BAI 5: QUAN SAT HINH THAI VI SINH VAT
DUOI KINH HIEN VI

I. MUC PiCH YEU CAU

- N&m vitng cach str dung kinh hién vi quang hoc, dic biét 1a ky ning sir
dung vat kinh dau.

- Biét cach lam tiéu ban (tam thoi) va quan sat mot sé dic diém cua vi sinh
vat dudi kinh hién vi.

- Nam viing phuong phap 1am tiéu ban phong am dé quan séat cuéng sinh
bao tir cia nAm maéc.

- Nam vitng nguyén tic, cac budc thyc hién khi lam tiéu ban ¢é dinh nhuom
mau va quan sat duoc cac dic diém sinh hoc cua vi sinh vat trén kinh hién vi.
IL. VAT LIEU

- Kinh hién vi, dau soi

- Pén con, con 70°, 90°

- Gon thim

- Que ciy vong, que cay moc

- Phién kinh va 14 kinh sach

- Hop petri cd chira phién kinh va 14 kinh d3 vo tring

- Ong nghiém chtra nuée cat vo tring

- Pipet 5 ml, 10 ml v6 trung

- 200 ml moi truong PGA vo trung

- Thudc nhuom xanh metylen 0,001%.

- MAu cay cua vi khuan, nam men, ndm mdc trén méi trudng thach dia.

- Tiéu ban nhudém don cua vi khuan E. coli, Bac.subtilis, Streptococcus
...vanam men.

- Tiéu ban phong am nam soi: Aspergillus, Penicillium, Mucor, Rhizopus...
- Thubc nhudém don, nhudm bao tir, nhuéom gram

- Giava mam nhuém

- Binh tia, gidy loc, gidy thim

- Dén con, que ciy vong

- C6n 95°, HCI 0,5%, H2S04 1%

- Dich nudi cay té bao vi khuan E. coli, Bac.subtilis (1 — 2 tuan), nAm men.
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III. QUAN SAT HINH THAI VI SINH VAT
1. Quan sat vi sinh vit & trang thai song — 1am tiéu ban tam thoi
La quan sét vi sinh vat & trang thai tw nhién vé hinh dang, cau tao, su chuyén
dong, su tang truong va phat trién. ...
1.1 Cach lam lam tiéu ban giot ép
a. Poi véi vi khuan va nAm men
- Cho mét giot nuéc vo trung 18n phién kinh sach
- Dung que ciy vong lay mot vong dich vi khuan hoic nAm men hoa vao
glot nuoc
- Pay la kinh 18n giot canh trudng that nhe dé tranh khdng tao bot khi
- Pit tiéu ban 1én ban kinh hién vi.
- Quan sat ¢ vat kinh 10x va 40x
Cha y:
Néu giot dich nhiéu qu4, tran ra ngoai phan tiép xdc cua phién kinh va la
kinh ta dung gidy tham bot di
Trong truong hop mau ¢ dang khuan lac trén méi truong thach, ding que
cay vong chdm nhe vao bia mép khuan lac roi hoa vao giot nudc vo trung duoc
chuan bj san trén phién kinh.

) La kinh
Giot dich te bao 3
l A 1 e
1 Tiéu ban
Phién kinh

Hinh 10: Cach lam tiéu ban giot ép

b. P6i véi nam sei va xa khuan

Do nam méc va xa khuan phat trién thanh hé soi. Do d6 khi 1am tiéu ban
phai ding kim dim khuan ty vao dich thim u6t. Dong thoi tach cac soi roi ra.
Sau d6 day 14 kinh 1én. Quan sat duéi kinh hién vi & vat kinh 10x va 40x. Dich
tham w6t cua xa khuan 13 nudc con nam méc phai dung dung dich lactophenol.

Ngoai ra, dé giir nguyén cau tric hé soi ciia nam méc va xa khuan, nhat 1a
co quan sinh san (cuéng sinh bao tir, cach dinh bao tir ...). ¢ thé chuan bi tiéu
ban bang phuong phap nudi ciy phong 4m. Céc budc tién hanh nhu sau:
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- Cho vao dia petri mot to gidy thim, roi dat vao mot phién kinh. Day lai,
goi gidy va dem hap khir tring.
- Dun chay mdi truong dinh dudng da khir tring trong 6ng nghiém (moi
truong PGA cho nim méc va Gause cho xa khuan)
- MG hé nép petri & gan ngon lira dén con, dd thach trong 6ng nghiém 1én
phién kinh va cho dong lai.
- LAy nuéc cat dd vo trung d6 vao phan gidy thim, dé nudc thim déu to
gidy (khdng tran 1én phién kinh).
- Dung que cay méc, khéu nhe vao khuan lac ndm méc (hoic xa khuan) roi
cham 1&n phan thach cua phién kinh trong phong am.
- GO6i ca hop lai va nudi u & nhiét do thuong 2 — 3 ngay (ndm méc), 5 - 7
ngay (xa khuan)
- M¢ hop petri va lay phién kinh bén trong ra.
- Dung giay tham lau mat day phién kinh.
Day 14 kinh 1&n chd c6 khuan lac moc va dit dudi kinh hién vi dé quan sat
mau (& trang thai séng véi vat kinh c¢6 d6 phong dai 10x va 40x).
1.2 Phwong phap lam tiéu ban giot treo
Loai tiéu ban nay c6 thé theo ddi su sinh san, su hinh thanh bao tir, kha
nang di dong ... ciia vi sinh vat. C4ch tién hanh nhu sau:
+ Dung phién kinh dic biét c6 phan 16m hinh tron ¢ giira
Boi vazolin quanh phan 18m cua phién kinh
Cho mét giot canh truong Ién gitra 14 kinh
Can than Gp nguoc 1a kinh 18n trén chd 16m cuaa phién kinh.

+ + + +

Puoc quan sat dudi kinh hién vi.
Chu y: khong dé giot canh truong lan rong hay cham vao day caia phan 16m.
1.3 Cach lam tiéu ban tam thoi c6 nhudm mau
Nguyén tic: phuong phap nay st dung thudc nhuém khdng hoic it doc voi
vi sinh vat va dugc pha lodng & nong do dam bao cho té bao van séng va hoat
dong sau khi nhuom.
Cach nhugm:

Nhoé mét giot thudc nhuém xanh metylen 0,001% lén phién kinh

Nhé mét giot canh trudng Ién giot thudc nhuém

bay & kinh 1én giot dich

+ + + +

Quan sét tiéu ban ¢ vat kinh 10x roi 40x
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2. Quan sat vi sinh vit & trang thai chét — 1am tiéu ban c6 dinh (tiéu
ban vi sinh vat chét nhuom mau)

2.1 Cach lam tiéu ban

Quan sét tiéu ban ¢ dinh 1a mot phuong phap phé bién trong nghién ctu
vi sinh vat hoc vi n6 ¢ vu diém sau:

- Thao t4c tuy phuc tap nhung tiéu ban c6 mau sic dep, gitt duogc 1au.

- Cho phép ta quan sét rd rang hinh dang va mot sb ciu tao cua té bao ciing
nhu d& dang dém sb luong té bao vi sinh vit. ...

- Khéng so bi lay nhiém khi 1am viéc véi vi sinh vat gay bénh

Qua trinh 1am tiéu ban ¢ dinh thudng qua cac budc sau:
a. Lam vét boi

- Chon phién kinh sach va khd. Néu chua sach phai ria lai.

- Lay bGt chi mau khoanh 1 vong tron (1 — 2 cm?) 1én mét phia caa phién
kinh, quay nguoc phién kinh lai va dé 1én gia (néu da 1am quen thi khong can
lam budc nay)

- Dung que cay vong lay mot giot canh truong dé vao vong da khoanh. Néu
canh truong dac thi dung que ciy ldy mot giot nudc vo trung dé 1én vong da
khoanh, sau d6 13y 1 it khuan lac vi sinh vat hoa déu véi nudc.

- Nghiéng que cay 10 —15 d9, nhe nhang dan giot canh truong ra khap dién
tich da khoanh, khong sat manh.

- Khu triing que ciy va dé vao gia.

- Dé vét bdi kho ty nhién.

Chay:

+ Luong vi sinh vat lay vira phai

+ Vét bdi tron, gon va that mong, vi sinh vat khdng tap trung vao mot chd
hodc chdng chat thanh nhiéu 16p, ma phai phan phdi déu trén vét boi.

+ Kich thuéc vét bbi vira phai khoang 1- 2 cm?, bé quéa kho quan sét, 16n
qua mat thoi gian, ton thudc nhudm.

b. C6 dinh vét boi
Viéc ¢ dinh vét bdi nham cac muc dich sau:

+ Giét chét vi sinh vat dé an toan khi tiép xdc

+ Gan chat vi sinh vat vao phién kinh dé lGc nhudém thi riza khdng bj troi

+ Lam cho vi sinh vat d& bat mau

C6 nhiéu phwong phap ¢ dinh, phurong phap don gian nhat 1a ho néng trén
dén con, cach 1am nhu sau: kep phién kinh giita 2 ngon tay céi va ngon tro, dua
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qua lai 4 — 5 lan trén phan khéng néng 1am cua dén con, tranh khong dé tiéu ban
néng qua.

Khi nghién ctru cau tao té bao thi viéc ¢b dinh bing cach ho néng khong cé
loi, ma phai ¢ dinh bing hda chat, thuong dung cac chat 1a ruou va axéton. Cac
cach cd dinh nhu sau:

+ Nhang vét bdi vao ruou. Vi rugu 95° ngdm vét boi tir 5 — 15 phit. Vi
rugu metylic ngdm khoang 2 — 5 phdt.

+ Ngam vét boi vao dung dich axéton trong 5 pht.

+ Nho vai giot ruou 90 — 95° 18n vét boi. D6t chay va dap tat ngay. Lam nhu
vay vai lan roi dé kho.

c. Nhugm mau tiéu ban

Nguyén tic: Sir dung thuéc nhuém cé kha ning tham thau qua mang té bao
va két hop véi thanh phan khéac nhau cua té bao thanh nhitng hop chat mau dic
trung bén viing.

- Tuy theo muc dich nghién ciu va kha nang bat mau khac nhau cua cac
thanh phan té bao ma chon loai thubc nhuém cho phu hop.

- Co6 hai cach nhuém chinh:

+ Nhudém don gian: chi diing mot loai thuéc nhuém trén 1 tiéu ban

+ Nhudém phuc tap (nhudm kép): dung dong thoi 2 hay nhiéu loai thudc
nhuom trén 1 tiéu ban. Vi du: nhuoém gram, nhom bao tir, nhudém tiém mao...

Nhu vay, tuy muc dich nghién ctru ma ta 4p dung phuong phap nhuém thich
hop.

Céach nhuom:

Vét boi da cb dinh phai dé khé méi dem nhudém

- Pat tiéu ban co vét bdi 1én cau thuy tinh (dwoc dat nam ngang miéng mot
bocan)

- bat miéng giay loc phu 1&n toan bo vét boi

- Dung éng nhé giot nho thuéc nhudém phu déu vét bdi. Cha y khéng cho
thuéc nhudém nhiéu qué va trong thoi gian nhudém trén vét bdi ludn ludn c6 phu
déu mot 16p thude nhuom.

- Thai gian nhudm tay tinh chat tiéu ban va thuéc nhuom

- Thuong nhuém & nhiét d6 phong. Pé ting cuong tac dung cua thude
nhudm hoic rat ngan thoi gian ta ho néng trén dén con

- Khi nhuém xong, rira vét bdi bang cach nghiéng phién kinh, dung binh xit
cho dong nuée chay nhe qua vét boi dén khi nude chay ra khong con mau nira
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- Dung gidy thdm kho tiéu ban hoic ho nhe tiéu ban trén dén con.
- Quan sét tidu ban ¢ vat kinh 40x rdi chuyén sang vat kinh 100x c6 dau.

Hinh 11: Trinh tw cac bwdc lam tiéu ban co dinh
2.2 Cac phwong phap nhudm té bao vi sinh vat
a. Nhuom don gian
La phuong phap hay dung trong phong thi nghiém, n6 cho phép ta nhan
dinh nhanh chéng vé hinh dang cua vi sinh vat.
Tién hanh nhuom té bao vi khuan E. coli, Bac.subtilis, t& bao nAm men theo
trinh tu nhu sau:
- Lam vét boi, dé kho tw nhién
- C6 dinh bang cach ho nhe trén ngon dén con
- Dat giay loc 18n vét boi da ¢ dinh
- Nhé vai giot thuéc nhuém Fuchsin lodng trong 2 — 3 phdt hoic xanh
metylen trong 3 — 5 phat
- Dung nudéc rira sach
- Tham kho bang gidy thim
- Quan sat dudi vat kinh 100x (c6 dau).
b. Nhuom phic tap (nhuom kép)
Phuong phéap nay duwa trén dic tinh ciu tao hoa hoc cua té bao, né dugc
dung dé nghién ciru cau tao va dic tinh cua té bao ciing nhu su khéc nhau gitra
cac loai vi sinh vat.
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% NHUOM GRAM

Nguyén tic: Dya trén kha ning bit mau cua véi thudc nhuom tim két tinh

va iod ma chia thanh 2 nhom Ién.
+ Nhoém giit dugc phtc chat tao thanh gitra tim két tinh va iod khi xu 1y
bang cén. Nhém vi khuan c6 tinh chat nay goi 1a vi khuan gram dwong.

+ Nhém khong giir dugc phuc chit tao thanh gitra tim két tinh va iod khi xur
ly bang con. Nhém vi khuén c6 tinh chét nay goi 1a vi khuan gram am.

Tién hanh nhudm té bao E. coli va Bac.subtilis

Chuin bij tiéu ban

Lam vét boi, dé kho

Cb dinh nhe trén ngon hira dén con (tranh 1am néng qua)

Nhugm tiéu ban

Dit giay loc 1&n vét boi

Nhuom tiéu ban bang tim két tinh trong 1 — 2 phut

Db hét thude di, nho dung dich lugol 1én dé trong 1 phat

Rira nude, thAim kho

Nhing vao con 95° trong 30 gidy. Can lam can than vi két qua phu thudc

nhiéu vao dong tac nay.

Rura nude, thim kho
Nhuom bé sung bang Funshin lodng 1 phut
Rura nudc, tham kho
Xem tiéu ban dudi vat kinh dau
Két qua: Bac.subtilis bat mau tim, E. coli bat mau héng.

< NHUOM BAO TU (NHA BAO)

Nguyén tiac: Dua trén cau trac dic biét cia mang bao tir day, chic, kho bat

mau nén khi nhuém can phai ding thudc nhuom dic, xir ly té bao chit bao tir dé
bat mau bang nhiét va axit.

C6 nhiéu phuong phap nhuém bao tir, nhung tat ca cac phuong phap déu

dua trén nguyeén tic:

Dau tién nhuém toan bo (ca té bao chat cua bao tir va té bao) bang mot

loai thudc nhuém c6 hoat tinh manh

Lam mat mau té bao (nhung bao tir vin con mau)
Nhudm lai t& bao bing mot loai thudc nhuém khéc
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Nho vay ma té bao chat cua bao tir va té bao chat cua té bao bat mau khac
nhau.
Lam tiéu ban va nhugém (Theo phwong phap Ogietska)
- Lam vét boi véi Bac.subtilis dd nudi cdy 2 tuan tudi trén ong thach
nghiéng, va dé kho tu nhién
- Nhé vai giot HCI 0,5% Ién vét bdi, ho néng trén ngon dén con cho béc
hoi, gitr 2 phat rdi rira nuée
- Dit gidy loc 18n vét boi
- Nho Fuchsin Ziehl 3 — 5 phat. Trong khi nhuom ho néng cho dén béc hoi
nhe. Néu thuoc nhuém can phai thém vao, khong dé bi kho.
- Rura vét bdi, dé kho
- Tay mau bang cach nhang phién kinh vao dung dich H2SO4 1% trong 1 —
2 phat

Rura nudc

Nhuom vét boi bang xanh metylen Loeffler trong 1 — 2 phat
Rira sach, dé kho
Quan st tiéu ban dudi vat kinh dau

Két qua: bao tar mau do, té bao chat mau xanh.
IV. THUC HANH VA BAO CAO KET QUA
Thuc hanh quan sat dai thé khuan lac vi khuan, nim men, nim méc
Thuc hanh sir dung kinh hién vi.
Lam tiéu ban tam thoi quan sat hinh dang té bao vi khuan, nim men.

A Lo

Quan sét hinh dang té bao vi khuan, nim men ¢ vat kinh dau khi nhuém don.

5. Thuc hanh lam tiéu ban phong am. Quan sat soi khuan ty va cuéng sinh
bao tir cia ndm mac trén tiéu ban da dugc chuan bi san.

6. Thuc hanh 1am tiéu ban nhuém don dé quan sat hinh dang té bao vi khuan,
nam men.

7. Thuc hanh 1am tiéu ban nhudém gram va nhuém bao tir caa vi khuan.

Cau héi:
1. Cho biét y nghia cua viéc nghién ctiru cac diac diém sinh hoc cua vi sinh
vat?
2. V& vamo ta hinh dang cua cac té bao vi khuan, nAm men di quan sat dudi
kinh hién vi?
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3. Trinh bay phuong phap lam tiéu ban phong am. M6 ta va vé hinh cau tric
soi nam, cudng sinh bao tir cuia nAm méc quan sat dugc?

4. Trinh bay nguyén tic va y nghia cua viéc nhudém don, nhudém kép (nhuém
gram, nhuém bao t) trong nghién cuiu vi sinh vat?

5. Tém tit phuong phap nhuém don. V& hinh céc té bao quan sat dugc?

6. TOm tit phuong phap nhuém gram. V& hinh va giai thich két qua nhuom?

7. TOm tit phuong phap nhuém bao tir. V& hinh va chu thich két qua quan
sat duoc?
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