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Đề đáp ứng nhu cău ngày cáng cao về công túe giảng dạỵ và 
học tập của cán bộ và học sinh thuộc chuyên ngậph chăn nuôi 
thú yỗr các trườnỊ/ đại học, cao đẳng, chúng tôi biền soạncuỗngiáo 
trình nàg. Trên cư sở nội dung của euỗn giáo trỉnh thực tập v i 
sinh vật chăn nuôi đã đem in làn trưởc (năm (Í969 và năm 
1972) chúng áẫ bò xung, sỗìa chữa theo chương trinh dược 
thông qua trong hổi nghị các cán bộ giảng dạy.môn này do vụ 
iuỵền giáo chả trì nấm 197ị,

Đe giúp eác cận bộ chiiằn bị tỗt cho một bài thực tập và 
giúp các học sinh nắm dược nội dung chính của mội bài,thực 
tập chúng tôi đã eỗ gắng đưa vào nhĩêu hình vẽ minh hoạ nội 
dung, đưa thim  t ro n g  giáo trinh phàn nội ^dung thực tập và 
viết tường trình Iiội dung đã thực tập, phần chuhn bị dạng cạ 
và ngugên liệu cần chnăn bị v .v . . .  ^

Tug rằng chủng tôi dã có nhiêu cố găng nhằm làm cho 
cuỗn sách cỏ nội dung sát thực và đãg đủ nhưng với trình độ 
cổ hạn nền không thề tránh khỏi có nbiea thiếu sót. Rất mong 
được sự góp ỷ cảa các bạn đdng nghiệp.

- LỞI N0[ BẦU

Hà Nội ngày 20 tháng 9 năm 1979' 
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BẢI 1

PHƯỢNG PHẢP SỬ DỤNG KÍNH HIỀN v i  
QUÁN SÁT HÌNH THÁỊ VI SINH VẬT

Vi sinli vật là những sinh yật vô cùng nhô bé inà mất
thường không thễ thấy được. Vì vậy chỉ ,có một dụng cụ dụy 
nhẫt giúp chúng ta nhìn được chúng dộ ỉà kính hiền vi; kính 
hiện vi không tách rời vói băl cứ lĩnh vực công tác vi sinh vật 
nào. Hiện nay người la đã sáng chẽ ra nhièu loại kính hiên vi 
ithác nhau nhằm mụe đích nghiên cứu rõ hơn và sâu hơn về 
vi sinh vật, Song ở đây chủng la chỉ nghiên cứu sử dụng loại 
kính liiễn vi quang học là các loặi kính hiên vi Ihông thường 
4ược sử dụng ở hấu hêì các lỉnh vực GÓ liên quan đến vi sinh vậl

MỰC BlGH YÈƯ CẦU

— Nắm vững cấu lạo của kinh hiẽn vi. Hiêu rõ nguyên lắc 
và phương pháp sử dụng kínĩi hí?n vi.

— Sử dụng thành thạo kính hiên vi đ ỉ quan sát hỉnh thái
và cấu lạo cơ bản của 1 số loại vi sinh vật.

— Thực hiện tốt các biện pháp và yêu càu bâo vệ kính hiễo
vi trưởc và sau khi sử dựng xong.

I -  CẤU TẠO KÍNH HIỀN VI

Kính hiễn vi bao gôm ba bộ phận chinh sau: đây (hỉnn 1).
1, S ộ  p h ận  c<r gióri
Chân /ífnft:Dùngđề đõ kinh hiền vi
Khay kừih:.Noi đặt tiên bản đê quan sát. ở  giữa có niột lỗ 

hồng đề á^h sáng có thê đi qua, tiêu bản được đặt ở chính chỏ 
này. Trên khay có kẹp đê giữ tiêu bân. Khay kính-0« tliê đưộíc



hãm cố đinh hoặc đi độhg theo các ehièu là nhờ có ốc hãm và 
ốc chuyỗn dịch nằm ở mép dưới khay kính, nhờ đó mà tiêu 
bản có thề được cố định hay chuyẽii dịch, ơ  một số lõại kính 
thi tiêu bàn được cố định và dịch chuvẽn Jà nhờ hai du xích 
đặt trên khay kinh. ;

Trạ mang ổng kinh: Là bồ phận hình cong dùng đê đặt ống
kính, gắn với trụ giữa bằng một bản lè trượt đề có thè di động 
lên xiiống. Trụ kính có bộ đàu (đầu trụ) đê gắn ống kính và 
bàn xoay,

Õng kịnịi; Là ống l ỉ̂m lOỊại rồỉtg hincằi trụ, phía trèn gắn thị 
kỉnh, phía dytới gắn- bận xoay-cố gắn các. vật kính. Phàn trên

kính có gắn thị kính có Ihề ià một ống gắn mộl lhị kinh, 
hoặc có thề là hại ổng gần h.ai thị kính. Fhằn này có thê quay 
được theo các hướng nhòf ,víl hãm.

õc đĩétt'chỉnh: Qòìrỉ ỖG ỶĨ cấp và ốc vi eấp. Các ốc này 
ehủ yểu ỉà làm dịch ch uy ễn vị trí của trụ kinh, thực chất là 
điêu chỉnh khoảng cách giữa tiêu bẳn và đầu vậl kính. Có loại 
kính hai ốc được gắn chung trên-một trục. Có loại kính hai ốc 
được đính ở hai vị trí khác nhaUi ốc vi cẵp làm di chuyên ống 
kính chậm, đầu, ốc thường có khắc độ, mỗi khắc độ tương 
đữơng với sự dịch chuyền là O.Olmm.

2. Bộ p h ận  qaang  học.. . ,

Vật kính ĩ Do bộ phận quang họe này tiếp cậli với vật thề 
cân quan sát nên eó tên như vậy. Vậl kính ỉà một hệ thống 
quang ljọc gồm nhièu thấu kính ghép lại với nhaú. Vật kính là 
một bộ phận quạn trỌỊig nhất quyết định tính năng của kính, 
hiên vi (tính năng tạo ẩnh Ihậl của tiêu bản).

Mỗi kính hiên ví tùy theo Ihiểt kẽ bao gôui số lirợng vật 
kính khác nhàu, nhưng đêu có đủ loậi. Vặl kính bội số thãp, 
trung binh và cao. Vậl kính có bội số thấp là các vậi kính 8 X i 
ĨOX; 20X; vật kính cổ ^6 1 'số trung binh 40X; 60X hoặc 65X;. 
65X; vật kinh có bội số cao là 90 X hoặc íoo X(còn gọi là vật 
k^nh dâu $ đầu cố một vỏng đếii đê phân biệt với vật kính 
khác) vật kính bội sô Ihấp thường đirợc dùng đè xem tựơi, còn 
vậỊ kính dầu Ihường đễ xem tiêu bản nhuộm.

Thị kiah: ĐirợQ gọi là thị kính là do bộ phận quang học 
này tiếp cận vối mạt người qúan sát, Cấu tạo gồm hai thẩu kính  ̂
gh.ẻp lại. Thị kíah không có năng lực tậ,0 ảnh như vật kính mà-
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' .' I - :

Hình ĩ
1 -  Cliân kính *
2 — Bản lề
3 —Trụ kíữh
4 -  Ống kính
5 — Khay kínb
6 -  Ốc hẫni Ống kinh
1 _ ITAn rflr?» H^n ììSn7 ~  Kẹp giữ Hêu bản 
H — Ốc đièu^chĩnb khay kính đi đống 
9 r- ổc hẵm khay kinh 

10 — Ốc vĩ căp (đièu chỉnh lớn) .

: Cẫu lạo kính hiền vl
11 — ốe vì căp ỉđièu (íhỉnh nhỏy
12 — Ốc nâng (hạ) Tụ quatìg kínìt
13 -  Gương ị^iiẳn chiếu
14 — Tụ quang lcính
Ỉ5 — Ốc giữ tụ qụfing kinh
16 — Bộ phận ctón  sảồg
17 — Bàn xoáy gắn vật kinh
15 -  Vật kỉrih •
19-  Thị kính'
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ohô yẽu chức năng cùa nó ỉả phóng đại ảnh đo vật kinh thuđượ c 
Thông Ihường thị kính có dộ phóng đại: 7X; lOX: 15X và 20X" 
(boặc 12X,

Nliir vậy la thấy rằng độ phóng đạỉ liêu bản quan sál sẽ 
là tích số của dộ phóng đại thị kinh với độ phóng dại của vậ« 
kính đem sử dụng.

Ví dụ: Nếu dùng vật kính dâu có độ phóng đại 90X và thị 
kính cố độ phóng đại Ỉ5X đề quan snt tiêu bản (hiti^u bẳn đẳ 
ÍÍIỊTỢC phóng đại lên : L

9Ọ x  ,15 =  1^0 íăn ,
3. Bộ pltẳn tập irỊoing áỉtb sáng
Gươhg pỉìẵh chiỉuĩ Đặt dưới khay kính gôm hai mặt lõnv 

vù lồi. ■ .
Tụ qụang kỉnh ĩ Đặt dưới khay kÍDh dủng đê tập Iriing ánh 

séiiìg từ gương phân chiếu vảo tiêu bản. Trong tụ quang kính 
c6 mộL hoặc nhiều Ihấu kinh tạo nên sự tập trunẻ ánh sáng, dò- 
đó lăng cường sự chiều sảng rõ của liêu bản và tập trung ánh 
sáng vào đâu của vật kính. Dưới hệ thống thẩu kính là bộ phận 
chắn sáiig, cấu lạo bởi,hơn chục lá Ihép mỏng ghép lại, bộ phận 
trung lâu) .hỉnh thành lỗ tròn. Có thê điều chỉnh độ to nhỏ của 
lỗ bằng một càn gạt ơ bên, do đó lượỊig ánh sáng đi vào đirợc 
đièu chĩrih. Tụ quang kíhh- QÓ thễ đfi động lên xuống nhờ có ốc 
điều khiền iàm chuyếri dịch bản lè'gần lụ quang.

II -CẤCH SỬ DỤNG KÍNH HIỀN VI

1. T ư  thế  k ỉn h  ỉ

Đặt kính ipên bàn cho Iigay ngắn, ở tư thể có lợi nbát chO’ 
ngirời quan sát. Khi quan sát người ta thường dùng mắt trái 
CỒII tnắi phải dùng đề ghi cbép. Cản phẳi luyện tập khẳ uăng. 
(Ịuan sát bằng hai mắt đè có thề thay đòi cho đỡ mệt, Khi quan 
akịcẳa luyện mỗf cả hai mất, tránh nheo một bên mắt hay dùng 
tay bịt một bên mắl, như vậy không mỏi mệt và thuận tiện cho» 
người quan sát.

2. Ngn&ạ sáng
Có thề sử dụng hai nguồn sáng lâ nguồn sáng tự nhiên vá 

nguồn, sáng nhân tạo (ảnh sáng đèn).
Sử đụng nguồn sáng tự hhiên thường là ánh sáng tán xạ^ 

(ậiih sáng giản tiếp), muốn vậy phải đặt kính trưởc của sò quay 
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ve hưởng nam hoặc hướng bắc thì lốt, vỉ ánh sáng tương đối 
ồn định, dẽ qụan sál. Trảnh dùng ánh sáng, mậl Irời chiếu Irực 
liếp vi có hại cho mắt và ánh sáng không dược rõ.

Sử dụníỊ nguôn sáng nhàn tạo, thường người ta dùng ánh 
sáng của đòn>đ"iện và ánh sáng của đèn dăii, đèn đất, nến... 
Nhưng phải điêu chỉnh lừợng ánh sáng đưa vào trong kính tốt 
nhất là dựa vào gương phản chiểu những tia sáng hình nón rộng 
thi ánh sáng vào kinh sẽ đèu. Người ỉa cần dùng những phiễn 
kính lọc măii dặl ở lụ quang kính, (nếu dùng ánh sáng của đèn 
chiếu kính thi kinh lọc mâu đặt ngay ở đèn chiễu kính) đê tránh 
sự ảnh hưởng của lia sáng màu vàng hoặc màu nâu đến mầu 
sắc thật của ảnh. Trường hợp ánh sáng mạnh còn sử dụng kinh 
mờ mău trắng đễ giảm bớt cường độ ảnh sáng và làm cho ánh 
sáng đẻu,

i

3. Cách iấy á n h  sáng.

Hiệu quả quan sát tiêu bẵn có quan hệ rất lớn đến cách íử  
dụng ánh sáng, sử  dụng tốt ánh sáng eó quan hệ đễn ba yễư 
tố là cách sử dụng nguòn sáng, sử dụng gương phản chiếu và 
kính lụ quang.

Cách sử dụng gương phản chiễu và kíiih tụ quang. Đối với 
kính hiền vi có bố trí kính tụ quang. Trong Irường hợp thông 
thường: Phải dìmo mặt phẳng gương phản chiếu đê bảo đảm 
phát huy tính năng lạo ảnh của kinh. Đặc biệl trong trirờng hợp 
nguồn sáng ở xa; chỉ Irong trường hợp ánh sáng không đủ. 
hoặc khi sử dụng ánli sáng tiiiên nhiên mà bóng của câv ỏ’ ngoài 
cửa sồ lọl vào thị trường thì có Ihễ dùng kính lõm, bởi vi kính 
tự quang chí lập Irung đirợc các tia sáng chiếu song song. Đối 
với kính hiẽn vi không cỏ'bố trí kính lụ quang thì nói chung 
đều dùng mặt lõm của gương phản rhiếu.

Sử dụng kính lụ quang cằn nẵm được các điềm sau đầy: 
khi quan sát với vật kính bội số Ihấp thường ít mỏ bộ phận chắn 
sáng, và hạ thấp đến mức gặn như thấp nhất kính lụ quang; 
Như vậy thị trường được chiếìi sáng rộng, thị trường nhận được 
ánh súng đềti và đủ khi dùng rật kính có bội số cao hơn thì 
kính tụ quang cũng được nâng dàn lên đến mức cần Ihiết đê 
đạt được đội chiếu sáng (ốt, ảnh rõ. Dùng với vật kính dàu 
(bội số cao) cần thiễt phải nâng kính tụ quang lên mức tối đa 
và có thê'mở hoàn toàn bộ phận chắn sáng.
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Cách diều chỉnh ánh sáng : Mở hoàn toàn bộ phận chắn sáug, 
hạ thấp lụ quang kính vứi mục .đích lỉm ánh sáng tối đa trong 
kinh. Vặn tãl cả các vậl kính vào bàn quay rồi đưa vậl kinh 
bội sỗthăp vào trục kính; hạ thấp ống kính xuống; xoay chuyỉ'!! 
gương phản chiếu đòng thời Iheo dõi ánh sảng trong kính; khi 
nào thấy ánh sáng đạt tối đa tbi thôi. Tùy theo nguồH sáng, 
đậc lính của tiẻii bản mà có sự điều chỉnh kính tụ quang cho 
thich hợp đề đạl được mục đích quan sảt.

Xem tiêu bản tươi với vậl kính dầu : khi dùng với vật kính 
bội số thẩp thỉ thường không dùng kính tụ quang và gương phản 
chiếu. Nguôn sáng yếu thì có thễ dùng gương mặt phẵng khi 
dùng với vật kính bộ số thấp(10X; 20X) và dùng gương mặt 

'lõm khi dùng vật kính bội số trung bình(4ƠX>. Khi nguồn sảng 
tập trung thỉ dùng gương nào cũng được. Hạ thấp tụ quang kính 
và ít mở bộ phàn chắn sáng.

Xem liêu bản nhuộm với vật kính dâu: khi ngúôn sáng 
tổt, rộng thi dùng gương nào cũng được, khi nguồn sáng hẹp 
thì dùng gương lõm; nâng cao tận cùng kính lụ quang và mỏf 
hoàn toàn bộ phận chắn sảng nhưng khi •inh sáng mạnh quá 
có thề đóng bớt bộ phận chẳn sảng.

4. Xác đ ịnh  biêu đ iềm  và q u an  8ái.

Đặt phiến kính có liêu bản lên khay kính, cố định. lẳp 
vật kính và thị kính Ihích hợp vùo bàn xoay và ống kính. Khi 
xem lưới có thê dùng các thị kính, vật kính có bội số thấp^vặt 
kính 8X; 40X; Ihị kínhSX; ÍOX.); khi nhuộm có thề dùng UiỊ 
kính và vậl kính có bội số cao hơn (vật kính díìu 9UX; thị 
kính 15X;.’

Khi xem tươi chỉ căn hạ thấp &ng kính gần sái xuỗng tiêu 
bản, sau đó vặn ốc vĩ cấp nâng lừ từ ống kính lên, dồng Ihòi 
quan sál trong kính, nếu thấv chớp ảnh thì dùng ốc vi cấp đê 
đièu chỉnh cho rồ ảnh của liêu bản.

Khi xem tiêu bản nhuộm với vật kính dău thì đẳu liên phải, 
xác định tiêu điềm với vật kính bội số thấp nhất. Sau đó nhỏ 
một giọt dẵu bạch dương (ceđre) rất nhỏ vào vị Irí đà được xáe 
định không làm lan rộng ra, lý do của việc nhỏ dâu là do vật 
kính dầu có độ phóng đại lớn nên có đường kíiih Ihấu kính nhỏ 
vì vậy khi dùng không cho dầu thi chỉ có một phản nhỏ ánh 
sáng lọt vào thấu kính, ảnh vào sẽ không được rõ j dầu bạck

10



dương có chiết suất xấp xỉ chiểt siiát ihủy tinh clio nên ánh 
sảng đi qua tiêu bản đè vào vật kính là một môi trường gàn 
như đòng nhất nên đi Ihẳng mà không bị khúc xạ vi vậy lượng 
ảnh sáng vào nhiẻu, ănh rõ (hinh 2;, Xoay vậl kính dầu cho 
sát xuống liêu bản cho đàu vật kính ngập trong dầu (chú ý 
không vặn xuống mạnh iàm ép vỡ 
tiêu bảji). Nhỉn vủo Ihị kính và xoay 
ỗc vĩ cẩp nâng vật kính dằii ỉên lừ 
lừ- Khi thấy có chớp ảnh (hì vận ốc 
vi cáp lừ từ đễ thấy rõ ảnh tiêu bản.
Cản phải chú Ỷ niột điẻu quan trọng 
ià ảnh của tiêu bản được (Ịuan sát 
rồ nhất khi mà vặn đúng tiêu điem 
của vật kính với liêu bản. Lúc này 
giữa đău vật kính với mặt trên của 
phiến kính có tiêu bản có một khoảng 
cách ôn đ ịnh; nếu thay đồi khoảng 
cách này thi ảnh tiêu bản sẽ mất 
hoặc nhìn không r õ ; khoảng cách 
này được gọi là cự ly công tác của vật kính. Cự ly công tác 
của vật kính có quan hệvớitièu cự của nó. Vật kính có độ phóng 
đại cảng lớn, tiêu cự càng ngắn thí cự ly công tác cũng càng 
ngắn (hình 3).

HÌnh 2 • Đường đi của tia 
sáng qua liêu bản

Hình 3:  Cự ly côD g tác của vật kính 
(C ~  mặt trên của phiến kính cự ly
eông tác của vậl kinh, đơn vị mra)

' 'í'
Điều này giúp cho chúng ta khi đièu chỉnh kinh limitiêu 

điềm được dễ dàng vỉ la có thê ước đoán được cự ly vặn ốc đễ 
điềụ chĩtih ở trong phạm vi cách giữa đẳu vật kính với tiêu bản 
mà la ước đoán ứng với từng vật kính khác nhau;
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III -  CÁCH BẲO QUẢN KÍNH HIỀN VI

— Lấy kính trong hộp ra nên dùng lay phải, nắm chắc trụ 
kính kéo kính ra theò hứớng nằm ngang không đê đụng vào 
Ihành hộp; sau đó đùng tay trái đỡ chân kính dễ mang đi. Nếu 
mang đi xa thi phải cố định chẳc chắn đẽ tránh bị hỏng kính 
do. bị lẳc mạnh.

— Không được sờ lay vào các đầu của vật kính và thị 
kính. Nễu phát hiện thấy vật kính, thị kính bị bụi bẫn thi không 
íTược dùng tay, các thứ vẵi linh tinh đễ lau hoặc mồm đễ thồi 
mà phải dùng giẵy riêng đê lau kính hav khăn lụa đễ lau, khi 
lau phải nhẹ nhàng.

— Khi dùng xong, nếu sử dụng vật kínli dầu Ihi Irirớc hết 
phải dùng giẵy mềm hoặc vải lụa đê lau nhẹ cho sạch dằu, 
sau đỏ lau lại bằng xylen hoặc bengen cho hết dầu ở dầu vật 
kính, dùng giấy hoặc vải lụa lau lại một làn nữa là dược. Xoav 
cốc bộ phận của kính về đúng chỗ định. choãi đầu vật 
kính sang hai bên, và áp sál xuống mặt khay kính. Tụ quang 
kính phải hạ thấp xuống gương phản chiếu xoay dọc Iheo 
thân kính.

— Không được đề ánh sáng mặl Irời chiẽu trực tiếp vào 
kính. Khổng được tự tiện tháo iẳp các bộ phận của kính không 
lự  ý eho dầu vào cảc bộ phận cơ giới của kính,

— Phẵí đê nơi khô ráo thoáng, không nóng, it bụi bầm.

IV -  QtJAN SÁT HlNH THÁI VI SINH VẬT

Kết hợp với thao tác sử dụng kính hiên vi liễn hành các 
tiêu bẳn đã chiiần bị sẵn (hoặc kết hợp với nội dung bài thực 
tập 2 đễ học sinh tự chuần bị íiêu bản quan sất) vè hình thái 
một số loại vi sinh vậl đặc trưng.

Xem tiêu bản tươi với vật kính bội số thấp (8X — 20X) 
tiêu bản của nátn mốc.

Xem tiêu bản tươi vởi vật kính bội «0 trung binh (40X); 
tiêu bản năm men, trực khuần kích thước lớn.

Xem tiêu bản nhuộm vởi vật kính bộì số caó (vật kính 
dầu 90X): tiêu bản của một số loại cầu khuần, trực khuần, xạ 
khuấn, nẩm men. /
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NỘI DUNG TƯỜNG TRÌNH -

Tự mỗi học sinh đièu chĩnh kinh dề quan sál các (lêu 
bản được chuần bị.

— Quan sát hinh thái cấu tạo bèn ngoài và bên trong của 
các ioại vi sinh vật ở các liêu bản, đồng thời miêu tả màunhxiộm 
của tế bào.

— Phàn biệt vẽ hinli từng loại vi sinh vật, chú ý sự khác 
nhau vê kích Ihước, hinh thái và trạng thái tồn lại của chúng 
ở trong tiêu bản quan sát.

CHUẲN BỊ NGUYÊN LIỆU VÀ DỤNG c ụ

Cho một nhóm 20 học s inh :
1. Dụng cụ: Kính hiễn vi

Khăn lau kỉnh 
Đèn soi kíiih 

Tièu bản lươi và liêu bản nhuộm các loại v sv
2. Nguyên liệu:

Dầu bạch hương 
Dung dịch xylon.

BÀI 2

PAƯƠNG PHÁP LẲM VÀ NHUỘM MẰU TIÊU BẮN

Làm và nhuộm mẫu tièu bản có Ỷ nghĩa qùan Irọng trong 
^công tác vi sinh v ậ l; có tiêu bản thì người ta, mới sử dụng kình 
hiền vi đề quan sát được hỉnh thái, đo được kích thước và quan 
sát được cãu tạo đại thê cũng như vi thê của tế bào vi sinh vậl 
(Quàn sút liêu bản nhuộm) và đêqụan sát một số hoạt động sống 
binh thường của vi sinh vật nèư sự chúýền động, sự sinh trưỏfng 
và phát triên (quan sát tiêu bân tươi Ỗf1rặng thái tự nhiên).

MỤC ĐÍCH YÊU CẦU

—Nẳin vững các thaotáccơ bản trong phương pháp chế tạo 
tiêu bản các loại theo những vêu eău và nội dung khâc 
nhau.
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— Thài)h thạo về phương phảp nhuộm đơn, và nhuộm kép 
(nhuộm Gram).

— Phân biệt được hiện tượng của phản ứng gram âm và 
grani dư(mg.

I -  PHƯƠNG PHÁP LÀM TIÊU BẢN TƯO'1 KHỒNG NHUỘM

1. T iêu  bản g iọ t ép.

— Lẩy một phiến kiiili (laiĩic) sạch hơ V"ài lần trên ngọn 
lửa đèn cồn đẽ khử vếl dàu, mỡ trên mặl và làm khô phiến 
k ín h ; đê phiẽn kính trên bàn.

— Dùng que cấy sau kM đã nung đỏ trên ngọn lửa đèn cồn, 
sau khi đã nguội ỉấy một giọt môi trườug cỏ nuôi cấy vi sinh 
vật đặt lên giữa phiến kính, hơ que cấy. Trường hợp môi trường 
nuôi cấy đặc Ihỉ trước khi làm như trên phải đùng que cấy đã 
đổt khử trùng láy một giọt nưởc, cất vô trùng cho vào giữa 
phiễn kính trước, Sau đó lấy một ít khuần lạc tiêu chuần cho 
vào giọt nước ở trên phiến kính trộn nhẹ đều,

— Dùng một lá kính (lamella)đậy lên giọt dung dịeh vi sinh 
vật trên. Cách làm như sa.u: Đàu tiên'đê méj> lá kính xuống

mặt phiến kính sát chỗ 
giọt dịch; hạ lừ từ và 
nhẹ n h à n g  lá kính 
xuống đậvkín, ép đều 
giọt dịch phía trước. 
Ghúýtránh đây nhanh,, 
mạnh có thẽ tạo thành 
bọt khí và làm cho giọt 
dịch bắn lung tung ra. 
ngoài (hỉnh 4).

2. Tiêu bản giọt treo.
— Lấy một lá kính sạch và một phiến kính lồm (có một 

chỗ íõm ò giữa phỉễn kính) sạch.
— Bôi một lớp va-dơ-lin mỏng quanh chỗ lõm trên phiễn 

kính đẽ gắft kín lá kinh trên phiến kính (ránh khô dịch 
qụan sát.

— Thử tự và cách làm như tiêu bản trên khi lấy mẫu làm 
tĩầu bảní nhưng khác là tiêu bản được đặl vào giữa lá kínhi 
íhàjih giọt tròn gọn.

Hình 4: Đậy lá kính lên giọt tiên bẫn
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Ịi

— Thận trọng úp ngược 
lá kính lại sao cho giọt dich 
vi sinh vật nằm ở phía dưới J 
rồi từ từ đặt lên chỗ Jõm của 
phiến kính sao cho giọt dịch 
tiêu băn vẫn giữ nguyên ví
Irí Irên lá kính và nằm đúng ^  - £______________________
v à o  g iữ a  chỗ lõm  (h ỉn h  5). Hình 5: Phương pháp giọt treo

a —nhin trên xuống; b—hhln nghiêng

II -  PHƯƠNG PHÁP LÀM TIÊU BẢN TƯƠI NHUỘM
Đề quan sát các hoạt (lộng của tế bào vi sinh vật sống một 

cách rõ ràng hơn, có thề ỉiến hành làm tiêu bân giọt treo hay 
giọt ép như trên nhưng cho thêm một dung dịch Ihiiốc tihụộm 
nào đó, theo mộl Irong những cách làm như sau;

— Cùng nhỏ một giọt thuốc nhiiộin xanh mêthyJen 0,001 % 
và giọt đung dịch vi khuần lên cùng chỗ trên phịễn kính Irộn 
đều. Trong trường hợp vi sinh vật lãr từ môi trường rắn có 
Ihễ dùng giọt thuốc nhuộm làm môi trường hòa lan thay nước cất.

—Nhỏ mộtgiọl thuốc nhuộm xanh methylen 0,001 % lên phiến 
kính, đê khô; sau đó lấv 1 giọt dịch môi trường vi khuần (nếu như 
môi trường khô phải làm nhưphăn ĩđã  hướng dẫn)iên chỗ màu 
nhuộm.

III -  PHƯƠNG PHÁP NHUỘM MÀI' TIÊU BẢN
Nhuộm màn tiêu bản chính là nhuộm màu tế bào vi sinh 

vật. Công tác nhuộm màu giúp cho chúng ta quan sát kỹ các 
phằn cấu trúo của tế bào. sử dụng các loại Ihuỗc nhuộm, khác 
nhau với Ihủ thuật nhuộm màu tiéu bản khác nhau người la sẽ 
quan sát được những cáu lạo đặc biệt của vi khuằn như giáp 
niô, nlia bào, lông... Qua đó phân biệt các chủng loại khác nhau 
của vi khuẫn. Tíỉih chất bắl màu khỏnggiống nhau (bẳng phirơDg 
pháp nhuộm kép)người la phân biệt được các nhóm vi khuầnkhác 
nhau. Nhuộm màu còn cỏ tác dụng trong sụ bảo tồn tiêu bẳn của 
mộl loại hình vi sinh vật nào đó căn cho sự nghiên cứu VẾ sau nậy.

ĩíhuộm màu tiêu bản liến hành theo các nội dung chính là 
làm liêu bân (phiến kính), cố định và nliuộm màu tiêu bản.

ỉ .  P h ư a n g  pháp làm t iê u  băn đề nhuộtn.
— Chọn phiến kính sạch, trong và khô, nếu không phải rửa 

qua còn, hơ trên ngọn iửa đèn cồn và dùng khăn vải mịií4au sạch.
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~ Trinh tự tiến hành giống như ở phản làm liêu bản giọt ép 
đã hướng dẫn, nhưng không đậv lá kính.

Nhưng càn chú Ỷ là liêu bản tránh Jàm đầy quá khó quan 
sát, sau này khi làm tiêu bản đặc biệL chủ Ý đến lliao tác vô 
trùng như: phải hơTniệng của các vật cỏ chứa canh trùng lên 
ngỊỌn lửa đèn cồn khi lấy nút ra đề làm liêu bản. Que cấy phải 
được khử trùng kỷ trên ngọn lửa đèn cồn trước vả sau khi làm 
tiêụ bản và làm xong tiêu băn (hinh 6). Đễ tiết kiệm phiễn kính 
hoặc đê liện cho quan sát có thê ỉàm hai hoặc ba liêu bản trên 
Xĩùng một phiến kính, nbưiTg nhớ ghi chú đề đơ lăn.

ĩlinh 6:
Thao tảc làm 
tiêu bẫn ã h  
nhuộm

/

16



2. Cố đ ịnh  t iê u  bản.

Cố định tiêu bản có ửiục đích 
là giễt chễt vi sinh vật, cố định 
chặt tiêu bản trên phiển kinh khỏi 
bị nước rửa Irôi đi mál, làm cho 
liêu bản dễ nhuộm hơn vi các 
nguyên sinh chát chết dễ bắt màu 
hơn các nguyên sinh chẫt sống. Có 
thề cố định bằng nhiều cách :

— CỐ định bằng nhiệl độ : Hơ
qua vài làn Irên ngọn lửa đèn côn,
không hơ sát ngọn lửa làm cho
liêu bản đễ biến dạnghay đê trong
tủ sáv nhiệt độ thấp, hoặc làm tiêu
bản xong đê trên giá cho khô tự
nhiên hay cho vào trong^binh hút _■ ^
c  ̂ ^ HỉnA 7: Giá đặt phiến kinh

khi làm bẳn mẫu.

— CỐ định]bằng cồn 95» hoặc tuyệt đ^i: nhỏ vài giọt eòn lên 
tiêu bản đợi khô hoặc sau khi nhỏ cồn xong thi đốt. khi ngọn lửa 
vừa bốc cháy thì thôi tắt ngay tiêu bản sẽ khô và không bị nhiệt 
độ cao ảnh hưởng.

— CỐ định bằng hóa chất: Dùng các dung dịch cổ định 
(ĩixateur) như cồn 96®; dịch etanol-formal; hơi íocmaỉin...

ĩ .  Phưo-ng pháp nhuộm .

Nhuộm đơn : Lâ phương pháp chỉ dùng một loại (ỈIUỐC nhuộm 
đ ỉ  nhuộm. Thường dùng phương phảp này đễ quan sát hinh 
Ihái và,kích thước lế bàọ!

— Thưởng dùng các loại' thuổc nhuộm như Pucxin kiềm, 
xanh Methylen.

Thủ thuật nhuộm tiỉn hành tihư sau:.
— Đặt phiễn kíBh đâ đưọc cố định trên giá đặt (rên chậu 

thủy tinh (hình 7) giỏ lên chỗ làm tiêu bản vài giọMhuỐc nhuộm.
— iSau 1 — 2 phút, hoặc lâu-hơn tùy theo loại thuốc nhuộm, 

đô Ihuốc nhuộn đi rồi tửa.nhẹ bằng nước; đễ nghiêng phiến 
kính cho nước chây từ lừ dọc theo phiến kính đến khi nào thấv 
nước Irong ià được.
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— Sấy khô bằng hơi nóng như hơ trên ngọn lửa đèn cồn 
hay đề Irong tủ sấy nhiệt độ thấp hav thấm khô bằng/giấy lọc 
(hình 8). .

Nhuộm kép: phương pháp nhuộrri Gram;
Năm 1884: Cristian Gram giới thiệu một phirơng pháp nhuộm 

đặc biệt là dùrìghai loại thuốc nhuộin đễ nhuộm; sau khi nhuộm 
màu loại Ihuốc nhuộm thứ nhất và làm gắn màu bằng dung 
dịch hợp chất hóa học. (Tím genxian hoặc kết tinh tím) thi dùng 
mệt loại chẵi khác đễ lầy m àu: sau đó lại tiến hành nhuộm với 
một loại thuốc nhuộm thứ hai, loại thuốc nhuộm này phải có 
màu đối lập với loại trước và không được mạnh bằng loặi thuốc 
nhuộm thứ nhẫt đề ảnh hưởng đến màu đâ được nliộm trước. 
Kết quả có vi khuần bắt màu tím yà có loại bắt màu loại thuốc 
ìihuộm Ihứ hai. Loại vi khuần như trên được gọi ìà  vi khuần 
Gram dương, sau khi ỉihuộm màu tím nó không bị chẵ( lầy màu 

, tầy đi mất, do đỏ không bắt màu loại Ihuốc nhuộm thứ hai; 
loại vi khuần sau là vi khuần Gram àm nó đã bị tẫy mất màu 
tím, cho nên lại bắt màu loại thuốc nhuộm thứ hai khi nhuộm 
tiếp sau đó.

Thủ thuật nhuộm tiển hành như sau;
— Đề tiêu bản lên gỉá nhùộm, nhỏ 1 giọt dung dịch lím 

genxián hoặc Um kết tinh lên trên tiêu bản, đế 1 — 2 phứt.
— Rửa nước nhanh, vây sạch.
— Nhỏ vài giọt dung dịch lugôl, đề 1 phút (kbĩ tiêu 'bản có

màu nâu đen). ''
nưórẹ nh.ạạh. ;vẫy sach.
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— Nhỏ cồn-axêton thật nhanh lư đàu phiến kính đề nghiêng 
cho chảy qua tiêu bảp, đến khi dịch rửa không còn nhuộm màu 
nữa thì Ihồi (hỉnh 9).

Hinh 9 : Sbỗ  cồn-axêton đề tẳj ,màu
— Rửa nhanh bằng nirớc, vầy sạch.
— Nhỏ vài giọt dung dịch Fuc-xin ioãng (lấy litiỉ Fuc-xin 

Zichl pha trong 19ml nước cất) hoặc Saữanin 0,25% lên ịièu 
bản, đê trong 1 phút,

— Rửa nước đễn khi không còn mầu nữa.
— Săy khô hoặc thấm kliô.
Những vấn đê chú ỷ khi nhuộm m àu:
— Phải dùng thuốc mời, khôìig^ặn.
— Nhỏ thudc nhuộm đúng, tiêu bản, không nhiều quá và 

lan rộng. .
' — Khi rửa nước phải dùng tia nước nhỏ, rửa từ một đầu 

phiễn kính đễ nghiêng, không được dội nước trực liếp vào ch& 
làm tiệư bẵn đễ tránh làm trôi liên bản.

— Bước tầy màu trong nhuộm Gram rẫt quan trọng, phải 
tầỹ raảu kỹ nhưng thời gian khôiig được kéo dài. Nếu lầy màu 
không kv sẽ bị lẫn giữa gram âm với gram dương; nếu tẫy màụ 
lâu quá vi khuẫn gram dương sẽ bị mấl màu Um nên đễ bị lẫii 
với vi khuần gram âm.

— Khi nhuộm loại thuốc nhuộm thứ hai trong nhuộm kép 
không nên dùng thứ đạc quá hay nhuộixì thời gian lâu quá như 
vậy sẽ ảnh hưởng đến ằự quan sát sự bắt màu của loài thụốc 
nhuộm thứ nhất kết quả không rõ.
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IV -  PHƯƠNG PHÁP NHUỘM MÀU CÁC KẾT' CẤU 
ĐẶC BIỆT CỦA VI SINH VẬT -

1. N huộm  g iáp  mô.

MỘI số loài vi khuần có khả năng sinh giáp mô (vỏ' nhàv- 
cap su l) ; giáp mô-kh'ó bắl màu nên phải dùng thuõc và phương 
pháp nhuộm đặc biệt mới có kếl quả cổ thề sử dụng các phương 
pháp sau;

Phương pháp 'nhuộm Hiss.
— Làm tiêu bản, cỗ định liêu,bản bằng ngọn lửa đèn cồn.
— Nhỏ Piicxin kiêm hay tím kết tinh lên tiêu bản. hơ nóng 

thấy bỗc hời thì thôi,
— Tầy màu bằng dung dịch C11SO4 20% cho tới khi màu 

khôiỉg thôi ra hữa thì thôi.
— Làm khô.
— Quan sát dưởi vật kính dàu Ihấv vỏ nhày được nhuộm 

màu xanh, tẽ bào nhuộm màu đỏ.
Phương pháp nhuộm KLETT.
— Làm tiêu bản đề khô tự nhiêii trong không khí,
— Nhỏ dung dịch xanh metylen Klett, hơ nóng đến bay hơi 

trong một phút, bô xung thuốc nhuộm ngay nếu bị khô nhanh.
— Rửa nưốc,
— Nhuộm Eucxin Kleềt trong 5 giầy.
— Rửa nưởc làiìi khô.
Quan sát với vật kính dâu thấy kết quằ vỏ nhày nhuộm màu 

hồng tế bào nhụộm màu xanh.

2. N huộm  nha  bào.

Chĩ có một số nhóm vi khuằn mới có khẵ năng hỉnh thảnh 
nha bào. Nha bào khả ồn định và khó bẳt màu. Đễ Ihấy rõ nha 
bào vi khụậọ.c.ó.thễ.nhuộm bằng các phương pháp sau:

Phựơng phập nhaịm SCHAỀFFER và PULTON.
— Làiư tiếu bản vi khuằn lấy từ trên thạch nghiêng đểu 

ngày thử tư, cố định bằng ngọn lửa đèn còn.
— Nhộ dung dịch lục malachít 5%. cho ngập tiêu bận đê

trong 2 — 3 phút. 
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— Hơ iửa cho bố(i hơi khi nàx) iBắy mặt thuốc nhuộm có 
viền nâu là được, đẽ thêm 1 — 3 phúl.

— Rửa nước.
— Nhỏ dung dịch Saíranin 0,5% trong 1 phúl
— Rửa sạch làm khô.
Kốt quả soi vậl kính dàu bào tử bẳl màú xanh ; tế bàó bầí 

màu hồng. Màu lục của bảo tử chỉ rõ khi dùng thuốc nhuộm 
mới.

Phương pháp nhuộm OGIETSKA.
— Làm tiêu bản đê khổ tự nhiên.
— Nhỏ vài giọt HCl 0,5% lê lí vễt 1)ôi, hơ nóng trèn ngọn 

Jửa đèn cồn cho bốc hơi, giữ khoảng 2 phút.
— Rửa nước.
— Nhỏ thuốc nhuộm Pucxin ZiehJ lẻn tiêu bản qua miếng 

giă.y lọc đặt ở Irên. Mơ nóng cho bốc hơi, duy trì trong 5 phúl; 
nếu thuốc nhộm khổ phải bô xung ngay.

— Vứt giấy lọc, rửa nước. ,
— Ngâm tiêu bản trong dung dịch HjS04 1 % trong 2 phút.
— Rửa nước.
— Nhỏ dung dịch xanh metilenLoeffler, dễ trongõ — 15 phút
— Rửa nước, lấm khô.
Kết quả soi vật kính dău bào tử nhuộm mầu đỏ, tế bào nhuộm 

m àu xanh.

3, Nhuộm lông. . ^

Lông (Elagellá) có ở một số nhóm vi khuần. Lông vi kh,uần 
rát mảnh nên khó quan sát; hơn nữa nó đễ bị đứl khi nhuộm 
clio nên muốn quan sal thấy ta có thê dùng phương pháp sau đây.

Phương pháp nislúwawa'kangen
Láy khuân lạc nuôi cáy Irèn môi trường thạch, trong thời 

gian ngắn (canh trường non) 12—15 giờ, pha loãng nhẹ nhàng 
Irong nước cất vô trùng thành huyễn dịch đục đèu.

— Nhỏ thật nhẹ nhàng vài giọt huyễn dịch trên phiễn kính
sạch (ngâm trong côn và được đốt nóng nhiều lăn trứớc khi làm) 
sau đó dàn đều, đế khô tự nhiên. ,

— Nhỏ dung dịch I qua phễu bằng giấy lọc, đê trong 15 phút
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— Khẽ nghiêng phiễn Isính đễ đồ Ihuổc nhuỏm đi, nliúng; 
labẹ nhàng vào nước sạch trong 30 giây.

~  Nhỏ dung dịch II qua phễu bằng gỉấv lọc, dề trong 1—2 
phút (khi tiêu bản chuyễn Itiầu nâu rô>.

— Nhúng nhẹ nhàng vào cốc nước sạch giữ trong 30 giây., 
đễ khô .,

Kết quả soi vật kính dấu thấy tiêm mao nhuộm màu nâu 
xáỉn giống tể bào. .

Phương pháp \oeffler
— Làm tiêu bản như trên.
— Nhỏ thuốc'nhuộm Ta-nỉn đễ trong 15—20 phút hoặc hơ' 

nóng cho bốc hơi Irong thòi gian 2—3 phút.
— Đồ thuốc nhuộm, rửa nhẹ trong nước thời gian 3Ò giây.-
— Nhỏ thuốc nhuộm Pucxin Zỉehỉ trong 15 phúl.

• _  £)ồ thuốc nhuộm, rửa nước như pbương pháp trên. '
— Đê khô ỉ ự nhỉêii.
Kẽt quả soi kỉnh dầu, lông vả tễ bào đều nhuộm mầu hồng:

'' 4. P h n v n g  pháp  nhuộm  các thề vừi tro&g tể bào.

Các thê vùf (hạt dự trữ) trong tễ bào có sự thay đồi vè loại 
hỉnh, hỉnh thái và kết cấu tùy thuộc vào loại hinh vi sinh vật. 
Dò tính chất của các thẽ vùi khác nhau nên phương pháp nhuộm 
từng loại cũngkhảc nhau. Sau đâ3’’giới thiệu mốt sổ phương pháp 
ữhuộm các thê vùi cơ bản.

a) ĩĩhuộm  volniin
Phương pháp loeffler.
— LíYiri tiéu bản vớiyikhuầnazotobacter, cốđịnh trên ngọn’ 

lửa  đèn cồn.
— Nhỏ thuốc nhuộm xanh metỉlen loéffler ừông 2 —3 phút
— Rửa nước đề khô.
Kểt quả soi kinh dầu hạt vôlutỉn nhuộm mầu xanh ỉam.
Phương pháp omelianski '
— Làiĩi liêu bân như trên.
— Nhuộm Pucxin Zíehỉ ìrong 1 phút.
— Tầy iqàu bằng dung dịch HịSO^ í % trong 20—30 giày
— Rửa nưởc.

&
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— Nhuộm xanh metylen —̂  {rong 15 —20 giây.

— Rửa nước làm khô. ' \
Kếl quả soi kính hạt vôlutin nhuộm mằu đỏ, lế bào nhuộm

màu xanh.
b) Nhuộm glỵcogen. •
— Làm tiêu bản với Bac. Subbtilis hay năm men cố định 

Irên ngọn lửa đèn cốn.
— Ngâm trong dung dịch Este cồn trong 5 — 10 phút.
Nhỏ dung dịch lod đặc, đậy lả kính.
Kết quả soi vật kính dầu càc hạtgiycogen nhuộm mâuđỏ ittâu
c) Nhuộm Granuloza .
Làm tiêu bản với vi khuần Butiric (hoặc nấm men).
— Nhỏ vài giột dịch lugol, đậy lá kinh.
Kết quả soi kính hạt granulơza nhuộm màu lam xẫrh.

NỘI DUNG TườxNG TRÌNH

— Làm tiêu bản lươi khổng nhuộm và tiêu bản nhuộm với 
«các. loại vi sinh vật trong nhóm vi khuần nấm mẹn, nấm mốc 
như : Bac. Subtilis; Staphylococeusaureus; Escherichia Coli; nẩm

ỷ men; mốc Mucor. Aspergillus và Rhizopus.
— yè hình thái các loại vi khuân đã quan sát.
— Quan sát và miêu tả hỉnh thái, sự chuyên động và sự 

sinb sản của nấtn men (quan sát sự nầy chòi và tạo vách ngăn).
— Miêu tả hỉnh Ihái của cơ ([uaiì mang bào tử và các bào 

lử của nấm mốc. Quan sát đai thễ cấu tạo sợi nấm và mầu sắc 
của năm mốc.

— Nhuộm gram với các loại vi khHân; Bac. subtilis, Bac. 
mycoides; E.coli trục khuần lactic; staphylococcus aureus. vẽ 
hình thải và xác địnli sự bắt màu gram của chúng.

— Nhuộm vỉ khuằn Bac. Súbtilis và quan sát miêu tậ nha
bào của nó. '

— Nhuộm vi khuẫn E.Coli hay Bac. Sublilis, quan sát và 
.miêu tả lỏng của nó.

— Dùng eác phương pháp nhuộm Ihl vùi đễ nhuộm nấm 
men quan sát và miêu tả thê vùi các loại trong nấm men.
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CHUẰN BỊ DỤNG c ự  VÀ NGUYÊN LIỆU 

Dụng cụ
— Kính hiên vi và dàu soi kính
— Qúe cẫy và đũa Ihủy tinh
— Lá kỉnh (lamelle) và phiẽn kính (lame) thường và lõtn: 

. — Đèn cồh
— Bình rửa.
— Giá và châu thủv tinh.
— 'Giả đẽ ống nghiệm.
Pince,
— Que nhọn.
H óachấl'
— XanÌỊi metilen 0,001%

Xanh metilen 0,01g.
♦ Nưởccẫt lOOOtnl
— Xanh metilen Loeffler

a) Xanh metilen 0,45g
Gồn96“ 30ml

b) Dung ầịch KOH 0,01% trong nước lOOinỉ
— Xanh metilen klett

Xanh metilen Ig
Cồn 96« lOml
Nước cất lOOOmi

1— Xanh metilen
40

Xanh metilen bão hòa trong còn ln\l
Nước cất 40ml

— Xanh metilen Irong jaxít phênic
Xanh Iheỉilen Ig
Cồn 96® hay tuyệt đối lOml
axit phênic két linh Ig
Nước'cất lOml

' Nghièĩi Ig xanh metilen với 1/2 lượng CỒIỊ sau đó đô từ 
2/3 lượng ntfớc vào quấy đều. Đỗ axit phênk vào quấy đẽu.
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<T lọ kín. sau 24 giở ỉọc qua giẫv, tráng cốc bằng số nước và côi»
còn lại. ' ■

— Pucxin Ziehl
a) Pucxin kièm

Cồn 96* hay tuyệt dối lOml
b) axit phô BÌC 5g

Nướccẩt J . lOÒmi
Cách plia như. xanh metiỉen sau đó đem pha loãng 4 làiií

với axit plienic 5%
— Fùc xin klell , -

F uc\ìn  Ig
Cồn lOml -
Nước cất lOGml ■

— Tím genxian Ciicbonic.
a. Tímgenxian hay kết linh lím

Còn 90* lOiiil
b. Axit phênic ^  ' ‘"'ít

Nước cál lOOml
Cáclì pha như hai loại Irên.
— Lugol

lod kim lọại 0,5 g
KI 1 g
Nước cất lõOml

Nghiẽn KI với ít nước sau đó cho lod vào nghiền nhỏr
sau đô nướp vào từ từ, lắc đều cho lan hết.

— Côn — axêtôn ’
Cồn tuyột đối 100 ml .
Axêtôn 20 rol
Nước cất 80 mi

Hỗn hợp các dung dịch trên.
Safranin 0,25%.
Saíranin . 0,25g.
Cồn 96® lOrnl
Nướp cất . 90 ml
Nghiên lan trước sufranin với cỏn, sau đó hỗn hợp với nước,
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— Dung dịch CiiSO/, 20%
CdSO^ 5 Hj'o , 20 g
Nước cất lOOml
Đun nóng cho hòa tan ròi lọc.,
— Lục malachit 5%
Lục málachit 5g
€Ồn96* lOn^
Nước cãt J 90iiil
Hòa trước Ihuốc nliuộm với cỏn yà niộl ít nưác.
Safranin 0,5%
ÍSaỉranin , 0>5g
Cồn 96» 10 mỉ
Nước cất 90 ml
— Dung dịch HCl 0,5% trong nước
— Dung dịch HịSÒ  ̂ 1% trong nước
— Dung dịch I
axit lanic 5g
Nước cát '  lOUml
Lắc đèu clio tan, sau đó vừa lắc dều vừa thứ tự chồ yào-
FeClj ..
Pocmôn 2 rai
NaOH 40%
— Dung dịch II
AgNƠ3 " ■ 2 g
Nước cẩt 100 ml
Sau khi pha xong cho vào 5-f-6 giọl uước anioniíin, lẳc đẻu^
— Dịch Tanin
Dung dịch Tanin 2(1% trong nước lOmi
Dưng dịch PeSO^ băo hòa trong nước 5ml
Dung địch Púcxin kiềm bão hòa trong cdn 96° 1 ml 
Trộn ba dung dịch Irẻn, đễ sau 24giờ lọc qua giấy lọc.
— Hỗn hợp Êle-côn ( 1/ 1).
— Dung dịch lod (I.,) đặc 

Pọcmòn 40%-trong
— Xudan I|I
Xudan IIJ 0.05 g
A.\i,t ĩầctib đặc lOưil •
— Cồn ặốt
Một SỐ giống vi sinh vậl và tiêu bản.mẫu.
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BÀI 3

CÁCH SỬ DỤNG MỘT SÓ MÁY MÓC 
CÁCH SỬ LÝ VÀ BAO'GÓI DỤNG cụ THỦY TINH

Dụng cụ và niáv móc trong phòng Ihi nghiệm cỏ nhiều, 
nliirng một số iọại thườni* xuyên dùng đến. vi vậy căn phảĩ. 
hièu biết và nắm vững cách sử dụng các loại máy inóc. đó.

TiX)ng phòng Ihí nghiệm, dụng cụ thủy finh lù loại Ihườnịí 
xu vẻn sử dụng đến. Việụ xử lý và bao gói dụng cụ thủy linh có- 
liên quan Irực tiếp đèìi kết quả của còng lác. Dụng cụ lliủy linh 
plúii đirợc chọn đúng quy cách, bẫođảm chất lượng; phẳi đirợc, 
xử lý tốl không có lẫii tạp chái và không có vết, bần. Bao gói 
dụng cụ Ihủy tinh phải đạt tiêu chuần đê đạt điTỢR yêu c-iìu khi 
khử trùng vá fhaận tiện cho việc sử dụng.

A — CẮU TẠO VÀ XỬ DỤNG CẢC DỤNG cụ 
MẢY MÓCÍ THONG thường

I ^  TỬ ẤM

Tiì ấm là thiết bị quan trọng trong nuôi cáy vi sinh vật 
vì nhiệL độ trong lủ có thê thay đồi (lừ 0®G đển 56'’C) tùy theố 
ý raiiổn và nhiệt độ đã.được xàc định trong tủ luôn luôn được 
giữ ả trạng thái ôn định trong SUỐI thời gian nuôi Cấ3̂

1. Cấu tạo của tù êm.
Cấu tào vỏ của lủ ấm có hai lớp, lớp trong là lớp kini loại 

dẫn nhiệl đẽ giữ nhiệt độ bên Irong i’ốa tủ. Jớp ngoài là lớp kim 
loại dày hơn và được bọc bẻn (rong bởi một lớp cách nhiệt- 
Giữa lớp trong và lớp ngoài tl) ương là khoảng rỗng, giữ cho íìhiệl 
dộ ít biến đỗi.

Trong lủ mắc bộ phận cảm ứng nhiệt đễ báo nhiệt độ lên 
xuống cho rơ-le hoạt động.

Phàn ngoài của buồng ấm có lắp một hệ thống máy tự động. 
4(60  chỉnh nhiệt độ theo vêu cầu của Ihí nghiệm. Bộ phận này 
bao gồm hệ thống điện tử, bán dẫn khá phức tạp.

Phía mặt ngoải côa lủ có thê nhin Ihấy hai núm điều chlnb 
nhiệl độ. núm đièu chỉnh phạm vi ntíiệl độ lớn và núm điêu
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chĩnh phạm vi nhiệt độ nhỏ và Ciớ cbốt đóng Ịnỏr. tnạch, có nhi 
k ế  the-o d ỗ i  ‘Iihiệl đ ộ . . .

2. Cách sử  dụng  t& ấm.
Sử dụng lủ ấm theo, trinh tự như sau :
Sau khi đóiag mạch, xoay núm điều chĩnh nhiệt dộ lớn cho 

kim schĩ đến nhiệt độ càn thiết và xoay núm điêu chinh nhiệt 
độ nhỏ ỏ vị Irí 0. Sau mộl thời gian nhiệt độ tă.ng dàn và dạt 
ỉới giá trị nhiệt độ ôn định".,Nếu nhiệt độ Irong tủ cao h.ơn hoặc 
tỊiáp hơn so vởi nhiệt độ càn Ihiếl, thi lúc đó phải đièu chĩnh 
núm điè,u chĩiìh nhiệt dộ nhỏ (cần giảm nhiệt độ xoay kim về 
phía trái; cău tăng xoay kim về phía phải) đề giảm hay lăng 
cao nhiệt <ỉộ đển nhiệt độ càn thiễl.

Ví dụ: Khi ọần đièu chỉnh nhiệt độ cằn thiễt trong tủ là 
37“C Ihi vặn núm điều chỉnh lớn cho kim,chỉ ở khấc độ 37 trên 
bẫng chia gẳn bên Irén núm. Sau một thời gian nhiệt độ trong 
tủ ồn định và chỉ ở 38"C. Như vậy sẽ vặn núm điều chĩnh nhỏ 
sang Irái 1 độ chia trên bảng chia độ (mỗi độ chia tương ứng 
vởi 10®C). Tiếp tục 'theọ rdbi ihấy. nhiêt độ hạ tháp xuống 36,8»c 
thi tiếp lục vặn núm điêu chỉnh sang phải một khoảng nào đó. 
Tiếp tục làm như vậy cho lới khi nhiệt độ tróng tủ ôn định ở 
nbiệt độ 5̂7"C.

Khi đóng mạch lh'ỉ đền đỏ bật sáng. Khi nhiệt độ trong tủ
đạt lới mức yêu cầu thi bộ phận câm ứng nhiệt sẽ hoạt động và
báo cho ra-le làm việc và làm ngắt mạch, đèn xanỊì bậ! sáng 
{đèn đỏ tắt). Khi nhiệt độ xuống Ihăp, ,rơ-Ie tự động điều khiên 
sự đổng mạch. Quá Irình sẽ iiễp diễn liên tục như vậy Irơng 
thời gian tủ làm việc đẽ duy tri nhiệt ịĩộ.

3. Các‘ đ iềm  cằn chú ý k h i  sử dụng.
— Phải xem điện thế của máy với nơi đặt máy có giống nh*u 

không. Trường hợp không giống nhau phải dùng biến thẽ điệe.
Khi dủiỉg lằn đầu phải xem bộ phậ» đièu chỉnh nhiệtiđộ 

có làm việc tốt không. Nhiệt dộ Irong tủ có đều không.
— Cira lủ.luôn luỏn đóng kín trừ khi nào lấy hoặc cho nguyên 

liệu vào nuôi cấy,
— TỊieo dõi nhiệt độ trên nhiệt Vế đễ diều chĩnh cho hợp 

với yêu cằú.
— Lụổn luôn bảo đảm sạch sẽ khô rảọ trong tủ. Phải luổu 

cho máy chạy nhăt là những ngày írởi ầm.
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II— NỒI HẤP KHÔ
/

Dùng nòi hấp khô đề tiêa độc cáe đồ dùng tỉiủy linh nhự 
Ồng nghiệm, ống liêm, ống hứl, hộp Idng, phễu... Cáeđò lỉiin khí 
như dao kéo, kim, kẹp và tãtcâcảc đồ linh tinh khác như bôỉig, 
băng, vảị cao su. Các mói trưởng nuôi cấy khôịig khử trụiijg 
trong nồi hăp này (nồi hấp khô hình lOa). ' '

I Nguyèn lỶ cấu tạo <‘ủa nồi 
hấp nhiệt khô găn giống như lủ 
ấm, chĩ khác là nhiệl độ cỏ« lủ 
cổ thề được đưa lên khổ cao. Nồi 
háp có thế dùng nguôn nhiệt là 
điện, dàu hỏỉi ha}' than.

1. Cách sử dụng nồ i hấp.
Cáe dụng cụ phẵi rửa sạch đê

khò. gói kỹ trước khi cho vào nội 
hấp. Sau khi xễp các thứ vào 
trong ỉ ủ rồi đóng kín cửa. Đỏng 
mạoh điện hoặc đổl nhiên liệu.
Nhiệt độ Irong nồi hẩp tăng cáo 
dăn. Theo dõi sự tăng nhiệt độ
irên nhiệt kẽ cẳm trên nồi hấp.
nếu đạt lới nhỉệt độ hẩp căn thiết 
-Ihi điều chỉnh việc 'cung cấp 
nguồn nhiệt đề duv tri nhiệt độ Ví' i > 1
này trongmột thời gian càn Ihiết. Bình íOa ^ịệ>i hấp khô
Nếu lủ có gán bộ phận điều chỉnh ' . J  ỉ
nhiệt độ lự động như tủ ăin thì cáẹh làm cũng Ịgaii giống như 
sử dụng 'tủ ấm. Khi đạt Ihời gian cần Ihiểt Ihi ngỊil mạch điện 
(hoặc cắt nguòn nhiệt) chờ nhiệt độ hạ xuống 50—• 60®c vè mùa 
hè và 30 — 40'C về mùa dông thỉ mở rồi hấp dê Ịấy dụng cụ ra. 
Dụng cụ lẩy ra phải được đặt trên giá gỗ„ trên giấy hoặc trêụ 
vải; đẽ ở sàn gạch hay sàn xỉ nlăng sẽ lảm vỡ dụng cụ.

2. N hững vắn đề cần chủ ý,
— Trong các nòi háp hiện nay dùng thường cỏ trang bị bồ 

phẬn điều chỉnh nhiệt độ tự động. Trước khi hấp cKỈ việc cố định 
ngay nhiệl độ lúc đàu bẳng nủni điều chỉnh.

— Trong thời gian háp phải luỏn Iu,ôn có mặt quạn sát đèn 
báohiệu và nhiột độ trong nòi hấp dề có sự điều chlnli kịp thời.



— Các dụng cụ oho vàp không đễ sál vào thành nồi liàp.. 
Các ơồ dùoig thủy linb. sál phải đễ.ở dưới còn bông băng, vải Ui; 
đề ư phía Irên vì nhiệt độ pliíã dươi bao giờ cũng cao hơn phla 
trên. Các dụng cụ phải dễ quay miệng ỉỏn phía trổn.

— Khi hăp dụng dụ dễ bị cháy phải Iheo dõi chặt niiiệl độ 
và Ihời gian hẫp đề Iránh bị cháy vậl hấp

— Sau khi hấp, dụng cụ phải đứọc ghi rồ ngàv Iháng hẩp., 
Thời gian sử dụng không dược kéo dài quá 7 ngày.

IM -  xNỒI HẤP HƠI NƯỠC CAO ÁP

Nha bào của một số loại vỉ khuẫn chỉ bị diệt khi háp ướt
o nhiệt độ 120*c. Do vậy căn phải có những nồi hãp ướl dưới 
ốp lực cao (cao hơn áp lực khíquyễn) mới có nhiệt độ trên lOÔ C 
đitợc. Hiện náy đang dùng các nồi háp theo kiễu nòi chưng 
Saiụbecỉan (hinh lOb).

Hỉ«/| lọb:  Nồi chưng Sạmheclan
1 — ẢII ké
2 — Phêu đỗ nướe vào
3 — Kbóa ống dẫn nifờc
4 — Khóa ốiig dẫn ho l 
.5 — Kiiỏa thẳi*nưác ra
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Cắu tạo oác bộ phận của nồi hấp như ở hỉnh vẽ. Nồi h$p 
•cao áp thiết kế dựa trên nguyên iý vè 1v lệ thuận giữa diễm sòi
và áp Siíát hai nước. Khi nưởc Irong nò) hấp (đã được đóng
kín) sôi. bốc hơi nước làm cho áp suất trong nồi lăng cao dỉần. 
vivợt quá ấp suất khí quyền. Điềm sôi của nirớè ciiug tăng cao 
dần virợt quá 100'C.

Quan hệ giữa áp ỉ ực khí chưng và nhiệt độ.
Áp lực (kg/cni*) " nhiệt độ (“C)

0 >100
0,35 109
0,70 115,5

'■ • 1,05 121.5
.1,41 . 12&.5

1.75 127.0
2,00 ■ 134,6

ở  áp iựcl.Oõalp (điềm sôi của nước là 121,5®C) duy tri trong 
15 ~  20 phút, hầu nhứ .loàn bộ vi khuầii hoặc nha báo bị tiêu diệt.

1. P h ư ơ n g  pháp  sử  dụng.

— Đô nước vào nồi hấp với lượng thích hợp (đến vạch chuần 
trên ống thủy linh đặt dưới phễu rót nước). Đô ít hoặc nhiều 
nước sẽ làm gỉẫrrt hiệu quả của khử trùpg.

— Cáe đd dùng phải bao gổi kỳ mới xếp vào nồi hẩp: dô 
nặng đẽ dưới, nhỏ nhẹ đễ ở trên. Không nện sất nhau quá.'

— Đậy nắp nồi hấp, vặn chặt khóa; đóng van thông hơỉ-
— Mở mạch điện hoặcđốt nhiên liệu đê đun sôi nước tron^ 

nồi. Chú ý không đề nhiệt độ lăng quá nhanh sẽ gày vỡ dụng 
cụ Ihủy linh.

— Khi kim của áp kỗ chỉ dến vạch 0,5 alp thì mơ vait
hơi đế xả hểt không khí trong nồi hơi ra làm cho trong nồi hời 
nước không còn lẫn khỏng khí nữa. Kim cùa áp kế trỏ ve số 0.

^  Đóng van thông hơi. Áp suál Irong nòi hấp lấng dăn, kiin. 
của áp kế chỉ đến 1,05 alp thì chú ý điều chỉnh nguòn nhiệt đề 
duy tri ả trạníỊ thái này trong tliời gian cần thiết. Cácinồi hẵp 
<lùng điện hiện nay có Jắp.bộ phận rơTÌe điẽu cMnh áp suÌDt 
tự động, do đỏ trước khi hăp chỉ can đặt ỏ áp snất xác 
<linh. ,



— Đạl |ớ r thời gian càn thitt thỉ ngẳt mạch hoặc cắt nguồn 
íÁỊệl. Áp suẫt trong nồi hạ dần, khi kim chỉ đểiv số 0 mới mả 
van thông'hơỉ đễ hơi Ihoát hết ra ngoài. Vặn ngav ốc, mở nắp 
nồi híp, lếy.cảẹ đồ dùng trong nòi ra.

. — Ghỉ: ngày giờ hấp và đặt ỗ chỗ có lổt vai hoặc bàn gỗ.
Đè tạo đièu kiện khử trùng (huận ỉợi trong mọi điều kiện 

và hoàn cảnh, người ta đẵ chế tạơ ra nôi hấp xách tay đan giản» 
tijện sử dụhg (hình I0c)i '

Hinh lOc 

NỒI hSp xách tay

1) Van bẵo biỉm
2) Tay xách bằng gỗ

3) Van xả hơi
4) Ống đẫn hơi
5) Nắp

6) Tai hồng - 
~) Vỏ nồi

8) Qoai xách
9) Thùng khữ trùng 

10> tìiá đỡ thùng 

l i ;  Ảp kế

2. Những điều rằn chú ý.
— Bíhi hấp phải luôn luôn có mặt đề theo dõi sự biến đôi của 

ip  suít nòi, đặc biệt ở'những nòi hẵp không-có bộ phận đièu 
chỉnh tự động. Nẽu vi lý do nào đó rơ-Ie không hoạt dông áp 
siiất troiig liồi lăng cao quá ảnh hưởng tới vật hấp và có thè xầy 
ra nô nòi hấp.

— Tránh yỉệc tăng giảm quá độl ngột áp suất nòi (khi tăng
nybiệt ở cảc nồi hấp dùng than, củi, dầu hỏa hay troug trường
hộp xả hơi) đễ giữ cho dụng cụ hay môi trường không bị
âóh hứởng.

— Hấ|ji ,xong phải lấy dụng cụ ra ngay, không đề Irong nôi
dê tránh eho nẳp không bị mút chặl vào doăũg cap su và đụng,
cụ không bị ướt. . ,



I -  x ủ  LÝ DỤNG CỤ THỦY TINH

Cồng lảc đối với các dụng cụ tlvủv tinh mới, dụng cụ thủy 
tinh truíVc và saù khi làm líií nghiệm bao gồm hai công láé 
chính là trung lính và rửa các loại dụng cụ thủy tinh.

1. Phư<rng pháp tru n g  t in h  dụng cụ thủy tinh.

Trước hết cản phải xem cìụng cụ có trung lính hay không? 
Phương pliap tliử ỉà lẫv nưốc Irung linh cho vào dụng cụ thủy 
tinh m<Vi d<'m háp ỏ nhiệt độ cao Irong khoảng Ihời íỉian 3Ữ 
phúl (I.ển 1 giờ, Lấy ra đễ nguội thử độ pH : nếu độ pH kiềirt 
\pH>7) thi ngâm dụng cụ vào dung dịch axít clohvdric 2% 
Iron^ Ihời gian 10 giờ. Sau thử lại nếu cliưa trung linh lại liểi> 
hành ngâm liếp. Nói chung dụng cụ Ihủy tinh đều kiẽm.

2. Rửa các dụng  cụ thủ^  t in h .

u) Dụnợ cụ mới:
Dùng ciiối lông xál xà phòng rửa sạch trong và ngoài dụpg 

cụ. Các binh tròn hay các bỉnh l,ain giác chai lọ có tl)ề dùng bi 
nhỏ xát qua tro hoặc xà phộng đễ rửa bên trong. Rửa xong đế 
dốc ngược- cho khô nước.

b) Dụng cụ san khi dùng: .
Ống nghiệm : ống nghiệm đã dùng xong phẳi qua kiủr Irùng 

trong nòi chưng cao áp liay cỏ thê xál Irùng bằng cách ngâm 
trong dung địch Iyzơl 2% Irong 24 giờ. DÔ cịác vậl pliầm trong 
Ổng nghiệm ra rồi ngâm vào trong nirớc ấmỉ. Dùng que iẵy hết 
vật phẳm trong ổng nghiộm ra và rửá sạeli bêii ngoài ống 
bâiiịL; vải có tliám tro hoặc xà phòng. iBên Iroiig ổng có Ụiê dừng 
bàn chải Iròn hoặc que c6 vải bọc xon xà phòn.!ĩ hoặc lro mịn, 
cọ kỹ thành ống. Rửa lại hai ba lằn bằng nước sạch. Nếu kiem 
tra thấy sạch xếp vào giỏ íưới thép, đàu úp xuống clio hểl nước' 
Gậu Irời nểing có thề đem phơi khô nểu khôiig nắng đợi ráơ 
nước xong dem sấy trong tủ sấy.

Nỗu rửa bằng cách trên chưa sạch có tho ngâtu vảo (lung, 
dịch thuốc tím (KMn04 )i0.2 % ngâm trong 1 đêm sáng, hôm sau 
vớt ra và cho vào dung dịch HCl 0,2% đễ tầy thuốc tỉm rửa

B — x ử  LÝ VÀ BAO GỎI DỤNG c ụ  THỦY TINH
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sạch Iihư trên. Có thl d^ng dung dịch sau đễ rửa. Dung dịch 
NaOH i%  ngâm trong 24 giờ, dung dịch HCl 0,2% ngàm trong 
72 giờ dung dịch HNO3 20% ngàm trong 24 giờ, dung dịch 
NasPOị 5%, dung dịch HịSOí 20% ngâm Irong 24 giờ.

ống hút (pipette) Dùng xong đem ngâm trong dung dịch 
CHêdin 2% hoặc ngâm Irong dung dịch axil Cácbonic 5% khử 
Irùng sau đó có thê ngâm vào dung dịch NaOH 0,4% hoặc 
dung dịch HgCỈỊ 0,1%. Khi rửa dùng khăn xát xà, phòng đánh 
sạch ngoài Ống. Trong ống có Ihẽ dùng que nhỏ quẫn-bông 
xál xà phòng đẽ rửa

Ống hút có bầụ có thễ dùng bi chì nhỏ và nước xà phông 
đề rửa bện trong, sau dó hút dung dịch HCI 0,2% súc nhẹ và 
kỹ. Rửa sạch bằng nước cắm trên giá.

Hộp lồng (đĩa pellri). Đề ngửa đĩa dùng vải chám tro có 
xát xà phòng đễ rira bên trong và các góc quanh đĩa. úp sấp 
đĩa cọ sạch bên ngoài sau đổ rửa lại bằng nước sạch nhiều iân 
đền khi xem thăy sạch rdi thỉ úp nghiêng chồng bến Iihau vào  
giỏ lưới thép,

Chai tọ : Trước khi rửa đồ hểl các ciiẫl còn trong chai lợ- 
ra, ngâm nước một, hai ngày. Cọ xál phằn bên ngoài của chai 
lọ trước dùng dung dịch xà phòng đạc và bi thủy tinh (hoặc 
đạn chi hay sạn nhỏ) xúc rửa bên Irong lọ nhiều lân; xúc rửa 
lại với dung (lịch HCl Q,2% sau đó dùng nước sạch xúc rửa 
nhidu lăa cHo sạch,.cắm chai lọ lên giá, đầu quay xuống.

Đối với các lọ đựng Uiuọc nhuộm thì cần ngâm trong duug 
dịch HCI hay còn sau đó dùng nước đẽ rửa sạch. Binh càu hav 
binh tam giác cũng rửa như rửa chai lọ.

Phiến kính (Lame). Phiến kính có dàu trước khV rửa phải 
Ịau sạch ngâm phiến kính vào nước Crếdin 2% hoặc dung dịch 
axit Cácbonỉc 5% có thề ngâm Irong dung dịch HgClj, 0,1% hay 
dung dịch íyzoI 5%, đun trong nước xả phòng 5 phút, đợi 
nguội rửa bằng nước sạch đề khô. Ngâm trong còn 90“ sau 12 
gi*y vớt ra lau lạchi, sấy khộ cất Irong hộp. Có thê giữ phiển 
kínktrong còứlchi dùng lấy ra lau khô, hơ trên lửa, như vậy 
tránh được bụi, phiến kính sẽ sạcli hơn.

Có thê dùng đung dịch sau dây đê làm sạch phiền kínb
Bicromatkali (K2Cr207) IQOg.
IỈ2SO / 2õ0ml.
Nước lOOOrol.
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Ngàm phiến kinh vào írong dung dịch này vài Iigãỹ, lấy 
ra rửa bằng nước sạch (ỉun trong dung idịch nước xà phòng; 
như trên, lấy ra rửa sạch nước, đề kHô. Dung dịch này'có Ihê 
■clùng làm nhiều làn đến khi nào oxy hóa đến màu đen thì thôi.

Dung dịch Irên cũng có thề dùng (lế ngâm các đụng cụ 
linh khác, cỏ tác dụng làm trong sáng thủy linh.

II -  BAO GÓI DỤNG c ụ  THỦY TINH

Trứớc khi hấp khử Irùng các dụng cụ. vật liệu Ihi plĩải tiếiiẲ 
hành bao gói kỳ càng và đúng kỳ Ihuật đê thuận tiện cho 
công tác khử trùng, trách được hiện lượng vỡ dụng cụ hay 
bị nhiễm trùng lại sau khi hấp. Bao gói dụng cụ đủng kỳ 
llìuật giúị) cho quá trình thao lác Ihí nghiệm thuận liên và. 
bảo đảm vq trúng.

1. Cách' ìàin n ú t bông, . '

Làm bằng bông không thấm nước loại sợi đài. Cắt bông;
ựiành miếỊag nhỏ hình vuông 7 -í- 8cm (tùy theo đường kínk
miệngổng nhỏhoậc to, có thê
cắt bé hoặc to hơn) dàn thật
đều, cuốn chặt từ hai góc
đối xứng của hình vuông vào
giữa thành một hình cuốn
<lài, gập hai đău đối xửng của
nó váo chinh giữa tàm, sau
đó lại gập đôi lại tạo thành

' núl bông không dải quá 4cm '
(hlnh 11) chú ỷ khồng íàm
núl lỉông chặt CỊiiý Iránh.vỡ 
ổng iiịỊhiệin. Cũng kliỏng
làỉii nút bông lỏng quá dễ
gày nhiễni tạp môi trường'
c6 thê làm nút bông theo
cách khác (hình 11). -

11; Kết quả Jàm nút b ô n r  
1 — Làm đúng 

\  2-3 — Làm sai
Làm nút bông cho các binh Jớn phải bọc Ihêm vải Ihưa hoặc- 

^ ạc  ở ngoài.
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2. Lùm nút ếng hứl

Dùng que nhỏ nhẽt vào miệng ống híit một viên bông nhơ 
cách miệng ốj)g l — 2em, Ivhôiig iàm núl chặt quá vì sẽ khó hút 
các chát lên. Nễu lỏng quá nút bông có thè di độti!f ỉên xuốne. 
Nút ống híi( cồ lác dụng nựăn ngừa cảc chất mòi Irưừiig vào 
mdm và tránh nhiễm tạp từ mòm vào môi Inrờng.

3. Bao g ó i  đ ụ n g  CII.

Sau khi làm nủl các dụng cụ phậi dirợe bao gói đúng ( ịUV 

cách de dem hấp.
Đối với ống nghiộm đựng môi trường sau kiii làm nút bông 

cìln dùng giấy bọc chặt pliia dầu m'il bông lại.
Chai iọ sau khi làm nút cũng bọc chặt phàii núl bằng giấv 

Hộp lồiig- vlùng vải sạch hoặc, giày bao kín. ông húl lhì dùng 
những băng giăy dài quẫn từ miệng xuống dưới thật kín. Có thề 
gói vài ống hút vùo một gói. Có thề cho ốníỊ hút vào những ống 
giấy bòi cứiíg có nẳp đậy clễ, tránh được íịẫy vả liện dùiig.

Các dụng cụ khác lùy theo yêu cầu inả có sự I‘30 gói cho 
thích hợp. hấp ở nòi hấp cao áp thì không được bao gói 
bằng giăy thẵtn nước, [ihẳi dùng loại già'3 (lai khòn<Ị Uùim nước.

Các dụng eụ bào tói phải thậl khô, sạch, tránh vỡ trong khi 
háp. Dụng cụ bao gói xong phííi dán ahãn, dê ngá v đem hăp 
đề tiện việc theo dõi sử dụng.

, NỘI DUNG TƯỜNG TRĨ5ÍH
%

Quan sát vả sử rlụng các loại máy móc nbư: Tỏ áni, tủ 
sấy và nồi hấp hơi nước cao á|), không xeiri -sácli, viổl tóm tắt 
những'cTÍẽm ohính V(3 thao .lác sử dụug cảc loại máv Irên.

— Thực tập'cách làm núí bông và bao gói các dụng cụ IhOy 
tinh có trong phòng thí nghiệữi. Sau đó tiến hành hẵp khử trùng 
ỗ trong nòỉ hấp'khô và nôi hấp hơi nước cao áp.

— Có thẽ kết hợp với nội dung bài này với nội dụng ỉ'ủi sau
về làm "'ôi trường nuôi cấy vi sinh vật vậ pliirơiig pháp nuôi 
cãy, phần ĩâp vi sinh vật. . ‘ '

'V
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' CHUẦN BỊ NGCVẺN LIỆU VA DỤNG cụ »*

Dụng c ụ :

TỈI iĩm.
Tủ sấy; nồi hấp khồ).
Nồi háp ướt cao áp.
Thùiiíị đựng nước.
Di.uig cụ ngàm đỏ Ihũ}' linh.- 
Chậu rửa.
Dụng cụ thủi^ linh.
Các chồi rửa dụng cụ Ihủy linh.
Đũa tre : vải bông.
Bi thủy linh hoặc đạn chi. ' • '
Dụng cụ đẽ đỏ timy linỉi nỉiư «iá gô; giỏ lướỉ..

Nguyên liệu .

Tro sạch, xà phòng.
Dung dịch kiềm NaOH.
Dunf> dịch Íixíl HCl 0,2 % ; H2SO4 20%.
Axil Gacbonic 5% ; UNO, 10%.
Đúng dịch muối HgCl., 0,1% ; Na^PO^ 5%.
Dung dịch chăl oxv Iióa KMnO^ 0,2% . KjCrj07 10%. 
Dung dịch chẵl sát trùng Lyzol 2% ; Crêdin2%.

RÀl 4

MÔI TRƯỜNG NUÔI CẤỲ VI SINH VẬT

Môi Irường nuôi cấy vi sinh vật là IhS, lông hợp các chất 
được phối hợp'và chế tạo theo yềti cằu sirih trưởng, phát Iriền 
của vi sinh vật về các mặt dinh duỡng; điẽu kiện và hoàn cảjih 
sống. Một môi trường được coi ià thích hợp y u  mồi trường đỏ 
chửa dủ c*ảc chăt dinh dứỡng căn thiết đối. với‘hoạt’động sống 
eủa một loại vi sini' vật nào đ ó ; đồng thời ivhữiig .chất dinh •
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dưỡng nảv phẫi dễ dàng dựợc loại VI sinh vật đó hẩp thu. Vả 
. môi tniàng phải cỏ (liều kiện lý hóa phù hợp vứi điều k'ệu sống 
của vi sinh vật đó đội hỏi như: độ pH, thể oxy hóa khử: nồng 
đọ cãc chấl; độ thoáng kh í: sự lồn tại cùa chất độc hay các loại 
tạp khuần. .

A — CẢC LOẠI MÔI TRƯỜNG

I —CĂN Cử VÀO TRẠNG THẢI VẬT LÝ CỦA MỎI TRƯỜNG

Căn cử .vào trạng Ihái vật lý của mòi Irưởng có Ihề phàn 
môi Irường l''ành các dạng sau đây.

' 1. Môi trưửQg lòng.
Hợp Ihành do sự hòa .tan các chát dini> dưỡng cần fhiếtở 

Irong nước như môi trường nước thịt, nước pép tôn, nước các 
íoại củ quả như eà rối, xu hào, khoai tây, ^ậu...

2. Mói trư ờ iig  bán lỏng.
T(;ên cư sở của môỉ trường lỏng cho vầo một u chất làm 

đôiig như Ihạchhay keo, làm cho môi trưởng đặc lại như có độ 
đÔBg cứng kém. Môi trường bán rắn dừng đê theo dõi sự di 
động của vi khuần. Mội trường này |)hù hơp với điêu kiện sinh 
lý phál.triên .cua vi khuần.

3, Môĩ lrwửng" rắ n
Trên cơ scr của môi trường lỏng cho vào lượng chất làm 

đỗng rắn nhiều hợn đẽ lảm tăng độ đông cứng của môi Irirờng. 
Tiìy Iheo thực (ẽ sử dụng người la chế lạo thành các môỊ trường 
dạng thach nghiệníỊ liav thạch‘đĩíi. Môi Irường rắn được dùng 
trong nuôi dư&ng, giữ giống phân lập...

ri - C Ă N  Cử VÀO NGUỒN GỐC GÁC CHẤT ĐINH DƯỠNG
TRONG MÔI TRƯỜNG

ỉ .  Mdi trưởng tự nhiên. ■
TroỊig n\ôị trường các chẫt dinh dưỡng được sử dụng từ  

uỆv^n gốc tự nhiên nhừ: khoai tâv. mằm thóc r! mật hạy IhịC
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Irứng, sữa, huyẽt thanh... Thánh phàn hỏa học của môi trường 
khá pbửc tạp, giá trị dinh dưỡng của mỏi Irường đối với vi 
sinh vật tốl.

2. Môi t rư ờ n g  lồng h ạ p .  Ị
Dinh dưỡn.g trong môi trirờng là sự lỗng hợp của hai h ạ j  

nhiều loại chẫt có Ihành phần hóa học xác định và do sự tỗng 
hợp hóa học tạo thành (hóa chát tinh khiẽl) như đuờng glucozâ.; 
đường mantoza; amônisunfảt, magiêsunfát. .

3. Môi t r i rà n g  bán tồng hạp .
Thành phàn các chát dinh dưỡng trong môi trường bao gổm 

một phần các chất hóa học với một phần các sản phằm của tự 
nhiên như môi trường dùng cám có bô xung Ihêm dường glucozr 
và ainônisuníát...

III -  CĂN Cứ VÀO MỤC ĐÍCH VÀ PHƯƠNG PHÁP s ử  DỤNG
1. Môi t rư ờ n g  c<r sả. ............

Môi trường phô thông Ihưòng (iủng nhất'và Irên cơ ềở của 
môi trường này có thề chế ra các môi trường cẳn dùng khác nữa. 
Môi Irường cơ sở thường thấy nhất là inôi (rường nước péptòn, 
môi trường nước thịl péplổn.

2. Môi t rư ử n g  phân  ỉập.
Môi trường dùng trong phàn lập vi sinh vật.Trong mòi trirờnế 

'CÓ chứa chất dinh dưỡng đặc trưng cho'sự phát triền cỗa mộ̂  ̂
Joại hình hay một nhóìm vi sinh vậ( lĩàođó. Do đó giúp cho việờ 
tách các nhóm ỵi sinh vật nảy ra khỏi một tập hợp- nhiều nhóm 
vi sinh vậlkhác nhau. Trong phàn lập nẵm mốc cólhề sử dụng 
môi trường Czapek hay phân lập nẩm men có Ihê dùng nìôì 
trưởng Hansen.

3. Môi t rư ử n g  n u ô i  dứ&ng. • .
Môi trường dùngđê nhân giống vả giữ giống. Các rhẫí dinh' 

■ỡrtg Irong môi trường đií đảni bảo cho inộl loại hinh hav mội

phẵi dùng môi Irirờngcó huyết (hanh, thị(, gan hay các chấl của' 
^guòn động vật khác. ' ^
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4. Môi Irưử ng  g iảm  định.
Dùiííị đẽ ừhận b iễ tm ộtlỏạ ih ình  hay một nhóm v s v .  Trong 

môi trưởng ngoài những chẫ! đinh dưỡng cơ bán còn cho (ỉiôm 
cỉic.chẫt đặc biệt như chát chí thị mâu, chẵt ức chẽ, chãt dinh 
dưỡng có kểl cáu hỏa học khác nhau, Ví dụ trong mòi trường cơ 
sờ có các loại dường khác nhau đe ỉlìử khă năng Icn Iiìen; môi 
trường thạch thỉ cho phép xác đinh được nhónì vi siqh vật có 
khả năng sinh HaS, môi Irường EMB (Eosin Melhylen Blen) có 
đư(Vng lacloz đề phân biệt E.coli với Salmonella.

B —CẢCH CHẾ CÁC LOẠI MÔI TRƯỜNG

Đối vởi các loại ìnôi trừờtiiĩkhác nhau, cách chế tạo có những 
'đllm  giống nhau cơ bản, nghĩa là quy lắc chung giống nhau.

I -  QUY TRỈJỈH CHUNG CHẾ TẠO MÔI TRƯỜNG

1, PhSỉ hựp và hồa ta n  nguyên ỉiệu .

Cân chính xác các nguyên/liệu trong môi trường Iheo lượng 
dâdịnh cho vàocỐcnău. Nẽu chế môi Irườnglỏng thỉđong chinh 
Kác cho vào hỗn hợp các chát ỏ trên đun cho nóng chầy Irong 
cốc nấu hoặc xoong nhôm, chú ỷ bô xung iưựng nước bốc hơi. 
Nếu chế môi trường rẳn thi cân Ihạch ngâm vàọ trong nước trorig 
vài giờ, sau đỏ vắt sạch nướe và rửa lạị bằng nước sạch 3 — 4 
lăn. Đong nưởc cho vào cốc náu hoặc xóong nhôm, cho Ihạch 
v.ào đun cho cl^ẵy thạch vừa đun vừa ngoáy đều, tan thạch cho 
hóa chất vào.

2. Xác .định độ pH.
Dề kiêm Irá độ pH của môi Irường lốt nhất là dùng máy 

đo pH hoặc cỏ thễ dùng hòpso tnâu. Căn (“ứ vào độ pH đã đưọrc 
xác định, ctỉều chỉnh độ pH của môi Irường Iheo đung yéii oẳu 
HHỎi c-íỉy. Tuông Ihượrig diẽu chỉnh dộ pH của môi Irưỏrng . ao 
hơn sovứi yêu Gầu một chút vl rằng theo kinh ỉigliiệm, môi trường 
sạu khi hấp khử Irùng dộ pH sẽ bị tụt xuống một íi, 'như môi 
trirởn (Ihnch rắn sau khi hấp, độ pH Ihẩp, xuống 0,4 : môi ln'ởng  
thạth mễm pH hạ xuống 0.2, in-ôi trường lỏng độ pH hạ xuồng 
€1,1). Mu In đi^ii chĩuh độ pH thường dùng (iụng dịch HCl, diuỉg 
dịc!i -NaOH hoặc dung dịch H^S047 dung dịch NaHC03 ... pha 
vởi n 'ng độ sác định.



3. Lỹc và phân  phổi môi t rư ờ n g .

Có thê dùng giấy iọc, vẳi xô, bông đê lọc.;. Vối môi trưởng 
lỏng dùng ống seilz cờ to cho ba lớp giáy lọc thường vào rci 
lọc trong chân khòỉig (áp lực khoẫng 1 atm Èpặc dùng vải xô 
có lót bông đê lọc. Với môi trường thạch lọc qua phễu lọc nóng 
có h a i lớp vải xô giữa có bông đễ lọc.

Phân phối vào những dụng cụ ,cần làm, khi phân càn chú ý 
lưạng môi trường không vượl quá tỉ lệ cho phép so vội dung 
tích vật chứa đè tránh môi trường bị trào ra ngoải. Khi hẵp làro 
thạch nghiêhg khống đồ quá 1/4 dung tích của ống, làm thạch 
Ổng lượng mòi trường không đô quá 2/3 dung tích của ống, phân 
phối vào binh iượng mối trường không vượt quá 2/3 dung lích 
của bihh.

4 . K hử  trung .

Có nhiều phương pháp' khử trùng nhưng thông thường khử 
trùng bằng khí írưng caó áp. Cẳc môi trường được khử trùngì 
dưới áp lực 1 atm (120") trohg .30 phút. Có inộl số môi trường 
không khử trùng được ở nhiệt độ cao như môi trường có đường 
gelatin vì đường và geiatin dễ bị phá hủy ở ntiiệt độ caò. Do 
đó càn khử trùng b*ằng khí chưng cao áp ở nhiệt độ 115*c 
khoảng (0,7 alm) trong 20 phút hoặc tốt nhất dàng phương 
pháp hấp cách quãng (nhiệt độ íoo^c trong 30 phút), trong; 
3 ngày lièn.

5. Kiềm định.

Sau khi hấp khử Irùng đặt môi trường trong tù ẩpi ở 37»c 
thường xuyên theo dõi. Sau 24 —48 giờ nẽu không có vi khuầti 
mọc thỉ coi như được.

6̂  Bảo quản.

Môi trường đă được kiêm định nễu chưa dùng ngay Ihi 
phải bẳo quản ở nhiệt độ thấp và tránh ánh sáng, đễ' làm môi 
trường không bị khô, bị oxy hóa hoặc có sự biến đôi vè pH> 
đòng thời giữ cho môi trưởng không bị nhiễm tạp. Nhưng chú 
ý  là thời gian bảo quản khôãg quá dải.
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l ĩ  -  CÁCH CHẾ MỘT SỐ LOẠI MÔI TRƯỜNG .

1. Mội trư ờ n g  canh th ịt  phò thòng.
Môi trựờhg nước Ihịt pépton

Nước thịt cô đặc õOOmi
Nước cất õOOml
Péplon lOg
NaCI 5g

Hỗn hợp các nguyên liệu Irên đem đun sôi ở 100*c Irong 
5 phút đễ cố định phản ứng. sửa độ pH=7,4—7,6 đun sôi ò 100®c 
trong 15 phút. Lọc qua vải, bông hoặc nhiều lớp vải xô. Đong vào 
Ổng nghiệm, bình hoặc ỉọ. Hẫp khử Irủng (V 120°c trong 30 phút.

Đễ chế nưức thịl cộ dặc phải làm như sau.
• • Thịt bò nạc õOOg i

Nước cất ‘ õOOgral
Thịt lọc bỏ hết gàn mỡ, xay nhỏ Irong cối hoặc băm nhỏ. 

Cân xong bỏ vào xoóng nhỏm, đô nưởc cất váo giữ nguyên ngâiiP 
trong lủ lạnh một đêm hay Iroiìg tủ ấm 50°c khoảng 2 giờ. Sau 
đó đun sôi 100”G trong 30 phúl đê protít đông lại, khuáy đèu 
VỚI bọt đen đi. Đê lắng cặn, íọc qua văi rồi phân vào dụng 
cụ thũy íinh! Hấp ở nồi chương cao áp 120"^  Irong 30 phút.

2. Mội trựõrng canh th ịt  yếm kM

Thịt thái nhỏ đun sôi với nirớc. troag 1 giở, dộng nước rửa 
thật sạch, phản vào các ống nghiệm. Chò vào mỗi ống nghiệm 
này từ 3 —5 tnl nưởc iMt phố thông đã chế sẵn ò trên. Đun chảv 
sáp, hoặc vazơlin (hay dùng dẫu paraíin) đô lên Irên một lớp

'3. Môi trưỜBg thạch  th v ử n s .  ''

á) M6i trường thạch nước thụ : '
Láy mòi trường nước thịt péptôn đă chế được ợ trên, cho 

vàọ ixiột íl thạch sợi (cứ lOOml, môi trưởng cho \'ào i ,8 — 2,0g 
thạch sợi trước khi cho vào thạch phải qua xử lý. Gói thạch 
vào vải, ngâm nước, vắt. sạch nưõc, rửa lại nước sạch troDH 
5-^4 lân.Nhặt các sợi bần, vắt kiệt nước. Như vậy thạch được rửa 
sạch và được trung tính vì thạch có lính ạxit,

Sau khi cho thạch vào nước thịt pépton đem dua sôi lỡÔ G 
trotig 5 phúl cho lan, thạch. Quấy đều sửa độ pH=7i4,.
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Nấu lại đễn nhiệl độ 50—55’C rồi thêm lòng trắng Irứng cứ 
500ml môi Irường cho vào 1 lòng Ịrắng trứng (lòỉig trắng cho.vào
l5ml nước cất, đánh nhuyễn cho nôi bọt rồi mới cho vào môi
Irường).

Nấu ở 100®C trong 60 phút, lọc qua bông hay gạc và phâri 
vào các đụng cụ càn dùng. Hấp khử trùng ở 120°c trong 30 phút

b) }Aôi trường thạch Hansen.
Nguyên liệu : . ,

Glucox (Mantoz —saccharo?) 50g 
Pépton lOg
KH.PO, 3g
MgSO,. 7HjO » 2 -5 g
Thạch 20g
Nước cất ' • lOOOml

Hỗn hợp các nguyên liệu trêri (trừ thạch) trong nước. Đun 
sôi ở 100“C trong 5—10 phút, cho thạch đã đưọ’C xử lý như trên 
vào quấy đẽu cho tan thạch. Có thê dùng lòng trắng trứng xử lý 
sau đem lọc. Hấp khử trùng ở nồi chưng cao áp 110®c troníỉ 
30 phúl.

Các môi trường thạch trên, tùy theo mục đích sử dụng mà 
có thễ chế thành các dạng sau đ â y :

Thạch nghiêng : Môi trường sau khi ỉọc xong phân vào các 
Ống nghiệm, háp khữ Irùng, sau khi hấp láy các ống môi tnrờng 
thạch ra xẽp nằm nghiêng trên bàn 10® tạo thành mặt nghiêng 
từ giữa đáy Ống đến cách miệng ống khoảng 3—4cm.

Thạch đ ĩa : Môi Irườọg quạ lọc xong phân vào binh tam giác 
pêtriđem hấp cùng với hộp lông (đĩapêtri^ đãđưực bao gói sau 
khi hấp được lẩy ra lập tức phân ngay ra các hộp lòng. Độ dày 
của thạch vừa phải trong khoảng 0,3 — 0,5cm. Khi phán chú ý 
thao tảc vô irùng.

4. Môi trư ờ n g  thạch  nièm.

Trên cơ sở môi trường lỏng ở trên cho vào lượng thạch 
bằng 1/4 lượng thạjch cho vào đề chế môi trường thạch thường.

Cách làm theoíhứ tự như trên, nhưng eần chú Ỷ ỉà, khi hấp 
khử Irùng xong lấy ra đễ đứng thẳng. Môi trường này đùng đề 
quan sảt sự di động của vi khuần.



NỘI DUNG THỰC TẬP VÀ TƯỜNG TRỈNH

Thực tập làm môi trường thạch Hansen với các dạng môí 
trường thạch nghiêng, thạch đĩa. Chú ý cách bao gói đề hấp khử 
trùng như đã học ở bài trên. Nếu tóm tắt cách làm môí trường 
và xác định hiệu quả khử trùng inôi trường trên.

Quan sát các dạng môi trường và cảc loại môi hrường dã 
được chế sẵn. Nêu rõ đặc điềm, hình dạng của từng loại môi
I rường. ,

CHUẦN BỊ NGUYÊN LIỆU VÀ DỤNG c ụ

D ụ ng c ụ :

Cốc nấu lOOOml 
Cỗc náu 250—õOOml 

' Phễu thủy tinh 4>10 vả 4>15 
ống nghiệm 16xl60mtn 
Bình tam  ̂giác 160 — 250ml 
Đèn còn 
Đũà thủy tinh 
Chậu thủy tinh 
Hộp so mắu 

Hộp lồng 
ống đong õOOnil 
Xoong nhôm 
Bễp dầu (bểp điện)
Nồi háp khử trùng

t

Nguyên l iệ u :

Bông Ihẫm nước 
Bông không thám nước 
Vải xô
Dung dịch HCl O.IN hoặc H,SO« O.IN 
Dung dịch NaOH; hoặc duũg địch NaHCOị
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