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Truwong PHSP —Bai hoc HWé

Cling nhw ddng - thwc vat, dé sinh trudng cac t& bao vi sinh vat (VSV) can cac chét dinh
dwéng thich hop. Trong nudi ciy nhan tao ngwdi ta chuan bj cac loai “thirc an” cung cap cho
trng nhdm VSV khac nhau. Dang “thirc an” nay dwoc goi la “mdi trwdng nubi cay”.

Mbi trwdng nudi cay thuong du#cyc‘goi theo tén ngwdi ché tao cong thire, vi du méi trwdng
Hansen, Sabouraud... hoac theo nguon chat dinh dwéng chinh cé trong méi treong, vi du moi
trwdng thach - thit - pepton... Mét méi trwong dwoc st dung dé nudi cy VSV phai cé da cac
chat dinh dwdng cg?m thiét, co6 pH thich hop, c6 dd nhét nhat dinh, khéng chira cac yéu to déc
hai va phai tuyét doi vo trung.

Lam moi trwong nham thwe hién viéc phan 1ap, nhan giong, git giong VSV, dong thoi dé
nubi cdy va nghién clru cac dac diém sinh hoc cdia chang.

1. Nguyén t ac pha ch é méi tr wéng

_- Pha ché mdi trvong phai dva trén co s& nhu cau vé cac chét dinh dudng va kha nang
dong hoa céc chat dinh dwdng cula tirng loai VSV.

- Can phai diéu chinh ti I& va nong do cac chat trong thanh phan moi treong dé dam béo sy
can bang vé ap suét thdm thau gitka mai trwdng va té bao VSV .

- Dam bao céc diéu kién ly - hoa can thiét cho cac hoat déng trao dbi chat cia VSV

- Méi trwérng phai vé tring tuyét déi dé khi nudi cay chi phat trién mét loai VSV mong muén.

2. Phén lo ai méi tr wéng

- Dya vao muc dich st dung, ngw&i ta chia mdi trwdng thanh cac loai: M6i trwong co sé,
maoi trwdng lam giau, moéi trwdng chon loc va mai trwdng giam biét.

a. Mai trvong co s& (minimum medium): & moi trwong cé da cac chat can thiét cho da so
cac VSV phat trién dwoc. Mdi trwong nay thuwéng dwoc ding dé nubi ciy cac VSV dé phat
trién. Vi du, méi trwdng thach — thit — peptone dung dé phan lap, nudi cay vi khuan.

b. Mai trirong lam giau (enrichment medium): ,trén mf)iltru@ng co sé cho th,ém mot sb chét
dinh dwéng dac bié’g dé thich hop \{c’yi viéc nudi cay mot sé nhém VSV. C{élc chét bb sung thém
c6 thé 1a méau, huyét thanh, cao ndm men, mé déng vat hoac nuwéc chiét thwe vat. Vi du, dé
nudi cay vi khuan Bordetella pertussis nguoi ta ding méi trwéng co sé Difco 0048 (da khcor
trung méi truéyng & 110°C trong 30 phut) c6 bd sung méau thd vé tring (d4 loc qua nén loc), sao
cho nong dé cudi la 15%.

c. Mai triong chon loc (Selective medium): la moi treong, ngoai cac chét dinh dwdng co s&
con c6 mot s chat dgc hiéu dé kich thich VSV phat trién hodc mot s6 chat kim ham dé trc ché
sw phét trién cta cac VSV khac. Méi trwdng nay thucyng dwoc dung de nu0| cdy, phan lap mot
loai VSV nhét dinh. Vi du, mdi trwéng Hansen dung dé phan 1ap, nubi cay nAm men.

d. MGi trirong giam biét (differential medium) dung trong viéc giam dinh cac loai VSV khéac
nhau dé xac dinh vi tri phan loai ctia ching. Chang han, khi xac dinh kha nang sinh protease thi
bd sung casein hay gelatin vao m()i‘tru@ng, kha nang sinh amylase thém tinh b6t tan vao moi
trwong, kha nang sinh lipase thém dau an va chi thi mau, kha nang sinh H,S thém Pb acetate...

- Dwa vao trang thai vat ly, ngwdi ta chia méi trwedng lam 4 loai:

+ Mbi trwdng 16ng hay dich thé (liquid medium): Trong thanh phan chi c6 cac chét dinh
duwdng va nuc’)’g, dwoc dung dé nubi tang sinh, tho nghié’m cac dac tinh sinh ly, sinh héa hoac
dung dé gil gibng va bao quan VSV khong tang trwdng tét trén méi trwdng ran.

+ Mai trwong dac hay cung (solid medium): 1a méi trwong dich thé c6 bd sung 2% thach
(agar - agar) dung dé phan lap VSV hiéu khi.

+ Mbi trwdng ban dac (semisolid medium): 1a mdi trwéng dich thé chira 0,35-0,75% thach
(dung dé I,<iém tra kha nang di déng) va mai trwdng xop la moi t[uc‘yng cO st o!ung Cac nguyén
liéu 1am x6p nhw cam, com, mat cwa, than ban...(dang dé nudi cay cac VSV hiéu khi dang soi).
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3. Cac bwérc pha ch & mét méi tr wéng nudi ¢ ay

Budc mét: Chuan bi dung cu: pipet, dng dong, dng nghiém, can, binh cau.

Budc hai: DG voi moi trong 16ng: can, dong dd cac thanh phan clia méi trwong réi cho vao
binh cau; in véi moi trwong dac thém 2% thach (can thach ngadm vao nwéc trwde 5-10 phdt,
vot thach, vat kho).

Budc ba: Bun sdi nho Itra va khuay déu cho
tan hét roi loc qua vai man khi con népg (50°C)
hoac lam trong bang cach dung long trang 1 qua
trung ga voi 1 lit mdi trwéng. Banh trieng sui bot
rdi cho vao m0| trwdng, khudy déu, dun soéi 5
phut, dé 1ang réi loc qua vai man.

Budc bon: Po pH ’cﬂa méi trwdng bang méy
do pH. Chinh pH dén gia tri thich hgp bang
dung dich NaOH 10% hoac HCI 10% . _

Buéc nam: Ding phéu thly tinh, rét moi Lam nat béng theo trinix &, b, c.
trwdng vao C,é.C dung cu (1/4 chiéq cao Qng )
nghiém dé ché thach nghiéng, 1/2 chiéu cao 6ng nghiém - thach dirng, 1/3 chiéu cao dia petri —
moi treong thach dia). Lam ndt bong (dung bong khong tham nwéc) dé nat miéng ong nghiém
(n‘ut [(hc”)ng dwoc qua chat hoac qua 16ng, thuwong dai 3-4cm). Bao giay chong tham trén moi
dau ong nghiém hay binh nén dwng méi trwedng (hinh trén).

Budt sau: Hap 110°C méi trworng trong 30 phdt, dem ra ché thach dia, hay lat nghiéng dé cho
moi trwong dong lai ta dwoe moi triwdng thach nghiéng (xem hinh dwdi).

Budc bay: Nhan dinh két qua.

Ngudi dau tién nghi dén sif dung méi  Thach 1a san phdm ché tao tir Rau  Céc loai mdi trudng nudi ciy vi

trudng dac trong nghién clu vi sinh  cau chi vang (Gracilaria verucosa) la  sinh vat can pha ché tai cac

vat la Robert Koch vao nam 1881. chat lam ciing moi trudng. phong thi nghiém sinh hoc.

4. Thanh ph @ mét sé moi tr wéng va cach pha ch é

a. Méi truong thach — thjt — peptone (phan l1ap, nudi cay vi khuan)

* Cong thre: Nwodre thit bo 1000ml; peptone 10g; NaCl 5g; glucose 20g; thach 20g.

Lam nuéc thjt bo: Loc hét gan mé& cua thit, xay hodc bam nhd, can 5009 rdi ngam thit vao
1000ml nwérce cat, dé ta lanh qua dém. Dun twr ti cho t6i soi, vot bot, khuay deu, duy tri s6i am i
trong 1gio, thinh thoang khuay deu. Loc qua giay loc dé loai m&, ba thit, roi thém nudc cat cho
dd 1000ml. Néu cét gitr d& danh thi déng chai hdp 110°C trong 30 phut.

* Pha ché:

+ Chuén bj dung cuy: binh cau (ho&c néi nhém), éng dong, gidy loc, dao, may xay thit, can.

Can dong da nwoc thit, peptone, mudi rdi cho vao néi nhom dun néng cho tan. Biéu chinh
pH dén 7,2 — 7,4. Cho thach (da ng‘élm nwéc t'ru’é’c 10 ph}]t, rira sach) vao, dun s6i, loc qua
bdng gac khi moi tru’c‘yng con noéng roi phan phéi vao cac ong nghiém, binh cau hay binh nén.
Dung nut bong nat cac éng nghlem bao gidy bit ddu miéng cta ching. Hap 110°C trong 30
phut; 14y cac dng nghiém ra va dat ndm nghiéng cho thach déng.

+ Yéu cau: thach phai tan déu, mau vang nhat hodc hoi sdm, khdng quéa cing hodc qua

mem.



b. Mdi trwong Hansen (phan 1ap, nudi cdy nAm men)

Glucose 50g; peptone 10g; KH,PO, 3g; MgSO.,.7H,0 3g: thach 20g; nuwéc cét
1000ml; pH= 6,0.

c. Méi truromg Czapek (phan 1ap va nudi cdy ndm méc)

Saccharose 30g; Nal\!Og 29; K;HPO,4.3H,0 1g; KCI 0,5g; MgS0,4.7H,0 0,5g; FeS0O,4.7H,0
0,01g; thach 20g; nwée cat 1000ml; pH =7,0.

d. Méi trromg Gause 1 (phan 1ap va nubi cay xa khuan)

Tinh bét tan 20g; KH,PO, 0,5g; MgS0,.7H,0 0,5g; KNO; 1g; NaCl 0,5g; FeSO, 0,01g; thach
20g; nwdc cat 1000 ml; pH=7,2-7,4.

Céach pha: Hoa tan cac hoa chét‘tror]g thanh phan mai trwéng vao nuwdc, con tinh bot hoa
tan trong nwéc Am. Khudy cho tan déu rdi db tron vao nhau, thém nwéc cho da 1000ml.

e. Mai triromg nwée chiét khoai tay va gia dau xanh (nudi cay vi khuan, ndm men, ndm méc)

Khoai tAy 100g, gia dau xanh 100g, dwéng kinh 50g; thach 20g; nwéc cat 1000 ml.

Bun sdi khoai :[éy (d& got v, thai lat) cling gia dau xanh véi nwéc cat trong binh ciu 10 pht,
sau d6 dem loc I3y dich trong, cho hén hop dwéng kinh va thach vao binh chira dich trong, dun
sﬁi, khuay déu cho ‘hoa tan, loc qua béng gac khi moi trt,yc‘)’ng con néng roi ph{?m phc“)[ vao cac
c“;ng ng’hiém, binh cau hay binh ,nén. Dgng bdng nut cac 6ng Qghiém lai, bao giay bit dau miéng
éng, hap 110°C trong 30 phut; l4y cac éng nghiém ra va dat ndm nghiéng cho thach déng.

Cau hoi:

1) Trinh bay nguyén tic co ban cla viéc pha ché méi trwéng nudi cay vi sinh vat?

2) Néu cac buéc pha ché mét loai méi trwérng nudi cdy vi sinh vat? Nguyén nhan méi trwéng
bi hw hédng ? Phwong phap bao quan méi treong?

3) Trinh bay cac loai méi trwérng nudi cdy VSV can pha ché tai cac phong thi nghiém ? Ung
dung?

5. Nhirng diém can lwu y:

- Thach (agar - agar) la chat ran b sung lam cing mai truong, khong phai 1a chat dinh
dwéng déi véi VSV. Thach néng chay & 100°C va déng lai & 40°C. Néu can ciy VSV trwéc khi
moi trwdng déng dac, ngudi ta d& moi trwdng ngudi dén 45 — 50°C rdéi méi cay vao.

- V6i céc binh mdi trong d& dong can dun cach thiy dé méi trwong Iong dong déu. Khi 1y binh
ra khoi ndi phai ding khan sach tham kho binh (tranh nwéc trén thanh binh nhd vao cac dia moi
trwéng gay nhiém). C6 thé dat binh vao néi hap dun dén khi hoa tan, khéng nén dun binh trén bép
dién.

- Trong qué trinh thach déng khong duoc lam rung ban hay rung 6ng thach. Sau khi thach
dong dng ngudi hdn maéi goi cac bng thach nghiéng bang gidy vo trung dat vao ta 4m 30- 37°C
dé kiém tra do vo trung va dé lam khd mat thach. Sau vai ngay lay ra quan séat. Nhirng éng
thach nghiéng vé tring (khéng chira cac khuén lac VSV) dwoc dung dé nubi cay VSV.

- Rét nhiéu loai dwéng dé bi phan giai trong qua trinh khty tring & pH kiém (dac biét khi cé
mat cia muoi phosphate va peptor)e) lam cho mau méi trwdng chuyén thanh mau nau va céac
san pham tao thanh c6 thé (rc ché sy sinh trwéng clia VSV. D& tranh tinh trang d6 nguoi ta
khtr trung & mdi trwedng pH acid nhe hoac khir trung riéng biét doi véi dwdng.
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