phim

@ Chudn bi d6 ding va phwong tién thwe hanh

- Kinh hién vi, la men, lam kinh
- Nuoc ho
- Mot s6 thuc pham bi moc: Banh mi, cam, sita chua

@ Ddnh gia bai thwe hanh

Danh gia bai thuc hanh dua vao cac ti€u chi sau:

- Tiéu chi 1: Cach str dung kinh hién vi

- Tiéu chi 2: Thyc hién cac bude trong qua trinh 1dy gidng dé lam tiéu ban .

- Tiéu chi 3: Thuc hién cac budc lam ti€u ban tam thoi

- Tiéu chi 4: Chinh kinh hién vi, quan sat dugc vi sinh vat dud¢ikinh hiénvieo  vat
kinh x10, x40 13 rang, thyc hién cac yéu cau trong bai thuc hanh.

- Tiéu chi 5: Hinh v& cac vi sinh vét di quan sat, phan dién thong tin con thiéu & bang 1.1
Ti€u chi 6: An toan lao ddng, v€ sinh phong hoc, dung cu, vé€ sinh cd nhén trudc va sau

khl thuc hanh.



6.1. SU DUNG KiNH HIEN VI QUANG HQC

6.1.1. Khai niém

Kinh hién vi quang hoc 1a mot dung cu quang hoc hd trg cho mat gdm c6 nhiéu ling
kinh véi cac d6 phong dai khac nhau, c6 tic dung lam ting gboc trong anh ctia nhimng vat rat
nho6 ma ta khong thé nhin thdy dugc biang mit thudng.

6.1.2. Ciu tao

H¢ théng gid d& gom: Bé, than, Revonve mang vat kinh, ban dé tiéu ban, kep tiéu
ban.

Hé thong phéng dai : (1) Thi kinh: 13 1 bd phéan cua kinh hién vi ma ngudi ta dé mat
va dé soi kinh, c6 2 loai dng doi va dng don. (Ban chat 1a mot thau kinh hoi tu o tiéu cu
rat ngan, dung dé tao ra anh that cia vat can quan sat) (2) Vat kinh: 1a 1 bo phan cta kinh
hién vi quay vé phia c6 vit ma ngudi ta mudn quan sat, c6 3 do phong dai chinh cua vat
kinh: x10, x40, x100. (Ban chit 13 mot thau kinh hoi tu c¢6 tiéu cy ngan, déng vai trd nhu
kinh lup dé quan sat anh that).

Hinh 1.28. Kinh hién vi quang hoc

Hé théng chiéu sang: (1) Ngudn sang (guong hodc dén), (2) Man chin, duoc dit vao
trong tu quang dung dé diéu chinh lugng anh sang di qua tu quang, (3)Tu quang, dung dé
tap trung nhiing tia anh sang va huéng ludng anh sang vao tiéu ban can quan sat. Vi tri cua
tu quang ndm ¢ gitra guong va ban dé tiéu ban. Di chuyén ty quang 1én xubng dé diéu chinh
d6 chiéu sang.

Hé thong diéu chinh: Oc vi cap, ¢ vi cap, dc didu chinh tu quang 1én xudng, ¢ diéu
chinh d6 tap trung anh sang cua tu quang, nim diéu chinh man chan, ¢ di chuyén phién
kinh mang ti€u ban (trudc, sau, trai, phai)

6.1. 3. Thuwe hanh: Cdch sit dung kinh hién vi



Buée 1: it tiéu ban 1én ban dé tiéu ban, dung kep dé giir tiéu ban, nho 1 giot dau soi dé
soi chim trén phién kinh khi soi vét kinh x100.

Buoe 2: Chon vat kinh
Tuy theo mau tiéu ban va muc dich quan sat dé chon vat kinh thich hop.

Buée 3: Piéu chinh 4nh sang.
Diéu chinh tu quang: ddi véi vat kinh x10 ha tu quang dén tan cung, vat kinh x40
dé tu quang ¢ doan gitra, vat kinh x100.
Diéu chinh ¢& man chin twong tmg voi vat kinh.
Ha vat kinh sat vao tiéu ban (mét nhin tiéu ban).

Buéc 4: Mt nhin thi kinh, tay vin ¢ vi cp dé dwa vt kinh 1én cho dén khi nhin thay
hinh anh mo cua vi truong. Piéu chinh ¢ vi cip dé duoc hinh anh rd nét.

6.1. 4. Bio qudn kinh hién vi

Str dung va bao quan kinh hién vi mot cach than trong.

Pit kinh ¢ noi khé thoang, vao cudi ngay lam viéc dit kinh hién vi vao hop c6 goi
hat am silicagel dé trach bi moc.

Lau hé thong gia ¢ hang ngay bang khan lau sach, lau vat kinh dau bang gidy mém
chuyén dung c6 tim xylen hoic con.

Bao dudng, mo kinh lau hé thdng chiéu sang phia trong dinh ky.

6.2. QUAN SAT TE BAO VI SINH VAT ]
6.2.1. Lam tiéu ban, quan sat vi sinh vat dwéi kinh hién vi.
6.2.1.1. Quan sat vi khudn bang tiéu ban co dinh

Budc 1: Quan sat mot sb tiéu ban vi khuan
Budce 2: Mo ta hinh dang ngoai, v€ hinh cac vi khudn da quan sat dugc
Budc 3: Binh danh vi khuan theo hinh thai ngoai da quan sat.

6.2.1.2. Phwong phdp lam tiéu bdn tam thoi:
* Cdc ddc diém ciia tiéu ban tam thoi:

Thao tac lam tiéu ban don gian, tién hanh nhanh.

Quan sat duoc trang thai sdng cia té bao nhu: sy chuyén dong cia tién mao, sy sinh
san, su hinh thanh bao tu...

Tiéu ban loai nay chi sir dung mot 1an rdi bo di.

(1) Céch ldy giéng a@é 1am tiéu ban

Mudn lam bat ky mot loai ti€u ban nao vé vi sinh vat cling phai thuc hién cac thao tac
lay gidng vi sinh vat dé 1am vét boi trén tiéu ban. Cac thao tdc nhu sau:

Budc 1: D6t dén con, dit dng giéng co vi sinh vat vao giita ngon cai va ngén tré cua ban
tay trai, long ban tay ngtra ra. Ong nghiém dé hoi nghiéng nhung khong dugc dé
canh truong vi sinh vat cham vao nut bong.



Budc 2:

Budc 3:

Budc 4:

Budc 5:

Budce 6:

Tay phai dung que cdy va v tring bang cach ho trén ngon lira den con. De que
ciy thing dung trén ngon lira den con cho dén khi ddu que cay nong do roi tir tir
dit va di chuyén que cdy theo chiéu nim ngang trén ngon ltra.

Kep nit bong vao gitra ngon Gt va long ban tay phai, xoay nhe nit boéng 1 vong
va kéo nut ra. Gitr nguyén nut bong nhu vay cho dén khi day nut vao.

Dot miéng ong nghiém trén ngon den con. Khéo 1¢o dua que cdy (dd ngudi) vao
ong giong de liy gidng va nhe nhang dua que cay ra

Néu 6ng giéng 1a moi truong 10ng chi can nhiing dau que cdy vao canh trudng roi
rut ra

Néu bng gidng 13 moi truong dac thi dung que cay 14y mot chat sinh khéi vi sinh
vat trén mit thach va hoa déu vao giot nudce cat vo trung trén phién kinh. Chu ¥
thao tac hét sirc nhe nhang dé lay giéng ma khong ciy mit thach 1én.

D6t miéng dng nghiém, day dng nghiém nghiém lai va dé dng vao gia. Pua giot
canh trudng (hodc sinh khéi) vi sinh vat & dau que cay dat vao gitta phién kinh dé
lam vét boi.

Khur tring lai que ciy trén ngon dén con rdi cat vao gia.

(2) Lam tiéu ban giot €p

Budce 1: Nho mot giot nude cat 1én phién kinh sach. Dung que cdy hay pipet 14y mot it té

Budc 2:

Budc 3:

bao (6 khuan lac) hay mot giot dich nghién ctru dit vao giot noi trén. Huyen phu
vi sinh vt tao nén trong giot nudc phai khong qua duc, vi néu dyc thi rat kho quan
sat.

Léy mot 14 kinh mdéng dat 1é€n giot dich do that can than sao cho khong tao thanh
bot khi. Mudn quan sat lau thi dung vazolin bdi quanh mép 14 kinh dé cho giot
dich khoi kho.

DPua ti€u ban 1€n quan sat trén kinh hién vi, v& hinh, dinh danh vi sinh vét.

(3) Lam tiéu bdn giot treo:

Loai ti€u ban nay dung dé theo ddi sy sinh san, sy hinh thanh bao tir, kha nang di dong
va phan mg ctia té bio vi sinh vat vai cac loai kich thich. Ding mét loai phién kinh dic
biét c6 mot chd 16m hinh tron & chinh giira.

Buodc 1:

Budc 2:

Budc 3:

Budc 4:

Lay vazolin bdi quanh phan 16m cua phién kinh (Vazolin giup cho 14 kinh d& xé
dich va gitr cho giot dich khoi kho)

Nho mét giot dich nghién ctru 1én chinh giita 14 kinh roi 14t ngugc nhanh xudng
dé cho giot dich nam & phia dudi 14 kinh.

Dit nhe nhang 14 kinh 18n trén chd 16m cta phién kinh tranh khong cho giot dich
nghién ctru cham vao thanh hoic ddy chd 16m.

DPua ti€u ban 1€n quan sat trén kinh hién vi v& hinh, dinh danh vi sinh vAt.

(4) Quan sdt cdc dic diém sinh hoc ciia vi khudn (Bacteria)



Cdc ddc trung sinh hoc can quan sat ¢ vi khudan: Céac kiéu hinh dang cua té bao, kha
nang di dong, kha nang hinh thanh bao tu

Céach quan sat: Lam tiéu ban ¢6 dinh nhuém mau voi bua ring dé quan sat vi khudn
Vibrio, Spirochae, Spirillum.

Chu ¥: dung tim 14y bya rang lam vét boi, 1dy bua riang vira phai, dan déu méi quan
sat dugc, quan sat ¢ vat kinh X40 va X100 bé‘lng dau soi

Yéu cdu: V& hinh cac dang xodn khac nhau cua vi khudn (xodn tir 1 vong dén nhiéu
vong)

(5) Quan sdt dic diém sinh hoc ciia nam maoc (Molds)

Cdc ddc diém sinh hoc ddc trung can quan sat: Dac diém cua soi nAm vé mau séc, cO
vach ngan hay khong; hinh dang, cau tao, cach sdp xép cuia bao tir

Cach quan sat: Lam tiéu ban nim méc khong nhudém mau

Budc 1: Nho 1 giot lactophenol 1én lame

Budc 2: Dung que cdy lay khuan lac nam Penicillum hodc Aspergillus niger va dan

mong
Budce 3: Day lamelle va quan sat ¢ vat kinh X10 va X40

Yeu cau: V& hinh va nhan xét chung hinh dang cua so1 nam; vi tri, hinh dang, cach
sap xép chung cua bao tir, thé binh, cudng thé binh, cudng bao tir dinh cua 2 loai nAm mdc
trén

(6) Quan st vi sinh vit trong dung dich nwdc ao hé.

Cdc dic diém sinh hoc ddc trung can quan sat: xac dinh cac loai vi sinh vat c6 trong
dung dich quan sat, hinh dang, ciu tao, di chuyén hay khong ...

Céach quan sat: Lam tiéu ban giot treo va tiéu ban giot ép véi dung dich nuéce ao, ho. ..

Yéu cau: V& hinh va nhan xét chung hinh dang cua cac loi vi sinh vat da quan sat (
dong vat nguyén sinh, tdo...)

6.2.2. Nhan dang mét s6 vi sinh vit qua hinh anh, doan phim ngin.
Quy trinh thuc hién

Tén vi Dic diém Dic diém | Moitruong | Ghichu
Stt sinh vt hinh thai cau tao song
Hinh 1 a
biéntén | b
loai
Hinh 2 a




Hinh n

DPoan 1

phim 2

Bing 1.1. Phiéu thuc hanh so 1
Budc 1: Quan sat mot sé hinh vi sinh vat ( hinh 1.28, 1.29,1.30...)
Budc 2: Phan bi¢t cac dang vi sinh vat vira quan sat
- M6 ta hinh dang, cu tao ngoai cua cac vi sinh vat di quan sat
- Nhan dang, dinh danh cac vi sinh vat da quan sat
Budc 3: Pién vao thong tin con thiéu trong bang 1.1.

Hinh
1.29.
Hinh
thuc
hanh
50 1



Hinh 1.30. Hinh thwc hanh sé 2

Hinh 1.31. Hinh thwc hanh sé 3



TOM TAT CHUONG 1

Virut thuong dugc goi 12 hat virut vi ching chua c6 cau tao té bao, chtra nhitng yéu
t6 di truyén 1a ADN hay ARN nam trong mét vo boc protein va c6 thé c6 cac hop chat khac
bao quanh bén ngoai vé. Virut séng ky sinh nodi bao bét budc, vat chu cua virut bao gdm
dong vat, thuc vat va vi khuan. Vi vay virut ciing dugc phan loai theo vat chu cua té bao
ma ching ky sinh 12 virut dong vat, virut thuc vat va virut vi khuan. Qua trinh nhan 1én cua
vi rit trong té bao vat chu ma lam tan t& bao chu goi 14 chu trinh sinh tan hodc khong lam
tan té bao chu goi chu trinh tiém tan.

Vi khuén la nhém vi sinh vat nhan so, khdng ¢ mang nhan, dudng kinh cua vi
khuan dao dong tir 0,2-2,0 um, chiéu dai co thé khoang 2,0 - 8,0 um; c6 ba hinh dang
chu yéu 1a hinh cau, hinh que va hinh xoan.; vi khuan c6 3 hinh thuc sinh san 1 phan déi,
nay choi va sinh san bang bao ti.

Xa khuan 12 nhdm Ién vi khuan G+, hiéu khi, séng hoai sinh va c6 ciu tao dang soi
phan nhanh. Xa khuan phan bd rat rong rai trong dat, tham gia vao qué trinh chuyén hoa
tu nhién cua nhiéu hop chit trong dat. Xa khun sinh san c6 4 hinh thtc 1a sinh san dinh
dudng bing doan so1, bang su nay choi phan nhanh, bang su hinh thanh bao tir va sinh san
bang phén cit truc tiép té bao. Xa khuan dugc ing dung trong cong nghé san xuét thudc
khang sinh.

Vi ndm 1a céc té bao sinh vat nhan that, phan b rit rong rai trong dat, nudc va ca
trong khong khi; séng hoai sinh va ky sinh trén cac sinh vat khac nén ciing 1a tac nhan gay
bénh cho nguoi va dong vat. C6 2 dang 13 nAm soi va ndm men.

Tao la cac vi sinh vat nhan that c6 kha nang quang hop bao gom céc loai tao nuéc
ngot va tao nuéc man. Tao la nguon thuc pham quan trong. Chlorophyll a O & tat C4c cac

loai tao cung Vvoi nhung sdc t0 khéc, cac sic té nay qui dinh mau sac cia loai tao dd. Tao
¢6 hinh thai co thé rat da dang, thudc sinh vt nhan thyec.

CAU HOI ON TAP

Cau 1: Tém tat dac diém vé hinh dang, ciu tao, phuong thirc sinh san cua cac sinh vat sau:
Vi khuan, vi rt, ndm , vi tao, xa khuan, vi khuan lam. Ké tén mot s6 bénh cy trong do vi
sinh vat gay ra.

Cau 2: So sanh cac dic diém céu tao cta vi khuén, vi khuan lam va xa khuin?

Cau 3: Thyc hién céc thao tac: Lam ti€u ban , quan sat, nhan dang, v€ hinh dugc céc loai
vi sinh vat



CHUONG 2. DINH DUONG CUA VI SINH VAT
1. THANH PHAN HOA HQC CUA TE BAO VI SINH VAT

Co s& vat chat cau tao nén té bao vi sinh vat 1a cac nguyén té hoa hoc. Can cir vao
murc d6 yéu cau cua vi sinh vat ddi vai cac nguyén té nay ma ngudi ta chia ra thanh céc
nguyén té da lwgng va cac nguyén té vi lugng. Cac nguyén té chu yéu bao gém: C, H, O,
N, P, S, K, Mg, Ca va Fe. Trong sb nay c6 6 loai chu yéu (chiém dén 97% trong lugng khd
cua té bao vi sinh vat), d6 1a C, H, O, N, P va S. Cac nguyén t vi lugng thuong 12 Zn, Mn,
Na, Cl, Mo, Se, Co, Cu, W, Br va B. Ty Ié cac nguyén t6 hoé hoc tham gia c4u tao té bao
vi sinh vat 12 khdng gidng nhau ¢ cac nhdm vi sinh vat khac nhau.

Cac nguyén t6 hoa hoc chu yéu ton tai trong té bao vi sinh vat dudi dang chat hitu
co, chat vo co va nudc. Chat hitu co thudong bao géom protein, carbon hydrat, lipid, acid
nucleic, vitamin va cac san pham phan giai cua ching ciing nhu cac chit trao d6i chat.

1.1. Nuée

Nudc chiém dém 70 - 90% khéi luong co thé sinh vat. T4t ca cac phan (ng xay ra
trong té bao vi sinh vat déu doi hoi c6 sy ton tai cua nuéc. O vi khuan lugng chia nudc
thuong 14 70 - 85%, & ndm soi thudng la 85 - 90%.

Phan nudc c6 thé tham gia vao cac qua trinh trao d6i chat cua vi sinh vat duoc goi 1a
nudc tu do. Pa phan nudc trong té bao vi sinh vat ton tai ¢ dang nuéc tu do. Nudc két hop
la phan nudéc lién két véi cac hop chét hiru co cao phan tir trong té bao (protein, lipit, hidrat
cacbon ...). Nudc lién két mat kha nang hoa tan va luu dong.

1.2. Cac chat khoang

Mubi khoang chiém khoang 2 - 5% khéi luong kho cua té bao. Chung thuong ton tai
du6i dang cac mudi sunphat, photphat, cacbonat, clorua ... Trong té bao chung thuong &
dang cac ion. Dang cation Chang han nhu Mg2+, Ca2+, K+, Na+ ... Dang anion nhu SO2—,
HCO3-, CI- ... Cac ion trong té bao vi sinh vat lubn ton tai & nhiing ty Ié nhat dinh nham
duy tri dcf) pH va luc tham thau thich hop cho tirng loai vi sinh vit.

1.3. Chét hiru co

Chét hiru co trong té bao vi sinh vat chi yéu cau tao boi cac nguyén té C, H, O, N,
P, S ... Riéng 4 nguyén t6 C, H, O, N chiém 90 - 97% toan bo chat kho cua té bao, 1a cac
nguyén té cha chdt dé cdu tao nén protein, axit nucleic, lipit, hidrat cacbon. Trong té bao
vi khuan cac hop chét dai phan tir thuong chiém 96% khéi lugng khd, céc chat don phan
tir chiém 3,5% , cic ion vo co 1% .

Protein dugc cau tao chii yéu boi cac nguyén td : C (50 - 55%), O (21 - 24%), N (15
- 18%), H (6,5 - 7,3%), S (0 - 0,24%), ngoai ra con cd thé c6 mot lugng rat nho cac nguyén
t6 khac nhau P, Fe, Zn, Cu, Mn, Ca ... tuy sb luong axit amin lién két véi nhau ma c6 cac
dipeptit, tripeptit, tetrapeptit, pentapeptit ... Tir phan tir c6 15 lién két peptit tré 18n ta goi
1a polipeptit. C6 luc 1 protein duwoc tao thanh do vai polipeptit lién két lai véi nhau.



C6 20 loai axit amin tham gia vao cdu triic cta protein, sé gbc axit amin 1a rat 16n vi
vay c0 thé tao ra duoc téi 2018 loai protein khac nhau (hién da biét rd cau tric 3 chiéu cua
khaong trén 100 loai protein). Cac protein ndy co thé dugc xép loai theo hinh dang, theo
cau tric hoic theo chirc ning.

Hydrat cacbon (ciu tao boi C, H, O), & vi sinh vat c6 thé chia thanh 3 nhém:
Monosaccarit bao gém Pentozo ¢6 ribozo va deoxiribozo; Hexozo gém glucozo, fructozo,
galactozo; Oligosaccarit gdbm Disaccarit ( saccarozo, lactozo maltozo ...) va Trisaccarit ;
Poligosaccarit bao gdom tinh bot, glixerin, dextrin, xenlulozo, axit hialuronic ...

Lipit trong té bao vi sinh vat thuong ¢6 2 nhom: Lipit don gidn va lipit phtc tap
(lipoit). Lipit don gian (este cua glixerin va axit béo) chu yeu la triaxinglixerol. Lipit phuc
tap gdom Photpholipit chu yéu 1a photphoglixerit va Glicolipit bao gém galactozylglixerit,
sulfoglucozylglixerit ... C6 nhitng loai nAm men lugng lipit chta téi 50 - 60% lipit.
Photpholipit két hop véi protein tao thanh lipoprotein tham gia vao cau tric cua mang té
bao chat, mang ti thé ...

Vitamin: C6 su khéac nhau rét I6n trong nhu cau vitamin caa vi sinh vat, vi sinh vat
tu dudng chét sinh trudng (auxoautotroph) cé thé tu tong hop ra cac vitamin can thiét,
nhiéu loai vi sinh vat di dudng chat sinh trudng (auxoheterotroph) doi hoi phai cung cap it
hozc nhiéu loai vitamin khac nhau.

2. CAC KIEU DINH DUONG CUA VI SINH VAT

Dua vao ngudn ning lugng ngudi ta con chia cac kiéu dinh dudng cua vi sinh vt ra
cac loai sau :
2.1. Dinh dwdéng quang nang (quang duwdng)

Vi sinh vat thudc nhém nay c6 kha ning st dung truc tiép ning luong ciia anh sang
mat troi. Thuoc nhom nay lai ¢c6 2 nhém nhé :
2.1.1. Dinh dwéng quang ning vé co ( tu dudng quang nang).

Visinh vat thugc nhom nay c6 kha nang dung cac chat vo co ngoai bao dé 1am nguon
cung cip electron cho qué trinh tao ning luong cua té bao. Thudc nhém nay bao gdm cac

loai vi khuan luu huynh. Chung sir dung cac hop chat luu huynh 1am ngudn cung cap
electron trong cac phan tng tao thanh ATP cua co thé.

2.1.2. Dinh dwéong quang nang hitu co:

Vi sinh vét thudc nhom nay c6 kha ning dung cac chat hiru co 1am ngudn cung cip
eletron cho qua trinh hinh thanh ATP cua t€ bao.

Vi sinh vt thudc ca 2 nhém trén déu co sic td quang hop, chinh nho sic t6 quang
hop ma vi sinh vat thuéc nhom nay c6 kha nang hip thu ning lugng mit troi, chuyén hoa
thanh niang luong hoa hoc tich luy trong phéan tir ATP. Sic té quang hop & vi khuan khong
phai clorofil nhu ¢ cay xanh ma bao gé)m nhiéu loai khac nhau nhu Bacterilchlorifil a, b, c,
d ... mdi loai c6 mot phd hap thy anh sang riéng.

2.2. Dinh dwdng hoa nang (hoa dudng)



Vi sinh vat thudc kiéu dinh dudng hoa ning c6 kha ning sir dung nang lugng chira
trong cac hop chit hod hoc co trong moi truong dé tao thanh ngudn ning luong ciia ban
than.

2.2.1. Dinh dwéng hod nang vo co

Vi sinh vat thudc kiéu dinh dudng hoa ning vo co con goi 1a nhém tu dudng hoa
ning. Chung c6 kha ning str dung ning lugng sinh ra trong qua trinh 6xy hoa mot chat vo
co ndo d6 dé déng hoa CO2 trong khong khi tao thanh cac chat hitu co cua té bao. Trong
truong hop nay chat cho eletron 13 chit v6 co, chat nhan eletron 13 oxy hodc mot chat vo
co khac. Trong sb cac vi khuan hao khi thugc nhom nay c6 Nitrosomonas, Nitrobacter,
Thiobacillus ..., vi khuidn ki khi gom c6 : Thiobacillus denitrificant, Micrococcus
denitroficans ...

2.2.2. Dinh dwo'ng hoa nang hiiu co

Vi sinh vat thugc kiéu dinh dudng nay con goi la nhom di dudng hod nang. Ching
su dung hop chat hitu co trong moi truong lam co chat oxy hoa sinh nang lugng. Trong
truong hop nay, chat cho eletron la chat hiru co. Chat nhén eletron cua nhiing vi sinh vat
héo khi la oxy, ¢ nhirng vi sinh vat ky khi la chat hiru co hoac vo co.

I S . X . Ngu(“;n C ,
Kiéu dinh dwong | Nguon nang lwong chii yéu Vidu
1. Quang ty dudng Anh sang CO2 Tao, Ca;XpK quang
2. Quang di dudng Anh sang Chét hitu co | Vi khuan tia, vi khuan
luc
3. Hoa ty dudng | - Chit vo co (NH4", CO2 Vi khl}én nitrat hoa,
NO; , Hz, H2S, Fe?*...) vi khuan 6xi hoa luu
huynh, vi khuan hidrd
4. Hoé di dudng Chét hiru co Chat hitu co | Hau hét vi sinh vat

Bing 2.1. Cic kiéu dinh dwéng & vi sinh vit

O truong hop chat nhan eletron 1a chat hitu co nguoi ta thuong goi 1a qué trinh lén
men. Trudng hop chat nhan eletron 14 chit v co ngudi ta méi chi phat hién & 2 loai vi
khuén : vi khudn phan natri hod, chat nhan dién tir 1a NOg", vi khuan phan sunfat hoa, chat
nhan dién tir 1a SO4% Hai truong hop ndy con goi 1a ho hap nitrat va ho hap sunfat.

2 . 3. Dinh dwéng cabon cia vi sinh vat

Trong tu nhién ciing nhu trong phong thi nghiém, vi sinh vat luén cé nhitng nhu cau
nhat dinh vé nang lugng, nguon cac bon, cdc chat dinh dudng va céc chat can thiet dé dam



bao cac diéu kién thich hop vé mai truong. Can cir VAo ngudn cung cap cacbon va ning
lrong ma nguoi ta chia vi sinh vat thanh cac nhom sinh li sau day:

2.3.1. Vi sinh vt tw dwong Cac bon:

La nhitng vi sinh vat c6 kha ning ty tao ra chat hitu co cho té bao bang céch tiét ra
cac enzim xuc tac tong hop C tir CO.. L6i dinh dudng cua nhom vi sinh vat nay giong nhu
& cay xanh.

2.3.2. Vi sinh vt di dwéng Cacbon:

La nhitng vi sinh vat khong c6 kha nang tong hop chat hitu co tir nguyén tir C. Ching
sir dung C tir cac hop chit hitu co c¢6 sin. Pay 1a nhom vi sinh vat chiém da s6 va c6 16i
dinh dudng giéng nhu & dong vat.

Tay nhom vi sinh vat ma ngudn cacbon duoc cung cap cé thé 1a chat vo co hoac chat
hitu co. Gia tri dinh dudng va kha ning hap thu cac nguon thirc dn cacbon cua vi sinh vat
khac nhau phu thudc vao 2 yéu té: (1) thanh phan héa hoc va tinh chat sinh If cua ngudn
thire an, (2) dac diém sinh Ii cua ting loai vi sinh vat. Hau nhu khong c6 hop chat cacbon
htru co nao ma khong bi hoac nhom vi sinh vat nay hoac nhom vi sinh vat khac phan giai.
Vi sinh vat c6 kha ning tiét ra cac enzim thiy phan dé chuyén hoéa nhitng chat hitu co
khong tan duoc trong nudc hoac co khdi lugng phan tir qué Ion thanh hop chat dé hap thy
nhu duong, acid amin, acid béo.

2.4. Dinh dudéng nito cua vi sinh vat

Mot s6 vi sinh vat c6 kha niang kha nang chuyén héa N2 thanh NH3 nhd hoat dong
xUc tac cua mot hé théng enzim co tén goi 1a nitrogenaza. Nguoi ta goi cac sinh vat nay 1a
sinh vat ¢ dinh nito con qua trinh nay duoc goi 1a qué trinh ¢b dinh nito. Vi sinh vat c6
kha nang dong hoa rét tét nito chira trong thirc an hitu co nhung khéng c6 kha ning hap
thu truc tlep cac protein cao phan tu. Chi cd cac polipeptit chira khong qua 5 goc axit amin
méi ¢6 thé di chuyén truc tiép qua mang té bao chat cua vi sinh vat. Rat nhiéu vi sinh vat
c6 kha ning san sinh proteaza xuc tac viéc phan hay protein thanh cac hop chat phan ti
thap c6 kha niang xam nhap vao té bao vi sinh vat.

C6 nhitng loai vi sinh vat khong can doi hoi phai duoc cung cap bat Ki loai axit amin
nao Ching cd kha ning tong hop ra toan bo cac axit amin ma ching can thiét tr NH** va
cac chat hiru co khong chira nito. Ngudi ta goi nhdm vi sinh vat nay 1a nhém tu dudng
amin. C6 nhitng loai vi sinh vt nguoc lai bat budc phai duoc cung cap mot hodc nhiéu axit
amin ma ching can thiét. Ching khong cé kha ning tu tong hop ra cac axit amin nay.
Nguoi ta goi chdng la nhom di dudng amin. Loai thir ba l1a loai cac vi sinh vat khdng co
cac axit amin trong moi trudng van phat trién duoc, nhung néu cd mat mot sé axit amin
nao d6 thi sy phét trién cua ching s& duoc tang cudng hon nhiéu. Nhu cau axit amin cua
c4c loai vi sinh vat rat khac nhau ngay ca céc loai vi sinh vat rat gidng nhau vé hinh thai va
rat gan nhau vé vi tri phan loai c6 thé doi hoi rat khac nhau vé cac axit amin. C4c axit amin
ma cac co thé sinh vat doi hoi phai duoc cung cap goi la cac axit amin khong thay thé.
Khong c6 c4c axit amin khong thay thé chling cho tat ca cac vi sinh vat. Loai axit amin can
thiét vai loai vi sinh vat nay cd thé 1 hoan toan khong can thiét vai loai vi sinh vat khéc.



Cac vi khuan gay bénh, vi khuan gay t théi, vi khuan lactic SOng trong sira thuong doi
hoi phai duoc cung Cap nhiéu axit amin c6 San Cac loai vi khuan SOng trong dat thuong c6
kha nang tu téng hop tat ca cac axit amin can thiét dbi véi ching. N4m méc, nam men va
xa khuan ciing thuong khong doi hoi cac axit amin ¢ san. Tuy nhién sy ¢6 mit cta cac
axit amin trong moi trudng s& lam nang cao téc do phat trién caa ching. Vai trd cua phan
bon vi sinh vat trong phat trién ndng nghiép bén viing

4. THU'C HANH: PHUONG PHAP CO PINH TIEU BAN VA NHUQM TE BAO VI
SINH VAT

@ Muc tiéu bai ,
- Thuec hién dugc thanh thao k§ nang c¢6 dinh tiéu ban.
- Thuec hién thanh thao cac phuong phap nhuém vi sinh vat

@ Chudn bi dé ding va phwong tign thuc hanh

+ Thiét bi, dung cu
- Kinh hién vi
- Que cdy Vo tring, phién kinh sach, kep gd, dén con, chau dung nudc ria. pipet, gidy
loc cat nho ¢& 2x3 cm, éng nghiém.

+ Vit tw

- Thubc nhuém Fuchsin kiém, xanh metylen, tim gentian, dé trung tinh.
- Nudc cat; rugu ethylic
- Cac giong vi sinh vat: B.subtilis, E.Coli. ‘
- Nam men: Tot nhat 1a dung dich 1én men, néu khéng thay bang bot banh men tan nho
hoa vaéi nude duong 10% trude 24h.
- Nam moc: Vo cam hay vo quyt hay banh mi
@ Ddnh gid bai thue hanh
Danh gia bai thuc hanh dua vao céc ti€u chi sau:
- Tiéu chi 1: Thuc hién cac budc trong qué trinh ¢b dinh tiéu ban .
- Tiéu chi 2: Thuc hién cac budc lam tiéu ban nhuém don
- Tiéu chi 3: Thuc hién cac budc lam tiéu ban nhuém gram
- Tiéu chi 4: Chinh kinh hién vi, quan sat dugc vi sinh vét dudi Kinh hién vi ¢ vat kinh
x10, x40, x100 r6 rang, thuc hién cac yéu cau trong bai thuc hanh.
- Tiéu chi 5: Hinh vé cac vi sinh vat da quan sat.
- Tiéu chi 6: An toan lao dong, vé sinh phong hoc, dung cuy, vé sinh ca nhan trudc va
sau khi thuc hanh.
@ Ngi dung thwc hanh
4.1. PHUONG PHAP CO PINH TIEU BAN

4.1.1. Cac dic diém cia tiéu ban cd dinh



Quan sat tiéu ban 5:6 dinh 13 1a mot phuong phap phd bién trong nghién ciru vi sinh
vat vi n6 c6 nhirng vu di€ém sau:
- Thao tac tuy phuc tap nhung ti€u ban c6 mau sic dep, gitr duoc lau.
- Khéng so¢ lay nhiém khi lam viéc vai vi sinh vat gay bénh.
- Cho phép ta quan sat r6 rang hinh dang, cau tao cua t€ bao cling nhu dé dang dém
so luong te bao.
4.1.2. Cach lam tiéu ban c6 dinh
Buéc 1: Lam vét béi
bat mat gic)t nudc sach vao giita phién kinh, sau do dung que cdy da khu trl‘l,ng lay
mét vong que cdy vi sinh vat cho vao giot nude va dan déu ra. Truong hgp nudi cay trén
moi truong long thi dung pipet dé lay dung dich nghién ctru. Ho kho phién kinh da c6 vi

sinh vat trén ngon Itra dén con hodc dé kho tu nhién ta duge mot vét mo trén phién kinh
goi 1a vét boi.

Chu y: Lugng vi sinh vat 1iy vira phai; vét boi tron, gon, that mong; cac té bao vi
sinh vat dugc dan déu, dé quan sat.

Bude 2: Cé dinh vét boi

Co dinh vét boi 1a gan chat vi sinh vao phién kinh dé luic nhuém khong bi rira troi.
Co cac cach co6 dinh sau:

Co dinh bang nhiét: La phuong phap don gidn va pho bién nhat. Dung kep g dé
kep phién kinh, ho mét dudi cua phién kinh qua lai trén ngon Itra dén con 2 — 3 lan (khoang
vai ba gidy), tranh khong dé tiéu ban qua nong.

Cé dinh bang hoa chaz‘ Cach nay tuy phtc tap nhung khong gay blen dang té bao,
khong gay bién doi cau triic té bao va khong lam dit cac tién mao. Nhing vét bdi vao ruou.
Vi rugu ethylic ngdm 5 — 15 phut, con véi rugu methylic ngam 2 — 5 phut hoac ngam
trong axeton 15 phut.

Sdy bang hoi formol 10 — 15 giay.
4.1.3. Phwong phap nhu¢m don
Nhudm don 13 ding 1 loai thubc nhudém dé nhudm vi sinh vat.

Céc loai thudc nhudém thuong diung dé nhudém don 1a : Fuchsin kiém, xanh
metylen, tim gentian, do trung tinh.

Phwong phdap nhuém
Buéc 1: Dit tidu ban da cb dinh 1én gid réi nho vai giot thude nhudm phu kin vét boi, dé 1
— 2 phut.
Buée 2: D6 thuée nhuém va rira nhe bang nudce sach t6i khi ndo thiy nudc rira chay qua
vét boi khong con mau nira 1a dugc.



Buée 3: Dé tiéu ban kho dan hodc thdm kho bang gidy tham. Khi tiéu ban kho han dem
quan sat dudi kinh hién vi.

Yéu cau:

(1) Lam tiéu ban nhuém don ndm men cdy trong méi truong xanh methylen, quan
sat kinh hién vi ¢ vat kinh x40 va x100. V€ hinh chua thich mang té bao chat, khong bao
cua té bao.

(2) Lam tiéu ban nhudém don ndm méc trong méi trudong xanh methylen, v& hinh cau
tao sg1 nam va co quan sinh san.

4.1.4. Phuwong phap nhu¢ém Gram

Nguyén ly

Dua trén sy khac nhau vé cdu trac ctia vach nén trong qua trinh nhuém Gram, vi
khuan Gram duong s€ gilt dugc phurc hop tim gentians-iod khong bi tdy mau bai alcohol,
trong khi vi khuan Gram am khong giitr dugc phure hop nay. Do vay, két quéa sau khi nhudm
1a vi khuan Gram duong van gilt dugc mau tim cua gentians, con vi khuan Gram am bat
mau hong cua fucshin.

Gidi thich tinh bit mau Gram ciia vi khudn

Gram duong day tir 15 dén 50 nm, dang ludi, cau tao boi chat day c6 kha nang giir
phurc hop tim gentians - iod. Trong khi do, 16p véch t€ bao peptidoglycan cua céc vi khuan
Gram am thi mong hon va thuong c6 thém 16p mang lipopolysaccharde (LPS) bén ngoai.

Cic buéc tién hanh
Buée 1: Dan tiéu ban va cé dinh tiéu ban

Dung que cdy vo trung lay mot it vi khuan tir ong gidng thach nghiéng hoa vao 1
giot nuéc mudi sinh 1y & gitra phién kinh, dé kho trong phong thi nghiém.

C6 dinh tiéu ban bang cach ho nhanh trén ngon lira dén con 2-3 1an dé gan chit vi
khuan vao phién kinh. Viéc c6 dinh nham 3 muc dich: giét chét vi khuan, gan chat vi khuan
vao phién kinh va lam vét boi bat mau t6t hon vi céc té bao chét bat mau tot hon cac t€ bao
song.

Buoc 2: Nhuom mau
(1) Nhuoém bang dung dich tim gentians trong 30 gidy dén 1 phit, rira nudc;
(2) Nhudém thém dung dich lugol va gitr trong 1 phut, rira nudc;

~ (3) Khtr mau: Nho dung dich alcohol 90%, gitr khoang 30 gidy (cho dén khi vira
thady mat mau), rira nudc.

(4) Nhudm tiép bang dung dich Fucshin trong 1 phut, rira nude, dé kho.

* Két qua: Quan sat & vat kinh dau x100. Néu nhudém ding vi khudn Gram dwong bit mau
tim, Gram am bat mau hong.



Yéu cdu: Lam tiéu ban nhuém gram céc gidng vi sinh vat: B.subtilis, E.Coli. V&
hinh, chu thich két qua nhu¢m gram.

TOM TAT CHUONG 2

Céc nguyén t6 chi yéu tham gia ciu tao té bao vi sinh vét bao gém: C, H, O, N, P, S,
K, Mg, Ca va Fe. Trong sé nay c6 6 loai chu yéu (chiém dén 97% trong lugng kho cua té
bao vi sinh vat), d6 1a C, H, O, N, P va S. Céc nguyén t6 vi lugng thuong 12 Zn, Mn, Na,
Cl, Mo, Se, Co, Cu, W, Br va B. Ty Ié cac nguyén t6 hoé hoc tham gia ciu tao té bao vi
sinh vat 1a khéng gidng nhau ¢ cac nhdm vi sinh vat khac nhau. Céc nguyén t hoé hoc
chu yéu ton tai trong té bao vi sinh vat dudi dang chét hiru co, chat vo co va nudc. Chat
hiru co thuong bao gom protein, carbon hydrat, lipid, acid nucleic, vitamin va c4c san pham
phan giai cta chiing ciing nhu cac chat trao doi chat.
Duya vao ngudn niang luong ngudi ta con chia cac kiéu dinh dudng cta vi sinh vat ra
cac loai: Dinh dudng quang ning (quang dudng) gom dinh dudng quang ning vo co va
dinh dudng quang ning hiru co; dinh dudng hoa ning (hoa dudng) gém dinh dudng hoa



ning vo co va dinh dudng hoa ning hitu co; Dinh dudng cabon cta vi sinh vt gdm Vi sinh
vat tu dudng cac bon va vi sinh vat di dudng cacbon va dinh dudng nito cta vi sinh vat

CAU HOI ON TAP

Cau 1. Trinh bay cac thanh phan co ban ciu tao nén co thé vi sinh vat .

Cau 2. Phan biét cac kiéu dinh dudng cua vi sinh vat .

Cau 3. Thyc hién céc thao tac ¢d dinh tiéu ban, céc phuong phap nhudm vi sinh vat: Nhuém
don, nhuom gram. V& hinh, chi thich két qua nhudm.



CHUONG 3. ANH HUONG CUA CAC PIEU KIEN NGOAI POI VOI
VI SINH VAT VA SU PHAN BO CUA VI SINH VAT
TRONG TU NHIEN

1. ANH HUONG CUA PEU KIEN NGOAI CANH POI VOI VI SINH VAT
1.1. ANH HUONG CUA CAC NHAN TO VAT LY
1.1.1 Anh hwong ciia dp am

Hau hét cac qua trinh sdng cua vi khuan c6 lién quan dén nudc do d6 d6 4m 1a mot
yeu quan trong cua moi truong. Da s6 vi khuan thudc nhom sinh vat wa nude nghia 1a ching
can nude & dang ty do, d& hap thy. Khi thleu nudc s€ xay ra hién tuong loai nudc khoi té
bao vi khudn, trao d6i chat bi giam va té bao chét. Mot s6 khuan cau G- rat man cam voi
su kho han, bi chét trong méi truong thiéu nude sau vai gio.

1.1.2 Anh hwéng ciia nhiét dp

Hoat dong trao d6i chat ctia vi khuan c6 thé coi 1a két qua cua cac phan tmg hoa hoc.
Vi cac phan img nay phu thudc chat ch& vao nhiét do néu yéu t6 nhiét do anh hudng sau
sic dén _qua trinh song cua té bao. Té bao thu duoc nhiét chu _yéu tir moi truong bén ngoai,
mot phan ciing do co thé thai ra do két qua cua trao d6i chat. Hau hét té bao sinh dudng
ctia vi sinh vat bi chét & nhiét d6 cao protein bi bién tinh, mot hodc hang loat enzim bi bat
hoat. Su chét cua vi khuan & nhiét do cao cling co thé con 1a hau qua cua su bt hoat héa
ARN va su pha hoai mang té bao chat. Nhiét do thép c6 thé 1am bat hoat quéa trinh van
chuyén céc chat hoa tan qua mang té bao chat.

Vi khuan thudng chiu duge nhiét 6 thap. O nhiét d6 duéi diém bang hodc thap hon
chung khong thé hién hoat dong trao d6i chat rd rét. Nhiét do thép 6 thé coi 1a yéu tb e
khuan néu 1am lanh kha nhanh. Trong trudng hop lam lanh dan xudng duéi diém bang cu
tric cua té bao bi ton thuong do cac tinh thé dugc tao thanh nhung kich thudc nho, do té
bao khong bi phan huy. Néu 1am lanh trong chan khong cac tinh thé bang sé thiang hoa. D6
1a phuong phap dong kho dé bao quan vi sinh vat.

G161 han gitra nhiét d6 cuc dai va nhiét do cuc tiéu 1a vung nhi¢t sinh trudng cta vi
sinh vat. Gi6i han nay rat khac nhau giita cac loai vi khuan: tuong ddi rong rii & cac sinh
vat hoai sinh, nhung rat hep ¢ cac vi khuan gay bénh. Tuy theo quan hé véi vung nhiét co
thé chia vi khuan thanh mot sé nhom.

Vi khudn wa lanh: Sinh truong t6t nhat & nhiét 46 dudi 20°C, thuong gap trong nudce
bién, cac hd sau va sudi nude lanh, chang han vi khuan phat quang, vi khuan sit, hoat tinh
trao d6i chat cua cac vi khuan nay thap. Trong diéu kién phong thi nghiém nhiéu vi khuan
ua lanh dé dang thich trng v6i nhiét do cao hon.

Vi khudn wa dm: Ching chiém da sb, can nhiét d6 trong khoang 20°C dén 40°C.
Ngoai cac dang hoai sinh ta con gdp cac loai ki sinh, gdy bénh cho nguoi va dong vat,
chung sinh trudng t6t nhat & 37°C tng v6i nhiét d6 cua co thé ngudi va dong vat. Vi khuan



wa 4m ra thanh hai nhom: nhom wa nhiét d6 phong (khoang 25°C ) va nhom wa than nhiét
(khoang 37°C).

Vi khudn wa néng: Nhom sinh trudng tét nhat & 55°C. Mot s6 khong sinh truong &
nhié¢t d6 duoi 30°C. Nhiét d6 sinh truong cyuc dai cua cac vi khuan ua nong dao dong gitra
75-80°C (hinh 3.1). Cac vi sinh vat ua nong gdém chu yéu la cac xa khuan, cac vi khuan
sinh bao tir, thanh tdo va ndm méc. Thudng gip chung trong sudi nudc néng, trong phan
u.

Hinh 3.1. Nhigt dé sinh trwéng ciia cdc nhém vi khudn wa dm va wa néng

1.1.3. Anh hwéng ciia anh sang

Anh sang c6 thé gy ra nhitng ton thuong sinh hoc cho té bao vi sinh vat. Ngoai 1&
c6 cac vi khuan quang hop st dung anh mit troi lam ngudn ning luong. Mirc do gay hai
cua anh sang phu thugc vao mirc nang luong trong luong tir anh sang dugc hap thu Muc
nang luong trong luwgng tir lai phu thudc glan tiép vao chiéu dai song cua tia chiéu. Cac tia
vil tru, tia gamma va tia X c6 ning luong rat 16n.

So voi céc tia sang khac thi tia tr ngoai c6 nang lugng nho hon. Tac dung manh
nhat cila tia tir ngoai 12 & ving c6 chiéu dai séng khoang 260 nm nghia 1a Vl‘mg hép thu cuc
dai cua cac axit nucleic va nucleoprotein. Dudi anh huong cua tia tir ngoai vi khuan bi chét
hodc bi dot bién tuy theo loai vi khuan va liéu luong tia tir ngoai chiéu vao. Ngoai trir bao
tir ctia mdc c6 ste dé khang cao. Duéi tac dung cua tia trir ngoai cac nhanh timin cta chudi
ADN xuit hién cac lién kiét cong hoa tri. Qua trinh dime-hoda timin nhu vy mot phﬁn hoac
hoan toan {rc ché sy nhan d6i cia ADN. Tia 4nh sang mit troi tuy c6 chira mot phan tia tir
ngoai nhung phan 16n tia nay bi khi quyén gitr lai. Vi vy anh sang c6 tac dung diét khuan
nho hon so véi tia tr ngoai dung trong phong thi nghiém.



1.1.4. Anh hwéng ciia nong dé chit tan trong moi truong

Nong d6 chat tan trong moi truong nudi cay anh huong 16n dén sinh truéng phat
trlen cua vi sinh vat. Pa so vi khuan sinh truong tot trong moi truong chira it hon 2% muoi,
ndéng do cao hon co hai cho té bao. Nhung cling c6 mot s6 vi khuan lai sinh truong tot nhat
trong moi truong chira téi 30% mudi goi 14 cac vi khuan ua mudi.

1.2. ANH HUONG CUA CAC NHAN TO HOA HQC
1.2.1 Anh huéng cia pH mdi trueong

pH cua méi truong

oy _ \ nghia quyét dinh d6i voi
su ua axit tung tinh ~ vakiem sinh truéng cua nhiéu vi
sinh vat. Cac ion H+ va OH-
la hai 'g ion hoat dong 16n nhat
trong el tat cd cac ion. Nhitng
bién ] / déi vé nong do cua
chiing % :f ‘ du nhé cling c6 anh
huong :" ‘\ manh mé dén vi sinh vat.
Cho —— e N st nén viéc xac dinh pH
thich ! o ’ " hop va viéc duy
P

Hinh 3.2 Cac gia tri pH thich hop cho cac nhom vi sinh vit

pH can thiét trong thoi gian sinh truong cua té bao 1a rt quan trong. Cac gia tri pH
cuc tiéu, tbi thich va cyc dai can cho sy sinh truong va sinh san cua vi khuan tuong ung
v6i cac gia tri pH can cho hoat dong ciia nhiéu enzim. Gidi han pH hoat dong dbi véi vi
sinh vét & trong khoang 4-10. Pa s vi khuan sinh truong t6t & pH 7 vi du nhu nhiéu vi
khuan gy bénh do méi truong tu nhién 13 mau va bach huyét cia co the dong vat phat trién
t6t & pH khoang 7,4 (hinh3.2). Cac vi khuan nitrat hoa, vi khuan ndt sin, xa khuan, vi khuan
phan giai uré wa moi truong hoi kiém. Mot sb vi khuan chiu axit nhu vi khuan lactic hay



acetobacter, mot s6 khac wa axit nhu Acetobacter acidophilus, Thiobaccillus thiooxydans
c6 thé oxy hoéa luu huynh thanh H2SO4. Chung c6 thé sinh trudéng & pH <1. Nam soi va
nam mem lai ua axit (pH 4-6).

pH ctia méi trudng khong nhitng anh huéng manh dén sinh truéng ma con tac dong
sau sic dén cac qua trinh trao ddi chat. Mang té bao chét cua vi sinh vat twong d6i it thAm
dbi voi cac ion H+ va OH-. Vay mic du pH ctia méi trudng bén ngoai dao dong trong gidi
han rong, néng do cua hai 1on noi trén trong té bao chat noi chung van 6n dinh. Anh huong
cta pH moi truong 1én hoat dong cta vi sinh vat ¢6 thé 1a do tac dong qua lai giita ion H+ va
enzim chira trong mang té bao chat va thanh té bao.

1.2.2 Anh huéng ciia cac chit doc héa hoc

Céc chat diét khuan thudong dung nhat 13 phenol va cac hgp chat cia phenol, cac
ancohol, halogen, kim loai nang, H202, cac thudc nhudém, xa phong va cac chét tay ria
tong hop ctia cac mudi amon bac bon.

Phenol duogc dung & dang dung dich nude dé xat tring cac dung cu bi nhiém khuan.
Tuy theo ndng do ma phenol ¢o tic dung diét khuan hay rc khuan. Hoat tinh ciia phenol bi
gian trong mdi truong kiém va cd mit chat hiru co. Trai lai ting 1én khi c6 mat mudi. Bao
tir ctia vi sinh vat khang véi tac dung ctia phenol. M6t s6 dan suét cta phenol nhu crezol
va cac hop chat ciia phenol vahexaclorefen c6 hoat tinh manh hon phenol. Hexaclorefen
duoc dung phdi hop v6i xa phong dé sat tring da. Phenol va crezol tac dung chu yéu Ién
cac 16p mang té bao, pha hoai tinh ban thim cua té bao chit va 1am bién tinh protein.

Etanol thuong dugc dung dé xac trung da. Etanol khong cé tac dung véi bao ti.
Metanol co tac dung diét khuan kém hon etanol. Tac dung diét khuan cia ancohol ting
theo su ting sinh khoi phan tir. Cac ancohol c6 khéi lugng phan tir cao hon thudng khé tao
hdn hop trong nudc nén khong thé dung d¢é sat trung. Propilancohol va izopopanol ¢ nong
do 40-80% dugc dung de sat trung da. Ancohol tac dung bang cach gay doéng tu protein.
Nhung ancohol dudi nong d6 cao khir nuéc manh, do d6 rit nudc khoi té bao, can trd su
Xam nhap cua ancohol vao trong té bao vi vy chi c6 tac dung trc khuan (etanol 70% c6 tac
dung sat trung manh hon etanol 90%).

Céc halogen tac dung doc d6i véi vi khuan. Khi clo dung dé sat tring nude. Cac hop
chét ctia clo nhu clormin cling c6 tac dung diét khuan. T4c dung di¢t khuén cua clo va cac
hop chat cta clo 1a do viéc hinh thanh axit clohidric va oxi. Oxi & trang thai vira sinh ra 1a
mot chat oxi hoa manh do tac dung cua oxi cac thanh phén cua té bao bi pha huy.

1.3. ANH HUONG CUA CAC NHAN TO SINH HQC

Giita cac ca thé trong ciing mot cong dong vi sinh vat sdng ciing ton tai nhitng quan
hé turong hd vé nhidu mat co thé kich thich (trg gitp) hodc kiém ham (ddi khang) 1an nhau.
Co y nghia rat quan trong la sy canh tranh dinh dudng cua sinh vét, ké ca gitra chung véi
nhau cling nhu vdi cac sinh vat khac. ban than vi sinh vat cling bi cac dong vat bac thép sur
dung lam thirc an. Ban than vi sinh vat cling bi virut, vi khuin va nim tan cong vi du nhu
trong truong hop thé thuc khuan tin cong vao té bao vi khuan va pha huy chung.



1.3.1. Quan hé¢ cong sinh

Quan h¢ cong sinh la quan hé hai bén cung c6 101, bén nay khong thé thiéu bén kia
trong qua trinh song. O vi sinh vat nguoi ta it quan sat thay quan hé cong sinh. C6 mot s6
gia thiét cho rang Ty thé - co quan ho hap ctia t& bao vi nam chinh 1a mot vi khuan cong
sinh v&i vi nAm. Gia thiét d6 dua trén cAu tao cua ty thé c6 ca bd may ADN riéng biét, co
thé tu sao chép nhu mot co thé doc lap. Gia thiét nay con chua dugc cong nhén hoan toan.
Lai co gia thiét cho rang: Cac plasmid c6 trong vi nam va vi khuan chinh 1a su cong sinh
gilta virus va vi nam hay vi khudn d6. Vi du nhu cac plasmid mang gen khang thudc da
mang lai méi loi cho vi khuan chu 1 khang duoc thude khang sinh. Vi thé ma hai bén cing
co

loi va goi la quan hé cOng sinh.
1.3.2. Quan hé hd sinh

Quanh¢ hd sinh 1a quan hé hai bén cting c6 loi nhung khong nhat thiét phéi c6 nhau
moi séng dugc nhu quan hé cong sinh. Quan hé nay thuong thdy trong su séng ctia vi sinh
vat vung ré. Vi du nhu méi quan hé gitra ndm moc phan huy tinh bot thanh duong va nhom
vi khuan phén giai loai duong do. Moi quan hé gilta nhom vi khuan phan giai photpho va
nhom vi khuan phan giai protein ciing 1a quan h¢ hd sinh, trong d6 nhom thir nhat cung cap
P cho nhom thit hai va nhém thir hai cung cap N cho nhom thir nhat.

1.3.3. Quan hé khang sinh

Quan hé khang sinh 1a mbi quan hé d6i khang 13n nhau gitta hai nhém vi sinh vat.
Loai nay thuong ti€u diét loai kia hodc han ché qué trinh séng ctia nd. Vi du dién hinh la
xa khuan khang sinh va nhom vi khuan min cam véi chat khang sinh do xa khuan sinh ra.
Khi nudi cdy 2 nhém ndy trén moi truong thach dia, ta ¢ thé thay rd hién tuong khang
sinh: xung quang noi xa khuan c¢6 mét vong vO khuén, tai d6 vi khuan khong moc dugc.
Ngudi ta can ctr vao duong kinh ctia vong vo khuan d6 ma dénh gia kha niang sinh khang
sinh ctia xa khuan.

1.3.4 Quan h¢ ky sinh

Quan hé ky sinh 1a hién twong vi sinh vat nay song ky sinh trén vi sinh vét, hoan
toan an bam va gay hai cho vat chu. Vi du nhu cac loai virus song ky sinh trong té bao vi
khuan hodc mét vai loai vi khuan séng kY sinh trén vi ndm. Cac loai vi khuan co dinh nito
cong sinh thuong hay bi mot loai thuc khuén thé ky sinh va tiéu di¢t. Khi nudi cay vi khuan
Rhizobium trén méi trudng dich thé thuong c6 hién twong moi trudng dang duc tré nén
trong. Nguyén nhan 14 do thyc khuan thé xAm nhap va 1am tan tat ca cic té bao vi khuan -
goi 1a hién tuwong sinh tan. Khi nuoi cay vi khuan trén méi trudng dic ciing cé hién tugng
nhu vay. Céac thue khudn thé ndy ton tai & trong dat trong cay ho Pau lam anh hudng rat
16n dén qua trinh hinh thanh nét san & cay Dau.

2. SU PHAN BO CUA VI SINH VAT TRONG TU NHIEN

2.1. Sw phén bd ciia vi sinh vt trong dat



2.1.1. Pdt la méi truwong song tét nhit doi véi vi sinh vit

Vi sinh vt 1 nhitng co thé nhé bé d& dang phat tan nhd gi, nude va cac sinh vt
khac. Boi vay né c6 thé di chuyén mot cach dé dang dén moi noi trong thién nhién. Nhat
1a nhitng vi sinh vat c6 bao tir, bao tir ciia chiing ¢6 kha ning séng tiém sinh trong cac diéu
kién kho khin. Khi gip diéu kién thuén loi, chung lai phat trién, sinh s6i. Boi vay trén trai
dat nay, néu c6 mot loai sinh vat nao phan bd rong rii nhat, phong pht nhat thi d6 chinh 1a
vi sinh vat. N6 phan bd & khiap moi noi. Tuy nhién, dat 1a noi vi sinh vat cu tri nhiéu nhat
so v&i cac moi truong khac.

2.1.2. Khu hé vi sinh vit dit

Sy phén bd cia vi sinh vat dat con goi 13 khu hé vi sinh vat dat. Chung bao gdm céc
nhom c6 dac tinh hinh thai, sinh I)'/ va sinh hoa rat khac nhau. Cac nhom vi sinh vt chinh
cu tril trong dat bao gom: Vi khuan, Vi nim, Xa khuan Virus, Tao, Nguyén sinh dong vat.
Trong d6 vi khuan 1a nhém chiém nhiéu nhat vé so luong. Chung bao gom vi khuan hao
khi, vi khuan ki khi, vi khuén tu dudng, vi khuén di dudng ... Néu chia theo céc nguon dinh
dudng thi lai c6 nhom tu dudng cacbon, ty dudng amin, di dudng amin, vi khuan c6 dinh
nito v.v...

S6 lwong va thanh phan vi sinh vat trong dat thay d6i kha nhiéu. Trudc hét sé luong
va thanh phén vi sinh vat trén bé mat dat rat it do ngay trén bé mat dat do 4m khong phai
1a thich hop cho vi sinh vat phat trién, hai nita bé mat dat bj mit troi chiéu roi nén vi sinh
vat bi tiéu diét.

2.1.3. Sw phén bé ciia vi sinh vit theo dp sdu ting dit trong phau dién dit

S6 luong va thanh phan vi sinh vat thiy nhiéu hon khi chiéu sau dat 10 - 20 cm so
v6i bé mat, ¢ tang 16p nay d6 am vira thich hop, cac chat dinh dudng tich luy nhiéu, khong
bi tac dung ctia &nh sang mat trd1 nén vi sinh vat phat trién nhanh, cac qua trinh chuyén hoa
quan trong trong dat chu yéu xay ra trong tang dat nay. S6 luong va thanh phan vi sinh vt
s& giam di khi do sau ciia dat hon 30 cm va sau 4 - Sm hau nhu rat it (trtr treong hop dat c6
mach nuéce ngam) RO rang la vi sinh vat ¢ tang dat nay phai 1a loai yém khi d6ng thoi phai
chiu duoc ap suat 1on méi phat trién duoc. Hai nita ¢ 16p dat nay hau nhu cac chat hitu co
rat hiém.

Chiéu sau dat (cm) | Vikhuan | Xakhuan | Nam mdc | Rong tao
(tébao) | (t€bao) | (t€bao) | (té bao)
3-8 0.750.000 |2.080.000 [119.000  |25.000
20 - 25 2.179.000 [245.000 50.000 5.000
35 - 40 570.000 49.000 14.000 500
65 - 75 11.000 5.000 6.000 100




135- 145 1.400 3.000
Bing 3.1. Lwong vi khudn trong dit xdc dinh theo chiéu sau dit

Trung binh trong dét vi khuan chiém khoang 90% tong sd. Xa khuan chiém khoang
8%, vi ndm 1%, con lai 1% 1a tio, nguyén sinh dong vat. Ty 1¢ nay thay doi tuy theo céc
loai dat khac nhau cling nhu khu vuc dia ly, tﬁng dat, thoi vu, ché d6 canh tac v,v... O nhirng
dat co day du chat dinh dudng, do thoang khi tét, nhiét 4, d6 am va pH thich hop thi vi
sinh vat phét trién nhiéu vé sd luong va thanh phan. Sy phat trién ciia vi sinh vat lai chinh
13 nhan t6 lam cho dat thém phi nhiéu, mau m&. Béi vy, khi danh gia d6 phi nhiéu cua dat
phai tinh dén thanh phan va s6 lugng vi sinh vat. Néu chi tinh dén ham luong chat hiru co
thi kho giai thich duoc tai sa0 & mot ving dat chiém triing ham lugng chit hitu co, chat
muin, dam, 1an déu cao ma cay trong phat trién lai kém. D6 1a do diéu kién yém khi cta dat
han ché cac loai vi sinh vat hao khi phat trién 1am cho céac chat hitu co khong duogc phan
giai. Cac dang chét kho tiéu d6i voi cdy trong khong duge chuyén thanh dang dé tiéu. Cac
chat doc tich luy trong dat trong qua trinh trao ddi chat ctia ciy ciing khong duoc phéan giai
nho vi sinh vat, gdy anh huéng xau dén cay trong.

Quan thé vi sinh vat thuong tap trung nhiéu nhét ¢ tang canh tac. Do la noi tap trung
ré cdy, chat dinh dudng, co cuong do chiéu sang, nhiét do, do am thich hop nhat. So lugng
vi sinh vat giam dan theo tang dat, cang xubng sau cang it vi sinh vat. Theo s6 liéu cua
Hoang Luong Viét: ¢ ting dat 9 - 20 cm cia dat d6i Moc Chau - Son La c6 tdi 70,3 triéu
vi sinh vat trong 1 gram dat. Tﬁng tir 20 - 40 cm c¢6 chra 48,6 triu, téng 40 - 80cm c6 45,8
triéu, tang 80 - 120cm c6 chira 40,7 triéu.

Riéng dbi v6i dat bac mau, do hién tuong rua troi, tﬁng 0 - 20 cm it cht hiru co hon
tang 20 - 40cm. Boi vdy & tang nay so luong vi sinh vat nhiéu hon tang trén. Sau d6 giam
dan ¢ cac tang dudi.

Thanh phén vi sinh vt ciing thay d6i theo tang dat: vi khuan hao khi, vi ndm, xa
khuan thuong tap trung ¢ ting mit vi ting nay c6 nhiéu oxy. Cang xubng sau, cac nhom vi
sinh vat hao khi cang giam manh. Nguoc lai, cdc nhém vi khuén ki khi nhu vi khuan phan
nitrat hod phat trién manh & d6 sau 20 - 40cm. O viung khi hau nhiét déi néng 4m thuong
c¢6 qua trinh rira troi, x6i mon nén tang 0 - 20cm dé bién dong, ting 20 - 40cm 6n dinh hon.

2.2. Su phén bd ciia vi sinh vat trong nwéc

Nguon vi sinh vat trong nudc 1a tir dat, khong khi va chat thai. Nudc ty nhién 1a moi
truong thich hop cho nhiéu loai vi sinh vat sinh truéng va phat trién do trong nuéc c6 chira
day du cac chét hitu co, cac mudi khoang can thiét cho sinh trudng, phat trién cua vi sinh
vat. Hon nita nhiét 46, khong khi ctia nuéc ciing & trong gidi han thich hop cho nhiéu loai
vi sinh vat. TAt ca cac ngudén nudc déu cé vi sinh vat, nhung sb lwong va thanh phan cua
ching bién do6i tuy theo nguén nude, do sau cot nude, thoi tiét khi hau. Phan 1on vi sinh
vat trong nudc 1a do cam nhiém tir cac nguén khac nhau. Sau khi xam nhap, mot s6 kha
16n khong c6 kha ning ton tai va phat trién & d6 do chiing khong c6 kha nang hinh thanh



bao tir. Theo nhiéu nghién ctru cho thay hau hét cac vi khuan trong nude la khong c6 bao
tur, con ¢ trong bun 1a cac vi khuan c6 bao tir. Su ton tai ctiia vi sinh vat c6 quan hé rat 16n
dén do sau cua cot nudc:

Nudc trén bé mit c6 nhiéu chat hitu co, nhiét d6 va do thoang kha tét do d6 vi sinh
vat phét trién thuan loi, s6 lugng va loai hinh kha phong phu. Nhiéu vikhuan, tao, dong vat
nguyén sinh va nam moc khi dugc dua vao nudc bé mit co kha ning trd thanh quan thé tu
nhién trong nudc. Trong nude bé mit c6 cac loai cau khuan, truc khuan khong bao tir, xodn
khuan, xa khuan, vi khuan c6 bao tir, vi Khuan quang hop va cac loai tao.

Nude dudi sau do it chat hitu co, nhiét do thap nén quan thé vi sinh vét dy khong
da dang, chi t6n tai mot so nhom véi sé lugng nhod. Sy ton tai cua vi sinh vat con phy thudce
vao ngudn nudc, thoi tiét khi hau, loai hinh vi sinh vt cam nhiém.

Nguon nudc gan thanh phé, khu vuc dan cu dong duc co hé vi sinh vat phong phu
hon, s6 lwong 16n hon & ngudn nudc ving héo lanh, it dan. Vao mua nang am, mua nhiéu
vi sinh vt trong nudc ciing ting hon trong mua lanh, it mua. Khi troi nang nhiéu khong
mua sd lugng vi sinh vat cling giam. Vi sinh vat c6 bao tu ton tai 1au hon. Cac vi sinh vat
ay bénh nhiém vao nudc tir chat thai khong c6 kha ning phat trién, thudng bi chét trong
mot thoi gian ngan, chi ton tai cac bao tir. Vi sinh vat gdy bénh séng sot dugc 1au hon trong
nuée lanh va sach so v6i nude nong va giau chit hiru co.

3. THUC HANH: PHA CHE MOI TRUONG NUOI CAY VI SINH VAT . PO KiCH
THUOC VA PEM SO LUQNG TE BAO VI SINH VAT

@ Muc tiéu bai thwc hanh

Thyc hién thanh thao cac thao tac bao goi, khir trung dung cu
Thanh thao k¥ nang pha ché moi truong nudi cay vi sinh vat
Rén luyén k¥ ning do méi truong vao ong nghiém va dia petri
- Do duoc kich thudce va dém duoc sé luong té bao vi sinh vat

@ Chudn bi do diing va phwong tién thue hanh
+ Dung cu, thiét bi

- Ong nghiém. dia petri, binh tam giac, que cay

- Dén con, tu sdy, kéo, hop quet ga, ndi hip, may do pH, thét, dao, panh
+ Vit tw

- Gidy bdo, bong gon khong tham nudc

- Day thép nho, day du

- Thit bo, thit lon hodc thit trdu : 500 g; nudc cat.

- HCI, NaOH 20%, Pepton bdt ; NaCl tinh khiét; Thach soi

@ Ddnh gia bai thwe hanh
Danh gia bai thuc hanh dua vao cac ti€u chi sau:

- Tiéu chi 1: Bao goi cac dung cu dung thao tac, nhanh, gon, dep.



- Tiéu chi 2: Nut bong phai dam bao cac yéu cau néu ra trong ndi dung thyc hanh

- Tiéu chi 3: Thuc hién cac phuong phap khir tring dung cy, cach sir dung ti sy,
ndi hip.

- Tiéu chi 4: Thuc hién cc budc pha ché méi truong dinh dudng

- Tiéu chi 5: Thao tac d6 méi trudng.

@ Noi dung bai thuc hanh
3.1. PHA CHE MOI TRUONG NUOI CAY VI SINH VAT
3.1.1 Bao goi, khir trung dung cu
* Nguyén tic
Dung cu dugc bao géi phai dam bao sach va kho.

Bao gbi phai kin va can than dé sau khi khir tring van dam bao su vo tring cta dung
cu trong 16p gidy goi va lay ra st dung dé dang.

* Phwong phap bao goi dung cu
Viéc bao goi dung cu gdbm 2 khau:

- Lam nat bong: cho cac dng nghiém, binh tam giac, pipet, que trang
- Bao goi: cho hau hét cac dung cu khéc

3.1.1.1 Céach lam nut béng
+ Vi cdc ong nghiém:
Budc 1: Liy mot it bong khong thadm nude cudn lai, ding que tre 4n vao giita cudn
bong
Budc 2: Pay cudn bong nay gap doi va tir tir vio miéng ong nghiém
Yéu ciu:
- Nt c6 kich thudce va do chit vira phai.
- Pau nut tron, gon, phan ngoai 16n hon phan trong.
- Lay nut ra hay dong vao de dang
+ Vi cdc chai, lg, binh tam gidc coé kich thwdc lon: cich 1lam tuong ty nhung st dung
luong bong nhiéu hon
+ Vi cdc pipet: Dung mot soi day thép nho nhét mot it bong vao dau 16n cia pipet dé han
ché khong khi tir miéng ngudi hut vao pipet
3.1.1.2. Cach bao goi dung cu
V6i cac dung cu sau khi 1am nit bong can bao goi phan cé nit bong bang gidy bao
de khi khtr trung nat bong khong bi udt va dam bao diéu kién vo trung tot hon. Cach lam
nhu sau:

Budc 1: Cit cac doan bang gidy hinh chir nhat vai kich thudc tity theo dung cu can bao goi.



Budc 2: Quan quanh phan dau c6 nit bong, cot lai that chat
Yéu cau:

- Phéan glay bao bén ngoai phai chat va kin

- Bao bang glay dau vé6i dung cu hap udt

- Bao bang gidy b4o véi dung cu sy kho khi khir trung uot.

- Véi cac dung cy nhu pipet, que trang phai dung gidy bao kin toan bd. C6 thé dung
hop nhom dé dung cac dung cu trén dé khir trung.

3.1.1.3. Khiz triung dung cu
* Nguyén tic: Sau khi khir tring can dam bao:
- Su vo trung tuyét d6i cho dung cu va vat pham
- Khong lam thay d6i chat lugng mau vat
- Bdo dam an toan tuyét doi cho con nguoi
* Cac phwong phdp khir tring bang nhiét
Céc té bao sinh dudng ctia VSV bij tiéu diét dé dang trong khi cic bao tir vin con
ton tai & ngay nhiét 4o do
Kha nang chiu nhiét cia vi sinh vat phu thudc vao: Tinh chit mai truong, $6 lugng
te bao, do pH cua vat can khu trung.
Budc 1: Bat cac dung cu da duogc bao gbi vao tu séy
Budc 2: Bat cong tac tu hoat dong
Budc 3: Diéu chinh thoi gian va nhiét d6 thich hop (160°C trong 2h hodc 180°C trong 30
phut)
Budc 4: Tt ta sdy, dé ngudi téi 60°C réi mé ta 1ay dung cu ra. Tranh mé ti 1iy dung cu
khi nhiét do ti con cao s€ lam dung cu thuiy tinh dé vo
Yéu cdu: Cac dung cu sau khi say ma gidy bao c6 mau hoi vang 1a dat yéu cau. Néu gidy
bao c6 mau nau chung té nhiét dd khir trung cao lam bong va giay bién thanh gondron (hop
chat c6 tinh sat trung) thi khong thé st dung dung nay dé nuoi cay VSV duoc.
3.1.2. Pha ché méi trwong nuéi cdy vi sinh vit
* Khdi niém moi truong dinh dwong
Moi trudng dinh dudng 12 hdn hop cac chat dinh dudng va cac chit ndy c6 nhiém
vu duy tri thé oxy hoéa khir, &p suat tham thau cua t€ bao va sy 6n dinh ctia pH trong moi
truong.
* Cdc yéu cdu co bin ciia méi trwong dinh dwong
- Co day du céac chat dinh dudng can thiét
- C6 36 pH thich hop
- Co6 d6 nhét nhat dinh
- Khong chira cac yéu to6 doc hai



- Tuyét di vo tring
* Nguyén tic pha méi truwong ( Moi trwong co bin)

Dua trén co s¢ nhu cau vé cac chat dinh dudng va kha ndng dong hoa cac chat dinh
dudng cua tung loai vi sinh vét.

D¢ dam bao sy can bang ve ap suat tham thau gifta moi trudng va vi sinh vat nén
can dieu chinh ty 1€ va nong do cac chat trong thanh phan méi truong dinh dudng.

DPam bao cac diéu kién hoéa, 1y can thiét cho cac hoat dong trao ddi chét cua vi sinh
vat.

* Cdc budc pha moi truwong dinh duong:

Pha moi truong dé thyc hién viéc phan 1ap, nhan giong, gilr giong vi sinh vat, dong
thot d€ nuoi cay va nghién clru cac dac diém sinh hoc cua ching

3.1.2.1. Lam nwoc thit
Cong thirc:

Thit bo, thit lon hodc thit trau : 500 g; nudc cat: 1000 ml
Cdch pha ché

Budec 1: Thit 105: hét gan, mo , xay hodc bam nho, can 500 g, ngam thit vao 1000 ml nuédc
cat, dé tu lanh qua dém.

Budc 2: Pun tir tir nude thit cho t6i soi, vot bot khudy déu. Duy tri s6i 4m i trong 1gid,
thinh thodng khuay déu.

Budc 3: Loc qua gidy loc dé loai trir m& va b thit.

Budc 4: Thém nude cat cho di 1000 ml, ding dé pha ché méi truong. Néu chura ding ngay
thi dong chai hap 1100C trong 30 phut r61 bao quan ¢ tu lanh

Yéu cau: Nudc thit phai trong, khong ling cin
3.1.2.2. Pha ché moi truong
* Moi truwong Canh thang thuwong
Cong thurc
- Nudec thit: 1000 ml.
- Pepton bot: 10 g.
- NaCl tinh khiét: 5 g.
Néu khong c6 nude thit thi thay bang 5g cao thit.
Pha ché
Buéc 1: Can, dong dii cac thanh phan ctia mdi trudng vao binh cau hoic binh tam gic.
DPun s61, lac déu cho tan hét cac thanh phan.
Bude 2: Diéu chinh pH7,4-7,6 bﬁng dung dich NaOH 20% hoac HCl, loc qua giéy loc.



Buée 3: Hap 110 °C trong 30 phuit,

Yéu cau: Moi truong phai trong, mau vang nhat hoac vang sam, 6ng moi truong
khong qua nhiéu hodc qua it

* Moi trwong thach thuong
Cong thirc:

- Nudc thit: 1000 ml (c6 thé thay bang 5 g cao thit).
- Pepton bot: 10 g.

- NaCl tinh khiét: 5 g.

- Thach soi: 20 g.

Pha ché:

Budc 1: Can, dong dii nude thit va cac thanh phan ciia mdi trudng vao ndi, dun néng cho
tan. Piéu chinh pH 7,8- 8 bang dung dich kiém hodc acid.

Budc 2: Loc qua gidy loc hodc bong vao binh cau khi méi trudng con nong.
Budc 3: Hap 110 °C trong 30 phdit.

Yéu cdu: Thach tan déu, moi truong khong cimg hodc qua mém, dia thach khong
day qua hoac mdng qué. ong thach phai cé phan chan va ludi.

3.1.2.3. Phén phéi méi truwong vao dung cu ( méi truwongé trang thdi héa long): Phan
pho1 mdi1 truong vao dia petri, Ong nghiém, binh tam giac. Trinh tu phan phoi nhu sau:

Budc 1: Lau chui hét vo tring, vé sinh tay.
Budc 2: Mot tay gilt dung cu chira moi truong, tay con lai kep nat bong va kéo ra.
Budc 3: Nhanh tay d6 moi truong vao dung cy va ddy nat bong lai.
Poi véi ong nghiém:
Néu moi truong lam thach nghiéng thi luong moi truong can dugc phan phdi chiém
1/4 thé tich 6ng nghiém. Pit ong nghiém c6 moéi truong 1én gia dat nghiéng va khong duoc

dé moi truong cham vao nit bong. Dé yén cho dén khi méi truong dong dic. Yéu cau mat
thach phai thang, nhan va lién tuc

, Néu 1am thach dimng thi lwgng moi truong dugc phan phdi chiém 1/2 - 1/3 thé tich
ong nghiém. it cadc ong nghiém cd mai truong 1a thach ding vao gid, dé yén cho moi
truong dong dac

Poi véi di ia petri: Toan bd qua trinh d6 thach vao dia petri duoc thuc hién trong ta
cay vO trung va gom cac thao tac sau:

Budc 1: M6 bao gidy goi cac dia petri, mot tay cam dung cu chira méi trudng.
Budc 2: Tay con lai mé nat bong va ho miéng binh trén ngon lira dén con.

Budc 3: Mo hé nip dia petri. Nghiéng binh va rot méi trudng vao dia petri, day khoang
2mm.



Budc 4: Day nap dia lai, xoay tron dia dé moi trudng duoc phan phdi déu bén trong dia.
D¢ yén cho moi truong dong dac.
Budc 5: Lat nguoc dia lai, ghi chti moi truong (t€n moi trudng, ngay khur trung, han su
dung) va bio quan.
719(5'1' v6i binh cau hay binh tam gidc: Lwong moi trudong duoc phan phdi chiém 1/2 -
2/3 thé tich binh.

Yéu cdu: Céc thao tac phan phdi phai nhanh gon, khéo 1éo dé méi truong khong
dinh vao miéng dung cu hodc nut bong va viéc phan phoi can dugce thuc hién xong trudce
khi méi truong bi dong dac.

3.2. PO KiCH THUGC TE BAO VI SINH VAT

Muén do kich thuée cta té bao vi sinh vat, nguoi ta sir dung thudc do dac biét. Hién
nay c6 nhiéu loai thuédc do nhung thong dung hon cd 1a thude do thi kinh va thude do vat
kinh cua hang OLYMPUS Nhat Ban.

3.2.1. Dung cu, thiét bi hoa chat.

Chuan bj trudc cac tiéu ban “giot ép” tir canh truong nudi vi khuin hoic ndm men
trude 24 gio.

Pé do kich thudc (té bao nam men, vi khuan, xa khuan, nAm méc.q. .) ta phai lam
tiéu ban “giot €p”, it khi lam ti€u ban nhudém mau. Dung thudc do thi kinh dé do kich thudce
té bao vi sinh vat (biéu thi bang don vi micromet pm; 1 pm = 1x10°m =1x1073 mm =
10.000 A (angstron), kinh hién vi quang hoc.

Thudc do thi kinh (Hinh 3.3) 1a mot miéng thity tinh tron, & chinh giita c6 mot thude
nhé 5 mm dugc chia thanh 100 phan bang nhau va dugc danh s6 tir 0 -> 100.

Thudce do vat kinh (Hinh 3.4) la mét tam thuy tinh, & gitta ¢6 mot thude nhé Imm
duoc chia thanh 100 khoang déu nhau, vi vdy moi khoang chia 14 0,01mm hay 10 pm.

Hinh 3.3. Thuéc do thi kinh Hinh 3.4. Thudc do vit kinh

3.2.2. Xac dinh gia tri mdi khoang ciia thwéc do thi kinh



Pé xac dinh gia tri moi khoang cua thudce do thi kinh ddi v&i mot do phong dai ta
lam nhu sau:

Burée 1: Théo thdu kil"lh trén cua thi kinh ra, lép thu('zc do thi kinh vao man chén cua
thi kinh sao cho vach chia nam ¢ phia dudi. Gia tri cia moéi khoang chia cua thude do thi
kinh doi voi tung do phong dai cua thi kinh can phai duoc xac dinh trude nho dung thude
do vat kinh. Dat thudc do vat kinh OLYMPUS Ién ban kinh, noi van thuong dé tiéu ban.

Buoc 2: Dung vat kinh c6 boi giac nhé léy tiéu cu va dich thudc do vao gitra thi
truong. Thay vat kinh c6 boi giac 16n ma ta dinh dung dé do kich thudce té€ bao vi sinh vat.

Budc 3: Diéu chinh ban kinh sao cho mot vach cua 2 thudc nay trung khit 1én nhau
va tim cho trung khit ctia vach thtr 2 (Hinh 3.5), r61 xac dinh khoang cach gitra 2 vach cua
thude do thi kinh bang pm.

* Vi dy: Khi ta sir dung kinh hién vi c6 thi kinh x10, vét kinh x40. Quan sat vao
kinh hién vi ta thay c6 5 khoang chia cua thudc do vat kinh (ttrc 50 pm) nam gon vao 20
khoang chia cua thudc do thi kinh, vy moi khodng chia cia thudc do thi kinh voi d§ phong
dai dang dung 1a 2,5 um.

3.2.3. Do kich thuoc
Tién hanh do kich thudc theo trinh tu sau:

Buéc 1: Dat tiéu ban c6 vi sinh vat can do 1én ban kinh. Diéu chinh ban kinh sao
cho thay rd té bao vi sinh vat va thudc do thi kinh.

Budc 2: Diéu chinh ban kinh sao cho té bao vi sinh vt nim gon va doc theo thudc
do thi kinh.

Budc 3: Pém sé khoang ma té bao vi sinh vat choan chd. Xoay dng thi kinh dé do
bé khac.

Thwéce do thi kinh

Thwée do vat kinh

R (Mmm =100 khnaiana: N N1TMmM)\ , .
Hinh 3.5: Thwoe do thi

kinh (trén) va v@t kinh (dwoi) nhin duoi
kinh hién vi quang hoc.



3.2.4. Tinh két qud

Vi du: duong kinh té bao ndm men nam ding vao hai khoang ctia thudc do thi kinh,
tacla (2,5x 2= 5,0 um).

3.2.5. Nhitng diém can luu y

Kich thudce te bao c6 thé thay dbi tuy theo thanh phan méi truong dinh dudng cua

canh truong nudi cay vi sinh vat. Mudn do kich thudc cia vi khuan hinh cau ta do duong

kinh, cta true khudn - do bé ngang va chiéu dai, xa khuin va nim mdc - do bé ngang cua
SO1.

Néu té bao vi khuan chuyén dong thi ta ho ndng mét chut hay thém vao huyén phu
mot giot dung dich 0,1% thach (agar) nong chay. Néu lam tiéu ban ¢6 dinh nhuém mau sé
1am cho kich thuéc té bao bi thay d6i it nhiéu

3.3.3. Xac dinh true tiép s6 lwgng té bao vi sinh vét bing phong dém hdng ciu

Phuong phap nay thudng dung dé dém sé lwong vi sinh vat c6 kich thude twong dbi
16n nhu nam men, bao tr nam moc, cac loai tao.

Nguyén tic cdu tao ctia phong dém 1a mot phién kinh day hinh chir nhét, chia thanh
3 khoang, khoang gitra chia thanh 2 khoang nho. Trén moi khoang nay c6 ké mot ludi dém,
gom rat nhiéu 6 vudng . Mdi 6 vudng lai dugc chia ra thanh 16 6 vudng nhé , mdi 6 nho ¢6
dién tich 12 1/400 mm?, va chiéu day 1a 1/10 mm, nhu vay thé tich 1 6 vudng nho 1a 1/4000
mmd hay 1/4000.000 ml. Phong dém c6 1 1a kinh day dé day.

Cich dém:
Budc 1: Lac déu dng nghiém pha loing mau.

Budce 2: Nho 1 giot dung dich mau vao giira phong dépl va day lai bé“ing 1a kinh, cha
v khong dé tao bot khi. Di chuyén nhe nhang phong dém dé dung dich mau tran day cac
khoang.

Budc 3: Pat phong dém 1én ban kinh hién vi, & yén 3 — 5phut, sau d6 tién hanh
dém sb luong té bao trong 5 6 16n chéo nhau (chon 4 6 & 4 goc va mot 6 & chinh giira).
Cach dém sb té bao trong mdi 6 16n nhu sau: mdi 6 nhod ¢ 4 canh gidi han, dém s lugng
té bao nam tron trong 6 va nhiing t& bao nam trén 2 canh lién tiép cung chiéu, vi du: dém
canh bén dudi va canh bén phai. Dém cac 6 tir trai sang phai, tir hang trén xudng hang
dudi roi doi chidu. Ctr dém nhu vay cho dén 6 cubi cing ciia 16 6 con.



Hinh 3.6. Phong dém hong ciu
3.3.4. Phwong phdp dém khudén lac vi sinh vit
Buéc 1. Chudn bi dich pha lodng mau
Hoa tan hon hop NaCl: 1g, Peptone: 8,5g, Nudc cat: 1 lit

Buoc 2. Chudn bi cac chuoi pha loang mau

Hinh
3.7.
Pha

loéng
mcfu
long

vi sinh
vat



DPoi véi mdu chdt léng: dung pipet hat 1 ml mau cho vao dng nghiém chta 9
ml dung dich pha lodng, khi do ta s& duoc ndng do pha lodng 1a 101, Tiép tuc tir éng
nghiém 1071 hit tiép 1ml va cho vao éng nghiém chira 9 ml dung dich pha lodng -> do
pha loédng 102, Tiép tuc nhu vy dén ndng do can thiét

Doi véi mdu rdn: can chinh xac 10 g mau, sau d6 cho vao 90 ml dung dich pha
loAing ndng do pha lodng 1071 va tiép tuc pha lodng twong tu nhu mau nudc.
Buéc 3. Cdy mau trén dia petri

Pé dia petri 1én ban, hat 0,1 ml dich can nghién ciru da pha lodng cho vao dia petri
c6 méi treong dac. Dung que trang trai déu khap mat dia, 0 & nhiét d6 va thoi gian thich
hop.

Bude 4. Bém s6 khudn lac hinh thanh



TOM TAT CHUONG 3

Qua trinh sinh trudng cua quan thé vi sinh vat ludn chiu anh hudng cua didu kién
ngoai canh bao gém cac nhan tb vat 1y, cac nhan t6 héa hoc va nhan td sinh hoc

Céac nhan t6 vat 1y tac dong dén vi sinh vat bao gém cac yéu t6 nhu nhiét do, d6 am,
anh sang ... mdi loai vi sinh vat chiu tac dong ciia mot ngudng vé nhiét do, anh sang va do
am nhét dinh.

Céc nhan to hoa hoc bao gom d6 pH va cac chat hoa hoc nhu Cl, F, I, phenol ..

Céc nhan t6 sinh hoc bao gom cac ca thé trong cung mot cong dong vi sinh vat song
c6 nhitng quan hé twong hd vé nhidu mit c6 thé kich thich (tro gitip) hodc kiém him (d6i
khang) 1an nhau, trong d6 c6 mdi quan hé cong sinh hai bén cung c6 loi; quan hé hd sinh
1a quan hé hai bén cung c6 lgi nhung khong nhét thiét phai c6 nhau méi song dugce nhu
quan hé cong sinh; quan hé¢ khang sinh 13 méi quan hé d6i khang 13n nhau giita hai nhom
vi sinh vat. Loai nay thuong tiéu diét loai kia hoac han ché qua trinh séng cua nd; Quan hé
Ky sinh 13 hién tuong vi sinh vat nay song ky sinh trén vi sinh vét, hoan toan in bam va gay
hai cho vat chu.

Trong ty nhién, vi sinh vét phan bé nhiéu trong moi trudng dat va moi trudng nudc.
Su phan bd cua vi sinh vat dat con goi l1a khu hé vi sinh vét dat. Chung bao gé)m cac nhom
c6 didc tinh hinh thai, sinh 1y va sinh hoa rat khac nhau nhu vi khuan, vi nAm, xa khuan, vi
rat, tdo, nguyén sinh dong vat.

Nguon vi sinh vat trong nuée 13 tir dat, khong khi va chat thai. Nudc tu nhién 12 moi
truong thich hgp cho nhiéu loai vi sinh vat sinh truong va phat trién do trong nudc c6 chira
day du cac chat hitu co, cac mudi khoang can thiét cho sinh trudng, phat trién cua vi sinh
vat. Tat ca cac ngudn nude déu co vi sinh vat, nhung sd lwong va thanh phan cua ching
bién ddi tuy theo nguén nude, do siu cot nudce, thoi tiét khi hau. Phan 16n vi sinh vat trong
nuée 1a do cam nhiém tir cac nguodn khac nhau.

CAU HOI ON TAP
Cau 1. Trinh bay sy anh hudng cua cac yéu té vat Iy dén hoat dong sbéng cua vi sinh vat.
Néu tng dung trong thuc tién ?
Cau 2. Trinh bay sy anh hudng cua cac yéu t6 hoa hoc dén hoat dong séng cua vi sinh vat.
Néu ung dung trong thyc tién ?
Cau 3. Phan cac moi quan hé gifta cac ca thé trong cung mot cong dong vi sinh vat Cau 4.
Thuc hanh - Thuc hién cac k§ nang

- Bao goi, khur trung dung cu

- Pha ché méi truong nuoi cdy vi sinh vat

- D6 mdi truong vao ong nghiém va dia petri

- Po kich thudc va dém duoc s6 luong té bao vi sinh vat



Chwong IV. VI SINH VAT VOI CAC BIEN PHAP KY THUAT CANH TAC
VA QUA TRINH BAO QUAN NONG SAN

1. MOI QUAN HE GIUA VI SINH VAT PAT VOI CAC BIEN PHAP KY THUAT
CANH TAC

Vi sinh vat dong vai tro gian tiép trong su lién két cac hat dat v6i nhau. Hoat dong
cua vi sinh vat, nhét 1a nhém hao khi d3 hinh thanh nén mot thanh phr:in cua mun la axit
humic. Cac mudi cia axit humic tac dung vo1 ion Canxi tao thanh mdt chat déo ga"ln két
nhitng hat dit v6i nhau. Sau ndy ngudi ta da tim

Visinh vat c6 vai tro truc tiép trong viéc tao thanh két cau dat: Trong qué trinh phan
giai chat hiru co, ndm méc va xa khuan phat triéen mot hé khuan ti kha 16n trong dat. Khi
nam mdc va xa khuan chét di, vi khuan phan giai chung tao thanh cac chat déo c6 kha nang
két dinh cac hat dat voi nhau. Ban than vi khuan chét di va tu phan huy ciing tao thanh cac
chat két dinh. Ngoai ra 16p dich nhay bao quanh cac vi khuan c6 vo nhay ciing c6 kha ning
két dinh cac hat dat v6i nhau. Mun khéng nhing 1a noi tich luy chat hitu co 1am nén d6 phi
nhiéu ciia dat ma con 1a nhan t6 tao nén két cu dat. Sy hinh thanh va phan giai mun déu
do vi sinh vat dong vai tro tich cuc. Vi vay cac diéu kién ngoai canh anh hudng dén vi sinh
vat cung anh huong dén ham lwong mun trong dat. bic biét ¢ trong vung nhi¢t doi nong
am, su hoat dong ciia vi sinh vat rit manh anh hudng rat 16n dén sy tich luy va phan giai
mun. Cac bién phap canh tac nhu cay bira, x6i x40, bon phan ... déu anh huong truc tiép
dén vi sinh vét va qua d6 anh huéng dén ham lugng mun trong dit.
1.1. Anh hwéng cia viéc lam dit doi véi vi sinh vt dit

Cay x6i, dao tron co tac dung diéu hoa chat dinh dudng, 1am dat thoang khi tao diéu
kién cho vi sinh vat phat trién manh. Theo thi nghi¢m ctia Mitxustin va Nhiacop, céc
phuong phép cay x6i khac nhau c6 anh hudng rd rét dén sé luong va thanh phan vi sinh
vat. T do cuong do cac qua trinh sinh hoc trong dat cling khac nhau. Khi x6i 16p dat canh
tac nhung khong 1at mat, s6 lugng vi sinh vat cling nhu cuong d6 hoat dong co tang Ién
nhung khéng nhiéu bang x6i dat co 1at mat hodc cay siu. Tuy nhién khong phai dat nao
ctng theo quy luét do, dbi v6i dat ung ngap, quy luat trén thé hién rd hon trong khi d6 ¢
dat cat nhe kho han thi viéc x6i x40 khong hop 1y lai lam giam luong vi sinh vat.
1.2. Tac dong dén ché do ludn canh toi vi sinh vat

MBbi loai cay trong deu c6 mot khu h¢ vi sinh vat déc trung song trong vung ré cua
n6. Bai vy luan canh cay trong 1am cho khu hé vi sinh vat dat can d6i va phong phu hon.
Nguoi ta thuong ludn canh cac loai cy trong khac voi cay ho dau dé ting cudng ham luong
dam cho dt.
1.3. Tdc dong ciia phdn bén dén vi sinh vit dit

Khi bon cac loai phan hitu co va vo co vao dat, phan tac dung nhanh hay cham dén
cdy trong 1a nho hoat déng cua vi sinh vat. Vi sinh vat phan giai hitu co thanh dang v co
cho cdy trong hap thu, bién dang vo co kho tan thanh dé tan ...Nguoc lai cac loai phan bon
cling anh hudng dén sinh trudong va phat trién cia vi sinh vat trong dat. Phan hiru co nhu
phan chuéng, phan xanh, bun ao ... dac biét lam tang sb lugng vi sinh vat vi ban than trong
d6 d3 c6 mot sb luong 16n vi sinh vat.



Chat hitu co vao dat lai 1am tang ) lugng vi sinh vat san co trong dat, dac biét 1a vi
sinh vat phan giai xenluloza, phan giai protein va nguyén sinh dong vat. Tuy vay, cac loai
phan hitu co khac nhau tac dong dén sy phat trién cta vi sinh vat dit & cac muc do khac
nhau tuy thudc vao ty 1€ C/N ctia phan bon.

Phan v6 co ciing c6 tac dung thuc day su sinh truong va phat trién cua vi sinh vat
dat vi nd c6 cac nguyén tb N, P, K, Ca, vi lugng rat can thiét cho vi sinh vat. Dac biét la
khi bon phédi hop céc loai phan vo co véi phan hitu co s& lam ting sb lwong vi sinh vat 1én
tir 3 - 4 1an so v4i bon phan khoang don thuan, ddc biét 1a cac vi khuan Azotobacter, vi
khuan amon ho, nitrat hoa, phan giai xenluloza. Khi trong dat c6 nhiéu phan hitu co thi
viéc bon cac loai phan vo co ¢6 tac dung kich thich hoat dong phén giai chat hitu co cta vi
sinh vat. Bon voi co6 tac dung cai thién tinh chét 1y hoa cua dat, 1am ting cuong hoat dong
ctia vi sinh vat, nhét 1a d6i v4i dit chua, min, bac mau.

1.4. Anh hwéng ciia vigc sie dung cdc loai héa chit t6i vi sinh vit

Céc loai thude hoa hoc trir sau, diét co gay tac dong co hai to1 vi sinh vat cling nhu
hé sinh thai dit n6i chung. Viéc dung cac loai thudc hoa hoc lam 6 nhiém moi trudng dat,
tiéu diét phan 16m cac loai vi sinh vat va dong vat nguyén sinh trong dét.

1.5. Anh hwéng cia viéc twéi tiéu téi vi sinh vit:

Pai da s6 cac loai vi khuan c6 ich déu phat trién manh m& 6 d6 am 60 - 80%. P9 am
qua thip hoic qua cao déu e ché vi sinh vat. Chi c6 nAm méc va xa khuén 13 c6 thé phat
trién duoc & didu kién kho. O cac rudng lua nude cac loai vi khuan da thich hop voi d6 am
cao, tuy nhién & nhirng rudong c6 tinh tham nudc cao duogc lam ai, su phat trién vi sinh vat
cling tot hon. Pic biét 1a can dbi dugc ty 18 gitra hai loai hdo khi va yém khi.

2. VAI TRO CUA VI SINH VAT TRONG CONG TAC BAO VE THUC VAT
2.1. Vai tro ciia vi sinh vit trong cong tdc sin xudt cdc ché phim vi sinh

Ché pham vi sinh vt 13 san pham chira vi sinh vat (VSV) sng bao gém: Vi khuan,
nam, xa khuan duoc str dung dé 1am phan bon, 1am thudc bao vé thuc vat ...

Vai tro cia ché pham sinh vi sinh vat trong san xuat nong nghiép c6 cac wu diém
sau day:

Khong gdy anh huong tiéu cuc dén strc khoe con ngudi, vét nudi, cdy trong. Khong
gy 6 nhiém moi truong sinh thai

C6 tac dung can bang hé sinh thai ( vi sinh vat, dinh dudng ...) trong mdi trudng dat
nodi riéng va moi trudng noi chung.

Céc ché pham Vi sinh khong lam hai két cAu dét, khong lam chai dat, thodi hoa dat
ma con gop phan tang d¢ phi nhiéu cua dat, co tac dung déng hoa cac chat dinh dudng, gop
phan ting ning suit va chét luong néng san pham.

_Ti€u diét con trung gy hai, giam thiéu bénh hai, ting kha nang dé khang bénh cua
cay trong ma khong lam anh huong dén mdi truong nhu cac loai thuéc BVTV ¢6 ngudn
goc hoda hoc khac.

C6 kha nang phan hity, chuyén héa cac chat hitu co bén viing, cac phé thai sinh hoc,
phé thai nong nghiép, cong nghiép, gop phan lam sach moi truong.



Céc ché pham vi sinh tmg dung cho cdy trdng hién nay co ban duoc chia lam 3 nhém
san pham v&i cac tinh nang khac nhau:
- Nhém ché pham sinh hoc tmg dung cho viéc phong trir sdu bénh hai cdy trong.
- Nhom ché phim sinh hoc dung cho san xudt phan bén hitu co sinh hoc, phan hitu
co vi sinh, chét kich thich ting trudng bon cho cay trong.
- Nhom ché pham sinh hoc dung cho cai tao dét, xir Iy phé thai ndng nghiép.

2.2. Ché phdm vi sinh itng dung cho phong triv siu bénh

Pay 1a nhom san phim duoc ung dung kha rong rai va dugce tmg dung sém nhit
trong linh vuc cay trong. Theo Bo Nong nghiép va PTNT, trong danh muc céc loai thude
BVTV c6 ngudn gdc sinh hoc, tir ndm 2000 chi ¢6 2 san pham trir sdu sinh hoc duoc cong
nhén cho dang ky. Pén nam 2005 da c6 57 san pham cac loai, dén 6 thang dau nam 2007
c6 193 san pham dugc cip gidy phép diang ky. Nang tong sd c6 479 san pham sinh hoc
dugc phep luu hanh, trong d6 ¢6 300 loai thudc trir sdu va 98 san pham thudc trir bénh. Cac
san pham nay da gop phan khong nhé vao cong tac phong trir dich hai , gop phan thay thé
va han ché dan nguy co doc hai do sir dung thuéc BVTV nguon goc hoa hoc anh huong
dén strc khoe con ngudi va gay 6 nhiém mai truong. Mot s6 san pham tiéu biéu:

Thuoc trr su vi sinh BT ( Bacciluss Thuringiensis var. ) thugc nhom tru sau sinh
hoc, c6 ngudn gbc vi khuan, pho diét siu rong va hiru hiéu ddi voi cac loai sdu nhu sau
cubn 14, sau to, sdu xanh, sau khoang, sdu an tap... Sau khi an phai thudc s& ngimg an sau
vai gio va chét sau 1 — 3 ngay. O Viét Nam, ché pham Bt (Bacillus thuringiensis) da duoc
nghién ctru ttr ndm 1971. Hon 20 ché pham Bt nhap khau va ndi dia di cho két qua tt trong
phong thi nghiém va ngoai dong ddi voi mot s6 sau hai chinh trén dong rudéng nhu sau xanh
budm trang, sdu xam, sau to, siu hai bong, sau do. Cac loai san pham thuong mai co trén
thi truong kha nhiéu nhu Vi-BT 32000WP, 16000WP; BT Xentary 35WDG, Firibiotox P
dang bdt; Firibiotox C dang dich c6 dac ...

Khoa Nong nghiép va sinh hoc tmg dung ( Dai hoc Céan Tho ) ciing da nghién ciru
va duara 2 ché pham sinh hoc Biobac va Biosar c6 kha nang phong trir 2 bénh thuong gap
trén lua la d6m van va chay 14. Ché pham Biobac duoc san xuat tur mot chung vi khuan c6
san & dia phuong, c6 kha ning tiéu diét va rc ché su phat trién clia soi nAm giy bénh dém
van. Con ché pham Biosar 12 san pham duoc chiét xuat tir mot s6 loai thuc vat, o kha ning
kich thich tinh khdng bénh chay 14 lua (dao 6n) do nam Pyricularia gay ra.

Diéu ché tir ndm co6 san phém thude trir sdu sinh hoc VIBAMEC véi hoat chét
Abamectin duoc phan 13p tir qua trinh 1én men nam Steptomyces avermitilis. Diét trir dugc
cac loai sau nhu sau vé bua, nhén, sau to, sau xanh, bo tri, bo phan; Ngoai ra clng trong
nhom nay Vivadamy, Vanicide, Vali... c6 hoat chit 1a Validamycin A, dugc chiét xuat tir
ném men Streptomyces hygroscopius var. jingangiesis. Day 1a nhom thudc trir bénh ¢o
nguon gbc khang sinh dic tri cac bénh dém van trén lta, bénh ndam hong trén cao su, bénh
chét rap cdy con trén ca chua, khoai tay, thudc 14, bong vai. .

Céc ché pham tir nhom nim con c6 nam ddi khang Trlchoderma vira co tac dung dé
khang mdt s6 nam bénh gay hai trén b0 ré cay trong nhu: bénh vang 14 chét nhanh, con goi



13 bénh théi ré do nAm Phytophthora palmirova gay ra. Hay bénh vang heo rii hay con goi
la bénh héo cham do mdt s6 nam bénh gay ra: Furasium solari, Pythium sp, Sclerotium
rolfosii.

Nhom san pham chiét xut tir virus Nucleopolyhedrosisvirus ( NPV ). Day 1a loai
virus c6 tinh rat chuyén biét, chi lay nhiém va tiéu diét sau xanh da lang ( Spodoptera exigua
) rat hiéu qua trén mot s cay trong nhu bong, dau dd, ngd, hanh, nho .

2.3. Ché phim vi sinh dng dung cho sin xudt phdn bén

Trong san xuat ché pham phan bon vi sinh, cdc nhom vi sinh vat dong vai tro quan
trong 1a nhom vi sinh vat ¢ dinh dam, hoa tan 14n, phan giai chét hitu co, kich thich sinh
trudng cay trong, v.v..., dd dugc tuyén chon c6 mat do phu hop véi tiéu chuan ban hanh,
thong qua cac hoat dong séng cua chiing tao nén cac chat dinh dudng ma ciy trong co thé
sit dung duoc (N, P, K, S, Fe...), hay cac hoat chat sinh hoc, gop phan nang cao ning
sut, chat lugng nong san. Phan bén vi sinh vat phai bao dam khong gy anh hudng xau
dén nguoi, dong, thuc vat, moi truong sinh thai va chat lugng noéng san.

Hi€u qua cua vi sinh vat trong viéc lam tang kha nang sinh truong phat trién cay
trong, tiét kiém phan bon hoa hoc cling nhu ting nang suit, chat lugng néng san, da dugc
khang dinh trong nhiéu cong trinh nghién ctru ctia nhiéu nudc trén thé gidi. Cac san pham
vi sinh nhu phan bén vi sinh vét ¢d dinh nito, phan giai photphat kho tan, ché pham vi sinh
vat kich thich sinh truéng thuc vat, ché phém vi sinh vat phong trtr bénh cay tréng da duoc
nghién ctru tir nhiéu ndm nay cé y nghia quan trong trong viéc bao vé moi truong va xay
dung nén nong nghiép bén viing.

Vi sinh vat tac dong dén cay trong truc tiép hodc gian tiép. Su tac dong tryc tiép
ctia vi sinh vat, dén cay trong thé hién qua su tong hop, khoang hoa hodc chuyén hoa céc
chat dinh dudng xay ra trong qua trinh chuyén hoa vat chit ciia vi sinh vat nhu qué trinh
¢6 dinh nito, phan giai lan, sinh tong hop auxin, giberellin, etylen .v.v. Nhimg vi khuan
nay c6 khaning giup cdy trong ting kha nang huy dong va dé dang sur dung cac ngudn
dinh dudng tir méi trudong. Tac donggian tiép dén sinh trudng cua ciy trong xay ra khi cac
chung vi sinh vat cé kha nang lam gidm bdt hodac ngan chan cac anh hudng c6 hai tr moi
truong hodc tur cac vi sinh vat bat loi d6i véi thuc vat, trong do6 vi sinh vat co thé canh tranh
dinh dudng véi vi sinh vat bat lgi, hodc sinh téng hop céc chit c6 tac dung trung hoa,
phan huy, chuyén hod cac tac nhan ¢ hai hodc tiéu diét, trc ché cac vi sinh vat bat loi. Mdi
loai vi sinh vat trong tu nhién c6 thé c6 1 hodc ca 2 tac dong néu trén dbi véi cay tréng.

Phén hitu co vi sinh lam ting ning suat cay trong, chat lugng san pham t6t hon,
giam 6 nhiém cta NOs. Diéu nay ciing c6 nghia phan hitu co vi sinh da gop phan quan
trong trong viéc cai tao dat, dap ing cho mot nén nong nghiép hitu co bén viing, xanh sach
va an toan.

3. VI SINH VAT TRONG BAO QUAN NONG SAN
3.1. Nguon goc vi sinh vat trong ndng sin

Vi sinh vat dugc dua vao kho cung lic voi su cé:c gilt ndng san, vi ching thuong
Xuyénqcc') mat trong khong khj. Vi sinh vat phan bo trén bé mat thuc \{at dugc goi la vi sin}l
vat bieéu sinh. Chung phat trién chi yéu dua vao cac san pham bai ti€t cua cay va céac chat



bui bam trén cdy. Do méi trudng nghéo dinh dudng va cac diéu kién séng khac khong thich
hop nén quan thé vi sinh vat bi€u sinh c¢6 thanh phan va so lugng kém phong pht nhu trong
vung re.

Vi sinh vat biéu sinh trén hat phan 16n 1 cac loai hoai sinh chiing c6 thé bam vao
bét ¢t phan nao trén vo hat, hodc ndm giira vo trdu va vo gao.

Mot sb loai vi sinh vat biéu sinh c6 thé quan sat duoc bang mét thuong, mot s6 loai
khéc chi c6 thé quan sat dugc bang kinh hién vi, bang cach cay 1én moi truong nhan tao.
Nhiéu cong trinh con cho thay trong thoi gian ndng san con trén cdy dang phat trién, co
nhi€u loai vi sinh vat bi€u sinh nhung khong gay hai. Tuy nhién khi thu hoach nong san
duoc dua vao kho, & day chung tiét ra nhi€t trong qua trinh song va ho hap lam cho dong
hat nong 1én, tao di€u kién cho nhiéu loai vi sinh vat khac phat trién va thuc day cac qua
trinh sinh hoa trong hat hoat dong manh .

Trong hat thuong co nhiéu nAm mdc ndm men va dic biét 1a rat nhiéu cac loai vi
khuan.Trong qua trinh xay x4t hat cling c6 thé nhiém thém céc loai khac trong khong khi.

Ngoai ra vi sinh vat biéu sinh ciing c6 thé 1a ki sinh mot phan sdng trén cac bé mat
va mdt phan song trong cac md bao cua hat.

3.2. Cac nhom vi sinh vat trong ndong san

Chu yéu 14 cac nadm, vi khuén, xa khuan.
3.2.1. Ném.

Nam mdc thuong tim thay trén 14 ciing nhu trén hat cac loai cdy hoa ban, thuong
gap la: Penicillium sp, aspergillus spp, alternaria spp, Cephalothecium spp. Nam men
thuong gap 1a Torula sp, Monilia spp, Oospora sp, Chromosporium maydis, Fusarium
griseum. Ngoai ra con tim thay Candida albicans va mdt so loai Candida khac.

3.2.2. Vi khuén

Vi khuan trén vo hat thuong gap nhiéu vi khuan hon 13 ndm méc & bat ki mot loai
hat nao. S6 lwong vi khuan thay d6i tuy thudc vao tung loai hat thoi gian cat gitr, thoi ki
thu hoach tinht trang hat va diéu kién bén ngoa. S6 luong vi khuan trén hat thuong dao
dong trong khoang 10.000-300.000 té bao/hat.

Trén vo hat thuong gip 1a vi khuan hoai sinh, da dang gdm nhiing loai ¢ bao tir
cling nhu khong bao tir,hdo khi, yém khi , wa nhiét chiu rét. Nguoi ta tim thay khoang 100
loai vi khuan khac nhau thudc cac ho: Pseudomonadaceae, Micrococcaceae. ..
3.2.3. Xa khudn

S6 lwong xa khuén trén hat ngii cdc khi cat giit thay ddi tir hanh chuc ngan dén hang
triéu t€ bao trén 1 gam hat, s6 lugng tang trong qué trinh cat gitt. Chu yéu thudc vé
Streptomyces. Cac loai thuong gap 1a Strept.albus. Ngoai ra con gap: Act. globisporum,
Act. grminus, Act. griseus,..........

3.3. Tac hai cia vi sinh vit trén nong san



Trong qua trinh bao quan ndéng san, vi sinh vat giir vai tro quan trong vi khi ching
song va phat trién dugc trén nong san thi chiing phan hay chat hitu co nén lam giam gia tri
nong san.

Vi sinh vat phét trién trong hat s& lam giam trong luong kho, giam hodc mét hoan
toan kha ndng nay mam. Trong hat, vi sinh vat s€ phan huy cac chat hitu co dé€ tao cac loai
rugu, acid hiru co va cac san pham phan huy khac lam cho hat ¢6 vi dang va mui kho chiu.

Trong qua trinh sinh sdng, nAm va vi khuan tiét ra cac chit ddu doc mo bao cua
néng san 1am roi loan hoat dong ctia cc loai men oxy hoa trong mé. Cac san pham trung
gian cua qua trinh trao ddi chét nhu cac loai acid hitu co, rugu aldehyde, acetone, cac san
pham phan huy protide va mot sd chi doc do vi sinh vét tiét ra s& phan hiy vach té bao,
xam nhap cac mo bao, dau doc chit nguyén sinh.

Trong qué trinh sinh séng va ho hép cua vi sinh vat, nhiét tdéa ra lam cho hat hoac
rau qua nong lén d& bi hu 1a do nhiét do lam tdng hoat dong sinh séng va hay hoai cua
chung. D6i véi rau qua khi cat giit, cic qua trinh xay ra tuy thudc vao hoat tinh va sb luong
céc loai men c6 trong rau qua ciing nhu men cta cac loai vi sinh vét séng trong mé bao cia
chung. Vi vay khi rau qua bi nhiém ndm va vi khuan thi cic qua trinh phan huy chat dy trit
tang nhiéu. Nhu ca rot bi nhiém ndm Sclerotinia libertiana ham luong duong giam tir 4-5%
con 1-2%. Trong mot s trudng hop chat dinh dudng bi giam dén “0”.

Tac dong cua vi sinh vat dén qué trinh trao ddi chét cua cac bo phan duy trit rat phuc
tap, khong 6n dinh. Tac dong d6 phu thudc va diéu kién ngoai canh nhu nhiét do, do am,
thanh phan céc chat trong khong khi.

4. THU'C HANH: PHUONG PHAP LAY MAU VA PHAN TiCH VI SINH VAT &
KIEM TRA KET QUA THi NGHIEM PHAN TiCH VI SINH VAT TREN CO
CHAT:

@ Muc tiéu bai thwce hanh

- Thuyc hién thanh thao ki ning thu thap mau vi sinh vat, mau nudc.
- Phan biét dugc cac dang vi sinh vat khac nhau & cdc mau bénh khac nhau
- Phan 1ap duoc vi khuan giy bénh.
- Céy vi khuan 1én moéi trudong thach
- Quan sat, nhan dang vi sinh vat dudi kinh hién vi
- Thuyc hién cac bude phan tich mau nudc
- Thuyc hién duogc cac bude kiém tra két qua thi nghiém phan tich vi sinh vat trén co
chat
@ Pé diung va phwong ti¢n
Kinh hién vi, la men, lam kinh
Cdi, chay , gidy loc, dia petri, pipet, dng nghiém, cdc dong.

Mau bénh cdy do vi khuan
Mau nuéc



- Thubc nhuém Gram vi khuan
@ Tiéu chi danh gia
- Tiéu chi 1: Mau bénh cay, mau nudc
- Tiéu chi 2: Cach rua phéan cay bi bénh dudi voi nude
- Ticu chi 3: Cach lay dich chira vi khuan
- Tiéu chi 4: Cay vi khuan 1én moi truong thach
- Tiéu chi 5: Cac budce phan tich mau nuéc
- Tiéu chi 6: Kiém tra két qua thi nghiém phan tich vi sinh vat trén co chat

@ Noi dung thwce hanh
4.1. Phwong phap ldy miu va phén tich vi khuin trén 14 cay bi bénh
4.1.1. Thu mdu bénh cdy

Thoi diém thu mAu cay bénh thich hop nhit 13 & giai doan dau hodc giita ctia bénh,
khi vi sinh vat hai van dang & trang thai hoat dong. Nhiing mau bénh bi nhiém qué nang
thuong khong sir dung duoc vi & giai doan nay vi sinh vat hai c6 thé khong hoat dong nita,
thay vao do la cac vi sinh vat hoai sinh xam nhap vao céc cac mo bénh da chét hoai. Vi
vay, phan 1ap vi sinh vat hai tir cac mau bénh & giai doan nay thuong rat kho. Viée lua chon
vi tri lay mau trén cay bénh cling rat quan trong. Nguoi thu thap mau bénh can phai co kién
thitc co ban vé triéu ching bénh va nguyén nhan gay bénh dé bao dam rang mau lay duoc
c6 vi sinh vét hai. Trong mot s6 truong hop, triéu chimg co thé xuét hién & vi tri ndy cta
cay nhung vi sinh vat hai thi co thé duoc tim thay o vi tri khac. Vi du nhu bénh héo: triéu
chtng thudng xuat hién dau tién trén 14 trong khi vi sinh vat gdy bénh lai ky sinh trong hé
théng mach din cua ré va than.

Mb bénh vi khuén thuong bi phan r rat nhanh, vi vy khé thu thap va van chuyén
mau bénh t6i phong thi nghiém ¢ xa. Dat mau bénh vao thi gidy va dung glay bdo am boc
lai dé tranh cho mau khoi bi kh6. Nén gitr mau & noi mat me, tranh anh nang mat troi. Poi
v6i mau doém 14 va tan lui do vi khuan, nén dung gidy bao ép lai cho kho dé Iuu gitr. Nhiéu
vi khuan gy bénh co thé séng sot hang thang, tham chi hang nam trong ciac mau khé &
nhiét do phong.

4.1.2. Phén Igp vi khuin
Néu bénh do vi khuan gay ra, mot lwong 16n cac té bao vi khuan thuong dé dang

duoc tim thay khi vét bénh trén 14 hogc trong cc bé mach b v&. Phuong phap phat hién
va phan lap vi khuan tir mé cdy bénh nhu sau:

Buoc 1: Rua phd‘n cay bi bénh dudi voi nuoc chay dé loai bé ddt, bui va cdc sinh vdt lan
tap.

- Néu méu bénh ban dau duoc gilr gin can than, khong bi co xat nhiéu thi khong can
thiét phai khur trung bé mat. No6i chung, cang han ché khir trung bé mat cang tbt,
nhit 1a dbi véi cac mau bénh kho hodc gan kho. Cac chét c6 tac dung khir tring
thudng xam nhép rat nhanh va dé dang diét vi khuan.



- Néu can thiét phai khtr trung, chi nén nhing mau bénh that nhanh vao dung dich
natri hypochlorite 10%, sau d6 rira lai bang nudc vo tring. Néu miu bénh day vi du
nhu ny, qua, canh hodc ndt sung thi c6 thé nhing qua con etanol 70% va ho qua lira
dén con trudce khi phan 1ap.

Buwoce 2

- Cat vét bénh thanh timg mau nho ¢ phan gitta md bénh va m6 khoe

- Pit mau Ién lam kinh tiét tring d3 nho sin mot giot nudc v0 trung, quan sat kinh
hién vi x 400 nhin thiy mot dam vi khuan chuyen dong tur vét cat.

- Lay dich trén giot nudc trong lam kinh dé cdy vi khuan (c6 thé ngdm mé bénh trong
nude vo trung khoang vai gio dé c6 du lwong vi khuan)

Hinh 4.1. a - Cdy theo hinh chir chi; b - cdy theo nhitng dwong song song; ¢ — cdy
theo 4 hinh chi chi 4 goc

Hinh 4.2. Két qud sau khi cd'y

Buéc 3: Cdy vi khudn 1én méi truong thach



- D@ dia petri 1én ban

- Dung que cdy lay sinh khéi vi sinh vat

- Mo hé nép dia petri du dé cho que cay vao

- Nhe nhang va nhanh chéng luét que cdy 1én mit thach theo 1 trong cac kiéu sau
+ Theo hinh chit chi trén toan bo mat thach
+ Theo nhitng duong song song
+ Theo 4 hinh chir chi 4 goc

Budc 4: Dé dia Petri da phan 1ap trong diéu kién nhiét do phong 4-5 ngay hay 10 —14
ngay dé kiém tra khuan lac

4.2. Phwong phdp lidy mdu nwéc va phén tich vi sinh vit trong nwéc
4.2.1. Ldy mau nuéc
* Ldy mdu tir cdc nguon la séng, sudi, ho chiva :

Cam chai lay mau trong tay, gan vi tri day chai, dua c6 chai hudéng xudng dudi va
dua sau vao dudi mat nude. Xoay nhe dé co chai hoi nghiéng 1én bé méat nudc va miéng
chai huong vé phia dong chay.

Trong truong hop khong c6 dong chay nhu nude trong ho6 hay trong cac bon chira
phai tao ra mot dong chay nhén tao bang cach xoay chai theo huéng nam ngang va day
chai di chuyén vé phia theo huong miéng chai.

Trong trudng hop 14y miu khi di trén thuyén, mau phai duoc ldy & phia trude miii
thuyén. Néu khong thé 1ay bang cach thirc nay, cé thé buoc mot vat nang vao bén duodi day
chai r6i dua tur tir vao trong nudc. Trong moi trudng hop déu tranh chai lay mau tiép xuc
v61 bo hay day cua sudi hai bon chira.

* 4y mau nwée sinh hoat:

Néu léy mau nudc tir cac voi cua he thong cép nuée dich vy, chon nhitng voi cap
nude truc tiép tir cac duong ong chinh, khong nén 1ay tir cac thing hay bon chira. M& voi
nude that 1on va dé chay ra ngoai tr 2-3 phut, trong thoi gian nay nham dé rira sach hé
thong voi nudc trude khi lay mau, giam voi nudc dé 1dy miu vao trong cac binh chura.
Trong mot sb truong hop can phai lam sach voi trude khi 1dy mau, dung dich sodium
hypochorite dugc cho chay qua voi trude khi 14y miu, sau khi khir tring, phai mé nudce voi
cho chay khoang 2-3 phut trude khi 14y mau vai chai. Khong 1y mau tir cac dong nudc
chay trang bén ngoai voi. Pé ngin ngira cac dong nudc chay tran tir bén ngoai voi vao
trong mau, ¢ thé dung dung cu phéu loc dé ngin ngira cac dong nudc tran tir bén ngoai
vao trong binh chtra miu. Ciing c6 thé loai bé su nhiém tir bén ngoai do cac dong nude
chay tran, cho nudc ndng chay qua voi khoang hai phut, 1am lanh tir 2-3 phit sau d6 lay
mau vao binh.

Néu lay mau nudc tir cac giéng bom tay, bom nudc dé rira voi giéng khoang 5 phit

trude khi 14y mau. Néu giéng dao dugc trang bi may bom, ciing tryc hién tuong ty nhu trén
sau khi khoi dong may. Trong trudng hop céc giéng dao khong c6 trang bi may bom, mau



duoc lay tryc tiép tir giéng bang cach budc chai 1y mau vao mot vat nang o bén dudi day.
Phai that can than dé tranh sy nhiém ban tir vt ning hay nudc trén bé mit giéng.

Trong truong hop lay mau nudc uong, phai 14y méu & giai doan cudi cua qua trinh
san xudt, cac vj tri phan ph01 mau nudc udng phai duoc chon loc dé dam bao su tich lay
c¢6 hé thong trong sudi mdi thang. Phai xem xét that k§ cang vi tri cia hé thong phan b
mau, ngay ca tai cac diém chiét dé dam bao chat luong vi sinh vat thong qua toan bo hé
thong dé dam bao rang khong co cac vi trinh nhiém vi sinh vat hay nhiém chéo do qua trinh
tién tuc cua hé thong nhu hién tuong bé éng ‘hay giam ap lyc trong qua trinh khtr trung hay
mot nguyén nhan nao doé khac. Vi tri lay mau c6 thé 14 voi nude cong cong, cac noi kinh
doanh nganh thyc pham, nha hang hay giéng nudc cac nhan .. . Nhung déc biét quan trong
khi lay mau tai cac mang ludi cung cap nudce cho cong ddng. Su lay mau ké hoach ciing
nhu tang suit va i tri 14y mau phai dugc Ién chuong trinh c6 sy tham van ctia cac chuyén
gia vé sinh y té cong cong, va nganh cap nudc.

* Lay mdu tqi cdc nguon cap nuoc.

Mau dugc 1ay truc tlep tir cac tu song, sudi, lach, ao, cac giéng hay cac hd chtra sao
cho ching dai dién cho nguén nude cung cap cho con nguoi su dung. Mau khong nén lay
qua gan bo hay qua xa noi dat 6 6ng bom nudc, cing khong nén ldy mau qué sau hay qua
can so voi voi 6ng bom. Mau dugc ldy cang gan miéng ong bom, cang dai dién cho ngudn
chat lugng ctia ngudn cip nudc.

* Kich c6 mau:

Thé tich mau phai du dé dap tng cac yéu cau phan tich tai phong thi nghiém. Thé
tich mau phai lay khong dugc nhé hon 100ml.

Mau sau khi 1ay phai ghi day du va chinh xac vé ky hiéu, tén va cac dir liéu dugc
mo ta. Khong tién hanh phan tich cdc mau khong day du cac dir liéu yéu cau.

4.2.2. Phan tich mau
Buée 1: Chudn bi mau

- Can chinh x4c 10g (10ml) mau

- Thém vao lugng mau nay 90 ml dung dich pha lodng Saline Pepton Water. Sau khi
déng nhat nhan duoc dung dich mau c6 do pha loang 10-1.

- Phalodng mau ¢ d¢ lodng 1072, 1072, 103, 10*...

Buéc2. Cdy vi sinh vao dia Petri vé tring

Buéc 3. U dia Petri trong tii dm

4.3. Kiém tra két qua thi nghiém phén tich vi sinh vat trén co chat
Burée 1. Dém sd luong khuan lac moc trén dia Petri

Buroc 2. Nhudm mau vi sinh vat trén dia Petri: Nhuém Gram

Buroce 3. Quan sat vi sinh vat da nhuom dudi kinh hién vi



Buwoce 4. Vé hinh

Buoc 5. Bao quan va luu gitt mau bénh



TOM TAT CHUONG IV

Vi sinh vét dong vai tro gian tiép trong su lién két cac hat dat voi nhau va c6 vai tro
tryc tiép trong viéc tao thanh két cau dat. Vi vy gitra vi sinh vat dat véi cac bién phap k¥
thuat canh tac c6 mdi quan hé chit ché v6i nhau. Viée cay x6i, dao tron dét co tac dung
diéu hoa chét dinh dudng, lam dat thoang khi tao diéu kién cho vi sinh vat phat trién manh.
Mbi loai cay tréng déu c6 mot khu hé vi sinh vat dac trung séng trong vung ré ctia no. Boi
vay luan canh cdy trong 1am cho khu hé vi sinh vat dat can ddi va phong pha hon. Khi bon
cac loai phan hiru co va vo co vao dat, phan tac dung nhanh hay chim dén cay trong 13 nho
hoat dong cua vi sinh vat; phan vo co ciing c¢6 tac dung thuc day sy sinh truong va phat
trién cua vi sinh vat dit vi nd co céac nguyén td N, P, K, Ca, vi lugng rat can thiét cho vi
sinh vat. Ngoai ra cac loai thudc hod hoc trir sau, diét co gay tac dong c6 hai to1 vi sinh vat
cling nhu hé sinh thai dat néi chung.

Trong cong tac bao vé thuc vat, vi sinh vat c6 vai trd quan trong trong san Xuat cac
ché pham vi sinh. Bao gom 3 nhém: Nhom ché pham sinh hoc tmg dung cho viéc phong
trir sdu bénh hai cdy trong, nhom ché pham sinh hoc ding cho san xuat phan bon hitu co
sinh hoc, phan hitu co vi sinh, chét kich thich ting trudéng boén cho cay trong va nhom ché
pham sinh hoc dung cho cai tao dat, xu 1y phe thai n6ng nghiép.

~Trong Cong tac bao quan ndng san can chu y dén sy hoat dong cuia cac vi sinh vat
chu yeu 1a cac ndm, vi khuan, xa khuan. Céc vi sinh vat nay dugc dua vao kho cung luc

vGi sy cét giit nong san, vi chung thudng xuyén c6 mat trong khong khi.

CAU HOI ON TAP

Cau 1. Trinh bay mdi quan hé giita vi sinh vat dat voi cac bién phéap k¥ thuat canh tac?
Cau 2. Trinh bay vai tro cta vi sinh vat trong cong tac bao vé thuc vat ? Néu cac tng dung
trong thyc tién.
Cau 3. Trinh bay su anh hudng cua vi sinh vat trong cdng tac bao quan nong san ? Néu cac
g dung trong thuc tién.
Céau 4. Thuc hanh - Thyc hién thanh thao ki nang:

- Thu thap va xtr Iy mau: Mau nudc va mau bénh ciy do vi sinh vat gay ra
- Céc buéc phan tich mau bénh cay

- Céac budc phan tich mau nuéc

- Kiém tra két qua thi nghiém phan tich vi sinh vat trén co chat



Bai 1 CAC QUY TAC AN TOAN

TRONG PHONG THI NGHIEM VI SINH

I. NHUNG QUY PINH CHUNG

Thao tic an toan 1 yéu cdu cuc ky quan trong d6i v6i thi nghiém vi sinh vat. Vi
sinh vat c6 kich thudc nho bé ma mat thudng khong nhin thdy dugc. Trong qua trinh lam
thi nghiém, ching ta thuong thao tac véi ) luong rat 1én va dam dic té bao vi sinh vat.
Bén canh nhiing gidng, loai vi sinh vat c¢6 ich 13 nhitng gidng, loai c6 kha ning giy bénh
va 6 hai ddi véi sirc khoe con nguoi. Mit khac, trong qua trinh thi nghiém chiing ta cling
phai sir dung nhiéu loai hoa chit, trong d6 c6 nhirng hoa chit c6 doc tinh, chinh vi thé,
ngudi 1am thi nghiém trong phong thi nghiém vi sinh vat can tuan thtr cac qui tac co ban
sau day:
- Nhiing nguoi khong c6 nhiém vu khong duge vao phong thi nghiém.

Khi vao phong thi nghiém phai mac 4o Blouse (cai khuy kin), cdt toc gon gang.

Khéng néi chuyén on ao, giit gin trat ty.

Khong an udng, hat thudc trong phong thi nghiém.

Mang khau trang, ging tay khi thao tac v6i vi sinh vét va hoa chét.

Trén ban thi nghiém chi dé vat dung thi nghiém, sé ghi chép, gidy ghi chép. Tat ca cac

vat dung ca nhan, 4o khoac, tii xach, sach vé,... phai dé dung noi qui dinh.

- Trudc va sau khi két thuc thi nghiém, phai sat tring mit ban bang cac hoa chit sat tring
d4 chuan bi san va lau kho.

- Can ghi cha tén ching, ngdy thang thi nghiém, ngudi 1am thi nghiém 1én tit ca cac dia
petri, ong nghiém, ...

- Tuyét doi khong dé moi truong hay vat pham co vi sinh vat day 1én quan 4o, sach v va
dung cu ca nhan. Pong thoi ciing phai cht ¥ bao vé da va quan 4o khoi bi dinh hoa chat va
thudc nhudém.

- Can than khi thao tac v6i dén con hodc dén Bunsen. Tt ngon Itra khi chua c¢6 nhu cau
str dung hodc ngay sau khi thuc hién xong mdi thao tac. Tuyét d6i khong dung dén con dé
moi Itra dén con.

- Str dung qua bop cao su khi thao tac dng hut dinh luong (pipette). Tuyét d6i khong hat
hoa chat, moi truong bang miéng.

- Khong tu v sir dung trang thiét bi, dung cu trong phong thi nghiém khi chua dugc hudng
dan cuy thé. Sir dung theo hudng dan, hét strc than trong, tranh lam dd v va hu hong.

- Tét ca cic vt liéu bj nhi®m ban can phai duoc khtr trung trude khi virt bo hodc st dung lai.
- Két thiic thi nghiém phai vé sinh cac thiét bi, dung cu di sir dung theo diing quy trinh va
sap xép vao ding noi qui dinh.

- Rura tay sach s¢€ trudc khi roi phong thi nghiém.



- Tt ca cac trudng hop tai nan phai bdo céo cho can bd huéng dan thi nghiém dé kip thoi
va xu ly.

Il. MOT SO LUU Y VOI SINH VIEN

Truoc khi thue hanh:

- Can doc bai trude ndi dung toan bai dé hinh dung dugc khéi lvong cong viée sé lam.

- Hiéu rd nguyén tic, muc dich cua cac thi nghiém.

- Poc can than cach tién hanh thi nghiém.

Trong gio thuc hanh:

- Ghi cht can than nhimng cin din cua giang vién vé cac thao tac va qui trinh thuce hanh.
- Thuc hién thi nghiém theo dung huéng dan cua giang vién.

- Trong qua trinh thi nghiém c6 nhiing thao tac, cong doan khong rd can hoi lai giang vién
huéng dan.

- Ghi chép can than cac chi y quan trong cua thi nghiém va két qua cia mdi thi nghiém.
Két thiic thwe hanh:

- Lam béo c4o thyc hanh theo yéu cau ciia giang vién.



Bai 2 THIET BI - DUNG CU

PHONG THI NGHIEM VI SINH

I. TRANG THIET BI
1. Ta sy (vacuum oven): nhiét d tir 60°C — 200°C, dung dé say khé, khir tring
cac loai dung cu chiu dugc strc nong kho, chu yéu la dung cu thuy tinh, kim loai.

Hinh 2.1 Tu sdy

2. Tu am (incubator or etuve): nhiét do tir 20°C — 60°C, ¢6 ché do 6n dinh nhiét
do, dugc st dung dé nuoi céy vi sinh vat tai nhiét dg thich hop cho su sinh truong va phat
trién ctia chiing.

3. Ti lanh hay ti mat (freezer): ding bao quan moi trudng di pha ché, giong vi
khuan, cac ché pham sinh hoc (vaccin, huyét thanh, dia gidy khang sinh, ...), hoa chat, thudc
thir d& phan hay & nhiét ¢ thuong.

4. Noi hip w6t (Autoclave): thiét bi ndy cap nhiét bang hoi nudc & ap suit cao
(hoi nuéc bio hoa ¢ ap suit cao), duoc sir dung dé hip khu tring moi trudong, mot sb
nguyén liéu va dung cu thi nghiém.



Hinh 2.2 Nbi hip ap luc hoi nude
(4) Autoclave, (B) Noi hdp ban tir déng

5. Can phan tich dién tir (analytical balance): trong lugng tir 100pg — 200g. Do
chinh xac 10 g. Can k¥ thuat (technical balance): d6 chinh xac 102 g. Dung can hoa chit,
moi truong.

Hinh 2.3 A- can phén tich, B- can ky thuat
6. Ti ciy vo tring c6 dén cue tim (UV) (flux laminar): tao khong gian vo tring dugc
str dung dé thao tic v6i vi sinh vat nhd hé thong dén tir ngoai va bd phan thoi khi vo tring.

Hinh 2.4 Tu cay
7. May ly tam (centrifuge): Dung tach cac chit & cac pha ran - 16ng ra khoi nhau
nhu tach sinh khdi té bao ra khoi moi truong nudi cy, tach hong cau, enzyme,. ..



Hinh 2.5 May ly tam
8. May lic (shaker): Thiét bi dung dé nuéi cdy, nhan gidng vi sinh vat bang cach
lic cac binh nudi ciy theo cac chiéu khac nhau (lic vong va lic ngang) mot cach déu din
dé ting luong oxy hoa tan trong mdi truong.

Hinh 2.6 May lic
9. Kinh hién vi (microscope): c6 vai trd rat quan trong nghién ctru vi sinh vat.
Dung nghién ctru, quan st té bao vi sinh vat vé dic diém hinh thai, sinh 1y nho vao kha
nang phong dai cia kinh (s& gidi thiéu chi tiét & muc III).
10. May do pH (pH meter): do pH dung dich, méi trudng nudi cdy,. ..



Hinh 2.7 A- may do pH dé ban, B- may do pH cam tay

11. May cét nuwéc (single/ double water stills): dung dé cat nudc.

Hinh 2.8 May cét nudc 1 lan
12. Bé 6n nhi€t (water bath): chira nudc va dugc cai dat & nhiét do nhét dinh dé
6n dinh nhiét do cho nhirng thi nghiém can sy 6n dinh vé nhiét do.

Hinh 2.9 B 6n nhiét
13. Ndi 1én men (fermenter): thiét bi 1én men nudi cdy vi sinh vat



Hinh 2.10 N&i 1én men

14. Cac thiét bi khac nhw: may dém vi sinh vat, may quang pho, sdy dong kho, ...
Il. DUNG CU

1. Dung cu thiy tinh: c6 nhiéu loai v&i nhiéu kich ¢& khac nhau nhu binh tam giéc,
ong nghiém, d” fa petri, lam kinh, diia thay tinh, que trang, 6ng dong, cdc dong, binh dinh
muec,... yéu cau phai sach, trong, trung tinh. Trudc khi dung dé dung moi truong, dung cu
thuy t1nh phai dugc sdy kho, 1am nit bong va khir tring bang ndi hap hoic trong ta sy
kho.
- Péi v6i dung cu méi: can ngdm nude hodc dung dich H2SO4 lodng trong 24 gid. Sau d6
moi rira lai bang nudc hodc xa phong nhiéu 1an cho dén khi pH trung tinh.
- Pdi voi dung cu dd qua sir dung con chira moi truong va vi sinh vat, can khir tring roi
moi rira sach bang xa phong, phoi va sdy khé.
- Péi véi dung cu bi bam ban, can ngdm thém véi dung dich sulfocromic vai gio, sau do
rira lai bang nude sach.
Dung cu sach khi dua Ién anh sang khong cé vét mo va vét bon.

2. Cac dung cu khac: nhu dén con, gid ong nghiém, que cdy, kep, kéo, bom tiém
nhuya, dau tip, bép dién,...
I11. GIOI THIEU CAC LOAI KiNH HIEN VI

1. Kinh hién vi nén den
* Nouyén tdc: nh sang thudng chiéu tir dudi 1én, qua ria ciia tu quang nén den, chiéu hét
vao xung quanh tiéu ban, nhiing tia sang nay bi tiéu ban lam khiic xa roi dwa vao vat kinh.
Tiéu ban duogc soi sang ruc trén nén den, gidng nhu trong phong t6i c6 mot tia sang manh
chiéu vao, gitip thdy rd timg hat bui trong khong khi bi tia sang chiéu vao.



* Chirc ndng: quan sat hinh thai va dic tinh cia mot s6 vi khuan ma kinh hién vi thuong
kho quan sét.
2. Kinh hién vi d6i pha
* Nguyén tdc: 4nh sang thuong bi ddi pha va bién d0 dao dong boi cAu tric dic biét cta tu
quang kinh, vat kinh va thi kinh.
* Chirc ndng: ding quan sat rd nét cac ciu triic nhod nhu tién mao, cac 16p mang.
3. Kinh hién vi huynh quang
* Nguyén tdc: chim tia tir ngoai chiéu vao tiéu ban da nhudém mau bang cac chat huynh
quang. Trong té bao, cac cau tric khac nhau s& phat quang v6i mau sic khac nhau.
* Chitc ndng: quan st va phan biét dugc cac cau tric khac nhau trong té bao vi sinh vat.
4. Kinh hién vi dién tir
* Nguyén tdc: chum tia dién tir budc song rat ngan, nang suat phan li rat 16n nén do phan
gidi cao, gitip phan biét 2 diém rat gan nhau.
* Chirc ndng: ding quan sét virus, ciu trac phan tir cia té bao.
5. Kinh hién vi quang hoc
* Nguyén tdc: diung anh sang c6 bude séng tir 500 nm — 560 nm trong chum anh sang thuong
dé tao ning suat phan ly 16n giup phan biét 2 diém cach nhau khoang 0,2 pm trd 1én.
Heé thng phong to ciia kinh hién vi quang hoc gém hai bd phan: vat kinh (quay vé phia vat
quan sat) va thi kinh (quay vé phia mét nhin). Mdi bo phan nay 1a mot hé thdng thau kinh
hoi tu phirc tap, mau vat can quan sat AB dugc dat trudc vat kinh mot khoang cach 16n hon
tiéu cu cua vat kinh mot chit. Anh that dao nguoc A’B’ cua vat s€ thu dugc ¢ bén kia vat
kinh, nam trong khoang ti€u cu cua thi kinh. Thi kinh hoat dong nhu mot kinh lap. Qua thi
kinh, nguoi ta s& thdy anh a0 A’’B’” duoc phong to 1én clia anh that A’B’

Hinh Nguyén tic quang hoc cuia kinh hién vi.
* Churc nang: quan sat té bao vi sinh vat, ky sinh trung, té bao dong vat, thyc vat.
* Cdu tao: gdbm 2 phan



- Hé théng co hoc: gia kinh gdm chan kinh, than kinh, tru d& va xoay thi kinh, 6 gin va xoay
vat kinh, ban kinh, thanh truot di chuyén tiéu ban, dc di chuyén thanh truot, kep gitr tiéu ban,
b¢ di chuyén tu quang kinh, dc diéu chinh so thé cap, dc didu chinh thir cap (vi cap).

- Hé théng quang hoc gdm: thi kinh, vat kinh, tu quang kinh, man chén sang, ngudn chiéu
sang (deén dién chiéu sang va/ hoic kinh chiéu sang.

Ngoai ra, & kinh ding ngudn chiéu sang 1a dén dién thi c6 thém bo phan cung cap dién nhu phich
cam, déy dién, ciu chi, mach dién (trong chan kinh) va nat diéu chinh cudng do chiéu sang.

Hinh Cac b phan KHV quang hoc — dung guong.



Hinh Cac bo phan KHV quang hoc — dung dén.
* Nguyén tic hoat dong: vat kinh 13 hé thong quang hoc phirc tap gdm mét s6 thau kinh
tryc tiép phong dai mau vat. Cac thau kinh sip xép theo thir tu, thiu kinh nhé ngoai ciing

hudng vao tiéu ban c6 do phong dai 16n nhat. Do phéng dai cua kinh phu thudc tiéu cy, tirc
ban kinh cong ciia thdu kinh. Thau kinh cang cong, tiéu cu cang ngan thi kha ning phong
dai cang 16n.

C6 2 loai vat kinh:

e Vat kinh kho d§ phong dai nhé nhu x8, x10, x15, x40, x45.

e Vit kinh dau c6 d6 phong dai 16n nhu x90, x100.

Thi kinh cling c6 cAu tao phtrc tap, gém 2 thau kinh, mot hudng vé mit nguoi xem, mot
huong vé vat kinh. Thi kinh phong dai mot lan nita anh do vat kinh thu vao, 1am anh to 1én,
xem 10 hon.

Do phong dai cua kinh = dd phdng dai cua vat kinh x do phong dai cua thi kinh.

Vi du: B9 phong dai cua vat kinh: x100
D0 phong dai cua thi kinh: x10
Do phong dai cta kinh: 100 x 10 = 1.000 lan.

Ning suat phan ly (d6 phan giai) ctia kinh hién vi 14 dai luong cho biét kha nang phan
biét hai diém cta vt quan sat nam sat nhau. Ning suat phan ly cta kinh quan trong hon d6
phong dai, va 1a tiéu chuan chinh dé chon kinh hién vi. Néu khoang cach giita 2 diém nam
cang sat nhau ma van co thé phan biét duoc thi nang suat phan ly cta kinh cang cao.



Khoang cach nay phu thudc chidu dai soéng anh sang sir dung va sb luong tia sang di vao
vat kinh, duoc biéu hién béng cong thirc:

A
d=
2nsina
Trong do: 1 : PO dai budc song phat ra tir mau vat
n : Chi s6 chiét quang ctia moi truong gitra mau vat va vat kinh
a : Nira goc mo cuia vat kinh

2nsina : Tri s mé cua vat kinh
Nhu vy, mudn c6 d6 phan ly cao phai ding anh sang c6 budc song that ngin, hoic
dung vat kinh co6 tri s6 mo 16n. Néu dung vat kinh co tri s6 mé 0,65 va soi véi anh sang
trang (c6 bude séng trung binh 1= 0,55 mm) thi khoang cach nho nhat ¢ thé nhin thiy rd
duoc la: 0,55

d= =0,85 um
0,65
Vi nhing chi tiét c6 khoang cach nhau dudi 0,85 mm thi nguoi ta khong phan biét
dugc. Trong khi d6 néu dung thi kinh c6 d6 phong dai 16n hon ciing khong ich gi ma phai
thay vat kinh khac c6 tri s6 mé 16n hon.
Néu thay vat kinh chim (vat kinh dau x100) thi khoang cach nho nhat giita cac chi tiét
ctia vat soi co thé théy duoc la:
0,55
d=—=0,44 um
1,25
Vi | d3 xac dinh boi ngudn anh sang thiy, mudn giam d dé ting kha ning phan tich
ctia kinh thi chi c6 cach 1a ting nsina. Trong sd nay goc a bi gidi han bai nhiéu sai 1éch khé
diéu chinh, con lai 1a chi s6 chiét quang n. Nhung n khong duoc cao hon chi sé chiét quang
clia cac thau kinh trong vat kinh, nén ngudi ta chi ndng n giita vat kinh va mau vat bang
mot chat dau goi 1a dau bach huong (dau cede) dé dat chi s6 chiét quang t6i da mong mudn
bang chi s chiét quang cua thau kinh.
n khéng khi = 1,000
n thay tinh = 1,515
ndausoi =1,520
Chiét sut anh sang ctia khong khi nho hon thay tinh, nén tia sang khi di qua tiéu ban
thity tinh s& bi khiic xa mot phan. Phan phia ngoai ciia tia sang do bi khuc xa nén khong di
vao dugc vat kinh. Vat kinh c6 do phong dai 16n thi duong kinh cua thau kinh cang nho,



luong tia sang di vao dugc vat kinh rat it, nén khong théy rd anh. Dé han ché nhuoc diém
nay ta dung dau soi c6 chiét suat 4nh sang gan bang thiy tinh, thiy tinh va dau soi duoc
xem nhu mot moi trudng dong nhat. Anh sang di qua khong bi khuc xa, nén tip trung day
du vao vat kinh, giup xem rd anh. Ning suét phan ly cua kinh cang cao thi goc nghiéng
cang 16n va budc song cang nho. Tang goc nghiéng bang cach ché tao vat kinh sao cho vt
quan sat (tiéu ban) duoc dit gan vat kinh.

Hinh DPuong di cua tia séng Hinh Nguyén 1y hoat dong cua vat kinh dau

Kinh ty quang 1a hé thong thau kinh dung tap trung anh sang vao tiéu ban, ting cuong
d6 chiéu sang, rat quan trong khi dung vat kinh dau.

Vi vat kinh kho ta dung tu quang c6 do md (A): 0,20 — 0,65.
Véi vat kinh dau thuong dung tu quang c6 d6 mé tur: 1,20 — 1,30.

Trong tu quang c6 mang chin sang, khi tia sang cang manh thi mau ciia vat quan sat
cang mo nhat, nén khép bt man chan sang lai. Nguoc lai, can md hét chan sang ra, khi
dung vét kinh dau.

Diéu chinh tu quang can luu y:

- Khi ngudn sang & xa thi dung guong phang, vi tu quang chi tap trung dugc céc tia sang
song song.

- Piém giita ctia ty quang phai tring véi truc quang hoc ciia kinh.

- b6 mo cua tu quang phai twong itmg hon dd mo cua vat kinh.

Vay ta ding mang chin sang diéu chinh cho d6 mé cua tu quang nho di, loai bot anh sang
khuéch tan lam anh rd hon (mdi twong quan giita vat kinh va 14 chin diéu chinh 4nh sang)
- Ngudn sang quyét dinh hinh anh cua tiéu ban, d6 phong dai cang cao thi ngudn sang phai
cang manh. Dé diéu khién cuong d6 chiéu sang co6 thé dung dén chiéu sang roi hodc lap
vao dé kinh két hop voi mang chan sang.



* Cdch sir dung: trude khi stir dung phai kiém tra tat ca cac bo phan cua kinh, dung khin

mém dé lau cac bo phan ciia kinh (Cha ¥: chi lau bén ngoai, khong thao roi cac bd phan
cta kinh), dé kinh ngay ngan vira voi tam ngdi, sau d6 tién hanh tudn ty cac budc tiép theo
dé soi tiéu ban.

+ Budc 1: Lay anh sang

Dbi vé6i kinh hién vi phai ding guong dé 14y anh sang tir bén ngoai thi lam nhu sau:
Chon phia sang nhit dé 1am ngudn sang, quay guong vé phia ngudn sang da chon (néu anh
sang manh thi ding mit phang, néu anh sang yéu thi ding mat 16m cta guong), md que chin
sang néu hé théng chin sang bi dong. Mt nhin qua 16 trén mam kinh, tay diéu khién guong
sao cho thay mat trén hop tu quang c6 1 chum sang manh 1a dat yéu cau. Xoay vat kinh nho
nhét (vat kinh 10) vé truc kinh (khi nghe tiéng cach nhe 13 d3 dung vi tri).

Mat nhin vao thi kinh, thdy vi truong sang tron déu 1a dugc. Néu vi truong chua sang
tron déu thi mat nhin vao thi kinh, tay diéu khién guong cho dén khi dugc vi truong sang
tron déu.

Pbi voi kinh hién vi ding 4nh sang dén thi cam day dén vao 6 cam, bat cong tic, diéu
khién nam chinh 4nh sang & dé kinh dé c6 dugc anh sang thich hop. Xoay vat kinh nho
nhat (vat kinh x10) vé truc kinh nhu trén.

+ Budc 2: bat tiéu ban vao mam kinh

Trude khi dét ti€u ban vao mam kinh, phai chon mat phai, mat trai cia ti€u ban. Mt
phai cia tiéu ban thuong c¢6 dan lamen, dan nhan (néu c6 lamen va nhan) hodc lam giam bét
d6 16a cua guong khi dé nghiéng soi ra anh sang (néu khong c6 lamen, khong c6 nhan).

Pé mit phai cua tidu ban 18n trén, tay phai mé kep tiéu ban, tay trai cim phia d¢au nhan
tiéu ban, dat ti€éu ban vao mam kinh va tay phai tha kep gitr ti€éu ban ra. Ti€u ban duoc gilr
chat vao xe dﬁy, trén mam Kinh.

Diing dc xe day dé diéu chinh sao cho mAu vat nam dung vao truc kinh (gitra 16 mam kinh).

Cha y: C6 thé dung diém sang cta hop tu quang dé lam diém chuan khi diéu chinh miu
vat vé diém truc kinh, néu mau vat nho qua.
+ Budc 3: Quan sat

Nguyén tic bat budc khi quan sat 1 phai quan sat duoc & vat kinh c6 do phong dai
nho, rdi méi chuyén sang quan sat & vat kinh c6 d6 phong dai 16n hon ké né.

Xem tiéu ban ¢ vat kinh x10:

- Ha tu quang kinh xudng dudi (tirc ting khoang cach tu quang véi tiéu ban, thi trudng md di).
- Xoay vat kinh x10 vao khép ctia 6 d& vat kinh (hudng vat kinh vao tu quang).

- Mt nhin vao ban dit tiéu ban (khong nhin vao thi kinh), hai tay xoay 6c diéu chinh so
cap dua dan vat kinh huéng dén tiéu ban (khong duogc cham vao tiéu ban).

- Dbat mét hudng vao thi kinh, hai tay xoay cham ¢ diéu chinh so cép hudng ra xa ti€u
ban dén khi mat thdy rd dan tiéu ban mau vat thi dimng lai.



- Hai tay ndm &c¢ vi cip diéu chinh cho anh rd nhét.
- Mit van huéng vao thi kinh, diéu chinh mét 1an nita khoang cach cua tu quang kinh véi
tiéu ban va mang chan sang sao cho anh rd nhét.

Xem tiéu ban ¢ vat kinh x40:
- Nang tu quang kinh 1én vira phai (thi truong sdng hon).
- Xoay vt kinh x40 vao khép cua 6 d& vat kinh (hudng vt kinh vao tu quang).
- D3t mit hudng vao thi kinh, ¢ thé nhin thiy ngay hinh thai ciia mau vat (d6i khi khong
rd 1am). Hai tay nam 6c¢ vi cap diéu chinh cho anh rd nhat.
- M3t van hudng vao thi kinh, diéu chinh mét 1an nita khoang cach cua tu quang kinh véi
tiéu ban va mang chan sang sao cho anh rd nhét.

Xem tiéu ban ¢ vat kinh x90, x100:
Nang tu quang kinh 18n sét tiéu ban, mé cudng do sang toi da (thi trudong sang nhat).

Xoay vat kinh x100 vao khdp cua tru do vat kinh (hudng vat kinh vao tu quang).
Nhé mét giot dau soi vao giita tiéu ban.
Mit nhin vao ban dit tiéu ban (khong nhin vao thi kinh), hai tay xoay ¢ diéu chinh so

cap dua dan vat kinh hudng dén tiéu ban vira cham vao tiéu ban thi ding lai.

- Pit mat hudng vao thi kinh, hai tay xoay cham dc diéu chinh so cip hudng ra xa tiéu
ban dén khi mat thdy rd dan tiéu ban mau vat thi dimng lai.

Luu y: Khi di chuyén vat kinh qua xa, dau vat kinh khong con nhung vao giot dau soi thi
thi trudng t6i han di.

- Hai tay nam 6c vi cip diéu chinh cho anh rd nhat.

- Mat van hudng vao thi kinh, diéu chinh mot lan nita khoang cach cua tu quang kinh véi
tiéu ban va chinh mang chin sang sao cho anh rd nhat.

* Bdo quan

- Sau khi str dung xong, xoay tat ca céac vat kinh ra trude, mé kep ti€u ban, léy tiéu ban ra
tra vé chd cii, ha mam kinh, ha hop tu quang. Dung hai tay bé kinh cit vao ti chong am (ta
bao quan KHV).

- Phai giit gin kinh ludn ludn sach s&, khong dé bui ban va héa chat dinh vao. Luén ludn
giit kinh & noi kho rdo, mat mé dé cac bd phin quang hoc khéng bi méc.

- Khi lau kinh, khi st dung kinh, khong dugc théo roi cac bo phan cua kinh. Khong dugc
dung tay xoa trén mat cac thau kinh, ma nén dung mdt but 16ng nho sach dé chai bui & cac
mit kinh hodc ding bong mém, sach dé lau.

- Néu str dung vat kinh x100 thi phai ding dung dich pht hop thdm vao gidy chuyén dung
dé lau sach dau cede dau vat kinh x100.

- Tranh moi sy va cham manh vao kinh, khong danh d6, danh roi kinh. Néu di chuyén kinh
ra khoi phong thi nghiém, nhét thiét phai dua kinh vao hdp ctia n6 c6 chén 16t can than.



- Néu phat hién c6 1 hu hong nao d6, nhét thiét khong duoc tu ¥ thao ra sira chita ma phai
béo véi can bo hudng dan biét dé xu 1y.

Bai 3 PHUONG PHAP KHU TRUNG

dong chu yéu dua vao cac tdc nhan ly hoa (nhiét d9, birc xa, loc va hoa chét) dé

diét vi sinh vat. C6 thé khtr tring bang phuong phap nhiét kho hodc nhiét 4m. Véi tac nhan
khir tring burc xa, nang luong chiéu xa ¢ budc song ngin (tia X, tia gamma) c6 kha ning
ion hoa phan tir nudc tao ra cac gdc tu do tac dung pha hity DNA, mang lipid va protein
trong té bao. Cac dich 10ng co thé dugc khir tring bang cach loc qua mang véi kich thudce
16 0,2 mm, cho phép dich long di qua va giit lai tat ca vi khuan va cac vi sinh vat c6 Kich
thude 16n hon. Ethylen oxid, Triethyl glycol, chat diét khudn, khang sinh....dugc st dung
dé khur trung, tre ché su sdng va ting trudng cua vi sinh vat. Tac nhan khir tring dugc chon
tuy muc dich va vat liéu can khu trung.
1. Khir tring bing nhiét

a. Nhiét kho (10 Pasteur hay ti siy): dung dé khtr trung cic dung cu bang kim loai
hay thuy tinh. Qu4 trinh nay dugc thuc hién trong ti sy (1a mot 10 sdy kin bang kim loai,
dugc d6t nong bang dién tro hay chat khi). Nhiét do trong tu siy c6 thé 1én dén 180°C va
khi ndng toa déu trong ti. Dung cu duoc siy & 180°C/30 phit hay 160°C/2 gio. Tat ti sdy
khi st dung xong, chd nhi¢t dd giam dwdi 80°C mai duge mo cira tu.

b. Nhiét Am: phuong phap nay 1am néng nhanh, hoi néng nhiéu va thdm sau vao pham
vat. Vi sinh vat chét vi protein bi dong két lai.

Bang 3.1 Nhiét do va thoi gian khir tring bang nhiét am
Nhiét d¢ khir trung
Té bao dinh duéng Bio tir
Nhi¢t d6 | Thoigian | Nhi¢tdd | Thoi gian
(°C) (phut) (°C) (phut)

Vi sinh vat




N4am men 50 — 70 5-10 70 — 80 5-10
Nam mdc 60 5—10 70 5—10
Vi khuan khong bao tt | 60— 70 5-10

Vi khuan ¢6 bao tu 60 — 70 5-10 120 12
Siéu vi tring 60 — 70 5-10

c. Ho true tiép trén lira: que cay, kéo, kep...co thé dugc khir tring theo cach nay hay
1a nhiing vao con rdi ho.

d. Phwong phap hip Pasteur (hdp cach thity): sita, kem, thirc udng 1én men phai qua
mot lan khur trung béng nhiét. Qua trinh nay khong diét hoan toan vi sinh vat ma chi diét
vi khuan di dudng gay bénh, khong diét duogc cac vi khuan hoai sinh ¢6 bao tr. Khi st
dung phuong phap nay, phai chon nhiét do va thoi gian can thiét dé diét mot loai vi khuan
d6i khang manh nhat ma ta can diét. Uu diém cta phuong phap nay 1a gitr duoc huong vi
va pham chat cuia chat can dugc khir tring.

e. Pun sdi: thuong thém vao 1% bicarbonat natri dé ting nhiét do s6i. Phuong phap
nay chi diét té bao dinh dudng, bio tir va ndm van con. Thuong dung cho kim va dng chich.

f. Chung cach thiiy nhiéu lan: véi méi truong chira huyét thanh hay nhiing chat dé hu
& nhiét do cao phai ap dung phuong phap nay & nhiét do 70 — 80°C, mdi ngay dun 1 gid va
the hién lién tuc trong 3 ngay lién.

g. Hoi nuéc luu thong: dung dé khir tring méi truong va dung dich héa hoc khong
chiu nhiét do trén 100°C. C6 thé dung autoclave nhung lu6n mé van thoat hoi (dé nhiét do
khong Ién qua 100°C. Hap tir 30 phut dén 1 gio.

Ciing nhu phwong phap chung cach thiy nhiéu lan, nhiing pham vat khir trung theo
phuong phap nay phai duoc kiém soat sy vo tring bang cach dé ¢ 37°C trong 24 gio.

h. Hoi nwéc biio hoa & ap suit cao (Autoclave): phuong phap nay dua trén nguyén
tic 1am gia ting nhiét vat khir tring bang hoi nudc bio hoa dudi 4p suit 16n hon ap suét
khi quyén. Khi ap suét hoi nudc tang thi nhiét do ciing ting. Phuong phéap nay c6 thé tiéu
diét ca té bao dinh dudng 13n bao tir vi sinh vat.

Bang 2.2 Nhiét d6 hoi nudc bdo hoa & cac ap suat khac nhau

Ap suat (atm) Nhiét d6 (°C)
0 100
0,5 112
1,0 121
1,5 128

2,0 135




Ch y: thuong hap khir tring ¢ nhiét d§ 121°C va ap suét 1,2 atm. Thoi gian hip
tiy thudc thé tich vat can khir tring va dung cu dé chtra vat do.

Bang 2.3 Thoi gian khir trung & 121°C cho cac loai dung cu

Dung cu Thé tich Thoi gian khir trung ¢ 121°C
Ong nghiém 10 ml 15°
Binh tam giac 50 — 200 ml 15°
Binh tam giac 500 mi 17° =20
Binh tam giac 1000 ml 25°
Binh tam giac 2000 ml 35°

2. Khir tring bang héa chat
Su phan loai va st dung cac chat hoa hoc can cir vao cac diém sau:
- Tinh chit ctia vét can sat tring (vi du: thudc sat tring dung cu khong thé dugc ding cho da)

- Loai vi sinh vat can khtr. Mot chat diét khuan manh c6 thé diét nAm yéu nhung mot chét
diét virus co thé khong tac dung véi vi nam.

- Can 4n dinh 16 céc diéu kién téng quat nhu nhi¢t do, pH, thot gian, néng do.

Chat khir Hinh thic sir .
. Tac dung
trung dung
- Tay ué, sat trung dung cu thi nghiém
- Tay trung phong
Dung dich 2-|- Khong dugc thoa 1én da
Phenol I g o ar gA s
5% - Tinh sat trang giam khi nhiét d¢ giam.
- Thuong ding cac chat chuyén héa cia phenol nhu
crésol, hexachlorophene
. . - Dung sat trung ngoai da.
R tyl Nong d6 70% 3 : o :
uou (etylic) Ong Ao B ). Con lam dong két protein vi khuan.
- Tac dung Ién hau hét cac loai vi sinh vat ké ca
lode virus.
- Thuong dung dé sat tring ngoai da, tay ué nudc
HgO -Dung lam thudc m&
. . Metaphéne -Dung sét trung ngoai da va cdc mang nhay
Kim loai néng 1 A LA 1AL s s A
AgNO3 1% -Dung dich tac dung Ién hau hét vi sinh vat
CuSOg4 -Téc dung cht yéu 1én nAm méc.

Thudc tay

Tao nhil twong véi chat béo trén da trong d6 cé vi
khuan, chi lam gidm di s6 vi khuan ma khong sat
khuan thuc su.

3. Khir tring bang mang loc
Phuong phap nay dung dé khir tring cac chat 1ong dé bi hu hong & nhiét do cao trén
60°C nhu huyét thanh. Nguyén tic ciia phuong phap nay 1a cho dung dich loc qua mang




loc v6i nhitng 16 c6 dudng kinh nho hon dudng kinh cua vi sinh vt nho nhit. Vi sinh vt
s€ bi gift lai trén mang loc, con dung dich s€ di qua va dugc vo trung. Mang loc co thé béng
str, amiante, cellulose, hon hop cellulose va ester cua cellulose. Mbi loai c6 mot ap suat
trong tmg thudng duoc kiém soat bang thé tich qua mang loc trong thoi gian nhit dinh.
Néu ap suét qua cao vi sinh vat s€ lot qua 16 loc. Tuy theo cAu tao cua mang loc, ta co nhiéu
loai loc:
- Loc Chamberland: loc 1a mot tru béng bot sur
- Loc Seitz: mang loc béng giéy loc dac biét
- Loc Pyrex: mang loc bang soi thuy tinh
4. Khir trung bang birc xa
- Tia ttr ngoai (UV — Ultra violet) 13 btrc xa thudng dung nhéat. Dung tia UV diét tring
khong khi phong bénh vién, phong thanh trung. Tia UV chi khir tring bé mat.
- Tia am cyec: di€t trung cac dung cu giai phﬁu, thudc nhudm, thuc phém. Tia am cuc co
thé khir tring céc vat da cho vao bao goi kin.
II. NOI DUNG THU'C HANH

Sinh vién thyc tap lam nat bong, goi dia petri va hap khir trung.
1. Vat liéu
- Binh tam giac, 6ng nghiém, hop petri, ng hut
- Bong khong thdm, gidy goi
- Noi hap ap luc
2. Thuc hanh
- Lam nuat bong dng nghiém, binh tam giéc.
- G4i dia petri.
- Hap khir trang.



Bai 4 MOI TRUONG NUOI CAY VI SINH VAT

I. GIOI THIEU
1. Khai niégm moi trewong dinh dwdng
- Céc chét dinh dudng la nhitng hop chat tham gia vao qua trinh trao doi chét noi bao.
- Méi truong dinh dudng 1a hdn hop cac chat dinh dudng va cac chat nay ¢ nhiém vu duy
tri thé oxy hoa khtr, ap suit tham thau cta té bao va sy 6n dinh cua pH trong mdi trudng.
2. Yéu ciu ciia méi truong dinh duéng
Moi truong dinh dudng cta vi sinh vat phai dat cic yéu cau co ban nhu sau:
- Chira du céc chit dinh dudng can thiét d6i véi hoat dong séng ctia vi sinh vat cu thé.
- Pam bao du cac diéu kién hoéa, 1y thich hop cho su trao d6i chat ctia VSV voi moi truong.
- Méi trudng chira day du cac nguyén té hiru co va vo co can thiét & dang co thé hap thy
dugc, c6 pH thich hop, khong chira cac yéu td doc hai va phai hoan toan vo tring.
3. Phan loai moi trwong

% Theo thanh phan
- M@i truong ty nhién: ¢ thanh phan 1a cac san pham ty nhién nhu: tring, sita, khoai
tay, dich chiét nam men, duong, cam. Thanh phan hda hoc cua loai mdi truong khdng
duoc xéac dinh chinh xac do sy khdng 6n dinh ctia san pham tu nhién.
- Mai trudng tong hop: chira cac chat héa hoc ma thanh phan cua ching duge xac dinh
va dinh luong mét cach cu thé va chinh xac.
- M6i trudng ban tong hop: chira ca cac chat hoa hoc 1an cAc san pham ty nhién.



% Theo tinh chit Iy hoc
- Mdi truong 10ong: thanh phan madi trudng nay khdng chira agar va thudng duoc sir dung
dé nghién cau qua trinh tong hop cia vi sinh vat.
- Mdi truong dac: moi truong nay chaa 1,5 — 2% agar hoac 10 — 20% gelatin. Moi
truong ndy dugc st dung dé nghién cau cac dic diém hinh thai, sinh 1y caa vi sinh
vat.
- M6i truong ban 16ng: chi chira 0,3 — 0,7% agar.

¢ Theo cbng dung
- Mai trudng co ban: thich hop cho nhiéu loai vi sinh vat khac nhau.
- Mdi trudong chon loc: 1a méi truong dam bao cho su phét trién wu thé ciia mot loai hay
mot nhom loai vi sinh vat xac dinh nao do.
- Méi truong Kiém dinh: 1a méi treong cho phép phan biét duoc mot s dic diém ctia mot
sb loai vi khuan xac dinh. Thong thudng, nguoi ta cho vao mdi truong chét chi thi mau
dé tao ra nhitng mau dic trung.
II. NOI DUNG THU'C HANH

Sinh vién chudn bi mot sé méi trudng dé nudi cdy vi sinh vat.
1. Vat lidu
- Binh tam gi4c 100 ml, ong nghiém, phéu thay tinh, ng hit 5 ml, 10 ml, dng dong 100
ml.
- Can, 10 viba, ndi hap ap suét. - Agar va cac hoa chat can thiét.
2. Thuc hanh

% Cac buadc pha moi treong dinh dudng
- Can, dong that chinh xé&c cac thanh phan méi truong.
- Hoa tan vao nudc cét.
- Can agar roi cho vao dung dich trén (néu 1a méi truong dic)
- Lam trong mai trudng (c6 thé bo qua bude nay): loc qua gidy loc, vai thua...
- Piéu chinh pH ctia mdi trudong: dung HCI 10% hoic NaOH 10% dé diéu chinh pH.
- Pun tan agar (d6i voi mdi trudng dic)
- Phan phéi vao dung cu: mdi truong thuong duoc phan phdi vao dia petri, ng nghiém,
binh tam giac.
- bay nut bong lai.
- Khtr trung méi truong.
Chay:
- Péi v6i 6ng nghiém: néu madi truong 1am thach nghiéng thi luong mdi trudng can
dugc phan phdi chiém 1/4 thé tich dng nghiém. Néu lam thach dang thi lwong moi
truong duge phan phdi chiém 1/2 - 1/3 thé tich dng nghiém.
- Déi voi binh cau hay binh tam giac: lugng méi truong duge phan phdi chiém 1/2 -



2/3 thé tich binh.
- Céc thao tac phan phdi phai nhanh gon, khéng dé méi trudng dinh vao miéng dung cy, nut
bong va viéc phan phdi can duoc thyc hién xong trude khi moi trudng bi dong dic.
% Lam thach nghiéng, thach dtrng va db thach vao dia petri
- Thach nghiéng: tién hanh ngay sau khi kht tring va méi truong chua dong dic.
+ bt éng nghiém c6 méi trudng 1én gia dit nghiéng va khong dwgc dé méi truong
cham vao nat bong.
+ Pé yén cho dén khi méi truong dong dic.
- Thach dung: dat cac éng nghiém c6 mdi truong vao gia, dé yén cho méi trudong dong
dac
- P6 moi truong vao dia petri:
+ Mo bao gidy goi cac dia petri
+ Mot tay cam dung cu chira méi truong,
+ Tay con lai ma ndt bong va ho miéng binh trén ngon hra dén con.
+ M hé nap dia petri, r6t moi truong vao dia petri (khoang 15 — 20 ml).
+ Pay nip dia lai, xoay tron dia dé mdi trudng dugc phan phéi déu bén trong dia.
+ Pé yén cho moi truong dong dac.
+ Lat nguoc dia lai va bao quan.
3. Thanh phan va cich pha mdt s6 méi truong thwong ding
a. Méi truwong Hansen (nudi cady nAm men) (500ml gém 100ml dng thach nghiéng,
100ml 6ng léng, 300ml d6 dia)

Glucose 509 MgSOs4 309
Pepton 109 Agar 209
KH2PO4 3¢ Nudc cat da 1000 ml
b. Méi trudng cao thit — pepton (nudi cay vi khuin)(twong tw Hansen)
Cao thit 39 Pepton 109
NaCl 590 Agar 15¢

Nudc catdi 1000 ml
¢. Méi trudmg nwée pepton (nudi ciy vi khuén)
Pepton 109
Nude mam 20 ml
Nuéc catdi 1000 ml
d. Méi trwong Crapek — dox (nudi cdy naim moc)(400ml gém 6ng nghiéng va do
dia)
NaNOs 350 FeSO4 01g
K2HPO4 15¢g Duong kinh 3049
MgSOQO4 059 Agar 209



KCI 05g Nudc cat da 1000 ml
e. Mdi treong Gausse (nudi ciy xa khuan)(400ml gém dng nghiéng va dé dia)

Tinh bt tan 20 g FeSO4 0,01g
K2HPO, 39 NaCl 0,54
MgSO4 30 Agar 20 g
KNO3 19 Nuéc cat da 1000 ml

- Moi truong stir dung 1a Plate Count Agar (PCA) c6 pH 7,0 = 0,2. (500ml)
Casein enzymic hydrolysate  5g

Yeast extract 2549
Dextrose 19
Agar 159

- Dung dich pha loang (8,5g NaCl +1g pepton + du 1000ml) (250ml)

Céach pha
- Can, dong chinh x4c luong can thiét cac thanh phan mai truong.
- B6 sung luong nude cho du theo cong thic.
- Cho agar vao, dun s6i va khudy déu cho dén khi agar vira tan (néu mai truong 10ng thi bo
qua budc bay).
- Phan phéi vao dung cu chura, day béng nut bong.
- Khtr trang ¢ 1,2 atm / 30 pht.
f. Méi truong PGA (potato glucose agar) (nudi cdy nAm moc)

Khoai tay 200 ¢

Glucose 209

Agar 209

Nudce catda  1000ml
Cach pha

- Khoai tay dugc got vo, rtra sach, can du 200 g, cat lat, ndu soi dé léy nudc chiét.
- Cho glucose vao va hoa tan hoan toan.
- B4 sung lugng nudce cho di theo cong thirc.
- Cho agar vao, dun s6i va khudy déu cho dén khi agar vira tan.
- Phan phéi vao dung cu chira, day bang niit bong.
- Khtr trung ¢ 1,2 atm / 30 phut.
4. Cac phwong phap khir trung méi truwong dinh dudng
a. Nguyén tic: tiéu diét toan bo vi sinh vat ngoai lai hién dién trong méi trudng, tao
diéu kién vo tring cho mai trudong dé két qua phan 1ap, nudi cay chinh xéac. Do do, khi
khtr tring méi trudng phai dam bao mot sb diéu kién nhu sau:
- Khéng lam bién tinh méi truong, khong lam bién tinh mot sd chat trong moi
truong



- Sau khi khtr triing, trong méi truong khong san sinh ra cac chat doc gay chét vi sinh

vat nudi cdy.
- Phai dam bao diéu kién v tring tuyét ddi sau khi khi tring
- Bao dam an toan d6i voi nguoi sir dung

b. Mt s6 phwong phéap khir triing méi trwong dinh duéng

Phuong phap khir trung dwgc st dung chu yéu dé khir tring mdi truong la
autoclave. Tuy nhién, tly tirng loai méi truong khac nhau s& cé nhitng diéu kién khur
trung khac nhau:

< D61 voi mdi truong chira cac chat d& bién tinh (sira, cac loai duong)
- Pbi véi mdi trudng chira sira: khdng dugc khir tring trén 100°C vi & nhiét d6 cao
sita d& bj bién tinh. Do d6, dbi véi loai moi trudng ndy, ta tach ra 1am 2 phan: sira tién
hanh thanh tring Pasteur, con cac thanh phan khac dugc khur tring trong autoclave.
Sau d6, hoa tron 2 thanh phan dé véi nhau.
- Béi voi mot s6 moi truong chira mot s6 chat dé bi phan hiy ¢ nhiét do cao nhu urea thi
néu chung ta ty pha ché thi chia ra 2 phan dé khir tring con néu maéi truong tong hop thi ta
khir tring bang cach st dung mang loc ¢6 kich thudce 16 nhé (0,45 pm) dé loc khir triing.

< MO0i truong thong thuong: tién hanh kht tring binh thuong véi cac diéu kién

thoi gian va nhiét d6 dugc khuyén céo cho ting loai moi trudng.

Bai 5 CAC PHUONG PHAP CAY VI SINH VAT



I. GIOI THIEU

- Vi sinh vét can duoc nudi céy dé dinh danh, khao sat dic tinh tang trudng va bién dudng
ctia chiing. Céc chung vi sinh vat dugc cdy vao mdi truong dic trung khac nhau. Thao tc
céy can dugce thue hién sao cho khong dua vi sinh vat khac hay vi sinh vt tap nhiém vao
moi truong. Ky thuat thao tic vo tring duogc st dung trong nudi ciy vi sinh dé loai trir cac
vi sinh vat gy nhidm. Moi trudng, dung cu chira méi trudng, dung cu nudi ciy hodc cac
dung dung cu can thiét khac can dugc khir tring va duoc giit & trang thai vo tring trude khi
st dung.

- Cac thao tac vo6 trung dugc thuc hi¢n trong mot khong gian vo trung xung quanh ngon
lira (dén con hodc dén bunsen). Ngoai ra ngon lira duge dung dé dot khtr tring que cdy,
miéng chai lo, 6ng nghiém khi m& nép hay nut bong.

- Pé dam bao tinh v tring cao, thao tac cdy thudong duogc thuc hién trong til cay vo tring.
Khéng khi trong ti cdy vo tring s& dugc khir tring bang tia tr ngoai (dén UV) va mang
loc. Trudc khi sir dung ti, can bat dén UV trude 30 — 60 phut va bat quat thong gio6 khi tién
hanh thao tac.

- Pé tranh viéc gay nhiém thong qua tiép xtic, nguoi thao tic cin mang ging tay hodc sat
trung tay trudc khi bat dau thao tac. Can sat tring mat bén trong til cdy va bé mit ti bang
cach lau véi con 70° hodc céc dung dich diét khuan khac trude khi thao tac.

- Céc dung cu thuong dung dé ciy vi sinh:

e Kim cay: que ciy kim loai c6 dau nhon, thuong dung dé cdy ching & dang khuan
lac tir mdi trudng rin 1én méi trudng ran hodc 1ong.

e Que cdy moc: que cdy co dau vudng goc, thudng dung dé cay vi sinh vat co tao hé
khuan ty.

e Que ciy vong: que ciy kim loai dau c6 vong tron, thudng dung dé cay ching tir méi
truong ran hodc 16ng 1én méi trudng ran, 10ng.

e Ong hut thay tinh: dung dé chuyén mét dung tich nhat dinh giéng 1én bé mit moi
truong ran hoic vao méi trudong long. Hién nay, pipetman véi dau tip vo tring duoc
str dung thay thé cho 6ng hut.

e Ciing c6 thé dung du tim bong vo tring cdy gidng tir moi trudng 1ong 1én bé mit
moi trudng ran.

- Vi sinh vat sin sang cho nuéi cdy thudng & mot trong cac dang sau:

e Dichnudi cdy hoic canh trudng long (broth culture) c6 chira mot s6 lwong 1én ching
vi sinh vat quan tam.

e Dang trén bé mit moi trudng ran chira agar (1,5 — 2%) trong ong thach nghiéng
(agar slant) hay trong dia petri.

e Dang nim siu trong moi trudng rin trong dng thach sau (deep agar) chira agar mém
(0,5-0,7%).



Hinh 5.1 Mot s6 thao tac co ban khi sir dung que ciy

II. NOI DUNG THU'C HANH

Sinh vién thuc hién cac budc chuan bi trude khi thao tac vo trung va thuc hanh k¥ that
v trung dé ciy vi sinh vat.
1. Vat liéu
- Que ciy vong, que cay moc, kim cay
- Pipetman va déu tip 0,2 ml, 1 ml vo tring
- Pén con
- Ong méi trudong, dng gidng
2. Thuc hanh

Trudc khi cdy can ghi cht can than 1én thanh dung cu s& chta vi sinh (6ng nghiém, dia
petri, binh nuéi cdy) tén giéng vi sinh vat va ngay cdy.

a. Khir tring que cy
- P6t nong do dau que ciy trong ngon lira va dot nhe phan can sé dua vao bén trong dung
cu chtra vi sinh vat.
- Cam thang dimg que cdy cho néng déu.
- M6 nut bong dua ngay que cay da khir tring vao dung cu chira giéng.
- Lam ngudi que cdy bang cach 4p dau que vao thanh dng nghiém (hodc binh chira thuy
tinh) hodc dit nhe 1én phan mai truong khong chira vi sinh vat. Sau d6 thu ldy mot luong
nho sinh khéi vi sinh vat.

b. Céy gidng tir moi trudng 16ng sang ong nghiém chira méi truwong léng

* Ding que cdy



- Ong nghiém vi sinh vat duogc cdm & tay trai, tay phai cam que cdy. Ngén Ut cua tay phai
dung dé mo nut bong. Sau khi khir tring que, mo nat bong, ho nong miéng 6ng nghiém.
- Pua ngay que cdy da khtr tring vao trong va 1am ngudi que cAy.
- Thu sinh khéi bang cach nhung que ciy vao méi trudng long, rit thing que ciy ra khong
dé dinh vao thanh miéng dng nghiém.
- Ho miéng dng nghiém, ddy nat bong lai.
- bat 6ng nghiém vao gia.
- Pau que cdy chira vi sinh vat dugc giir gan ngon dén
- Dung tay trai lay dng moéi trudng méi, mé nat bong, khir tring miéng 6ng nghiém.
- Pua que ciy chira vi sinh vat vao dng mdi trudng, khudy manh dé sinh khéi tach khoi
dau que cay.
- Ho miéng 6ng nghiém, day nat bong lai.
- Khir tring que cdy ngay sau khi sir dung xong va dé lai chd cil.
* Dung pipetman
- Tay trai cAm 6ng giéng vi sinh vat, tay phai cam pipetman v6i dau tip vo trung da chinh
trude thé tich can hit, ngon Gt tay phai mé nut bong, hut sinh khdi rdi chuyén qua 6ng moi
truong.
- Pau tip duoc bo vao tai dung rac (dwoc hap trudce khi thai bo).
Luu y khi swr dung pipetman
Khong dua pipetman va dau tip vao ngon lira.
Khong dung véi dung tich ngoai khoang gidgi han dung tich cho phép (dugc ghi
rd trén pipetman)
Thao tac tir tn, nhe nhang khi diéu chinh dung tich.
Khi hut dich 16ng, can tha diu ngoén tay cai tir tir dé dich long khéng viang 1én
gdy hu hong pipetman hodc gy nhiém.
c. Cdy gidng tir 6ng thach nghiéng (méi truwong rin) sang moi truong long
Tién hanh twong ty nhu truong hop b véi mot s khac biét sau:
- Thu sinh khdi tir ong giong: chidm nhe dau que ciy 1én khuan lac trén bé mit moi truong.
- Chuyén giéng vao moéi trudng 16ng: khudy manh dau que cdy trong méi trudong long dé
tach sinh khdi ra khoi dau que cy.
d. Céy giong tir mdi truwong 16ng 1én bé mit ong thach nghiéng
- Thu sinh khdi nhu truong hop b
- Cay gibng 1én bé mat 6ng thach nghiéng bang cach dit nhe ddu que ciy 1én bé mat moi
truong & day ong, dan déu sinh khdi. Tiép theo ciy theo hinh sin tir ddy 6ng nghiém lén
dén dau trén cia miat thach nghiéng.



Bai 6 KY THUAT TAO KHUAN LAC PON

l. GIOI THIEU

- Vi sinh vt trong tu nhién ¢ dang quan xa gdm nhiéu quan thé. Viéc nghién ctru mot quan
thé vi sinh vat nhit dinh phu thudc nhiéu vao kha ning phan lap, 1am thuan quin thé, kha
nang giir gidng dung cho cac thi nghiém tiép theo. Pa s cac nghién ctru vé vi sinh vat déu
duoc thuc hién trén chung thuan. Hau hét cac phuong phép tao chung thuan déu dya trén
ky thuét pha loing két hop voi diéu kién nuéi cy chon loc tao wu thé ting truéng cho
chung quan tim. Mot s6 phuong phéap tao khuéan lac don nhu sau:
- Phuong phép cdy ria (streak plate): ddy 1a phwong phap hitu hiéu va dé thuc hién. Hon
hop vi sinh vat dugc trai va ria trén moi truong sao cho céc té bao riéng 1¢ tach nhau ra.
Sau thoi gian ¢, mdi té bao s& ting trudng thanh khuan lac don riéng biét. Khuan lac don
nay chinh 1a ching thuan do c6 ngudn gbc tir mot té bao ban dau.
- Phuong phap hop trai (spread plate) hodc hop do (pour plate): 1a phuong phép pha lodng
lién tiép bac 10 dich chira vi sinh vat thanh cdc mirc pha lodng khac nhau. Chuyén 0,1 ml
dich dugc pha lodng & cac murc 1én méi trudng ran chuan bi san (hop trai) hodc 1 ml dich
turong Ung vao mdi trudng ran dun chay (hop dd). Mdi té bao riéng biét s& ting truong
thanh khuén lac don.
- Mtic d6 thuan khiét ctia chiing c6 thé dugc kiém tra nhu sau:

e Moi khuén lac cta chuing thuan chi tao ra mot loai khuén lac duy nhét trén bé mit

moi trudng ¢ hinh thai gidng v6i khuén lac ciia chung ban dau.

e MGJi khuan lac don chi chira mét loai té bao c6 hinh thai hién vi giéng nhau.
- Luru §: Han ché thip nhat nguy co bi nhiém bang cach thyc hién nghiém tic cac yéu cau
cua thao tac vo trung.
I1. NQI DUNG THU'C HANH

Sinh vién thuc hanh tao khuan lac don béng hop ria (k¥ thuat ria chir T va ria bén g0c)
va hop trai.
1. Vat liéu
- Que cdy vong, thanh gat thuy tinh, dia petri moi trudng thach nuéc pepton.
- Bén cdn, cbc thiy tinh chira con
- Pipetman va déu tip 0,2 ml v0 tring
- Ong gidng E. coli
- Cac dng nghiém chira chinh xac 9ml nudc mudi sinh 1y.
- Petri, 6ng nghiém, binh tam gidc 250ml, 6ng dong, dén con, que ciy tam giac.
- Pipetman va dau tip 1ml vo tring.
- Méi truong: PCA (Pepton plate count agar).



- Dung dich pha loang (8,5g NaCl +1g pepton + ¢t 1000ml)

2. Thuc hanh

2.1. K¥ thuit ciy ria
- Duing que cdy vong thao tac vo triung thu giong (xem bai 5)
- Ria cac dudng trén hop petri nhu hinh v& (ria chit T va ria bdn goc). Sau mdi duong ria,
dbt khir tring dau que cay va lam ngudi trude khi thue hién dudng ria tiép theo.
- G6i dia petri, 1 & 37°C trong ta 4m 2 ngay.

2.2. K¥ thuit ciy trai
- Dung pipetman va dau tip vo trung, thao tac vo trung (xem bai 5) chuyén 0,1 ml dich
chtra hdn hop vi sinh 1én bé mat moi truong trong dia petri.
- Dung thanh gat thily tinh, thao tac v trung, trai déu vi sinh vat 1én bé mat moi truong.
- G6i hop petri, 0 & 37°C trong ti Am 2 ngay.

2.3. Ky thuat pha loang

a. Thu miu

Khi tién hanh thu mAu, cn luu ¥ bao dam cac yéu cau sau:

- Léy mau c6 tinh chat dai dién.

- Mau phan tich vi sinh phai dugc 1y trude khi mau phén tich cac chi tiéu hoa 1y.

- Dung cu ldy mau va chira mau phai vo tring.

- Mau lay xong phai phén tich ngay, khong dé qua 24 gio.

- MOi mau phai duoc ghi nhan ky hiéu va ghi rd dic diém cia mau va noi thu miu.

b. Pha loing miu

- Néu mau nghién ctru 14 chét 1ong: pha Iml mau v6i 9 ml dung dich pha lodng dé
duoc ndng do 10°L. Tiép tuc pha 1 ml dung dich néng do 10! vira thu duoc v6i 9 ml dung
dich pha loang s& dugc nong do 102 Tiép tuc tién hanh nhu vay dé duoc cac ndng do 103,
10... nhw mong mudn.

- Néumiu nghién ctru la chét dic (nhu dat, luong thuc, thyc phém): chuén bi 2 binh
nén dung tich 250 ml. Binh 1 chira 99 ml dung dich pha loang. Binh 2 cling v6 trung nhung
khong chira gi. Can 1 g mau cho vao cbi st vo trang (khir tring bang cach dét mét it con,
dé ngudi), thém mot it nuée lay & binh 1, nghién miu cho nat. Sau d6 dung nude & binh 1
dé chuyén toan b mau da nghién nat sang binh 2, lic déu 5 phut, dé lang 30 gidy roi tiép
tuc pha loang nhu trén.
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¢. Cdy miu
< Phuwong phap cay trai
Dung pipette hut 0,1 ml dich pha loang & 3 ndng d6 lién tiép tiy chon cho vao 3 dia
mai truong PCA d3 chuén bi sin.
Khr tring que gat thily tinh trén ngon Itra dén con, dé nguoi.
Trai déu dich mau trén mdi trudng thach bang que gat thuy tinh.
Lat nguoc dia, u ¢ 37°C trong 24 — 48 gio.
Ghi nhén su hién dién ctia vi sinh vat va dém s6 khuan lac hinh thanh.

Hinh 8.2 Phuong phap cay trai

< Phwong phap dé dia
Moi truong PCA duogc gitr 6 45+1°C
Cay 1 ml dich pha lodng ¢ 3 ndng d6 lién tiép vao 3 dia petri tréng vo tring.
D6 15 ml moéi truong PCA vao dia. Xoay ngugc va xudi chiéu kim dong ho 5 lan,
Dit dia & mit phing ngang dé méi trudng dong dic.
Lat nguoc dia, U ¢ nhiét do 37°C trong 48h.



- Ghi nhan sy hién dién cua vi sinh vat va dém s khuan lac hinh thanh.

Hinh 8.3 Phuong phéap d6
3. B4o cdo két qua
Bio céo két qua phan 1ap khuén lac don theo cac k¥ thuét khac nhau.
I11. CAU HOI
1. So sanh sy phéan bd ctia vi sinh vat & 2 phuong phap ciy trang va do dia.
2. Uu va khuyét diém cua hai phuong phap d6 dia va cdy trai.
3. Tai sao dung dd c6 chira NaCl dé pha lodng miu? C6 dung nudc cat pha loing
mau dugc khong?
4. Thiét ké day pha lodng mau dé dat 3 d6 pha loang 106, 107, 10



Bai 7 PHUONG PHAP QUAN SAT VI SINH VAT

I. GIOI THIEU
1. Quan sat
- Tuy theo kich thudc, vi sinh vat c6 thé dugc quan sat bang mat thudng hodc phai can dén
nhitng thiét bi dac biét nhu kinh lap, kinh hién vi...
- Kinh hién vi 1a cong cu quan trong trong nghién ciru hinh thai va nhan dién vi sinh vat.
Kinh hién vi dugc thiét ké dé c6 tinh nang khac nhau nham dép tng yéu cau cho phép
phoéng dai va quan sat rd, chan that cac doi tuong vi sinh vat, ndi bao quan khac nhau. Mot
s6 kinh hién vi thuong gap 1a:
e Kinh hién vi soi ndi
Kinh hién vi quang hoc
Kinh hién vi d6i pha
Kinh hién vi huynh quang
. Cac phwong phap nhu¢m

N

Khi quan st mau vat qua kinh hién vi quang hoc, phan 1én co cau bén trong ctia vi
sinh vat cd chiét suat gan bang nhau cho nén rat khé phéan bi¢t dugc, vi vay can phai lam
tiéu ban va nhuom mau. Nhudém mau vi sinh vat nham:

+ Dé nghién ctru hinh thai, cAu tao dic biét cua vi sinh vt nhu giap mo, nha bao.
+ Dé phan loai vi sinh vat can ctr vao tinh chit bat mau Gram.

+ DédE phan biét va quan sat dugc céac vi cAu tao trong té bao vi sinh vat.

+ Dé bao ton tiéu ban trong mot thoi gian dai, dé chup anh.

- Céc ky thuat nhudém don gian bao gom:



+ Nhudém don (Simple stain): 1a phuong phap nhuém mau chi sir dung mot loai
thudc nhudm, cac loai thudc nhudm thuong dung la methylene blue, crystal violet, fuchsin,
v6i ndm thuong ding dung dich Lactophenol cotton blue (ndm bit mau xanh). Bao gdm céc
loai sau: nhuom base (Baseic dyes), nhuom acid (Acidic dyes), nhuém trung tinh (indifferent
dyes)

+ Nhudém phén biét: nhuém Gram, nhudém acid —fast

+ Nhudm ciu trac: nhuém F eulgen, nhudm bao tir, nhuém vach té bao, nhudm
Capsule, nhugm Flagella

- Trong d6, Nhuém Gram 1a mot trong nhitng phuong phap nhuém quan trong nhat
dé phan loai vi khuan. N6 cho phép ta phan biét hai nhom vi khuén tiry theo phan tGng véi
thuc nhudm.

Khi nhuém vi khudn véi thube nhudém tim crystal violet va mot chat gan mau iodine
(dung dich lugol), sau khi tiy mau (decolorization) bang c6n 95%, c6 hai truong hop xdy ra:

+ Néu vi khuan giit chit mau tim, d6 1a cac vi khuan G*.
+ Néu vi khuan bi mat mau sau khi téy c¢on, khi nhudém bd sung v61 dung dich safranin,
vi khuén s& c6 mau hong, d6 1a vi khuan G-,
I1. NOI DUNG THU'C HANH

Sinh vién thuc hanh phuong phap st dung kinh hién vi dé quan sat: vi khuan, nam

men, nim mbc & trang thai séng va trang thai nhuom mau.
1. Vat liéu

- Pham nhudm xanh methylen hay fuchsin (1%o0)

- Dau soi kinh (cédre), dung dich lau kinh xylol, con, phién kinh (lame), 1a kinh
(lamelle), gon thim, que cdy, dén con, nude cit vo trung.

- Hoéa chat nhuém Gram: Dung dich Tim két tinh (Crystal violet), dung dich Tod
(lugol), dung dich tdy mau (Etanol 95%), dung dich nhudém b sung Safranin.

- Kinh hién vi quang hoc

- Gidng vi sinh vat: Staphylococcus aureus, E. coli, Bacillus sp., Aspergillus,
Penicillium, ...

2. Thuc hanh
2.1. Quan sat nam, vi khuin ¢ trang thai song
a. Quan sat khuin ty va cudng sinh bao tir ciia nAm méc

- Cho 1 giot nudc 1én gifta phién kinh sach (lau bang vai mém va ho qua ngon lira
dén con trudce khi dung).

- Dung que cay méc ldy mot mau nam dién hinh dé vao trong dich tham uét.

- Dung kim dim nim vao trong giot nudc.



- Khi ndm bi thAm u6t hoan toan ta day 14 kinh 1€n trén (tranh tao bot khi vi néu khong
s& rat khé quan sat). Phuong phép nay dé 1am gy cac cudng sinh bao tir (khuén ty sinh
duc) ctia nAm

- Thye hanh: Quan sat khuan ty va cudng sinh bao tir ciia Aspergillus & vat kinh X10
va vat kinh X 40

b. Quan sit nAm men va vi khuin bing phwong phap lam giot ép

- Dung que cay vong lay 1 giot dich vi khudn hodc ndm men cho vao giira phién kinh.

- Pay 14 kinh 1€n trén, tranh tao bot khi.

- Quan sat dudi kinh hién vi & vat kinh X10 va X40.

- Thyc hanh: quan sat vi khuan E. coli va nAm men Sacharomyces cerevisiae

2.2. Quan sat vi khuan & trang thai nhuém
a. Phwong phap 1am vét bdi (co dinh tiéu béan)

- Pat mot giot nudc vo trung 1én phién kinh. Dung que ciy ldy mét it vi khuan tir
khuan lac trén mdi truong hoa déu vao giot nudc va trai mong trén mat lam, dé kho (khong
dung giot nudc néu lay mau tir canh khuan).

- Cb dinh miu: Ho nhe phia dudi phién kinh qua ngon lira dén con 3 dén 4 1an hoic
nho giot con ngay vét trai va dét. Muc dich 1a giét chét té bao séng va gan chit té bao vao
phién kinh khi rira khong bi trdi va gitip té bao dé bat mau hon.

b. Phwong phap nhuom don
- Chuan bj vét boi
- Nhudém mau: Nho vai giot thuéc nhuém don (xanh metilen 0,1% hay Fuchsin Ziehl).
Rira nudc va lam kho trong khong khi, sau d6 quan st & vat kinh X100 vai giot dau soi kinh.
- Thuc hanh: nhan dang hinh thai cia cac vi khuan thuong gip: Staphylococcus,
Bacillus, E. coli,
¢. Phwong phap nhuém Gram (phwong phap Hucker cai tién)

- Chuén bj vét boi

- Nhudm bang dung dich Tim két tinh trong 1 phut, rira nudc, tham kho.

- Nhuom lai bang dung dich Iod trong 1 phut, rira nuéc, tham kho.

- Tay con khoang 30 gidy (cho dén khi vira thdy mat mau), rira nudc, thim kho.

- Nhuom bd sung bang dung dich Safranin 2-3 phut, rira nuée, dé kho trong khong
Khi.

- Quan sét dudi kinh hién vi & vat kinh dau 100X,

Két qua: Vi khuan Gram (+) bat mau tim dung dich tim két tinh: Staphylococcus aureus
Vi khuan Gram (-) bat mau do cua Safranin: E. coli
Luu y:

- Giai doan tdy mau rat quan trong. Tay mau diing, cac loai té bao ké ca nhan gix

mau do safranin.



- Gram (+) ¢6 thé thanh Gram (-):

+

+

Do sy tu huy, tdng tinh acid cua moi truong, nhiét 4o céy khong thich hop, su
hién dién ctia mot s6 doc chat. Do d6 mudn duoc chinh xac phai nhuom Gram
v6i lra cdy tir 18 — 24 gio.
Khi dung dich Iodine da hong. Vi vay phai gitt dung dich lodine trong chai néu,
tranh 4nh sang va loai bo khi dung dich tir mau niu sdm chuyén sang vang nhat
hay khéng mau.
Tay mau qua lau.

Gram (-) ¢6 thé thanh Gram (+):
Néu vét bdi duoc b dinh khi chua kho.
Vét bdi qua day, vi khuan phan tan khong déu, tap trung qua nhiéu & mot chd va
c6 thé gitr mau tim khi tay.
Thoi gian tdy mau qua it.

I11. CAU HOI
1. Tai sao phai ¢ dinh tiéu ban?

2. Giai thich co ché nhuém Gram
3. Tai sao phai dung giot dau khi quan sat & vat kinh X100?



Bai 8 PHUONG PHAP PINH LUQNG VI SINH VAT

I. GIOI THIEU

Su hién dién cia vi sinh vat ¢ thé dinh lugng bang nhiéu phuong phép khac nhau
nhu: dém sb luong té bao truc tiép trén kinh hién vi, dinh luong gian tiép thong qua mirc
dd can anh sang (do duc), dém s6 khuén lac moc trén mot moi truong xac dinh, dinh luong
mot cach thong ké bang phuong phap pha loang téi han (phuong phap MPN, most probable
number), dinh luong dya rén sinh khéi tich ldy,...

Phuong phap dém truc tiép: cac sinh vat don bao kich thudc twong d6i 16n nhur ndm
men, tao, nguyén sinh dong vat, c6 thé dung phuong phap dém truc tiép bang budng dém
hong cau dé dinh luong vi sinh vat. Trudong hop vi sinh vat c¢6 kich thudc nho nhu vi khuan,
khé quan sat va dém bang kinh hién vi thi cic phuong phap nhu dém khuan lac hodc nudi
cdy trong moi trudng 1ong bang phuong phap MPN duoc st dung. Tuy nhién cac phuong
phap dém khuan lac, phuong phap MPN ciing thich hop cho céac vi sinh vat c¢6 kich thudc
16n.

Phuong phap dém khuan lac: phuong phap nay cho phép dinh luong cac té bao vi
sinh vat song hién dién trong mau. Phuwong phap nay ¢ dic diém 1a cho phép dinh luong
chon loc vi sinh vat tily moi truong va diéu kién nudi cay.

Phuong phap do do duc: khi mot pha 1ong c6 chira nhiéu phan tir khong tan (khong
phai 4 phan tir tan), thi s& tao thanh mot hé huyén phu (suspension: rdn — 16ng, khéng phai
1a dung dich: chat tan — 16ng) va c6 d6 duc boi cac phan tir hién dién trong moi truong 1ong
can anh sang, lam phan tan chum anh sang tdi. Té bao vi sinh vat 1a mot thuc thé nén khi
hién dién trong mdi truong ciing lam moi trudng trd nén duc. Do duc cua huyén phu ty 18
v6i mot do té bao. Trong mot gidi han nhat dinh ctia do duc va mat do té bao, co thé xac
1ap duogc quan hé ty 1€ myén tinh gifra mat do té bao va do duc. Do vay co thé dinh lugng
mat do t& bao mot cach gian tiép thong qua do d6 duc bang may so mau & budc séng tir
550 — 610 nm. Trong truong hop nay, trudc tién can phai thiét 1ap dudng quan hé tuyén
tinh gitta 6 duc va mat do béng cach sir dung mot sb huyén phu té bao c¢6 d6 duc xac dinh
va mat do té bao ctia mdi huyén phu duoc xac dinh bang mot phuong phap truc tiép khéc,
vi du nhu phuong phap dém khuan lac, phuong phap budng dém, ...

Phuong phép pha loang té1 han (MPN): con duogc goi 1a phuong phéap pha loang téi
han hay phuong phap chuan d9. Pay 1a phuong phap ding dé danh gia s6 lugng vi sinh vat
theo xé4c suit 16n nhat c6 thé co trong mot don vi thé tich mau v&i do chinh xac tuong ddi
cao. Phuong phap MPN thuong duong thuc hién trén miu & vai ndng d6 pha lodng khac
nhau, trong d6 phuong phap 3 néng do thuong dugc ding phd bién nhat.



Phuong phép xac dinh sinh khdi vi sinh vat: mac do hién dién cta vi sinh vét c6 thé
duoc dinh luong bang sinh khéi tich luy ctia vi sinh vat. Phuong phap niy mang tinh udc
lugng, c6 do chinh xac khong cao.

1. NOI DUNG THU'C HANH
Sinh vién thyc hanh dinh luong vi khuén bang phuwong phap dém khuan lac trén méi
truong thach dia va dém sb luong ndm men biang budng dém hong cau.
1. Vatliéu
- Budng dém héng cau, lamel.
- Sinh khéi nAm men 24 gid sau nudi cay.
- Céc dng nghiém chira chinh xac 9 ml nude mudi sinh 1y.
- Pipette
2. Thuc hanh
- Phuong phap dém s6 luong vi sinh vat nham danh gia s6 lugng vi sinh vt trong
mot thé tich hay mot trong luong mau xac dinh.
- Hién nay, c6 3 phuong phap dém s6 lwong vi sinh vat thuong dugc st dung:
+ Pém tryc tiép bang phong dém hong cau (dung dé dém té bao nam men).
+ Dém gian tiép s6 lugng vi sinh vat bang cach dém s khuan lac moc trén méi truong
dac.
+ Phuong phap pha lodng t6i han (voi chi s6 MPN).
- Ca 3 phuong phap trén déu trai qua 2 budc co ban sau:
+ Thu mau
+ Pha lodng miu: Mau sau khi 1dy vé can duogc pha lodng dén mirc d6 c6 thé tién hanh
dém duoc. Tuy theo s luong vi sinh vat trong mau (udc doan) ma pha loang nhiéu hay
it.
Phuong phap pha loang da dugc trinh bay trong bai trudc.
2.1. Pém truec tiép bang phong dém hong cau
Phong dém hong ciu ngoai viéc dung dé dém cac t& bao mau, con dung dé dém té
bao vi sinh vat ¢ kich thudc 16n (ndm men, bao tir nAm méc).



25 6 vubng lon (X10) 16 6 vuong nhé (X40)

Hinh 8.4 Budng dém hong cau quan sat dudi kinh hién vi.

Nguoi ta thuong dung 2 loai phong dém hong cau: phong dém Thomas va phong dém
Goriep. Nguyén tic ciu tao ctia 2 loai phong dém nay déu giéng nhau. D6 13 mot phién
kinh day hinh chir nhat, chia thanh 3 khoang ngang. Khoang gitra chia thanh 2 khoang nho.
Trén mdi khoang nhé nay co6 ké 1 ludi dém, gdbm rat nhiéu 6 vudng. Mdi 6 16n lai dugc
chia thanh cac 6 vudng nho thuong 13 16 6 (c6 loai kinh ¢6 20 6 con) va chiéu cao 1a 1/10
mm. Nhu vay thé tich mot 6 nhé 1a 1/4000 mm? (hay 1/5000 mmd). Phong dém c6 1a kinh
day dé day.

s Cac buéc thuce hién

- Lic déu ong nghiém chira mau di duoc pha loing mau.

- Pay l4 kinh 18n luéi dém.

- Dung 6ng hat vo tring 14y mau, cho 1 giot vao mép 14 kinh, do sitc mao dan dich tur
dan vao mat trén ludi dém. Chu y: khong dé thanh bot khi trong ludi dém hodc tran dich mau
xudng ranh qua nhiéu.

- Pat phong dém 1én ban kinh hién vi va dé yén trong 3-5 phut, sau d6 tién hanh dém
té bao trong 5 6 16n chéo nhau. Trong mdi 6 16n, dém 1an luot tir 6 con thir nhit dén 6 con
thir 16. Chi @ém cac té bao nam bén trong 6 con va nhirng té bio nam trén 2 canh lién
tiép cung chidu. Ghi s6 luong té bao dém dugc trong 5 6 16n (80 6 con).

- Dung xong, phong dém va 14 kinh phai rira ngay va lau kho.

-S4 luong té bao trong 1 ml mau nghién ciru dugc tinh bang cong thirc:

S6 té bao/ml = a * 4.000 * 10 * 10"/ b
Trong do:
a: SO té bao trong 5 6 16n (80 6 con) 10® : S6 chuyén mm?3 thanh ml
b: S6 6 con trong 5 616n (16 6 x 5= 80 6 con) 10¢M: P pha lodng mau



Luru y: sb té bao dém duogc trong 5 6 16n phai trén 200 méi bao dam duoc mire d6 chinh
xac cua phuong phap.

2.2. Phwong phap gian tiép dém s6 khuén lac trén méi truong dic
Nguyén tic ctua phuong phap nay 1a cay 1 thé tich xac dinh huyén phu cin nghién ctru 1én
mai trudng dic trong dia petri va sau d6 dém s6 khuan lac moc 1én sau khi o Khi d6 ta coi
mdi khuan lac 1a két qua cua sy phat trién tir 1 té bao.

s Cac buéc thuc hién

- Pha lodng mau dén d6 pha long thich hop.

- Céy bang phuong phap ciy trai hoac db dia.

- U & diéu kién thich hop trong thoi gian xac dinh.

- Sau khi hinh thanh khuén lac, tién hanh dém. LAy but viét kinh ké hai dudng kinh
giao nhau ¢ day dia petri. Dém s6 khuan lac trong timg ving va nhé chdm muc danh dau
cac khuan lac di dém. Viéc pha lodng duoc coi 1a tot nhat khi tir dich pha lodng nay cay
vao moi truong dac lam moc 1én 25 — 250 khuan lac.

- S6 lugng vi sinh vat trong 1g hodc 1ml dich mau dugc tinh bang cong thirc:

S6 té bao/g= M *a*10("

Trong d6: M : S6 khuén lac trung binh trong 1 petri

A : Thé tich mau duoc ciy vao hop petri

10t": Py pha lodng
- Khi s lwong khuan lac 16n, ngudi ta c6 thé dung may dém khuan lac ban tu dong. Nguoi
ta dat dia thach sp day trén ban ciia may dém co chiéu sang tir dudi 1én. Pém cac khuan
lac bang 1 chiéc bt dic biét c6 thiét bi 16 xo. An dau nhon ciia ngoi but 1én chd twong Gng
Vo1 tung khuén lac, két qua trén mat dia petri s€ c6 mot dau vét, déng tho1 mach dién duoc
dong lai va chi sb ciia may dém ting thém 1 don vi. Sau d6 dau nhon ctia mat but duogc
nang lén khoi dia, 10 xo kéo nd lai vi tri Xuét phat va mach dién b1 ngét.

2.3. Phuwong phap pha loing téi han (véi chi s6 MPN)

- Nguyén tic cua phuong phép 1a pha lodng that nhiéu lan dich c¢6 chua vi sinh vat.
Sau d6 kiém tra xem t&i do pha lodng nao con phat hién thy sy c6 mit cta vi sinh vét can
kiém tra. Duing phuong phép thong ké toan hoc dé tinh ra s6 lugng gan dang cua tirng nhom
vi sinh vat nhét dinh trong mau nghién ctru. Phuong phap nay dugc ding dé kiém tra do
nhiém ban cta nudc, thuc phém,. ..

- S6 lugng gan dung cua vi sinh vat 1a chi s6 MPN (Most probable number) duoc tra
trong bang Mac Crady (bang do Mac Crady xdy dung trén co s& xir 1y xac sut thong ké
mot khéi lwong 16n cac két qua thir nghiém).

Cac budc thuce hién



- Pha lodng mau: tiy tinh trang cia mau ma ta sit dung cac d6 pha loang khac nhau,
tir ndng do nguyén chat, 107, 102, 103, 10 hay tir nong d6 1073, 104, 105, 106, 107. Phai
chon gidi han thé nao dé néng do thép nhét ludn ludn c6 mit vi sinh vat, con néng do cao
nhét thi hoan toan khong phat hién thiy vi sinh vét. Cach pha lodng tir dich huyén phu ban
dau dugc chuan bi gidng hét nhu dbi voi phuong phép thach dia

- CAy vao moi truong 1ong: tir mdi d6 pha lodng, co thé ciy vao tir 2, 3, 4 hay 5 éng
nghiém chtra méi trudng dinh dudng thich hop cho vi sinh vat can kiém tra phat trién (vi du
can kiém tra vi khuan E. coli trong nudc thi ding méi trudng c6 ding lactose va chi thi mau,
6ng Durham dé d& phat hién thy vi sinh vat phat trién, thuong ding méi truong BGBL 2%).
U 6 nhiét d6 thich hop.

- Sau thoi gian 1, & mdi d6 pha loang ghi s6 6ng nghiém (+) (nghia 13 c6 vi khuan
moc bang cach theo ddi sy chuyén mau ciia mdi truong va cé bot khi trong ong Durham).
Ghi nhan nong d6 pha lodng cao nhat khong thy vi khuan moc.

- Tim chi s6 6ng nghiém c6 phan tng (+). Chi s6 nay gom 3 chit s6:

+ Chit s6 cudi cung (hang don vi): ghi s6 lugng 6ng nghiém c6 phan ing duong tinh
& do pha lodng cao nhit, ma ¢ nong do pha lodng cao hon ké tiép s& khong c6 ong
nghiém nao duong tinh ca (khong cé vi khuan moc dugc).

+ Hai chi s6 tiép theo: ghi s6 éng (+) & 2 ndng d6 pha lodng thap ké tiép.

- Tur chi s6 trén, tinh dugc sd luong té bao vi sinh vat c6 xac sut 1én nhat trong moi
don vi thé tich cta dich huyén phu theo bang Mac Crady.

- S6 luong vi sinh vét trong 1g hay 1ml miu duoc tinh bang cach 14y tich cta chi sb
MPN (s lugng gan dung) v6i do pha loang di duoc dung dé nhan dugc con sé dau tién
trong chi s6 éng duong tinh (con s6 hang trim)

Vi du: cdy mau thuyc pham tir ndng d6 nguyén chét, 107,...10* vao 5 diy ong
nghiém tmg véi 5 loai ndng do. Mdi nong do duge ciy vao 3 ng moéi truong BGBL 2%
c6 6ng Durham. U nhiét d6 thich hop. Két qua duoc ghi nhan nhu sau:

* Do pha lodng 1 10t 102 10% 10*
=  S6 6ng nghiém duoc ciy 3 3 3 3 3
= S dng nghiém c6 vi sinh vat (+) 3 3 2 1 0

= Chi sd 6ng (+): 321

= Chi s gn dung cua vi sinh vat (chi s6 MPN — tra bang Mac Crady): 15,0

=S4 lwong vi sinh vat c¢6 kha nang xuat hién trong 1 g (1ml)

N té bao/ml = 15x10 = 150 t& bao/ml
I11. CAU HOI
Tai sao chi dém s6 khuan lac nam trong khoang 25 - 250 khuan lac
Phu luc
BANG CHI SO MAC CRADY



Truwong hop ciy 2 6ng nghiém cho m&i nong dd

Chiso | Chiso | Chiso | Chisd | Chisd | Chisdé | Chisd | Chisd

ong(+) | MPN | éng(+) | MPN | ong(+) | MPN | éng(+) | MPN
000 0.0 100 0.6 121 3.0 212 20.0
001 0.5 101 1.2 200 2.5 220 25.0
010 0.5 110 1.3 201 5.0 221 70.0
011 0.9 111 2.0 210 6.0 222 110.0
020 0.9 120 2.0 211 13.0

Truong hop ciy 3 6ng nghiém cho mdi ndng do pha loing

Chisd | Chisé | Chisd | Chisdo | Chiso | Chisd | Chiso | Chiso

ong(+) | MPN | éng(+) | MPN | éng(+) | MPN | éng(+) | MPN
000 0.0 121 1.5 223 4.0 320 9.5
001 0.3 130 1.6 230 3.0 321 15.0
010 0.3 200 0.9 231 35 322 20.0
011 0.6 201 1.4 232 4.0 323 30.0
020 0.6 202 2.0 300 2.5 330 25.0
100 0.4 210 1.5 301 4.0 331 45.0
101 1.7 211 2.0 302 6.5 332 110.0
102 1.1 212 3.0 310 45 333 140.0
110 0.7 220 2.0 311 7.5
111 1.1 221 3.0 312 11.5
120 1.1 222 35 313 16.0

Truong hop cdy 4 6ng nghiém cho mdi ndng do pha loiing

Chis6 | Chiso | Chiso | Chisd | Chiso | Chisé | Chisd | Chisd

ong(+) | MPN | éng(+) | MPN | éng(+) | MPN | éng(+) | MPN
000 0.0 113 1.3 231 2.0 402 5.0
001 0.2 120 0.8 240 2.0 403 7.0
002 0.5 121 1.1 241 3.0 410 3.5
003 0.7 122 1.3 300 1.1 411 5.5
010 0.2 123 1.6 301 1.6 412 8.0
011 0.5 130 1.1 302 2.0 413 11.0
012 0.7 131 1.4 303 2.5 414 14.0
013 0.9 132 1.6 310 1.6 420 6.0
020 0.5 140 1.4 311 2.0 421 9.5
021 0.7 141 1.7 312 3.0 422 13.0
022 0.9 200 0.6 313 35 423 17.0
030 0.7 201 0.9 320 2.0 424 20.0




031
040
041
100
101
102
103
110
111
112

0.9
0.9
1.2
0.3
0.5
0.8

0.5
0.8
11

202
203
210
211
212
213
220
221
222
230

1.2
1.6
0.9
1.3
1.6
2.0
1.3
1.6
2.0
1.7

321
322
330
331
332
333
340
341
400
401

3.0
3.5
3.0
3.5
4.0
5.0
3.5
4.5
2.5
3.5

430
431
432
433
434
440
441
442
443
444

11.0
16.5
20.0
30.0
35.0
25.0
40.0
70.0
140.0
160.0




Bai 9 KY THUAT PIA KHANG SINH
I. GIOI THIEU

- Nhiéu vi sinh vat c6 tinh man cam ddi véi khang sinh, c6 thé dugc kiém soat bang
khang sinh. Khang sinh 1a nhom cic san pham chuyén hoa duoc tao boi vi sinh vat co tac
dung e ché sy ting trudng hodc tiéu diét vi sinh vat khac. Khang sinh tac dong dic hiéu
c6 nghia la mot loai khang sinh chi tdc dong 1én mot hay mot s6 nhom vi khuan nhét dinh.
Ngay nay, nhiéu khang sinh va dan suat khang sinh ti nhién duogc tong hop hoa hoc.

- Céc chung vi khuén khéac nhau c6 do nhay cam vdi cac loai khang sinh & muc do
khac nhau, tinh man cam ciia mot vi sinh vat ddi v6i khang sinh c6 thé duoc quan sat bang
thuc nghiém dua trén k¥ thuat dia khang sinh va vong vo khuan. K§ thuat dia khang sinh
st dung mot dia giéy voO trung duoc tam khang sinh & mot lidu luong nhét dinh dat 1én mot
hop petri méi trudng ran chia vi sinh vat muc tiéu. Khang sinh s& khuéch tan vao moi
truong, néu ndng do khang sinh du dé tc ché su ting trudng cia vi sinh vat, xung quanh
dia s& hinh thanh mot vong vo khuan. Pudng kinh ving bi chin dién dat tinh cam tng cia
vi khuan d6i voi thudc khang sinh, truong hop khong c¢6 ving bi chin, vi khuan khang lai
thudc khang sinh. Tim hiéu tinh khang khang sinh cta vi khuan gay bénh giup cho viéc
chon lua phuong huéng diéu tri dang voi nhitng khang sinh dic hiéu. K¥ thut ndy ciing
dugc dung dé sang loc, xac dinh hoat tinh khang khuén cua céac khang sinh hodc hop chét
khang khuan.

- Nhitng diéu co ban vé ky thuat dia khang sinh

Mbi truong nudi cdy: moi truong dugc chuan héa cao dé gitp cho hau hét cac vi

khuan gdy bénh thong thudng moc tot (vi du méi truong Mueller-Hinton). P6 vao dia

petri (duwong kinh 9cm) 25 ml moéi truong, tuong ng d6 day 4 mm + 0,5. Cac dia
thach phai duoc dit trén mot mat phang ngang bang dé dam bao cho do sau ciia thach

& tat ca cac vi tri trong dia béng nhau, cho thach nguoi t1 nhi¢t d§ phong

Moi truong bo phy: Cac vi khuin kho moc s& duoc cung cap thém cac chit bd phu

vao mdi trudong co ban nhu mau hodc cac san pham ciia mau, cac vitamin hodc cac

yéu t phat trién khac.

Pia gidy khdng sinh: 13 cac khoanh gidy c6 tim khang sinh duoc bao quan trong hop

riéng, du trir & —20°C. Cac khoanh gidy lam hang ngay duoc giit & 2 — 8°C tly theo

su chi din cua hing san xuat va phai duoc dé thing bing 30 phat & nhiét do phong
trudce khi sir dung.

D6 duc chuan: D6 duc chuan Mc Farland 0,5 duoc lam bang cach 1iy 0,5 ml BaCl;

nong d6 0,048 M (1,175% BaCl2.2H20 W/V) tron voi 99,5ml H2SO4 ndng d6 0,18

M (1% v/v) va phan chia vao cac ong gidng nhau va cung loai v&i nhitng dng dé sir

dung cho viéc chuan bi cac hdn dich vi khuan. Cac éng nay phai duoc han kin va giir

t6i trong nhiét do phong va co thé sir dung duoc trong vong 6 thang.



Cdch tién hanh: ciy dich khuan 1én dia méi trudng bang cach cy trai, hoidc lang bang
tam bong (néu & nhimng noi c6 dd am khong khi cao), hut bo dich khuan con thira. Bé
cho kho mit thach bang cach dit chiing vao ta 4m 15 phat. Thong thudng, 5 dia gidy

s& duoc dit & xung quanh dia va cach nhau khoang 20 mm tir canh cua dia gidy nay

t6i canh cia dia gidy khac va mot dia dat ¢ trung tdm. Sir dung kep déu nhon vo tring

dé dat khoanh gidy nhe nhang, roi 4n khé khoanh gidy xudng bao dam tiép xuc hoan
toan v6i mat thach. Khong dich chuyén khoanh gidy néu nhu n6 da tiép xtic v6i mat
thach. Cac dia duoc dé & nhiét do phong khoang 30 phut (khéng quéa 60 phut) dé dam

bao cho khang sinh tir cac khoanh gidy khuéch tan ra mot cach déng déu ¢ thach. U

nguoc cac dia & 37°C trong vong 18-20 gid. Po dudng kinh vong e ché (dugc tinh

bang mm) tlr phia sau mat dia. Néu canh ctia vong trc ché khong rd nét, ngudi ta phai
doc khu vuc trc ché xéip xi 80% su trc ché.
II. NOI DUNG THU'C HANH
Sinh vién thuc hanh phuong phap duc 16 trén dia thach dé quan sét tac dung tc ché tang
truong vi sinh vat cua khang sinh.
1. Vat liéu

- Dung dich chuan d6 duc: huyén dich BaSO4 tuong duong vaoi do duc chuan 0.5
McFarland. Huyén dich nhu vay c6 chira khoang 1x108 cfu/ml.

- Vi khuan thir nghiém: dia khuén lac E.coli, Streptococcus aureus < 24h

- Thudc keé li, que cdy tam giac, pipetman va dau tip 100ul, 1000 ul v6 tring

- Pia petri mdi truong cao thit pepton, 6ng nghiém chira 5ml dung dich pha lodng.

- Cac dung dich khang sinh riéng 1¢ ampicilin, streptomycin (2 mg/ml), kanamycin,
tetracylin (96 mg/ml), penicilin (2.000 don vi /ml).

2. Thuc hanh

- LAy khoang 10 khuan lac bang que cdy vong hoa tan trong 1ml nudc mudi sinh 1y.
Chuan d6 dich khuan E.coli, Staphylococcus aureus tuong dwong voi dd duc chuan 0.5
McFarland.

- Trong diéu kién vo tring, ciy trai 100 pl dich khuan E. coli, Staphylococcus aureus
1én 2 dia thach chira méi trudng pepton (mdi ching cdy 1 dia). Hat bo dich thira néu co.

- Dékho bé mit trong 15 phut. Dung bt danh d4u chia hop petri thanh 5 phan bing nhau.

- Dung dung cy vo tring, duc 5 16 c6 dudng kinh bang nhau (6 mm) trén mdi phan
cua hop petri.

- Dung pipetman va dau tip 100 pl vo tring chuyén 50 pl dung dich khéng sinh vao 16
thach. Mbi 16 dugc bd sung mot trong s6 cac khang sinh sau: ampicilin, kanamycin, penicillin,
streptomycin, tetracylin.

- U ¢ 37°C trong 24 gio.

- Quan sat va do dudng kinh vong vo khuan.



Hinh 8.4 Vong khang khuén ciia khang sinh trén dia thach.



Bai 10 KHAO SAT PAC TINH SINH HOA
CUA VI SINH VAT

Phan loai va dinh danh vi khuén 1a mot van dé quan trong trong chan doan vi khuan
gdy bénh (trén nguo1, dong vat va cac thuy san) cling nhu trong xét nghiém vi sinh thuc
phém. Mubn dinh danh phan loai vi sinh vat, ngoai viéc khao sat hinh thai, kich thudc té
bao va khuén lac, tinh chat bit mau Gram, cin phai khao sat cac tinh chat sinh 1y cua vi
khuan thé hién qua cac phan tng sinh hoa xay ra trong nhitng méi truong nudi cay dic biét.
I. Cac dac tinh phan giai glucid caa vi sinh vat

1. Phan &rng 1én men hydratcarbon
* Nguyén tic: nham xac dinh kha ning 1én men mét loai hydratcarbon dic hiéu c6 trong
moi truong co ban cua vi sinh vat. Khi 1én men hydratcarbon, vi sinh vt s€ tao trong moi
truong nhiing acid hitu co, co6 sinh hoi hay khong sinh hoi. Viéc sinh acid s€ lam giam pH
thé hién qua sy d6i mau chat chi thi pH c6 trong mdi truong nudi cay.

* Méi trwong: - Phenio Red Broth Base pH 7.4, ¢6 bo sung 1% loai duong can khao sat.

- Chi thi: phenol red, mau vang ¢ pH acid, mau d6 ¢ pH kiém

- Hydratcarbon (1%) thuong sir dung nhat 1a: glucose, lactose, galactose,
raffinose, rhamnose, sucrose, inositol, xylose, fructose, mannitol, sorbitol, trehalose,
cellobiose, arabinose,...

C6 thé pha dung dich me (stock) dudng 5% hodc 10% trong nude cat trude khi thém
vao méi trudng co ban dé dat dugc ndng d6 can thiét. Mébi truong duoce phan vao cac dng
nghiém, sau d6 cho cac dng Durham vao (dé theo ddi sy sinh hoi cta vi khuan). Khir tring
moi truong ¢ 116 — 118°C trong 15 phdt.

* Phirong phdp cdy: ding khuan lac cta cac dong thudn 18 — 24 gio trén mdi truong thich
hop. C6 thé dung que cdy vong hodc que ciy thang dé ciy vi khuan vao 6ng nghiém chira
moi trudng can thir
* Poc két qud: - Phan tng (+): méi trudng chuyén mau vang

- Phan tg (-): mdi trudng van mau do.

- C6 sinh hoi: ¢6 khi trong 6ng Durham

- O nhitng vi sinh vat 1én men chim, méi trudng c6 mau cam. Néu nghi ngd
can so sanh véi 6ng khong céy, 1 lai va doc két qua nhu trén

* Ung dung: kha ning 1én men duong hodc rugu thuong dugce dung dé dinh danh céc vi
sinh vat duong rudt hoic dé phan tich mot s giéng hay loai bang vai loai dudng dic hiéu
dua trén tinh chat chuyén biét cua chiing. Vi du: moi thanh vién cia hgo Enterobacteriaceae
déu 1én men glucose, E. coli, Klebsiella va nhém Enterobacter Ién men glucose va lactose.
Thir nghiém trén c6 thé gitip phan biét 2 giong Listeria monocytogenes (salicin +) véi



Corynebacterium (salicin -), giup phan biét Staphylococcus aureus (mannitol +) véi S.
epidermidis (mannitol -)...

2. Phan irng Methyl Red (MR)
* Nguyén tdc: phan Gtmg nay dung dé phan biét 2 loai vi khudn vé hinh thirc bién dudng
glucose:
- Loai 1: 1én men that manh duong glucose tao cc chét acid cudi cung rat bén va cho phan
ung MR (+).
- Loai 2: 1én men glucose thanh cac chat trung gian khong bén. Cac chat nay bién thanh
cac chét trung tinh cudi cing (chét acetoin) va cho phan tmg MR (-).
Yéu cau 1a phai thuc hién véi canh tring gia it nhat 13 48 gid.
* Moi truong va thuéc thi:
- Moi truong MR-VP (méi truong Clark-Lubs, dang moi truong dong kho).

- Thuc thir methyl red: ~ + Methyl red 0,02 ¢
+ Ethanol 95% 50 ml
+ Nudc cat 50 ml

* Phwong phdp cdy: cay vi khuan vao éng nghiém c6 chira 5 ml moi trudong MR-VP, &
trong 24 — 28 gio & 37°C, thém 5 giot thude thir methyl red va lac déu.
* Doc két qua: - Phéan Umg (+): moi truong ¢ mau do
- Phan g (-): moi trudng c6 mau vang

* Ung dung: phan tmg MR gitip phan biét cac giong: E. coli (+) v6i Enterobacter aerogenes
(-), Yersinia (+) v&i cac truc khuan Gram 4m khong thudc ho dudng rudt khac (-), xac dinh
loai Listeria monocytogenes (+).

3. Phan wng Voges Proskauer (VP)
* Nguyén tac: c6 loai vi khuan bién dudng duong glucose thanh mot chét trung tinh 13
acetyl-methyl-carbinol hay acetoin, chat nay bi oxyt hoa trong méi truong kiém va két hop
v6i a-naphtol dé cho phirc chit c6 mau hong do.
* Méi trwong va thudc thir:
- Moi truong MR-VP (méi truong Clark-Lubs)
- Thudc thir: dung dich a-naphtol 5% trong ethanol
- Dung dich KOH 40% trong nudc.
* Phwong phdp cdy: cdy vi khuan vao 6ng nghiém c6 chira 3 ml méi truong MR-VP 1
37°C trong 24 — 48 gio. Sau thoi gian u thém vao 1,8 ml a-naphtol 5% (hay 15 giot trong
1 ml méi trudng) va 0,6 ml KOH 40% trong nude (hay 10 giot trong 1 ml méi trudng) lic
déu va dé yén 5 — 10 pht.
* Poc két qua: phan ang (+) khi c6 mau hong do xuat hién. Vai loai vi khuan cho phan tng
(+) cham va yéu nén can phai ho nhe vira néng (dé 6ng nghiém hoi nghiéng) méi xuat hién
maul.



* Ung dung: phan tng MR-VP giGp phan biét E. coli (thuong -) véi Klebsiealla,
Enterobacter (thuong +), Staphylococcus (thuong +) véi Micrococcus (thuong -).

4. Phan wng Simmons citrate
* Nguyén tdc: mot sé vi khuan co kha ning st dung citrate nhu ngudn carbon duy nhét
trong moi trudng tong hop vo co. Khi citrate bién dudng dén giai doan cudi ciing 1a COy,
c6 mot sy mat can bang vé ion (c6 su phong thich NHz) va do d6 méi trudng bi kiém héa
chuyén tir mau xanh 14 cdy sang mau xanh duong dam.
* Méi trwong: mdi trudng thach Simmons citrate (dang dong kho) dugce déu ché theo thé
thach nghiéng, thanh phan méi trudng c6 chira chi thi mau xanh bromothymol.
* Phirong phdp cdy: ciy vi khuan trén thach nghiéng, chu ¥ cdy tir khuan lac cua vi khudn
trén moi trudng dic, khong nén cdy tir canh tring (méi truong 10ng) vi s& cho phan Gng
(+) gia. U cac 6ng mdi truong & 37°C trong 18 — 24 gio.
* Doc két qua:
- Phan tmg (+): vi khuan moc trén mat thach nghiéng véi su d6i mau sang mau xanh duong
hoan toan, chat it hay khéng.
- Phan tng (-): vi khuan khong moc trén mit thach va khong d6i mau méi trudng.
* Ung dung: phan ung gitip phan biét Edwardsiella (-) véi Salmonella (thuong +),
Klebsiella, Enterobacter (thuong +) véi E. coli (-), Aeromonas hydrophilia (thuong +) vai
A. salmonicida (-).

5. Phan wng Malonat
* Nguyén tdc: phan ung dung dé khao sat kha niang st dung Sodium malonat 1am ngudn
carbon. Khi vi khuan stir dung malonat s€ sinh ra phan tng ki€ém, bién d6i moi truong tu
mau xanh 14 cdy sang mau xanh duong.
* Moi truwong: Malonat broth (long) véi chi thi 1a mau 1a xanh bromothymol (mau xanh 14
cay).
* Phirong phdp cdy: ding que cdy lay 1 it vi khuan thuan khiét (hay khuén lac trén moi
truong thach) cdy vao moi trudng malonat long, G 37°C trong 18 — 24 gio.
* Poc két qua:
- Phan tng (+): mdi truong chuyén sang mau xanh duong.
- Phan g (-): mdi trudng van mau xanh 14 cay
* Ung dung: phan ung gitip phan biét cac gidng Alcaligenes faecalis (+) v6i Acinobacter
(), Klebsiella, Enterobacter (+) vai E. coli (-), Arizona (+) vai Salmonella (-).

6. Phan ting trén méi truong KIA (Kligler Iron Agar) hay TSI (Triple Sugar
Iron agar)
* Nguyén tic: phan ung nay dung dé phan biét cac loai vi trung thudc ho
Enterobacteriaceae. Moi trudng KIA (c6 thé dung méi truong TSI) thuong ding dé khao
sat su 1én men duong glucose, lactose va kha nang sinh khi H»S, khi H2 va CO> cuta vi



khuan. Trong méi trudng c6 chi thi mau phenol red dung dé phat hién kha ning 1én men
duong ciia vi khuan. Day 1a moi truong dic, duoc chuan bi trong ong nghiém & thé nghiéng
sau.

* Phurong phdp cdy: cdy vi khuan bang cach ciy ddm sau vao phan méi trudng sdu va ciy
trén bé mat thach nghiéng. U & nhiét do thich hgp mot thoi gian.

* Poc két qua: cb cac trudng hop xdy ra:

- Phan siu va phan nghiéng van gitt mau d6: vi khuan khong 1én men & ca 2 loai dudng, c6
nghia vi khuén 1a géc lactose am, glucose am, (ki hi¢u K/K).

- Phén sau bi acid héa dbi mau vang, phan nghiéng van git mau do: nguyén nhén 1a do
khoi dau vi khudn 1én men glucose, acid héa 2 phan nghiéng va sau. Sau d6 vi trén phan
nghiéng vi khudn moc nhanh nén da kiém hoéa tré lai do sy bién dudng peptone c6 trong
moi trudng va thai ra NHs = vi khuan géc lactose am, glucose duong (K/A).

- Phin nghiéng va phan sau d6i mau vang do vi khuan 1én men ca 2 loai duong, moi truong
tré nén rat acid, cac chat chuyén héa kiém dugc phong thich tir su bién dudng peptone &
phan nghiéng khong du strc dé trung hoa cting mot liic cac chat chuyén hoa acid cua 2 loai
duong glucose va lactose, nén phan nghiéng khong bi kiém hoa nhu trudng hop trén > vi
khuan thudc goc lactose duong, glucose duong (A/A).

- C6 hién tuong sinh khi: sinh cac bong bong khi & phan sau do vi khuan 1én men duong
sinh khi CO2 va Hz = vi khuan 1a gbc c6 kha ning sinh hoi.

- Khi ¢6 mau den xuat hién & ving ndi 2 phan nghiéng va sau 1a do vi khuan c6 kha nang
khir sulfate c6 trong méi trudng, tao thanh khi H,S. Chit ndy phan tng véi Fe (ferrous
sulfate) co trong mdi trudng dé tao két tia sulfur sat mau den.

Ch y: méi truong TSI chi khac véi KIA & chd co thém duong sucrose (saccharose).
Sucrose c6 ndng do gidng lactose, sy st dung sucrose ciing gidng lactose, duoc ghi nhan
boi su acid hoa & phan thach ding va nghiéng. M6i trudng nay gitip tim ra nhitng vi khuan
l&én men lactose cham (nhiéu ngay) vi da s6 vi khuan duong rudt 1én men lactose cham, déu
1én men sucrose sau mot ngay. Cach thuc hién phan tng cling twong ty nhu moi trudong
KIA, cho két qua vé 1én men dudng glucose, lactose, sucrose, sinh H2S va sinh hoi.

7. Phan wng thuy phan tinh bot
* Nguyén tdc: mot sd vi sinh vt sinh amylase thyuc hién vi¢c thuy phan tinh bdt va stir dung
cac san pham thuy phan dé lam ngudn carbon va ning lugng. Dé phat hién kha ning nay,
cin cr vao sy chuyén mau cia méi trudng tinh bot khi gip iod.

* Moi trwong va thudc thi:

- Moi truong tinh bot (%): Peptone 1,0
KH2PO4 0,5
Tinh bdt tan 0,2
Agar 15



pH6,8-7,0

Chuan bi mdi trudng trong binh tam giac, khir tring 1 atm va sau dé rét vao dia
petri vo trung.
- Dung dich Lugol
* Phurong phdp cdy: sau khi moi truong dong, cdy vi sinh vat can nghién ciru thanh mot
vét ciy doc theo duong kinh cua dia petri hay cdy chdm & giita dia thach (ddi voi ndm
mdc). Nudi cdy 7 — 10 ngay dém. Khi vi sinh vat phat trién, nho dung dich Lugol phu kin
bé mit moi trudng.
* Poc két qud: quan sat ving méi trudng quanh vét cly:
- Néu c6 su thay phan tinh bt béi vi sinh vat thi ving quanh vét cdy s& khong mau hay
mau do nau (do tinh bot bi thiy phan).
- Néu ving quanh vét cdy c6 mau tim, chimg to vi sinh vat khong c6 kha ning thuy phan
tinh bt do khong c6 enzyme amylase.
* Ung dung: khao sat dic tinh sinh enzyme amylase cia nAm mdc va vi khuan, phan biét
Corynebacterium diphteriae type gravis (+) vai Corynebacterium spp. (-), Streptococcus
bovis nhém D (+) v6i Streptococcus spp. khac (-).
II. Cac dic tinh phén gidi hop chat nito ciia vi sinh vat

1. Phan &rng hoa long gelatin (phan giai protein)
* Nguyén tic: mot s6 vi sinh vét c6 kha ning dich hoa (1am 16ng) gelatin nhd ching tiét
vao moi truong cac enzyme thuy phan protein (collagenase). Dé phat hién kha nang nay,
ngudi ta cdy cac vi sinh vat can nghién ctru 1én méi truong gelatin — nude thit — peptone.
* Moi truong: moi truong gelatin 12% (nutrient broth + 12% gelatin): thém 12% gelatin
vao mdi truong canh thit — peptone, dé yén 20 — 30 phut cho gelatin truong 18n, sau d6
nung trong ndi cach thuy cho dén khi gelatin tan hét. Rot hdn hop trén vao cac dng nghiém,
mdi 6ng 8 — 10 ml. Khir tring ¢ 0,5 atm trong 15 phiit.
* Phirong phdp cdy: cdy bang que ciy dau nhon theo 16i ciy dam sau, t & 30°C trong 24 —
48 g10.
* Doc két qua: néu vi khuan duoc u & nhiét do 30°C, dé quan sat hién tuong hoa long gelatin
phai dwa ng nghiém nudi cdy vi khuan vao tu lanh trong vong 10 phut, sau d6 1ay ra quan
sat:
- Phan g (+): moi trudng gelatin ¢ trang thai long
- Phan tng (-): mai truong gelatin ¢ trang thai dong dac.

2. Phan wng Indol
* Nguyén tac: mdt s6 vi khuan c6 kha ning phéan giai tryptophan trong méi trudng thanh
indol. Nhan pyrol cua indol s& két hop véi p-dimethylamino benzaldehyde trong thude thir
Kovacs tao thanh mot phirc chat dang quinon mau dé tia trén mat thoang ctia mi truong.
* Méi trwong va thudc thir:



- Moi trudng: Tryptone water gdm 15 g tryptone trong 1 lit nuée cat, pH 7,3, phan phdi
vao 6ng nghiém, hap khir tring 121°C trong 15 phut.
- Mbi trudng két hop: MIU (Motility-Indol-Urea); SIM (Sulfide-Indol-Motility).

- Thudc thir Kovacs: - p-dimethylamino benzaldehyde 10 g
- Amyl hoac butanol 150 ml
- HCI dam dac 50 ml

Thudc thtr dung trong chai ndu va luén day kin, khi thudc thir d6i mau nau sim thi d6 bo.
* Phirong phdp cdy:
- B6i v6i moi trudng nude peptone: dung que cy ldy vi khudn can kiém tra cho vao ong
nghiém chtra moéi truong nudce peptone.
- Néu dung mdi trudng MIU hay SIM: dung que cdy di lay vi khuan dam thing vao giita
mit thach mot dudng dai bang ¥% chiéu sau ciia thach. U 37°C trong 18 — 24 gid. Sau thoi
gian 0, nho 3 — 5 giot thudc thir Kovacs vao canh trung.
* Poc két qua:
- Phan tng (+): mdt vong mau dé sdm xuat hién trén bé mat moi trudng.
- Phan tng (-): bé mat moi truong giit nguyén mau vang cua thude thir
* Ung dung: phan (mg indol dung dé phan biét cac vi khuan trong nhém Coliforms. Vi du:
E. coli (thuong +) voi Klebsiella va Enterobacter (thuong -).

3. Phan irng ADH (Arginine dehydrolase), LDC (Lysin decarboxylase), ODC
(Ornithine decarboxylase)
* Nguyén tic: phan ing nay dung dé xac dinh vi sinh vét c6 kha ning phan giai acid amin
bang cach khir nhom carboxyl (-COOH) thanh amin hodc diamin va CO2 nhd ¢6 enzyme
decarboxylase. Cac san pham cua su tich carboxyl lam ting pH méi truong, 1am chuyén
mau chit chi thi. Sy phan giai acid amin xay ra trong diéu kién ky khi.

Arginine
dehydrolase

Lysin decarboxylasg, . overin + cO,

Arginine » Putrescin + CO2

Lysin

Ornithin Qrnithin »  Putrescin + CO;
decarboxylase

* Méi trwong va thudc thir:
- Mo6i truong Moller Decarboxylase Base (dang dong kho), thém vao acid amin: lysin, arginin,
ornithin nong d6 1%, pH 6,0, phan phdi vao dng nghiém, khir tring 121°C trong 20 phit.
- Chi thi mau bromocresol purple, chuyén mau tir vang sang tim & pH 6.8.
Ong B (Base — d6i ching): 6ng kiém chiing chi chira glucose, khong chir acid amine.
Ong L (Lysin): chtra glucose va lysin



Ong A (Arginin): chtra glucose va arginin

Ong O (Ornithin): chta glucose va ornithin
- Déu parafin
* Phuong phdp cdy: cdy vi khuan vao 4 dng B, L, A, O, phu dau parafin trén bé mit moi
truong day khoang 5 mm. U 37°C trong 18 — 24 gio.
* Poc két qua:
- Poc 6ng B trude: dng nay phai c6 mau vang
- Poc cac éng L, A, O: phan tng (+) ¢ mau tim, phan tng (-) c6 mau vang.
* Ung dung: dung dé phan loai va dinh danh cac loai thudc ho Enterobacteriaceae.

4. Phan wng Urease
* Neuyén tdc: mot s6 vi khuan san xuét ra enzyme urease thuy phan ure trong méi trudng
thanh CO2 va NHs. Méi truong bi kiém héa lam chat chi thi mau phenol red dbi sang mau
do.
* Moi truong:
- Mbi trudng ure dic (Christensen Ure agar): rat nhay
- M6i truong ure 16ng véi chat chi thi mau phenol red.
* Phirong phdp cdy: cdy vao moi truong gbc vi khuan thuan khiét tir mot khuan lac. U
37°C trong 18 — 24 gio.
* Doc két qua:
- Phan tng (+): mdi truong chuyén sang mau do
- Phan tng (-): mdi truong khong ddi mau
* Ung dung: Klebsiella cho phan tng (+) sau 18 — 24 gio, Citrobacter cho phan tng (+)
sau 24 — 48 gio, Proteus cho phan tng (+) sau 18 — 24 gid, d6i véi cac vi khuan khac loai
mai truong 1ong it nhay nén kho tim thay phan tng (+).

5. Phan @ng sinh H>S
* Nguyén tdc: xac dinh kha ning vi sinh vat sinh HoS tir cac acid amin chtra luu huynh
(methionine, cysteine va cystine) tao chit két tia mau den. Viéc tao thanh H2S con dic
trung cho ca nhom vi sinh vét khir sulfate thanh HzS trong ho hap ky khi.
* Moi truong: canh thit-peptone dugc phan phdi vao dng nghiém va hap khir trung. C6 thé
ding madi truong KIA hay SIM (ban 1ong) dé thir kha nang sinh H»S.
* Phirong phdp cdy: véi canh thit, cdy vi khudn can kiém tra vao dng méi trudng. Sau khi
cdy, gan vao nit bong mot miéng gidy loc co tim acetate chi. Bén ngoai niit bong boc thém
mot 16p nylon dé ngan khi HoS bay ra khoi dng nghiém. U & 37°C trong 7 — 10 ngay. Di
v6i moi trudng KIA hay SIM, cay theo 16i ciy dam véi que cay thang.
* Poc két qua:
- B6i voi mdi truong canh thit o gan gidy loc tim acetate chi, néu thay gidy loc chuyén
sang mau den 13 phan tng (+), néu khong c6 mau den 1a phan tng (-).



- Dbi voi moéi truong KIA hay SIM, quan sat thiy cac vét mau den trong moi trudng 1a
phan tng (+), néu khong thay xuat hién cac vét den trong thach 1a phan tng (-).
* Ung dung: phan biét Pseudomonas putrefaciens (+) voi Pseudomonas spp. khac (-),
Salmonella (thuong +) véi Shigella (-).

6. Phan wng khir nitrate (nitrate reductase)
* Nouyén tdc: viée khtr nitrate thanh nitrite (d6i khi thanh N») xay ra & cac vi sinh vat co
enzyme nitratreductase, chung c6 kha ning st dung nitrate 1am ngudn thirc in nito. Ngoai
ra c6 mot s vi sinh vat c6 kha niang sir dung nitrate lam chat nhan e- hay H* trong ho hap
ky khi dé oxy hoa hop chat hitu co: NOz™ + 2e- + 2H—> NO2 + H-0.
* Moi truong va thudc thir: moi trudng nitrate: canh thit peptone ¢ chira 0,2% KNO3 va
thudc thir Griess gom 2 loai c6 thanh phan sau:
- Acid sulfanilic: hoa tan 0,5 g acid sulfanilic vao 30 ml acid acetic (glacial) b6 sung thém
100 ml nuée cét, dem loc. Dung dich duoc bao quan trong 1 thang.
- a- naphtylamin: hoa tan 0,1 g a-naphtylamin trong 100 ml nuéc cat dun s6i. Pé ngudi roi
bd sung thém 30 ml acid acetic (glacial), dem loc, bao quan trong 1 thang.
* Phurong phdp cdy: cdy vi khuan vao mdi trudng nitrate, 0 trong 1 — 5 ngay. Thém 1 ml
dung dich acid sulfanilic, tiép theo thém 1 ml dung dich a-naphtylamin.
* Poc két qua: néu c6 sy hinh thanh mot hop chat mau d6 hong ching to c6 hién dién cua
NO; (do nitrate bi khir thanh nitrite) két luan phan ung (+). Néu khong c6 sy hinh thanh
hop chat mau d6 hong phai tiép tuc thém 2 — 3 mg bot kém (Zn) vao dng nghiém. Néu sau
5 phat van khong c6 mau do6 13 phan tng (+), néu c6 mau do6 xuit hién 13 phan ung (-) do
con hién dién NOgz khi gép Zn s& bi khir thanh NO..
* Ung dung: xac dinh cac vi khuan trong ho Enterobacteriaceae thudng ¢ phan tng (+).
III. Céc phan g lién quan dén enzyme hd hap ciia vi sinh vt

1. Phan ung catalase
* Nguyén tde: nham xac dinh sy ¢6 mat cla enzyme catalase cua mdt s6 vi sinh vat ho hép
ky khi tuy y. Catalase gitp vi sinh vat ky khi khong bi ngd doc khi moi truong c6 oxy
khong khi bai su hinh thanh chat H,O,. Catalase xuc tac phan tng sau:

2H,0, <22, 11,0 + 0,

* Thudc thii:
- Hydrogen peroxide 30% (superoxal) giit lanh trong chai sAm mau, tranh sang.
- Dung dich dém phosphate (M/15), pH 7,0
* Phuong phap thu:
- Thir trén lame: dung kim cdy 14y tim cua khuén lac thuan khiét (18 - 20 gio 0 trén moi
truong thich hop) dat 1én lame kinh sach, r6i nhé mot giot H202 30% 1én trén. Viéc dung
kim hogc khuyén cdy tron 1an H>O vao vi sinh vat la khong can thiét.



- Thtr trong 6ng nghiém: nho truc tiép 1 ml H202 30% 1én dong thudn vi sinh vat cay day
trén mat thach nghiéng (khong dung mdi trudng thach mau). Quan sat cic bong khi xuét
hién tirc thi va ghi nhan két qua.
- Phuong phap lamelle: dung kim cdy 14y tdm khuan lac dit 1én lam kinh, nho mot giot
H202 0,5% 1én va day lai bang lamelle. Theo ddi bong khi bi giir lai duéi lamlle.
* Poc két qua:
- Catalase (+): tao Oz, cac bong khi xut hién tirc thi (hodc trong vong 10 gidy)
- Catalase (-): khong tao O2, khéng c6 bdng khi.
* Ung dung: phan tng thudng dugc dung dé phan biét vi sinh vat hiéu khi véi vi sinh vét
ky khi: Bacillus (+) véi Clostridium (-), Streptococcus (-) véi Micrococcus hay
Staphylococcus (+), Listeria monocytogenes (+) véi Erysipelothrix (-)

2. Phan iwng Oxydase
* Nguyén tdc: nham xac dinh sy ¢6 mit cia enzyme cytocrom oxydase cia vi khudn. Pay 1a
nhoém enzyme cudi ciing van chuyén e- dén oxy phan tir dé tao thanh nudc trong chudi hd
hap.
* Giong vi khudn va thudc thi:
- Vi khuan kiém tra dugc nudi trén moi truong thach dén khi phat trién thanh khuén lac.
- Thudc thir: Tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride 1% (dung dich khéng mau)
* Poc két qua: dé xac dinh hoat tinh oxydase c6 2 cach:
- Cach 1: nguoi ta nhd vai giot dung dich Tetramethyl-p-phenylenediamine
dihydrochloride 1% (trong nudc) 1én trén cac khuan lac moc trong céc dia thach. Khuan
lac ctia cac vi sinh vat ¢6 hoat tinh oxydase s€ bi nhuém dé va sau 10 - 30 phut chuyén
thanh den.
- Cach 2: nho vai giot thudc thir trén 1én gidy loc. Dung que cdy lay mot it vi khuan can
kiém tra boi 1én gidy loc c6 tim dung dich thudc thir phan tng oxydase. Phan tmg (+) s&
tao mau do tim trong vong 10 - 30 phut.
* Ung dung: gitip xac dinh Aeromonas (+), Pseudomonas (thudng +), Enterobacteriaceae (-
).
Phén biét: vi khuan ho Pseudomonadaceae (oxydase +) voi ho Enterobacteriaceae (-)

3. Phan &rng O/F (Oxidation-fermentation test)
* Nguyén tic: xac dinh vi khuan chuyén hoa carbohydrate (glucose) bang cach 1én men
(Fermentation) hay bang cach oxyd hoa hiéu khi (Oxydation).
* Moi truong:
- Méi truong: O-F Basal Medium, khtr trung & 121°C/15 phdt.
- Dung dich glucose 10%, khir trang bang cach loc véi mang loc ¢6 kich thuée 0,2 pum.



B6 sung mdt cach vo triung 10 ml dung dich dudng glucose 10% v&i 90 ml méi trudng O/F
basal dé c6 méi truong O/F c6 chira 1% dudng. Phan phdi moi truong vao 6ng nghiém
trong diéu kién v tring: 5 ml mdi dng.

* Phirong phdp cdy: cdy vi khuan kiém tra vao 2 éng méi truong:

- Ong 1: 1 trong diéu kién ky khi (cho thém mot 16p parafin vo tring)

- Ong 2: U trong diéu kién hiéu khi.

* Poc két qua:

- Vi khuan oxyd hoa (0): ong ki khi c6 mau xanh (green), 6ng hiéu khi c6 mau vang.

- Vi khuén 1én men (F): c4 hai ng méi trudng déu c6 mau vang.

- Khong phan tng: ca 2 dng ¢6 mau xanh.

* Ung dung: phan Gmg dung dé phan biét cac vi khuan G- khong thudc ho dudng rudt véi
cac vi khuan G- thudc ho Enterobacteriaceae. Vi du: Vi khuan ho Enterobacteriaceae co
phan tng 1én men glucose (F). Hau hét cac vi khuan Pseudomonas spp. ¢6 phan tmg oxyd
hoa glucose (O).

IV. Khio sat tinh chit lién quan dén tinh gy bénh & vi sinh vat

1. Phan trng dong huyét twong (coagulase test)

* Nguyén tdc: kiém tra kha niang 1am doéng huyét twong ciia vi sinh vat do tac dung cta
men coagulase. Coagulase 12 mot chat giéng prothombin c6 kha ning tac dong 1én nhiing
yéu t6 binh thuong ctia huyét twong dé sinh ra chat gidng thrombin, c6 tac dung bién
fibrinogen thanh fibrin (két qua tao khéi dong dang soi).

* Hoa chdt — thuoc thi:

- Hoa chat thir: huyét twong hodc fibrinogen.

- Huyét twong: nén dung huyét twong ngudi hodc tho vo tring, tuoi hodc dong kho (dang
thwong mai). Huyét twong twoi thu duoc bang cach quay ly tim mau tuoi c6 chira chét
chbéng dong. Huyét twong dong kho da pha nén dung ngay trong ngay.

* Phirong phdp thir va doc két qua:

- Phuong phap thir trén lame: nhé mot giot nude cat hay nude mudi sinh 1y 1én lame kinh
sach, dung que cdy ldy mot lugng 16n té bao tir khuan lac can kiém tra, hoa nhe vao giot
nuée, tao huyén phi ndng do cao. Thém vao mot khuyén cay chira huyét twong, tron déu
va doc két qua:

+ Phan tng (+): ¢6 ngung két 1 rét sau 5 — 20 gidy hodc tir 20 gidy dén 2 phut. Néu
ngung két xay ra sau mot phut, 1ap lai phép thir trén lame. Néu két qua van nhu cii chuyén
sang thir trong dng nghiém.

+ Phan mg (-): khong c6 ngung két, hdn dich van dong nhét. Khang dinh bang cach
thir trong 6ng nghiém.

- Phuong phap thir trong 6ng nghiém: cho vao 6ng nghiém 0,5 ml huyét tuong thé. Thém
0,5 ml dich nudi ciy dong thuan hoic mot khuyén ciy khuan lac tir mdi trudng thach. Xoay



nhe (khong lic) dé trén déu vi khuan. U 37°C. Quan sat 30 phit lién tuc 4 gior (khi xem chi
nghiéng nhe 6ng nghiém). Poc két qua:

+ Phan tmg (+): xuat hién nhitng khbi dong hodc nhitng soi rd rét. Moi mirc 46 dong
két déu duoc coi 1a duong tinh.

+ Phan tmg (-): khong c6 khdi dong, hdn dich van dong nhat nhu dng khong cy.
* Ung dung: phan tng dong huyét twong 1a test dic hiéu dé phan biét cac loai trong giéng
Staphylococcus: S. aureus (+) v6i S. epidermidis (-) va S. saprophyticus (-). Két qua: Phan
tmg duong tinh (+) thudng dugc coi 1a tiéu chuan chan doan cudi cing dé dinh danh
Staphylococcus aureus va chi thi vé tinh gay bénh.
V. CAC PHAN UNG SINH HOA PAC BIET KHAC

1. Phan ang ONPG
* Nguyén tic: xac dinh sy c¢6 mat hay khong co6 mit enzyme B-galactosidase nhd vio st
dung mét chat hitu co ¢ tén goi: O-Nitrophenyl-B-D-galactopyranoside (goi tit ONPG) hoic
chat hitu co p-Nitrophenyl- p-D-galactoside (PNPG) dugc xem nhu 13 co chat ddi voi
enzyme. Khi vi khuan c6 enzyme B-galactosidase thi ching sé& phan cit co chat O-
Nitrophenyl- B-D-galactoside dé giai phong nitrophenyl 1am méi trudng xudt hién mau vang.
* Muc dich: phan biét cac vi khudn c6 kha nang sir dung dudng lactose va vi khuan khong
st dung dugc lactose (khong c6 P-galactosidase): Citrobacter va Arizona (+) voéi
Salmonella (-), Escherichia coli anaerogeneic (+) vai Shigella sonnei (-).
* Cdch thir: dung que cdy lay 1 khuén lac ctia vi khudn cho vao dng nghiém chtra 0,25 ml
dung dich NaCl 0,85% va 1 giot toluen, lic dé phéan tan déu, u & 37°C trong 5 — 10 pht.
Thém 0,25 ml dung dich ONPG, 1 & 37°C trong 20 phat dén 24 gio.

C6 thé dung dia ONPG (dia gidy loc ¢ tim ONPG) cho vao dng nghiém chira huyén
dich vi trung trén.
* Poc két qua: sau 20 phut thay c6 sy d6i mau sang mau vang 13 phan tng (+), néu khong
d6i mau thi tiép tuc 0 thém, thoi gian t6i da 1a 24 gio, néu khong d6i mau 1a phan tng (-).

2. Phin rng KCN
* Nguyén tac: dung dé phan biét cac vi khuan c6 kha ning song va phat trién dugc trong moi
truong dinh dudng ¢ chira chit potasium cyanic (KCN) —mét chit doc dbi voi da s6 vi khuan.
* Moi trwong: ¢t 100 ml mdi trudng KCN broth base (sau khi khtr tring xong) duoc bd
sung 1,5 ml dung dich KCN néng d6 0,5%.
* Cdch thir: Cay vi khuan vao méi trudng dinh dudng c6 KCN, @ & 35°C trong 48 gio.
* Poc két qua:
- Phan tng (+): vi trung moc dugc lam duc moi truong
- Phan g (-): vi trung khéng moc duoc va vi tring van trong
* Ung dung: dung dé phan biét vi khuan: Citrobacter freundii (+) v6i nhom Salmonella (-
), Pseudomonas earoginosa (+) vai Alcaligenes feacalis (-).



3. Thiay phan Esculine
* Nguyén tdc: nham xac dinh kha ning thiy phan glycoside escilin thanh glucose va
esculetin cua mot sb vi khuan trong diéu kién c6 su hién dién ctia 40% mat.
* Moi truong: moi truong Bile Esculin Medium (méi truong chtra 40% mat) dugc phan
phéi vao cac ng nghiém, khtr tring 121°C, 1am thach nghiéng.
* Céch thir: cay vi khuan thuan khiét cAn kiém tra & 24 gio tudi,  35°C trong 24 gid (hoic
48 gid d6i voi Streptococcus).
* Poc két qua:
- Phan tng (+): tao mau den trén méi trudng quanh khuan lac vi khuan.
- Phan tng (-) (chi duoc két luan sau 72 gid 1): khong tao mau den trén méi trudng.
* Ung dung: dung dé phan biét Streptococcus nhém D (+) véi cac Streptococcus khong
thuoc nhom D, E. coli (-) véi Klebsiella serratia (+).
VI. THANH PHAN VA CACH PHA MOT SO LOAI MOI TRUONG

1. Mo6i trwong MR-VP (moi truwomg Clark Club)

- Thanh phan (g/1)
Peptone 59
K2HPO4 59
Dextrose 59

- Céch pha: dun tan cac chat trén trong 1000 ml nudc cat, chinh pH 7,5, phan phdi vao cac dng
nghiém dudng kinh ¢ 16 mm, mdi dng khoang 4 ml, hap khi tring & 121°C trong 15 pht.
2. Moi treong Simmons citrate agar

- Thanh phan (g/1)
NH4H2PO4 19 K2HPO4 1g
NaCl 59 Natri citrate 29
MgSO4 0,29 Bromothymol blue 0,08 g
Agar 1259

- Cach pha: dun tan céc chit trén trong 1000 ml nudc cat, diéu chinh pH 6,6, phan phdi vao
cac dng nghiém, hap khtr tring 121°C trong 15 phit, lam thach nghiéng.
3. Méi truong KIA (Kligler Iron Agar)

- Thanh phan (g/1)
Cao thit 39
Cao ndm men 39
Peptone 15¢
Proteose peptone 59
NaCl 50
Lactose 109

Glucose 1g



Ferrous sulfate 0,2¢

Sodium thiosulfate 0,3¢g
Dung dich methyl red 0,5% 0,6 ml
Agar 12 g

- Céch pha: hoa cac chét trén trong 1000 ml nude ct, dun sbi dé hoa tan hoan toan, diéu
chinh pH 7.4, phan phdi vao cac 6ng nghiém, hap khir tring 121°C trong 15 phut, lam thach
nghiéng sau (thé tich phan day gip doi thé tich phan nghiéng).

4. Moi trweong MIU (Motility Indol Urea)

- Thanh phan (g/1)
Tryptone 3049
KH2PO4 1lg
NaCl 50
Phenol red 1% 2,5 ml
Agar 4 g (thach mém)

- Cach pha: dun tan cac chat trén trong 1000 ml nuée ct, hap khir tring 121°C trong 15
phut. Ding nudc cat pha dung dich urea 20%, khir tring bang bo loc vi khuan. Thém dung
dich urea vao méi trudng thach dé ngudi khoang 45°C theo ti 1¢ 1 : 9. Phan phdi méi trudng
vao cac dng nghiém vo trung, mdi dng 5 ml va dé thang dung (1am thach dung).

5. Huyét twong dung thir phan wng ngung két

Hoa tan 10 g sodium citrate vao nudc cat dé c6 dung dich 10%. Mbi 100 ml mau
can 3 ml dung dich citrate. Cho dung dich citrate vao trong dng nghiém c6 nap, khir tring
bang autoclave. Dung xylanh vo tring hit méu tho (dang déi) cho vao éng nghiém, lic nhe
dé tron déu cho mau khong doéng. Quay ly tim 3000 vong/phit trong 10 phut. Liy phan
dich trong & trén, d6 chinh 1a huyét twong. Phan phdi vao trong cac dng nghiém vo tring,
bdo quan trong tu lanh.

6. Bile Esculin Medium

Peptone 50
Oxgall (Bile) 409
Feriric citrate 059
Beef extract 30
Esculine 19
Agar 159

Nudc cat 1000 ml



7. KCN broth

Peptone 30
NacCl 50
KH2PO4 0,225 g
NazHPO4.2H20 5,64 g
Nuée cat 1000 ml

Khir trung 121°C trong 15 phut, dé ngudi 45°C. Ctr 100 ml mdi trudng cho thém 1,5
ml dung dich KCN 0,5%. Phan phdi vao dng nghiém trong diéu kién vo tring.
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