BAI 2: PHAN LAP VI SINH VAT

I. MUC PICH YEU CAU

- Nam virng nguyén tic va muc dich cua viéc phan 1ap vi sinh vat

- Thuc hién duoc cac bude phan Iap va lam thuan céc chung vi sinh vat
IL VAT LIEU

- Co6 kho ngdm trong nudc 2 — 3 ngay; banh men com ruou; nudc trai cay
(thom, nho...) dé 2 ngay; com ngudi d¢ 4 - 5 ngay.

- Moi truong thach dia (Hansen, PGA, peptone, Gause/Czapek — dox),
thach nghiéng (PGA) d¢ phan lap

- Dén con, gon tham, gidy vé sinh

- Que gat vo tring, que cy vong, que cdy moc

- Céc 6ng nghiém chira 9ml nuéc cat vo tring

- Céc binh tam gi4c chira 99ml nudéce cat vo tring

- Nhén dan (hoic bat ghi 6ng nghiém)

- Pipet 1ml vé trung

- Gia dé 6ng nghiém
I11. KHAI NIEM

Trong thién nhién, hozc trong cac vat pham nghién ctu, vi sinh vat thuong
ton tai & dang hdn hop gom nhiéu loai khac nhau. Mubn nghién ctu vé hinh thi,
sinh 1y, sinh héa hoic st dung vao thuc tién mot loai nao d6 thi can phai dua
ching vé dang thuan khiét.

Phan 1ap vi sinh vat 12 qua trinh tach riéng céac loai vi sinh vat tir quan thé
ban dau va dua vé dang thuan khiét. Pay 1a mot khau co y nghia rat quan trong
trong viéc nghién curu va ung dung vi sinh vat.

Vi sinh vat & dang thuan khiét 1 gidng vi sinh vat duoc tao ra tir 1 té bao
ban dau.

IV. PHUONG PHAP PHAN LAP VI SINH VAT THUAN KHIET

Nguyén tic: tach roi cac té bao vi sinh vat, nudi ciy céc té bao trén trong
moi truong dinh dudng dic trung dé cho khuan lac moc riéng ré, cach biét nhau.

Vi hau hét cac loai mau nghién ctru. Qué trinh phan 1ap vi sinh vat ¢ dang
thuan khiét gom cac bude co ban sau:

- Tao ra c4c khuan lac riéng ré tir mot quan thé vi sinh vat trong thién nhién
nhu dat, nude, khdng khi, nhitng mau vat va san pham khéc. ..

12



- Phan lap vi sinh vt thuan khiét
- Kiém tra d6 thuan khiét.
1. Tao ra cac khuén lac riéng ré (tir quin thé vi sinh vat) trén cac méi
truong phan lap
Budc dau 1a 1am sao cho chiing moc tach roi nhau. Bé dat duoc muc dich
nay ngudi ta phai pha loAng mau can phan 1ap. Néu miu & trang thai dac phai
dua vé dang long bang cach:
+ Nghién mau
+ Hoa tan mau trong nudc cat vo tring
Sau d6 thyc hién nhu mau o dang long.
+ Tiép tuc pha lodng ¢ nong do can thiét.
+ CAy mau trén mdi truong dic trung cua no
Mbi loai vi sinh vat c6 tinh dic trung trén moi truong dinh dudng. Loi dung
tinh chat nay nguoi ta tao ra moi trudng ma & dé chi phét trién binh thuong mot
nhom vi sinh vat nhat dinh. Cac vi sinh vat khac hoic bi kiém ham phat trién
hoan toan hosc tirng phan.
Vi du: can phan 1ap ndm méc hoic xa khuan thi phan lap trén méi truong
c6 thém chat khang sinh dé wc ché vi khuan.
2. Phan lap vi sinh vat trén moi trudng dac ¢ dia petri
a. Poi véi vi sinh vat hiéu khi
- Trai miu bang phwong phap gat:
+ Hat 0,1 ml dich mau da pha loang cho vao dia petri c6 mdi truong thich

+ Dung que gat thuy tinh phan phdi dich mau trai déu khdp mat thach.

+ Tiép tuc s dung que gat ndy gat mau cho déu khap mat thach dia petri
thr 2 rdi dia thir 3.

+ Dit cac dia petri 1, 2, 3 trén vao ti am & nhiét do thich hop. Sau 1 thoi
gian nhat dinh, tly gidng vi sinh vat ta s& nhan dugc cac khuan lac riéng ré tir
cac dia thir 2 va 3.

- Tr&i miu bang phwong phap ria:

+ Khur triing que ciy vong, dé ngudi

+ Lay mot it dich té bao ria cac duong trén hop petri nhu hinh vé

+ Sau mdi dudng ria, d6t que cay va lam ngudi trudc khi thuc hién duong
ria tiep theo
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+ Goi dia petri va dem u ¢ nhiét do thich hop. Sau 1 thoi gian nhat dinh, tiy
gidng vi sinh vat ta s& nhan dugc cac khuan lac riéng ré tir cac duong ria.

Gil que cdy
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Hinh 3: Phan lap bang k§ thuat ria
b. Poi véi vi sinh vt ky khi.

Ria lién tuc

+ Dung mdi truong dic trong 6ng nghiém dem chung cach thiy dé loai bo
khong khi trong moi truong.

+ Pé nguodi mdi truong con 45 — 50°C.

+ Hat 0,1 ml dich nghién cttu cho vao éng méi trudng, day ndt lai, lac déu.

+ ROt nhanh méi truong ¢ dng nghiém vao nip dudi cua dia pétri va day
that nhanh nap lai, sao cho giita mat nap va méi truong khdng con khdng khi.

+ Dung parafin han kin phan tiép xdc gitra 2 nap cua dia petri va u ¢ nhiét
do thich hop.

+ Sau khi vi sinh vat phét trién, chon cac khuan lac riéng ré trong khbi moi
truong, ding que cay cat ca khdi moi trudng roi cdy vao méi truong long thich
hop.

3. Kiém tra d¢ thuin khiét ciia giong phan lap

Do thuan khiét cua cac gidng da phan 1ap s& dugc kiém tra vét cay, kiém
tra 6 thuan cua khuan lac.

a. Kiém tra vét cay

Quan sét su sinh trudng cua vi sinh vat qua vét ciy trén moi truong dic.
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+ Néu vét cdy c6 bé mat va mau sic dong déu, thuan nhat ching té gidng
mai phan lap da tinh khiét thi gitr lai.

+ Néu vét cdy khong thuan nhat thi loai bo

b. Kiém tra lai d6 thuan chiing cta cac khuan lac

+ Chon cac khuan lac riéng ré trén méi treong thach nghiéng.

+ Téch cac khuan lac nay ra va hoa tan, pha lodng ¢ nong do6 can thiét trong
nudc cat vo trung.

+ Nho mot giot dich trén vao dia petri c6 moi truong.

+ Dung 1 que gat phan phéi giot dich déu khap mit thach dia petri thir nhat,
roi dia thir 2, thi 3.

+ Dit cac dia petri vao ta 4m véi nhiét do va thai gian thich hop tuy loai vi
sinh vat.

+ Sau d6 1ay ra quan sat cac khuan lac riéng r&. Sy thuan khiét caa khuan
lac 12 biéu hién su thuan khiét caa gidng.

Ngoai ra, do thuan khiét cua cac gibng phan lap cé thé duoc kiém tra bang
kinh hién vi, duoc tién hanh nhu sau: chuin bi c4c tiéu ban cé dinh nhuém mau
té bao hoic cac tiéu ban té bao sbng dé kiém tra. Cac giéng thuan khiét cua nhiéu
loai vi khuan Pseudomonas, Bacterium, Bacillus.... Thuong dong nhat vé hinh
thai, chi khac nhau it nhiéu vé kich thuéc gitra cac té bao. Té bao cua nhiéu vi
sinh vat khac nhu Mycobacterium, Nocardia, Corynebacterium rit da dang vi
vay rat khé xac dinh do tuan khiét cua ching khi soi kinh hién vi.

V.PHAN LAP MOT SO GIONG VI SINH VAT

1. Phén 1ap nAm men

- Nguén phan lap

+ Men banh mi: men céi banh mi (dang paste hoac bot) hoa tan trong nudc
cat vo trung, sau do pha loang vai lan truéc khi st dung.

+ Men ruou hoic men com ruou: banh men bé d6i, cao lay phan bot ¢ gitra,
hoa trong nudc cat vo tring, pha lodng vai lan trudc khi st dung.

+ Men trai cay: cho vao 6ng nghiém sach mét it nugc mia hoic trai cay tuoi
(thom, nho...), dam lay nudc. Boc miéng dng nghiém bang gidy. Bé ¢ nhiét do
phong 24 gid, khi dich trong 6ng nghiém bét dau sui bot, pha lodng vai lan truéc
khi str dung.

- MB@éi trwong phan lap: Hansen.

- Tién hanh phan lap

+ Tréi mau bang phuong phap ria:
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Chuén bi nguén phan 1ap nhu phan trén. Dung que cay vong lay mét it dich
té bao nAm men (twong dwong mot vong dau que cdy). Dan déu mot canh petri.
Pt dau que cdy dé khir tring va bat dau kéo thanh nhimg duong zic-zac khoi
dau tir canh c6 dan té bao nAm men. Tuan tu tién hanh & 3 ving ké tiép.

GOi hop petri, t ¢ nhiét do phong trong 2 ngay.

+ Tr&i mau bing que gat :

Cho Ién mit thach petri 0,1 ml dich té bao nim men. Dung que gat d3 nhung
con khir trung dé dan dich té bao nim men cho déu khap bé mat thach (c6 thé gat
tiép trén dia thir 2 va 3)

GOi petri, u & nhiét do phong trong 2 ngay.

- Lam thuan

Sau hai ngay u ¢ nhiét do phong, quan sat cac khuan lac xuat hién trén méi
truong Hansen. Chon khuan lac ¢ dic tinh dién hinh cia nAm men (khuan lac
to, mau duc sita, khé, go cao...)

Dung qua cay vong tach khuan lac néi trén sang petri chira moi trudng
Hansen khac (néu dudng cy trén petri dau tién nhidm nhiéu) hoic ria trén dng
thach nghiéng (néu khuan lac roi va it nhiém)

Tiép tuc ciy nhiéu lan cho dén khi cac khuan lac dong nhét.

Gidng duoc xem la thuan khi tat ca cac khuan lac hién dién trén moéi trudng
déu c6 chung dic tinh vé hinh thai. Quan sat dudi kinh hién vi khdng c6 té bao
la.

2. Phan 1ap nam moc Aspergillus oryzae, Aspergillus niger va Mucor

- Nguén phan lap: c6 thé phan l1ap ndim mdc nay trén com ngudi, xoi lam
mbc tuong, banh mi dé kho vai ngay.

- MB@i trwong phan lap: PGA

- Tién hanh phan lap: Dung que cdy moc (di khir tring), gat nhe 1én hé
soi to hoic trén bao tir dinh (dang bui phan), chuyén sang 6ng nghiém thach
nghiéng. Panh nguoc phan lung méc 1én thanh bén trong cta ng nghiém cho
bao tir roi xuéng hay cam dau méc xudng mat thach thanh ba diém theo chiéu
doc mat thach. U & nhiét do phong trong 2 ngay.

Sau hai ngay, lay ra quan sat. Néu trén mat thach chi c6 mot loai to hoic
bao tir nam maoc phan lap 1a dat.

Con néu 1an nAm méc khac hozc vi khuan, thi can tiép tuc cay chuyén cho
dén khi thuan khiét (chi con loai nAam mdc mong mudén).

Thong qua mau sic ciia mdc dé nhan dién.

+ Mdc cd mau trang: cd thé 1a Mucor hay Rhizopus
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+ Mdc c6 mau den co thé 1a Aspergillus niger
+ Mdc cd mau xanh luc c6 thé 1a Aspergillus oryzae hay Penicillium
3. Phén 1ap vi khuin Bacillus subtilis
- Ngudn phan lap: co khd
L4y co khd cat nho, cho vao binh tam giac. D6 nude sach vao cho ngap co.
Pun s6i 15 phut dé diét c4c té bao sinh dudng va céc té bao khong sinh bao tu.
Pay nit bong, dé ti 4m & nhiét 46 25 — 26 °C. Sau 2 — 3 ngay thi thay xuat hién
I6p vang xam c6 nhiéu vi khuan Bacillus subtilis vi co khd bao gio ciing ¢ bao
tir cua vi khuan nay.

- Moi trwong: peptone - agar.

- Tién hanh phan 1ap va lam thuan: trdi miu bang phuong phap gat hoic
phuong phap ria. Sau d6 dé trong ta am & nhiét do sau 2- 3 ngay lay ra chon
khuan lac riéng r& dé cay chuyén.

4. Phan lap xa khuin

- Ngudn phan lap: dat, nudc, trén cac co chat dong vat, thuc vat...

- Moi trwong phan lap: moéi truong Gause hoac moi truong Czapek — dox.
Trén moi trudng doi khi c¢6 ca vi khuan moc ciing xa khuan nén can phan biét:

+ Khuan lac vi khuan nhay, wét

+ Khuan lac xa khuan béng, x4p, c6 dang soi

- Tién hanh: trdi miu bang phuong phap gat hoic phuong phép ria. Sau d6
dé trong ta 4m 28°C tir 7 — 15 ngay mai lay ra chon khuan lac riéng ré dé cay
chuyén.

VI. THUC HANH VA BAO CAO KET QUA
Thuc hanh phan 1ap va 1am thuan vi khuan, nAim men, nAm méc, xa khuan
Cau hei:

1. Muc dich cua viéc phan lap?

2. Néu cac budc tién hanh phan lap va 1am thuan cac chiing vi sinh vat tir ty
nhién?

3. Quan sét va ghi nhan két qua thu duoc?
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