BAI 4: PEM SO LUQNG TE BAO VI SINH VAT

I. MUC PICH YEU CAU

- Nam dugc cac budce thu va pha lodng mau nghién ciru trudce khi tién hanh
dém s luong vi sinh vat.

- Nam virng cac nguyén tic va cach tién hanh d¢ém sb luong té bao vi sinh
vat theo phuong phap xac dinh truc tiép va gian tiép.
II. VAT LIEU

- Qua bop cao su, dén con

- Pia petri c6 sdn moi trudng (hoac chuan bi dia petri vo tring va binh moi
trrong da khir trung) (moéi truong Hansen, moi trueong peptone agar)

- Gia 6ng nghiém

- Pipet 1ml, 5ml, 10 ml vé trung

- Phong dém hong cau

- Que gat vé trung

- Mau can kiém tra (dich nudi cay vi khuan va nim men sau 3 — 5 ngay,
banh men com rugu)

- Céc ong nghiém chtra 9 ml nude cat vo tring

- Mot s6 binh tam giac chia 99 ml nuéc cat vo tring

- Cdi, chay, binh tam giac vé tring
I1l. THU VA PHA LOANG MAU

Muén biét s6 lugng chung caa cac nhém vi sinh vat ciing nhu s luong
riéng cua mdi nhdm thanh phan trong bat ky mot mau vat nao thi ngudi ta phai
dém s luong té bao cua ching.

Khi x4c dinh sé luong vi sinh vat trong dat, nuéc, khdng khi, trong dich
nudi cay hoic trong cac vat pham khac, ngudi ta c6 thé dung nhiéu phuong phap.
Sau day la hai phuong phap thuong dung hon ca do la:

- Phuong phap xéc dinh truc tiép sé luong té bao bang phong (budng) dém
hong cau

- Phuong phép xé4c dinh gian tiép sb lugng té bao bang cach dém sé khuan
lac moc trén moi trueong thach.

Ca hai phuong phép trén déu phai tién hanh qua hai giai doan sau day:
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1. Thu miu
Tuy theo loai vat pham can xac dinh ma ta ldy mau dé nghién cau véi s6
lwong va khdi lwong khéac nhau cho phi hop. Viéc thu mau phai bao dam céc yéu
cau sau day:
- LAy mau co tinh chat dai dién.
- Luong mau ldy vira phai, du dé phan tich cac dic tinh ly, hda, sinh hoc.
- Dung cuy lay mau va chita mau phai vo trang.
- Lay mau xong phai phén tich ngay va khong duoc dé qua 24 gio.
- Mau lay phai ghi vao nhan ky hiéu va ghi vao sb nhirng dic diém cia mau
va noi thu mau.
2. Pha loing miu
Chuan bi mot sb binh tam giac chtra 99 ml nudc cat vé tring, mot sé 6ng
nghiém chira 9 ml nuéc cat vo triung va mot so 6ng hat (1ml) vo trung.
a. Néu miu nghién ciru é trang thai léng
- HGt 1 ml mau nghién ciu cho vao dng nghiém c6 9 ml nuéc cit vo tring
- Tron déu dung dich bang céach huat 18n roi thoi xudng 3 — 5 lan ta duoc do
pha lodng 1/10 hay 101,
- Tiép tuc hit 1 ml & ng nghiém 1 cho vao éng nghiém chira 9 ml nudc cat
v0 trung thir 2.
- Tron déu dung dich nhu trén ta c6 d6 pha lodng 1/100 hay 102
- Tiép tuc nhu vay hat tir 5ng 2 sang dng 3, tir 6ng 3 sang dng 4 ta s& ¢6 cac
do pha lodng twong trng 103, 104...

1ml 1iml 1ml

! s -
\Jmoo 1:1000

(/":.-'."?\ (/j\;
s/ N
1:100 1:1000

Hinh 7: So d6 pha long miu nghién ciru & trang thai long va cay

vao moi truong dac
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b. Néu miu nghién ciru & trang thai dic (nhu dat, thyc pham ...)

- Chuén bi 2 binh tam gi4c c6 dung tich 250 ml.

+ Binh 1 chtra 99 ml nuéc ¢t vo tring

+ Binh 2 di v trung va khong chira gi.

- Khirtring cdi chay sit bang cho mét it cén vao va dot 1én. Sau d6 dé nguoi

- Can 1g mau cho vao cdi st va nghién nat mau

- Dung toan bo nuée & binh 1 dé chuyén toan bo mau sang binh 2

- Léc déu khoang 5 phut, dé ling 30 gidy roi tiép tuc pha lodng mau nhu
mau & trang thai long.

- Tuy theo sy udc doan sb luong vi sinh vat trong mau ma pha loang nhiéu hay

Sau khi c6 d6 pha lodng thich hgp thi tién hanh xac dinh sb luong té bao vi
sinh vat.

a1mi 1 ‘o, tml | o /mi
3

5o 70

‘3
/-'-'
Khuan lac

Hinh 8: So d6 pha lodng mau nghién ctu ¢ trang thai dic va cay
vao moi truong dac
IV. XAC PINH SO LUQNG TE BAO VI SINH VAT

1. Xac dinh tryec tiép s6 lrgng té bao vi sinh vat bing phong dém hong

Phong dém hong cau dung dé dém vi sinh vat c6 kich thudc 16n (nAm men,
bao tir nam maoc).

Nguoi ta thuong dung 2 loai phong dém hong cau Thomas va phong dém
Geriep.
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Nguyén tic cau tao cua 2 loai phong dém nay déu giéng nhau. D6 1a mot
phién kinh day hinh chix nhat, chia thanh 3 khoang ngang. Khoang giita chia
thanh hai khoang nho. Trén mdi khoang nho nay c6 ké mot lugi dém, gom 400 &
vubng. Co dién tich tong cong 1a 1mm2. Vi vay dién tich mot 6 vudng 1a 1/400
mm? va chiéu cao 12 1/10 mm. Nhu vay thé tich 1 & nho 1a 1/4000 mmé2. Phong
dém c6 1a kinh day dé day.

3
Hinh 9: Khung dém Geriep;
1. Nhin nghiéng; 2. Nhin trén xuéng; 3. Khung dugc phong dai
Tién hanh dém:

- Lac déu 6ng nghiém pha lodng mau

- Pay la kinh 1én ludi dém

- Dung éng hat vo trang lay mau, cho 1 giot vao mép la kinh, do sirc mao
dan dich s& tu tran vao mit trén ludi dém. Cha ¥ khong dé tao bot khi trong luéi
dém hoac tran mau xudng ranh.

- Dit phong dém 1én ban kinh hién vi va dé yén 3 — 5 phut, tién hanh dém
té bao trong 5 6 16n chéo nhau, chi dém céc té bao nam trong long 6 con va nhitng
té bao nam trén 2 canh lién tiép clng chiéu. Bém lan luot tir 6 con 1 dén 6 con
16.

-S4 lugng té bao trong 1 ml mau nghién ctiru duoc xac dinh bang cdng thuc:

ax4000x 103

S6 té bao/mL = X 1/10™
a : 56 té bao trong 5 6 16n (80 6 con)
b : 56 6 con trong 5 6 16n (16 6 x 5= 80 6 con)
10°  :sb chuyén mm?3 thanh ml (1000mm3 = 1ml)
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10" :d6 pha lodng mau

Luu ¥: s té bao trong 5 6 I6n phai trén 200 méi dam bao duoc mic d6
chinh xac ctua phuong phap.

2. Xac dinh gian tiép s6 lwong té bao bang ciach dém s6 lwong cac khuan
lac moc trén méi truwdng thach.

- Nguyén tic

+ Cay 1 thé tich xac dinh dich huyén phl can nghién ctu 1én moéi truong
dac trung trong dia petri

+ Xac dinh s s6 lugng té bao bang cach dém sb khuan lac moc Ién sau thoi
gian nudi cay vi mdi khuan lac 1a két qua sy phat trién ciia mot té bao.

- Céch tién hanh

+ Trudc tién phai ghi d6 pha lodng va ngay cay trén nip petri

+ Pha lodng dich huyén phl & cac nong do khac nhau: 103, 10, 105, ...

+ Chuan bi méi truong trong cac 6ng nghiém (khoang 20 ml) da khu tring
roi giir lai ¢ trang thai long bang cach dit trong ti Am hoic trong ndi cach thuy
c6 nhiét @6 45°C

+ Dung pipet v0 tring hit 0,5 hoac 1ml dich pha lodng mau cho vao dia
petri vo trung

+ Sau d6 ¢6 moi trudng thach tir dng nghiém sang. Dung tay xoay tron dia
cho mau hoa déu vao méi truong.

+ Cho méi trudng dac roi lat ap dia lai va dat vao ta 4m co nhiét do va thoi
gian thich hop. Sau do6 13y ra kiém tra két qua.

+ M&i mau cay 3 nong do lién tiép. Mdi nong d6 ciy 3 dia petri va l1ay két
qua trung binh.

Viéc tinh sb lugng khuan lac moc 1én duoc tién hanh sau mot thoi gian xac
dinh, phu thugc vao téc do sinh treang cua loai vi sinh vat can phét hién trén moi
truong. Két qua céc lan cay lap lai duoc tong hop va trich ra sé khuan lac trung
binh moc Ién khi cay tir do pha lodng nay.

- Cach dém

L4y bat muc ké 2 duong kinh giao nhau & day hop petri. Dém sé khuan lac
trong tirng viing va nhé danh dau nhitng khuan lac da d¢ém.

S6 luong té bao vi sinh vat trong 1g mau duoc tinh nhu sau:

Sétébao/gamméu:%xHxN
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: S6 khuén lac trung binh trong 1 dia petri
: hé s6 pha lodng = 1/10™"

: thé tich mau cay

Z2 < IT Z

: Hé sd tinh theo khéi luong kho tuyét ddi cua mau

Ch0 y: 6 pha loang thich hop nhat néu & ndng do nay ciy trén thach dia
cho s khuan lac trung binh tr 50 —150 véi vi khuan, xa khuan; 30 — 50 v6i ndm
mé)c.
V. THUC HANH VA BAO CAO KET QUA

- Thuc hanh dém sb luong té bao ndm men, vi khuan trong dich nudi cy ¢
cac nong do pha loang khéc nhau.

- Thuc hanh kiém tra sé lugng té bao ndm men trong miu banh men com
ruou & 2 ndng d6 107, 10°°,

Cau hei:

1. Tai sao khi kiém tra s6 luong té bao vi sinh vat trong mét loai mau nao dé
nguoi ta phai pha lodng mau?

2. Kiém tra sé luong té bao nam men trong dich nudi cay bang cach dém
trén budng dém hong cau, kiém tra s té bao nim men trong banh men com rugu
theo phuong phap dém sb khuan lac. Tir d6 tinh sé té bao nam men trong 1 ml
dich nuéi cay va 1g mau banh men?

3. Xac dinh s6 lugng té bao vi khuan ¢ 2 nong d6 pha loing bang cach dém
s6 khuan lac trén méi truong thach. Tinh sé luong té bao vi khuan tir 1 ml mau
ban dau?
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