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NOÄI QUI PHOØNG THÍ NGHIEÄM 
 

Moät soá vi sinh vaät ñöôïc söû duïng trong caùc baøi thí nghieäm coù theå gaây beänh cho ngöôøi vaø 
ñoäng vaät, vì theá caùc noäi qui ñöôïc ban haønh ñeå ngaên ngöøa nguy cô nhieãm beänh cho sinh 
vieân vaø caùn boä phoøng thí nghieäm. Baát kyø caù nhaân naøo khoâng tuaân thuû toát caùc noäi qui hay 
gaây nguy haïi cho ngöôøi khaùc ñeàu khoâng ñöôïc pheùp vaøo phoøng thí nghieäm. Khi coù baát kyø 
thaéc maéc naøo caàn phaûi yeâu caàu söï höôùng daãn cuûa giaùo vieân hoaëc caùn boä phoøng thí 
nghieäm. 

 
1. Caùc qui ñònh chung 

 
+ Sinh vieân vaøo phoøng thí nghieäm phaûi maëc trang phuïc baûo hoä (aùo khoaùc traéng) coù 

baûng teân (theû sinh vieân) 
+ Sinh vieân phaûi tham döï 100% caùc buoåi thí nghieäm 
+ Sinh vieân phaûi ñeán ñuùng giôø, neáu ñeán treã quaù 15 phuùt, sinh vieân khoâng ñöôïc pheùp 

vaøo phoøng thí nghieäm vaø ñöôïc xem nhö vaéng maët khoâng lyù do 
+ Neáu vì baát kyø lyù do baát khaû khaùng naøo sinh vieân khoâng tham döï ñöôïc buoåi thí 

nghieäm, sinh vieân phaûi baùo tröôùc (hoaëc vaøo buoåi thí nghieäm) cho caùn boä caùc traùch 
nhieäm (ÑT: 08.8505520, baám tieáp soá noäi boä. PTN Coâng ngheä sinh hoïc: 318 hoaëc 
PTN Chaát löôïng: 317) 

+ Khi laøm hö hoûng caùc trang thieát bò/duïng cuï cuûa phoøng thí nghieäm, sinh vieân coù 
nghóa vuï phaûi hoaøn traû laïi 

+ Sinh vieân phaûi ñoïc kyõ baøi tröôùc khi vaøo thí nghieäm vaø khoâng ñöôïc mang taøi lieäu thí 
nghieäm vaøo phoøng 

+ Khi laøm ñoå/traøn caùc dung dòch hoaëc laøm beå duïng cuï thuûy tinh phaûi baùo caùo cho caùn 
boä phoøng thí nghieäm vaø xin yù kieán giaûi quyeát. 

+ Sinh vieân phaûi naém vöõng caùc thao taùc voâ truøng. 
+ Giaûm thieåu söï hình thaønh khí dung khi thao taùc. 
+ Röûa tay tröôùc vaø sau khi thí nghieäm. 
+ Khoâng ñöôïc aên/uoáng/nghe nhaïc/ñoïc saùch-baùo trong phoøng thí nghieäm. 
+ Ñoïc kyõ caùc noäi qui/qui ñònh coù ôû cöûa phoøng thí nghieäm. 
+ Veä sinh baøn/gheá/keä vaø caùc duïng cuï tröôùc vaø sau khi thí nghieäm. 
+ Ñoå boû raùc thaûi ñuùng qui ñònh. 
+ Khoâng ngaäm caùc ñoà duøng (vieát, kieáng…) trong mieäng hay gaén vaøo tai. 
+ Ñoïc vaø kyù teân vaøo caùc qui ñònh/noäi qui ñeå chaéc chaén sinh vieân ñaõ ñoïc vaø hieåu. 
+ Traû ñaày ñuû duïng cuï sau khi hoaøn thaønh xong baøi thí nghieäm. Duïng cuï phaûi ñöôïc 

röûa saïch. 
+ Veä sinh phoøng thí nghieäm theo yeâu caàu cuûa ngöôøi phuï traùch 

 
2. Caùc yeâu caàu an toaøn 
 

+ Coät toùc, maëc caùc phuïc trang baûo hoä (aùo khoaùc traéng, gaêng tay choáng nhieät…) vaø 
duøng duïng cuï/thieát bò ñuùng luùc, ñuùng nôi. 

+ Nghieâm caám duøng mieäng huùt pipette. 
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3. Trong caùc tình huoáng khaån caáp 
 

+ Löu yù vò trí caùc trang bò caáp cöùu khi caàn (duïng cuï y teá, bình cöùu hoûa, voøi nöôùc, ñieän 
thoaïi vaø soá ñieän thoaïi caáp cöùu). 

+ Baùo caùo caùc tình huoáng khaån caáp ngay laäp töùc cho giaùo vieân höôùng daãn hoaëc caùn 
boä phoøng thí nghieäm. 

+ Bình tónh khi coù tình huoáng khaån caáp. 
 

 
 

                                
                         PTN Coâng Ngheä Sinh Hoïc Thöïc Phaåm 
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KÍNH HIEÅN VI QUANG HOÏC NEÀN SAÙNG 
 

Moät kính hieån vi toát laø moät duïng cuï raát quan troïng trong phoøng thí nghieäm vi sinh. Coù 
nhieàu loaïi kính hieån vi khaùc nhau, trong ñoù loaïi thöôøng duøng nhaát laø kính hieån vi quang 
hoïc neàn saùng (bright-field light microscope). Kính hieån vi naøy coù nhieàu thaáu kính vaø coù 
moät nguoàn aùnh saùng traéng. Chuùng phoùng ñaïi vaø chieáu saùng caùc vaät theå nhoû beù nhö vi 
khuaån vaø caùc vi sinh vaät khaùc maø chuùng ta khoâng theå nhìn thaáy baèng maét thöôøng. Kính 
hieån vi loaïi naøy seõ ñöôïc chuùng ta söû duïng trong toaøn boä moân hoïc naøy. Neáu söû duïng thaønh 
thaïo kính hieån vi, sinh vieân coù theå thu nhaän ñöôïc những thoâng tin chính xaùc vaø höõu ích veà 
caùc tieâu baûn hoaëc maãu nuoâi caáy vi sinh vaät. Vieäc nghieân cöùu trong phoøng thí nghieäm vôùi 
kính hieån vi seõ giuùp cho chuùng ta coù ñöôïc nhöõng aán töôïng saâu saéc veà caùc hình thaùi raát nhoû 
beù cuûa söï soáng, nhöõng hình thaùi chæ quan saùt ñöôïc khi chuùng ñöôïc phoùng ñaïi nhieàu laàn.  

 
1. Caùc boä phaän chuû yeáu cuûa kính hieån vi quang hoïc neàn saùng vaø chöùc naêng cuûa chuùng 
 
a. Haõy nhìn vaøo kính hieån vi tröôùc maët vaø so saùnh noù vôùi hình veõ. Kính hieån vi ñöôïc ñaët 

treân moät chaân ñeá (base) vöõng chaéc vaø coù moät boä phaän tay caàm (arm) ñeå chuùng ta coù 
theå di chuyeån kính hieån vi ñeán vò trí khaùc (Löu yù: khi caàm hoaëc mang kính hieån vi ñi 
nôi khaùc, luoân phaûi söû duïng caû hai tay; moät tay naém laáy boä phaàn tay caàm trong khi tay 
khaùc ñôõ vaøo chaân ñeá). Khoâng bao giôø ñöôïc nhaác kính leân baèng caùch naém vaøo caùc thaáu 
kính (xem hình 1). 

b. Haõy nhìn vaøo baøn chöùa tieâu baûn, chuùng naèm giöõa heä caùc thaáu kính beân treân vaø moät boä 
phaän cung caáp aùnh saùng beân döôùi. Baøn chöùa tieâu baûn coù moät loã troøn ôû vò trí trung taâm. 
Noù cho pheùp aùnh saùng töø beân döôùi ñi xuyeân qua vaø ñeán ñöôïc caùc thaáu kính beân treân. 
Tieâu baûn caàn quan saùt seõ ñöôïc ñaët treân baøn chöùa tieâu baûn, nôi maø coù aùnh saùng chieáu töø 
beân döôùi tôùi. Löu yù ñeán nuùm ñieàu chænh beân caïnh baøn chöùa tieâu baûn, chuùng duøng ñeå di 
chuyeån tieâu baûn qua traùi/phaûi hoaëc tröôùc/sau treân baøn chöùa tieâu baûn . Baøn chöùa tieâu 
baûn loaïi naøy goïi laø baøn chöùa tieâu baûn cô khí (mechanical stage)  

c. Moät ñeøn chieáu ñöôïc ñaët trong chaân ñeá. Aùnh saùng seõ ñi xuyeân qua tuï quang Abbe (Abbe 
condenser). Tuï quang coù chöùa caùc thaáu kính. Chuùng coù taùc duïng taäp trung caùc tia saùng 
vaøo tieâu baûn. Tuï quang coù cöûa saäp (iris diaphragm, shutter) duøng ñeå ñieàu chænh löôïng 
aùnh saùng. Moät thanh gaït (rotating knob) ñöôïc gaén keøm theo ñeå ñieàu chænh cöûa saäp. Tuï 
quang coù theå ñöôïc naâng leân hay haï xuùong nhôø moät nuùm ñieàu chænh (adjustment knob). 
Khi haï kính tuï quang xuoáng seõ laøm giaûm löôïng tia saùng chieáu vaøo tieâu baûn (ñieàu naøy 
thöôøng khoâng ñöôïc thöïc hieän khi nghieân cöùu vi sinh vaät). Caùch toát nhaát laø giöõ tuï quang 
ôû vò trí cao nhaát vaø chæ ñieàu chænh löôïng saùng baèng caùch ñoùng/môû cöûa saäp. 

d. Phía treân baøn chöùa tieâu baûn, ñöôïc gaén vôùi tay caàm, laø moät oáng troøn (tube) coù caùc thaáu 
kính phoùng ñaïi. Beân döôùi oáng troøn laø moät coå xoay (rotating nosepiece) ñöôïc gaén vôùi ba 
hay boán vaät kính (objective lenses). Khi xoay coå xoay, moät trong soá caùc vaät kính seõ 
ñöôïc ñaët ñuùng vaøo vò trí loã troøn treân baøn chöùa tieâu baûn. Beân treân oáng troøn laø thò kính 
(ocular lens, eyepiece) (kính hieån vi coù theå coù moät thò kính, loaïi hai thò kính cho pheùp 
chuùng ta coù theå nhìn baèng caû hai maét). 

e. Tuøy loaïi kính hieån vi ñang söû duïng maø coå xoay vaø baøn chöùa tieâu baûn coù theå ñöôïc naâng 
leân hay haï xuoáng baèng nuùm sô caáp (coarse adjustment knob) vaø nuùm thöù caáp (fine 
adjustment knob). Trong moät soá loaïi kính hieån vi, chuùng ñöôïc ñaët taïi hai vò trí rieâng 
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hoaëc seõ ñöôïc ñaët caùi naøy beân treân caùi kia (xem hình 2). Khi söû duïng phaûi vaën nuùt sô 
caáp moät caùch nheï nhaøng ñeå naâng hoaëc haï baøn chöùa tieâu baûn. Ñaàu tieân, ñieàu chænh cho 
baøn chöùa tieâu baûn ñöôïc naâng leân toái ña gaàn saùt vôùi vaät kính, ñoàng thôøi phaûi ñöa maét 
nhìn töø phía beân ngoaøi ñeå traùnh vieäc vaät kính ñaâm thuûng tieâu baûn, töø ñoù laøm hoûng vaät 
kính (xem hình 3). Nuùt thöù caáp seõ laøm di chuyeån baøn chöùa tieâu baûn moät caùch raát chaäm 
chaïp vì vaäy khoâng theå thaáy söï di chuyeån naøy khi nhìn beân ngoaøi. Ta söû duïng nuùt thöù 
caáp khi maét ñang nhìn vaøo thò kính vaø ñieàu chænh nheï nhaøng ñeå chænh roõ neùt aûnh ñang 
quan saùt.  

f. Löu yù chæ ñöôïc haï baøn chöùa maãu vaät ñi xuoáng khi ñöa maét vaøo quan saùt ôû thò kính ñeå 
traùnh tröôøng hôïp vaät kính ñaâm thuûng tieâu baûn; chæ khi ngöôøi kyõ thuaät vieân quan saùt töø 
beân ngoaøi môùi cho pheùp naâng baøn chöùa tieâu baûn leân (xem hình 3). 

g. Khi xoay nuùt thöù caáp quaù nhanh coù theå  laøm cho nuùt xoay bò keït cöùng, khi ñoù khoâng 
ñöôïc coá xoay tieáp maø phaûi thoâng baùo ngay cho giaùo vieân höôùng daãn.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Hình 1. Caùch caàm vaø di chuyeån kính hieån vi 
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Hình 1. Kính hieån vi quang hoïc neàn saùng 
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h. Toång soá laàn phoùng ñaïi tuøy thuoäc vaøo vaät kính vaø thò kính ñang duøng. Nhìn vaøo thò kính, 
sinh vieân seõ thaáy moät kyù hieäu “10X”, coù nghóa laø phoùng ñaïi 10 laàn. Nhìn vaøo caùc vaät 
kính seõ thaáy kyù hieäu “4X”, “10X”, “40X” vaø “100X”, töông öùng vôùi ñoä phoùng ñaïi 4, 
10, 40, vaø 100 laàn. Vaät kính low-power coøn ñöôïc goïi laø vaät kính 10x hay 16mm. Vaät 
kính high-dry (high-power) coøn ñöôïc goïi laø vaät kính 40x hay 4mm. Vaät kính daàu coøn 
goïi laø vaät kính 90x, 100x hay 1.8mm. Khi ñoä phoùng ñaïi taêng, kích thöôùc cuûa ñaàu vaät 
kính seõ nhoû daàn vaø cho pheùp ít aùnh saùng ñi qua. Ñoù laø lyù do maø sinh vieân caàn phaûi 
ñieàu chænh vò trí cuûa tuï quang vaø cöûa saäp chaén saùng khi duøng caùc vaät kính khaùc nhau 
ñeå coù theå nhìn tieâu baûn ñöôïc roõ raøng hôn. Tuï quang taäp trung aùnh saùng leân moät vuøng 
nhoû beân treân baøn chöùa tieâu baûn, coøn cöûa saäp ñieàu chænh löôïng saùng ñi vaøo tuï quang. 
Khi söû duïng daàu soi kính, daàu soi kính seõ ñöôïc ñaët ôû vò trí giöõa tieâu baûn vaø vaät kính. 
Do daàu soi kính coù taùc duïng khuùc xaï gioáng nhö thuûy tinh neân seõ giaûm thieåu löôïng tia 
saùng bò maát ñi (xem hình 4). Thò kính ñöôïc ñaët treân ñaàu cuûa moät oáng kim loaïi seõ phoùng 
ñaïi aûnh ñöôïc truyeàn töø vaät kính. Keát quaû laø ñoä phoùng ñaïi chung nhaän ñöôïc seõ laø tích soá 
ñoä phoùng ñaïi cuûa vaät kính vôùi ñoä phoùng ñaïi cuûa thò kính. Ví duï, khi söû duïng thò kính 
10x vaø vaät kính 43x thì ñoä phoùng ñaïi chung laø 10 x 43 = 430 laàn. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Hình 3. Khi chænh kính hieån vi, ngöôøi kyõ thuaät vieân quan saùt vaät kính moät caùch caån thaän ñeå 
traùnh laøm vôõ tieâu baûn vaø laøm hoûng vaät kính cuûa kính hieån vi 
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Hình 4. Aùnh saùng ñöôïc truyeàn qua tieâu baûn, daàu soi kính vaø vaät kính 

 
i. Ñoä daøi tieâu cöï (focal length) cuûa moät vaät kính tæ leä vôùi ñöôøng kính cuûa vaät kính ñoù. Löu 

yù, tröôùc khi chænh moät vaät kính sang vò trí thaúng ñöùng vôùi loã troøn treân baøn chöùa tieâu 
baûn, phaûi ñaûm baûo vaät kính seõ khoâng ñaâm thuûng tieâu baûn. Neâu chöa chaéc chaéc, toát 
nhaát neân haï baøn chöùa tieâu baûn xuoáng taän döôùi cuøng tröôùc khi chuyeån sang söû duïng moät 
vaät kính khaùc. 

j. Söû duïng moät maûnh vaûi meàm vaø saïch ñeå lau nheï nhaøng caùc thaáu kính vaø phía treân tuï 
quang khi chuùng bò baùm buïi.  

k. Chæ duy nhaát nhaân vieân  phoøng thí nghieäm môùi ñöôïc laáy vaät kính hay thò kính ra khoûi 
kính hieån vi (vì moät lyù do naøo ñoù). 

l. Chæ nhöõng ngöôøi ñaõ hoïc caùch söû duïng môùi ñöôïc duøng kính hieån vi. 
 
 
2. Thöïc haønh treân kính hieån vi vôùi tieâu baûn 
 
a. Phoøng thí nghieäm seõ cung caáp cho sinh vieân moät tieâu baûn nhuoäm ñôn naám men 

(Saccharomyces cerevisiae). Teá baøo naám men ñuû lôùn ñeå sinh vieân coù theå quan saùt deã 
daøng vôùi vaät kính low-power. Vôùi caùc vaät kính coù ñoä phoùng ñaïi lôùn hôn, sinh vieân coù 
theå quan saùt thaáy nhöõng caáu truùc khaùc cuûa teá baøo naám men. Sinh vieân chöa caàn phaûi 
quan taâm ñeán hình thaùi cuûa vi sinh vaät trong phaàn thöïc haønh naøy.  

b. Ñaët tieâu baûn leân baøn chöùa tieâu baûn vaø keïp laïi chaéc chaén. Ñaët tieâu baûn ôû vò trí sao cho 
tia saùng ñi töø tuï quang xuyeân qua trung taâm phaàn ñöôïc nhuoäm maøu. 

c. Ñöa vaät kính low-power vaøo vò trí thaúng ñöùng vaø ñöa baøn chöùa tieâu baøn thaät gaàn vaät 
kính. Löu yù: quan saùt töø phía beân ngoaøi. 

d. Ñöa maét vaøo thò kính ñeå quan saùt. Neáu söû duïng loaïi kính ñôn troøng (monocular scope), 
sinh vieân phaûi môû caû hai maét (sinh vieân seõ laøm quen daàn vôùi vieäc chæ taäp trung vaøo aûnh 
ñang quan saùt trong kính hieån vi thay vì caùc aûnh khaùc beân ngoaøi). Neáu söû duïng loaïi 
kính hai troøng (binocular scope), sinh vieân hieäu chænh hai troøng kính qua laïi ñeå khi nhìn 
vaøo thò kính chæ thaáy moät thò tröôøng duy nhaát. Phaûi ñaûm baûo tuï quang ñang ôû vò trí cao 
nhaát vaø chænh cöûa saäp sao cho aùnh saùng xuyeân qua laø vöøa ñuû ñeå quan saùt. Haï baøn chöùa 
maãu vaät xuoáng töø töø baèng nuùt sô caáp cho ñeán khi thaáy nhöõng vaät theå coù maøu xuaát hieän 
trong thò tröôøng. 

e. Söû duïng nuùt thöù caáp ñeå chænh cho aûnh roõ neùt nhaát. Di chuyeån tieâu baûn theo höôùng 
tôùi/lui vaø traùi/phaûi. Vaät kính low-power cho moät caùi nhìn toaøn caûnh veà tieâu baûn vaø giuùp 
sinh vieân löïa choïn moät thò tröôøng vöøa yù. Ñeå quan saùt roõ hôn caàn phaûi chuyeån sang moät 
ñoä phoùng ñaïi cao hôn. 
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f. Khi ñaõ löïa choïn ñöôïc thò tröôøng vöøa yù, xoay vaät kính high-dry vaøo vò trí thaúng ñöùng. 
Neáu ñoä saéc neùt cuûa aûnh chöa ñaït, sinh vieân chænh laïi baèng nuùt thöù caáp. Neáu khoâng thaáy 
aûnh trong thò tröôøng, sinh vieân haõy nhìn töø beân ngoaøi ñoàng thôøi quan saùt vaø chænh cho 
vaät kính gaàn saùt vaøo tieâu baûn (khoâng ñöôïc chaïm vaøo tieâu baûn). Sau ñoù nhìn vaøo thò 
kính, chænh cho baøn chöùa tieâu baûn haï xuoáng töø töø, ñaàu tieân baèng nuùt sô caáp, sau ñoù 
baèng nuùt thöù caáp cho ñeán khi aûnh roõ neùt nhaát. Löu yù: sinh vieân caàn so saùnh veà caáu truùc 
cuûa aûnh quan saùt ñöôïc ôû caùc ñoä phoùng ñaïi khaùc nhau. 

g. Di chuyeån vaät kính high-dry sang moät tö theá hôi nghieâng moät chuùt roài nhoû moät gioït daàu 
soi kính leân treân tieâu baûn. Sinh vieân quan saùt töø beân ngoaøi vaø chuyeån vaät kính daàu 
sang vò trí thaúng ñöùng (traùnh ñeå chaïm vaøo tieâu baûn). Söû duïng nuùt thöù caáp ñeå chænh aûnh 
cho roõ neùt. 

h. Ghi nhaän laïi aûnh quan saùt ñöôïc baèng caùch veõ vaøo trong moät hình troøn moät soá teá baøo vi 
sinh vaät maø sinh vieân nhìn thaáy. 

i. Sau khi hoaøn taát vieäc quan saùt, laáy tieâu baûn ra khoûi kính hieån vi (khoâng ñöôïc ñeå daàu 
soi kính dính vaøo vaät kính high-dry) 

 
 
3. Moät soá vaán ñeà gaëp phaûi khi söû duïng kính hieån vi 
 

Vaán ñeà gaëp phaûi        Caùch xöû lyù
Khoâng ñuû aùnh saùng khi 
nhìn vaøo thò kính 
 
 
 
Buïi hay sôïi vaûi ñöôïc nhìn 
thaáy trong thò tröôøng 
 
Nhöõng haït nhoû di chuyeån 
trong moät thò tröôøng môø 

Naâng tuï quang leân 
Môû cöûa saäp 
Kieåm tra laïi tieâu baûn: ñaët sai vò trí 
Lau nheï nhaøng vaät kính vaø thò kính 
 
Gaây ra bôûi caùc boït khí trong daàu soi kính; 
kieåm tra laïi tieâu baûn 
 
Phaûi chaén raèng ñang söû duïng vaät kính daàu 
chöù khoâng phaûi laø vaät kính high-dry 
Ñaûm baûo raèng daàu soi kính ñang ngaäp 
trong daàu 
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TIEÂU BAÛN GIOÏT TREO –  
QUAN SAÙT SÖÏ DI ÑOÄNG CUÛA VI KHUAÅN 

 
Moät soá vi khuaån khoâng di ñoäng (non-motile) nhöng trong moâi tröôøng loûng chuùng 

thöôøng di chuyeån hoãn loaïn, goïi laø chuyeån ñoäng Brown (Brownian movement). Ñaây laø keát 
quaû chuyeån ñoäng cuûa caùc phaân töû nöôùc töø ñoù keùo caùc vi khuaån chuyeån ñoäng theo. 

Söï di chuyeån thaät söï (ñoäng löïc töï thaân, self-propulsion) ñöôïc thaáy ôû moät soá vi khuaån 
nhôø moät soá cô cheá khaùc nhau. Vi khuaån di chuyeån nhôø tieân mao (flagella motion). Caùc 
xoaén khuaån coù caùc loâng mao xung quanh (axial fibrils) seõ di chuyeån theo kieåu xoaén oác 
(corkscrew-type motion) vaø kieåu uoán khuùc (bending-type motion). Moät soá vi khuaån khaùc thì 
tröôït nheï nhaøng (gliding motion). 

Caùc kieåu di ñoäng hay khoâng di ñoäng coù theå ñöôïc quan saùt baèng tieâu baûn gioït treo 
(hanging drop slide). Tieâu baûn gioït treo cuõng duøng ñeå quan saùt hình daïng vi khuaån ôû traïng 
thaùi soáng cuõng nhö söï saép xeáp cuûa caùc teá baøo vi khuaån khi chuùng keát hôïp vôùi nhau (xem 
hình). Moät voøng Vaseline xung quanh gôø cuûa choã loõm (coverslip) seõ giuùp tieâu baûn khoâng 
bò khoâ. 
 

Tieâu baûn gioït treo 
 

1. Söû duïng caùc vi sinh vaät sau trong thí nghieäm 
a. Saccharomyces cerevisiae 
b. Lactobacillus acidophilus 
c. Acetobacter aceti 
d. Moät soá chuûng khaùc… 

2. Duøng que taêm, veõ moät voøng troøn nhoû baèng Vaseline xung quanh choå loõm cuûa 
phieán kính (xem hình 5). Khoâng neân duøng nhieàu Vaseline. 

3. Sau khi laéc thaät kyõ dung dòch huyeàn phuø vi sinh vaät, duøng que caáy voøng ñaõ voâ 
truøng ñaët moät gioït dung dòch huyeàn phuø naøy leân giöõa phieán kính hình vuoâng 
(coverslip) (xem hình 5). 

4. Ñöa phieán kính hình chöõ nhaät (depression slide) uùp leân phieán kính hình vuoâng 
(coverslip), sao cho choã loõm cuûa phieán kính höôùng xuoáng döôùi vaø gioït huyeàn phuø 
vi sinh vaät naèm loït vaøo choã loõm. Nhaán xuoáng nheï nhaøng ñeå hai phieán kính gaén 
vaøo nhau. 

5. Laät ngöôïc hai phieán kính laïi vaø ñaët leân kính hieån vi ñeå quan saùt vôùi vaät kính daàu. 
 

 
 
 
 

  
 
 
 
 



 12

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Hình 5. Caùch laøm tieâu baûn gioït treo 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
 
 
 
 
 
 

Que taêm 

Voøng Vaseline 

Maët loõm cuûa phieán kính 

Que caáy voøng

Gioït chaát loûng chöùa vi khuaån 

Phieán kính hình vuoâng 

Uùp phieán kính hình chöõ nhaät leân phieán 
kính hình vuoâng 

    Laät caû hai phieán kính laïi 
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QUAN SAÙT NAÁM SÔÏI 
 

Naám sôïi (naám moác) thöôøng ñöôïc nhaän dieän baèng caùc ñaëc ñieåm hình thaùi ñaëc tröng 
quan saùt ñöôïc döôùi kính hieån vi. Teá baøo naám thöôøng phaùt trieån thaønh heä sôïi goïi laø khuaån 
ty theå. Sôïi naám coù theå coù hoaëc khoâng coù vaùch ngaên. Khuaån ty moïc leân treân beà maët cô chaát 
thöôøng laø nhöõng caáu truùc mang baøo töû. Cuoáng mang baøo töû coù theå phaân nhaùnh hoaëc khoâng 
phaân nhaùnh. Baøo töû voâ tính cuûa naám sôïi thöôøng taäp trung trong hai nhoùm: baøo töû kín vaø 
baøo töû traàn. 

Hai gioáng naám sôïi Aspergillus vaø Penicillium thuoäc lôùp naám baát toaøn Deuteromycetes, 
khoâng coù hình thöùc sinh saûn höõu tính. Heä sôïi coù vaùch ngaên. Baøo töû voâi tính laø baøo töû traàn. 

Mucor vaø Rhizopus thuoäc nhoùm naám tieáp hôïp Zygomycetes. Heä sôïi khoâng coù vaùch ngaên 
vaø coù theå coù reã giaû. Baøo töû voâ tính laø baøo töû kín. Baøo töû höõu tính laø baøo töû tieáp hôïp. 
Rhizopus coù cuoáng mang baøo töû vaø khoâng phaân nhaùnh. Mucor coù cuoáng mang baøo töû phaân 
nhaùnh.  

 
 

 
 
 
 
 
 
                                          
 
                                                Aspergillus niger 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

Aspergillus nidulans 
 

Hình 6. Moät soá loaïi naám sôïi 



 14

Qui trình 
+ Söû duïng caùc naám sôïi sau trong thí nghieäm: Mucor, Aspergillus, Rhizopus… 
+ Quan saùt hình thaùi khuaån laïc, maøu saéc sôïi naám treân hoäp petri. 
+ Duøng moät mieáng baêng keo trong, ñaët maët coù keo dính leân khuaån laïc naám moác. Sau 

ñoù laáy ra vaø aùp saùt vaøo phieán kính sao cho baêng dính dính chaët vaøo phieán kính.  
+ Quan saùt döôùi kính hieån vi 
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TAÏO VEÁT BOÂI VAØ NHUOÄM ÑÔN 
 
Tieâu baûn gioït eùp ñem laïi raát nhieàu thoâng tin nhöng chuùng cuõng coù nhöõng nhöôïc ñieåm 

nhaát ñònh. Vi khuaån di chuyeån trong dòch loûng bôûi chuyeån ñoäng Brown hay töï chuyeån ñoäng 
neân raát khoù khaên trong vieäc quan saùt. Chuùng ta coù theå thaáy ñöôïc hình daïng vaø hoaït ñoäng 
cuûa vi khuaån nhöng khoâng theå xaùc ñònh chính xaùc hình thaùi cuûa chuùng.  

Vaán ñeà maáu choát ôû ñaây laø do kích thöôùc cuûa vi khuaån vaø soá löôïng caùc chaát trong teá 
baøo raát nhoû beù cho neân chuùng haàu nhö trong suoát ngay caû khi ñaõ ñöôïc phoùng ñaïi vaø laøm 
giaûm ñoä chieáu saùng. Do ñoù caàn phaûi tìm caùch ñeå chuùng khoâng di ñoäng vaø coá ñònh laïi ñeå deã 
quan saùt hôn. Moät trong nhöõng caùch ñôn giaûn nhaát laø taïo veát boâi vi khuaån leân phieán kính 
thuûy tinh vaø “coá ñònh” chuùng treân ñoù, sau ñoù nhuoäm chuùng baèng phaåm nhuoäm. 

Phaåm nhuoäm vi khuaån toát nhaát laø loaïi aniline (phaåm nhuoäm höõu cô ñöôïc laøm töø nhöïa 
than ñaù). Khi chuùng ta söû duïng tröïc tieáp leân veát boâi vi khuaån ñaõ coá ñònh, ñöôøng neùt cuûa vi 
khuaån seõ hieän leân raát roõ raøng. Caùc phaåm nhuoäm naøy hoaït ñoäng theo kieåu acid (acidic), 
basic (cô baûn) vaø trung tính (neutral). Phaåm nhuoäm daïng acid hay trung tính thöôøng ñöôïc 
duøng trong nghieân cöùu veà vi khuaån. Caùc ion töï do trong phaåm nhuoäm daïng acid laø caùc ion 
aâm seõ keát hôïp vôùi caùc cation (thaønh phaàn chính cuûa teá baøo) ñeå taïo moät daïng muoái. Phaåm 
nhuoäm daïng cô baûn coù nhieàu ion aâm seõ keát hôïp vôùi moät acid trong vaät lieäu ñöôïc nhuoäm ñeå 
taïo moät loaïi muoái. Teá baøo vi khuaån coù raát nhieàu ribonucleic acid vì vaäy phaåm nhuoäm 
trung tính seõ baét maøu raát toát. Phaåm nhuoäm daïng trung tính thöôøng keát hôïp caû hai loaïi 
phaåm nhuoäm treân. Vì vaäy phaåm nhuoäm daïng trung tính seõ coù taùc duïng raát toát khi nhuoäm 
caùc teá baøo phöùc taïp bôûi vì chuùng cho pheùp laøm hieän roõ caùc caáu truùc beân trong cuûa vi 
khuaån. Caùc teá baøo vaø caáu truùc bò nhuoäm maøu bôûi phaåm nhuoäm cô baûn ñöôïc goïi laø 
basophilic, coøn neáu bò nhuoäm maøu vôùi phaåm nhuoäm acid thì goïi laø acidophilic. 

Vi khuaån coù thaønh teá baøo vöõng chaéc ñeå duy trì hình daïng cuûa mình. Vì vaäy, chuùng ta 
coù theå phaân loaïi vi khuaån caên cöù theo hình daïng cuûa chuùng. Vi khuaån coù ba daïng cô baûn: 
hình caàu (spherical, round), hình que (hình gaäy, rod) vaø hình xoaén (spiraled). Vi khuaån 
hình caàu goïi laø coccus (soá nhieàu laø cocci). Vi khuaån hình que goïi laø bacillus (soá nhieàu laø 
bacilli) hay chæ ñôn giaûn goïi laø rod. Vi khuaån coù daïng xoaén coù toái thieåu hai ñeán ba ñöôøng 
cong treân teá baøo ñöôïc goïi laø spirillum (soá nhieàu laø spirilla). Caùc vi khuaån coù teá baøo daøi vaø 
ngoaèn ngoeøo vôùi caùc voøng xoaén (loûng hoaëc chaët) ñöôïc goïi laø spirochetes. 

Caùch thöùc maø caùc teá baøo taïo thaønh nhoùm thì ñaëc tröng cho töøng gioáng hoaëc loaøi vi 
khuaån. Caùc teá baøo ñöùng thaønh töøng caëp (diplococci), ñöùng thaønh chuoãi (streptococci), ñöùng 
thaønh töøng cuïm (staphylococci), hoaëc ñöùng thaønh moät cuïm boán teá baøo (tetrads), vaø ñoâi khi 
chuùng cuõng ñöùng thaønh töøng teá baøo rieâng leû. 

Caùc vi khuaån hình que (bacilli) thöôøng ôû daïng moät teá baøo rieâng leû, nhöng cuõng coù khi 
xuaát hieän ôû daïng moät caëp noái tieáp nhau (diplobacilli) hay ñöùng thaønh moät chuoãi daøi 
(streptobacilli). Moät soá loaøi coù khuynh höôùng ñöùng thaønh moät cuïm caùc teá baøo hình que 
song song (palisade) hoaëc taïo thaønh hình chöõ V, X, Y khi chuùng nhaân ñoâi vaø phaân chia. 
Moät soá loaøi taïo thaønh nhieàu hình daùng vaø kích thöôùc khaùc nhau (ña hình theå, 
pleomorphism). 

Caùc xoaén khuaån thöôøng xuaát hieän ôû daïng moät teá baøo ñöùng rieâng leû vaø thöôøng khoâng 
keát thaønh nhoùm. 
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1. Taïo veát boâi vaø laøm tieâu baûn nhuoäm ñôn 
 

Taïo veát boâi vi khuaån (bacterial smear) laø laøm khoâ teá baøo vi khuaån treân phieán kính. Caùc 
böôùc thöïc hieän cô baûn laø (1) vi khuaån ñöôïc traûi leân phieán kính sao cho caùc teá baøo naèm 
thaønh moät lôùp moûng, (2) teá baøo vi khuaån khoâng bò röûa troâi trong quaù trình nhuoäm vaø (3) vi 
khuaån khoâng bò bieán daïng. 

Moät trong soá nhöõng loãi thöôøng gaëp khi laøm veát boâi vi sinh vaät laáy töø moâi tröôøng raén laø 
söû duïng quaù nhieàu sinh khoái. Keát quaû laø khoâng theå quan saùt ñöôïc do nhieàu lôùp vi khuaån 
choàng leân nhau. Neáu maãu thí nghieäm laø moâi tröôøng loûng, chæ caàn cho moät gioït vi khuaån 
leân phieán kính (xem hình) vaø sau ñoù, traûi vi khuaån thaønh moät beà maët roäng (xem hình). 
Laøm khoâ phieán kính baèng khí noùng hoaëc ñeå töï khoâ. Khi phieán kính ñaõ khoâ, böôùc keá tieáp laø 
gaén chaët vi khuaån vaøo phieán kính baèng caùch hô noùng nheï (heat-fixing). Tieán haønh vieäc naøy 
baèng caùch ñöa nheï phieán kính qua laïi vaøi laàn treân ngoïn löûa. Vi khuaån seõ bò gaén chaët vaøo 
phieán kính vaø bò gieát cheát maø khoâng laøm bieán daïng teá baøo. 

Söû duïng phöông phaùp nhuoäm ñôn seõ taïo söï töông phaûn giöõa vi khuaån vaø caûnh neàn. 
Phöông phaùp naøy ñöôïc duøng ñeå thu thaäp thoâng tin veà hình daïng, kích thöôùc vaø söï saép xeáp 
cuûa teá baøo. Böôùc keá tieáp laø ñaët phieán kính leân giaù, phuû leân veát boâi phaåm nhuoäm, chôø moät 
vaøi giaây. Caùc phaåm nhuoäm cô baûn thöôøng duøng laø crystal violet (thôøi gian nhuoäm 20 – 30 
giaây), carbolfuchsin (thôøi gian nhuoäm 5 – 10 giaây) hoaëc methylene blue (thôøi gian nhuoäm 
1 phuùt). 
 

Taïo veát boâi 
1. Duøng buùt loâng (khoâng xoùa) khi chuù teân vi khuaån ôû moät ñaàu phieán kính. Duøng baêng 

keo trong daùn ñeø leân doøng chöõ vöøa ghi 
2. Laéc kyõ dung dòch vi khuaån. Vôùi thao taùc voâ truøng chuyeån 1 hoaëc hai voøng caáy vi 

khuaån vaøo giöõa phieán kính. Traûi ñeàu treân dieän tích khoaûng ½ inch. Neáu taïo veát boâi 
töø moâi tröôøng raén thì cho moät gioït nöôùc vaøo giöõa phieán kính vaø duøng que caáy thaúng 
cho moät löôïng nhoû sinh khoái vaøo gioït nöôùc. Troän ñeàu sinh khoái vôùi gioït nöôùc. Traûi 
ñeàu treân dieän tích khoaûng ½ inch. 

3. Hô phieán kính treân ngoïn löûa ñeå coá ñònh vaø gieát cheát vi khuaån. 
 
Nhuoäm ñôn 
1. Ñaët phieán kính leân baøn (hay leân giaù). 
2. Nhuoäm vôùi phaåm nhuoäm (alkaline methylene blue trong 1~1.5 phuùt, cabolfuchsin 

trong 5 ~10 giaây, hoaëc crystal violet trong 20 ~30 giaây) 
3. Röûa troâi thuoác nhuoäm baèng nöôùc trong vaøi giaây. 
4. Thaám khoâ baèng giaáy thaám. Khoâng ñöôïc chaø xaùt leân veát boâi. 
5. Quan saùt baèng kính hieån vi vôùi vaät kính daàu 
6. Coù theå söû duïng ba loaïi phaåm nhuoäm khaùc nhau vôùi cuøng moät loaïi vi sinh vaät ñeå coù 

söï so saùnh. 
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Töø moâi tröôøng raén Töø moâi tröôøng loûng

Que caáy 
thaúngSinh khoái 

vi khuaån

Moät gioït 
nöôùc

Que caáy 
voøng

1 gioït moâi 
tröôøng

Traûi ñeàu hoãn hôïp 
nöôùc-vi khuaån

Traûi ñeàu dung 
dòch chöùa vi 

khuaån

Khoâng 
khí khoâ

Coá ñònh 
baèng nhieät

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Hình 7. Taïo veát boâi vi khuaån 
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Hình 8. Hình daïng cô baûn vaø söï saép xeáp cuûa caùc teá baøo vi khuaån. (a) Cocci. 1.Diplococci 
(caëp); 2. Treptococci (chuoãi); 3. Staphylococci (chuøm nho); 4.Tetrads (nhoùm 4 teá baøo). (b) 
Bacilli (hình que). 1. Streptobacilli (chuoãi); 2. Palisades; hình V, X vaø Y; 3. Bacilli taïo baøo 
töû (baøo töû nhoû, troøn, roãng, khoâng bò nhuoäm maøu, ôû giöõa hay moät ñaàu cuûa teá baøo); 4. Moät 
bacillis ña hình theå (chieàu daøi vaø roäng khaùc nhau). (c) Xoaén khuaån. 1. Spirilla (hình uoán 

cong hay xoaén ngaén); 2. Spirochetes (daøi, cuoän xoaén chaët hay loûng leûo) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                        (a)                                                                    (c) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                              (b) 

Hình 9. Vi khuaån ñöôïc nhuoäm baèng Crystal Violet. (a) Bacillus subtilis (x1000). (b) 
Spirillus volutans (x 1000). (c) Micrococcus luteus (x 1000) 
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Hình 10. Moät soá hình daïng thoâng thöôøng cuûa vi khuaån 
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NHUOÄM GRAM 
 

Vaøo naêm 1884, Christian Gram, moät nhaø nghieân cöùu beänh hoïc ngöôøi Ñan Maïch, ñaõ 
khaùm phaù ra moät phöông phaùp nhuoäm vi sinh vaät baèng phaåm nhuoäm pararosaniline. 
Thoâng qua vieäc söû duïng theo trình töï hai loaïi phaåm nhuoäm, coù 2 maøu khaùc nhau, oâng ta ñaõ 
nhaän thaáy vi khuaån ñöôïc chia thaønh 2 nhoùm. Nhoùm thöù nhaát giöõ maøu phaåm nhuoäm ñaàu 
tieân: crystal violet (nhoùm vi khuaån gram döông). Nhoùm thöù hai bò maát maøu phaåm nhuoäm 
ñaàu tieân sau khi ñöôïc röûa baèng moät dung dòch taåy maøu roài ñöôïc tieáp tuïc nhuoäm baèng phaåm 
nhuoäm thöù hai laø safranin hay carbon fuchsin (nhoùm vi khuaån gram aâm). Dung dòch iodine 
ñöôïc duøng nhö laø moät chaát caån maøu (mordant) (coù nhieäm vuï gaén phaåm nhuoäm leân/vaøo 
moät chaát baèng caùch keát hôïp vôùi phaåm nhuoäm ñeå taïo phöùc khoâng tan) ôû sau laàn nhuoäm ñaàu 
tieân. 

Cô cheá cuûa kyõ thuaät nhuoäm naøy chöa ñöôïc hieåu moät caùch töôøng taän. Tuy nhieân, ngöôøi 
ta vaãn cho raèng ñoù laø do coù söï khaùc bieät veà thaønh phaàn hoùa sinh cuûa thaønh teá baøo vi 
khuaån. Thaønh teá baøo vi khuaån Gram döông thì coù nhieàu peptidoglycan (phöùc chaát cuûa 
protein- ñöôøng) vaø caùc peptidoglycan naøy ñöôïc lieân keát chaët cheõ vôùi nhau töø ñoù giuùp cho 
teá baøo coù theå khaùng laïi chaát taåy maøu. Thaønh teá baøo vi khuaån Gram aâm coù thaønh phaàn lipid 
ôû noàng ñoä cao cho neân chuùng coù theå hoøa tan trong chaát khöû maøu (alcohol, acetone,…) vaø bò 
röûa troâi cuøng vôùi crystal violet.  

Nhuoäm Gram laø moät trong soá caùc coâng cuï höõu duïng nhaát trong caùc phoøng thí nghieäm 
vi sinh vaø ñöôïc söû duïng raát thöôøng xuyeân. Phöông phaùp nhuoäm Gram ñöôïc caûi bieân baèng 
caùch thay ñoåi noàng ñoä phaåm nhuoäm, thôøi gian nhuoäm vaø thaønh phaàn cuûa chaát taåy maøu. 
Phöông phaùp caûi bieân cuûa Hucker, ñöôïc söû duïng trong baøi thí nghieäm naøy, hieän nay ñang 
ñöôïc söû duïng roäng raõi. Vieäc löïa choïn chaát taåy maøu tuøy thuoäc vaøo thôøi gian mong muoán 
hoaøn thaønh caùc böôùc nhuoäm. Söû duïng ethyl alcohol 95%, duøng trong baøi thí nghieäm naøy, 
cho pheùp sinh vieân taäp laøm quen vôùi chaát taåy maøu bôûi vì noù coù taùc duïng raát chaäm. Acetone 
laø chaát taåy maøu coù taùc duïng nhanh nhaát trong khi hoãn hôïp (50:50) cuûa ethyl alcohol 95% 
vaø acetone thì ôû möùc trung bình. Hoãn hôïp acetone-alcohol thöôøng ñöôïc duøng trong caùc 
phoøng thí nghieäm. 
 

Vaät lieäu vaø hoùa chaát 
 Dung dòch Crystal violet 

+ 2 g Crystal violet hoøa tan trong 20 ml ethanol 95% 
+ 0.8 g Ammol oxalate hoøa tan trong 80 ml nöôùc caát 
+ Troän 2 dung dòch treân laïi vôùi nhau, giöõ 48 giôø roài loïc. Baûo quaûn trong loï 

saãm maøu, söû duïng trong vaøi thaùng 
 Dung dòch Iodine 

+ Hoøa tan 1 g Iodine trong 3 ~ 5 ml nöôùc caát, theâm 2 g KI, khuaáy cho tan 
hoaøn toaøn, theâm nöôùc caát cho ñuû 300 ml . Baûo quaûn trong loï saãm maøu 

 Dung dòch taåy maøu 
+ Ethanol 95% hoaëc hoãn hôïp goàm 70ml ethanol 95% vaø 30 ml aceton 

 Dung dòch Safranin 
+ Chuaån bò saün dung dòch Safranin O 2.5%, tröôùc khi duøng pha vôùi nöôùc 

caát theo tæ leä 1:5 (v/v) ñeå coù dung dòch 0.5% 
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Qui trình 
1. Söû duïng caùc vi sinh vaät sau ñeå thí nghieäm 

a. Acetobacter aceti 
b. Bacillus subtilis 
c. Lactobacillus acidiphilus 

2. Chuaån bò veát boâi vaø coá ñònh vi sinh vaät 
3. Duøng dung dòch crystal violet phuû leân veát boâi. Ñeå yeân trong 1 phuùt 
4. Ñeå nghieâng phieán kính 45o, röûa döôùi voøi nöôùc cho troâi heát phaàn thuoác nhuoäm dö 

(gioït cuoái cuøng chaûy khoûi phieán kính khoâng coøn maøu) 
5. Phuû leân veát boâi dung dòch iodine. Ñeå yeân 1 phuùt 
6. Ñeå nghieâng phieán kính 45o, taåy maøu baèng dung dòch alcohol 95% cho ñeán khi gioït 

cuoái cuøng chaûy ra khoûi phieán kính khoâng coøn maøu (thoâng thöôøng khoaûng 10 – 20 
giaây). Ñaây laø böôùc quan troïng nhaát. Neáu bò taåy maøu quaù möùc, moät soá vi khuaån 
Gram döông seõ bò maát maøu tím vaø seõ trôû thaønh Gram aâm sau khi nhuoäm maøu laàn 
thöù 2 

7. Ngay laäp töùc röûa phieán kính döôùi voøi nöôùc 
8. Phuû leân veát boâi dung dòch Safranin. Ñeå yeân 1 phuùt 
9. Röûa döôùi voøi nöôùc 
10. Thaám nheï baèng giaáy thaám. Hô khoâ phieán kính tröôùc khi quan saùt döôùi kính hieån vi 
11. Söû duïng daàu soi kính vaø vaät kính daàu ñeå quan saùt 

 
Löu yù: 

+ Luoân duøng gioáng vi khuaån “treû” bôûi vì moät soá gioáng vi khuaån Gram döông ”giaø” seõ 
maát khaû naêng giöõ maøu cuûa phöùc chaát violet-iodine vaø seõ trôû thaønh Gram aâm khi quan 
saùt. Vì vaäy, chæ neân söû duïng caùc teá baøo nuoâi caáy trong voøng 24 giôø. 

+ Ngoaøi ra, cuõng coù moät soá chuûng vi khuaån laø Gram döông yeáu. 
+ Caùc teá baøo vi khuaån Gram döông coù theå xuaát hieän döôùi daïng Gram aâm, nhöng caùc teá 

baøo vi khuaån Gram aâm thì khoâng bao giôø xuaát hieän döông daïng Gram döông. 
+ Khoâng laøm veát boâi vi khuaån quaù daøy. Veát boâi daøy ñoøi hoøi thôøi gian taåy maøu laâu hôn 

veát boâi moûng. 
+ Taåy maøu cho ñeán khi gioït dung dòch cuoái cuøng chaûy ra khoûi phieán kính khoâng. 
+ Vi khuaån Gram döông coù theå xuaát hieän döôùi daïng Gram aâm do khöû maøu baèng 

ethanol 95% quaù möùc, vì vaäy caàn ñaûm baûo thôøi gian röûa baèng ethanol  töø 10 – 20 
giaây. 

+ Moät soá sai soùt khaùc laø: (a) que caáy quaù noùng, (b) hô noùng quaù möùc khi coá ñònh vi sinh 
vaät treân phieán kính. Hô quaù noùng khi coá ñònh vi khuaån leân phieán kính coù theå laøm vôõ 
teá baøo, töø ñoù maøu cuûa teá baøo Gram (+) coù theå bò röûa troâi laøm cho teá baøo Gram (+) trôû 
thaønh Gram (-). 

+ Neáu veát boâi vi khuaån quaù daøy, thuoác nhuoäm thaám vaøo caùc teá baøo khoâng ñoàng ñeàu. 
+ Coù theå thay Safranin baèng moät thuoác nhuoäm khaùc deã phaân bieät vôùi maøu tím. 
+ Dung dòch Iod coù theå bò phaân huûy neáu ñeå laâu 
+ Vi khuaån Gram (+) baét maøu tím, Gram (-) baét maøu hoàng 
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Hình 11. Söï baét maøu cuûa teá baøo vi khuaån khi nhuoäm Gram 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Hình 12. Caáu taïo thaønh teá baøo vi khuaån Gram (+) vaø Gram (-) 
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NHUOÄM BAØO TÖÛ 
 

Moät soá vi khuaån (Clostridium botulinum, Bacillus subtilis…) coù khaû naêng taïo baøo töû 
(spore, endospore). Baøo töû laø moät theå nghæ coù daïng hình caàu hay hình baàu duïc hình thaønh 
beân trong teá baøo vaøo cuoái thôøi kyø sinh tröôûng phaùt trieån. Vì moãi teá baøo chæ sinh ra moät baøo 
töû neân ñaây khoâng phaûi laø loaïi baøo töû coù chöùc naêng sinh saûn nhö ôû naám sôïi. Baøo töû taïo 
thaønh do moâi tröôøng khoâng thích hôïp cho söï sinh tröôûng vaø phaùt trieån, do thieáu chaát dinh 
döôõng, do ñoä aåm thaáp…. Khi moâi tröôøng trôû neân thích hôïp thì baøo töû laïi hoài sinh vaø teá baøo 
laïi coù theå tieáp tuïc phaân chia. 

Baøo töû coù tính khaùng nhieät, khaùng böùc xaï, khaùng hoùa chaát, khaùng aùp suaát thaåm thaáu. 
Baøo töû coù theå toàn taïi trong moâi tröôøng thieáu chaát dinh döôõng, nhieät ñoä cao, hoùa chaát maø 
caùc teá baøo sinh döôõng khoâng theå toàn taïi ñöôïc. 

Trong thôøi kyø nghæ khoâng thaáy baøo töû vi khuaån theå hieän baát kyø söï trao ñoåi chaát naøo, ñoù 
laø traïng thaùi soáng aån (cryptobiosis) 

Chæ coù moät soá chi vi khuaån coù khaû naêng sinh baøo töû: Bacillus, Clostridium, 
Sporosarcina (G+), Deusulfotomaculum (G-)… 

Baøo töû raát khoù nhuoäm bôûi ña soá caùc thuoác nhuoäm do maøng baøo töû daøy, chaéc, khoù baét 
maøu vaø chöùa nhieàu lipid. Vì theá, caàn thieát phaûi coù nhöõng phöông phaùp nhuoäm ñaëc bieät ñoái 
vôùi baøo töû. Vôùi baát kyø phöông phaùp naøo, teá baøo phaûi ñöôïc xöû lyù nhieät – acid ñeå teá baøo 
chaát cuûa baøo töû deã baét maøu. Sau ñoù nhuoäm teá baøo chaát cuûa baøo töû vaø teá baøo vôùi thuoác 
nhuoäm coù hoaït tính maïnh roài taåy maøu cuûa teá baøo chaát ñi vaø nhuoäm noù vôùi moät thuoác 
nhuoäm phaân bieät khaùc. Khi ñoù, teá baøo chaát seõ mang moät maøu, baøo töû seõ mang moät maøu 
khaùc. Ñoâi khi baøo töû ñöôïc nhìn thaáy beân trong teá baøo. Hình thaùi cuûa noù trong teá baøo vaø 
kích thöôùc beà ngang cuûa teá baøo mang noù. Baøo töû thöôøng naèm trong teá baøo sinh döôõng theo 
ba vò trí: 

+ Naèm ôû taâm teá baøo: goïi laø baøo töû kieåu Bacillus 
+ Naèm leäch taâm: goïi laø baøo töû kieåu Clostridium 
+ Neáu naèm ôû cöïc teá baøo: goïi laø baøo töû kieåu Plectidium 
+ Caùc baøo töû coù theå toàn taïi töï do do bôûi teá baøo xung quanh noù ñaõ tan raõ. 

 
1. Nhuoäm baèng phöông phaùp Carbolic Fuchsin 

Hoùa chaát 
 Dung dòch A 
+ 10 ml dung dòch Fuchsin kieàm baõo hoøa trong ethanol (khoaûng 10%) 
+ 100 ml dung dòch acid carbolic (phenol 5% trong nöôùc) 
+ Troän ñeàu vôùi nhau (chuaån bò tröôùc khi duøng) 

 Dung dòch B 
+ 100 ml Ethanol 95% 
+ 3 ml HCl ñaäm ñaëc 

 Dung dòch C 
+ 30 ml Methylen blue baõo hoøa trong ethanol (khoaûng 2%) 
+ 100 ml dung dòch KOH 0.01% trong nöôùc 
+ Troän ñeàu vôùi nhau, ñeå caøng laâu caøng toát 
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Qui trình nhuoäm baøo töû 
1. Laøm veát boâi treân phieán kính 
2. Nhoû dung dòch A leân veát boâi, hô nheï beân döôùi phieán kính ñeå laøm bay hôi, traùnh 

ñeå soâi. Theâm daàn daàn thuoác nhuoäm ñeå khoâng bò khoâ caïn, giöõ trong 5 phuùt. Ñôïi 
nguoäi, ñoå thuoác nhuoäm ñi. 

3. Duøng dung dòch B röûa laïi cho ñeán khi thaáy vöøa heát maøu ñoû, röûa nöôùc. 
4. Nhuoäm laïi baèng dung dòch C trong 2 ~ 3 phuùt, röûa nöôùc, thaám khoâ. 
5. Soi kính: duøng vaät kính daàu x100. Baøo töû baét maøu ñoû, teá baøo baét maøu xanh. 

 
2. Nhuoäm baèng phöông phaùp Malachite green (phöông phaùp Schaeffer-Fulton hoaëc 
phöông phaùp Wirtz-Conklin) 

Hoaù chaát 
 Dung dòch Malachite green baõo hoøa (khoaûng 7.6%) 
 Dung dòch Safranin 0.5% 

Qui trình nhuoäm 
1. Laøm veát boâi vaø coá ñònh teá baøo baèng nhieät 
2. Ñaët phieán kính leân treân coác nöôùc soâi (xem hình 14). Phieán kính ñöôïc ñaäy baèng 

moät tôø giaáy thaám coù cuøng kích thöôùc 
3. Taåm öôùt tôø giaáy thaám baèng dung dòch Malachite green. Ñeå yeân 5~6 phuùt. Ñöøng 

ñeå tôø giaáy thaám bò khoâ 
4. Boùc tôø giaáy thaám ra, ñeå cho phieán kính nguoäi hoaøn toaøn. Röûa phieán kính baèng 

nöôùc trong 30 giaây 
5. Nhuoäm vôùi Safranin trong 90 giaây 
6. Röûa phieán kính baèng nöôùc trong 30 giaây 

 
 
 

 
 

Hình 13. Chu kyø soáng cuûa vi khuaån hình thaønh noäi baøo töû 
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Hình 14. Qui trình nhuoäm baøo töû theo phöông phaùp Schaeffer-Fulton 
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NHUOÄM VOÛ NHAÀY  
  

 
Moät soá vi khuaån coù lôùp nhaày bao xung quanh goïi laø voû nhaày. Lôùp nhaày naøy moûng vaø 

khaùc nhau tuøy theo loaøi vi khuaån. Voû nhaày coù thaønh phaàn hoùa hoïc laø caùc polysaccharide, 
polypeptide, glycoprotein. Chuûng vi khuaån gaây beänh coù lôùp voû nhaày moûng seõ coù khaû naêng 
gaây nguy hieåm hôn chuûng khoâng coù voû nhaày do chuùng giuùp vi khuaån choáng laïi khaû naêng 
thöïc baøo cuûa teá baøo cô theå chuû. Ta khoâng theå xaùc ñònh chính xaùc voû nhaày neáu söû duïng 
phöông phaùp nhuoäm ñôn. Seõ coù söï xuaát hieän moät vuøng xung quanh teá baøo vi khuaån do söï 
phaân taùch cuûa teá baøo vi khuaån vôùi vuøng thuoác nhuoäm xung quanh gaây ra bôûi quaù trình saáy 
khoâ. Hieän nay coù hai phöông phaùp nhuoäm voû nhaày ñoù laø phöông phaùp: (1) Anthony (E. E. 
Anthony, Jr., moät nhaø vi khuaån hoïc ôû ñaïi hoïc Texas, Austin, vaøo nhöõng naêm 1930); (2) 
phöông phaùp Graham vaø Evans (Florence L. Evans, moät nhaø vi khuaån hoïc taïi ñaïi hoïc 
Illinois vaø nhöõng naêm 1930). 

Qui trình cuûa Anthony söû duïng 2 loaïi thuoác nhuoäm. Thuoác nhuoäm ñaàu tieân laø Crystal 
violet. Thuoác nhuoäm naøy seõ laøm vi khuaån vaø voû nhaày baét maøu ñoû tía. Khoâng gioáng nhö teá 
baøo, voû nhaày khoâng mang ion neân thuoác nhuoäm khoâng baùm chaët vaøo. Ñoàng sulfate laø chaát 
taåy maøu, noù seõ röûa troâi thuoác nhuoäm ra khoûi voû nhaày. Ñoàng sulfate ñoùng vai troø cuûa moät 
chaát choáng laïi thuoác nhuoäm do gaén chaët vaøo trong voû nhaày vaø laøm voû nhaày coù maøu xanh 
nhaït hoaëc hoàng nhaït. Vôùi qui trình naøy, khoâng ñöôïc coá ñònh veát boâi baèng nhieät do seõ laøm 
teá baøo co laïi vaø laøm xuaát hieän vuøng khoâng baét maøu xung quanh vi khuaån laøm ngoä nhaän ñoù 
laø voû nhaày. 

 
Hoaù chaát 

 Dung dòch ñoû Congo (Congo red) 2% trong nöôùc 
 Dung dòch gelatin 0.01 ~ 0.1% trong nöôùc 
 Dung dòch HCl 1% 
 Hoãn hôïp: 30 ml Methylen blue baõo hoøa (khoaûng 2%) troän vôùi 100 ml dung dòch 

KOH 0.01% 
 Dung dòch 20% (w/v) CuSO4.5H2O  
 Dung dòch Gram’s Crystal violet (1% trong nöôùc) 

 
1. Qui trình nhuoäm voû nhaày baèng phöông phaùp ñoû Congo 

1. Nhoû 1 gioït dung dòch Congo red vaø 1 gioït dung dòch gelatin leân phieán kính saïch. 
2. Laáy vi khuaån troän ñeàu vôùi 2 gioït noùi treân ñeå laøm veát boâi, ñeå khoâ trong khoâng khí 
3. Nhoû dung dòch HCl leân ñeå röûa, phieán kính coù maøu xanh. 
4. Röûa baèng nöôùc ñeå loaïi boû dung dòch HCl. 
5. Nhuoäm laïi baèng Methylen blue trong 1 phuùt, röûa nöôùc, hong khoâ. 
6. Soi kính: duøng vaät kính daàu x100. 
7. Keát quaû: neàn moâi tröôøng maøu xanh, teá baøo maøu ñoû, voû nhaày khoâng maøu. 

 
2. Qui trình nhuoäm voû nhaày baèng phöông phaùp cuûa Anthony 

1. Taïo veát boâi. Laøm khoâ baèng khí noùng hoaëc ñeå khoâ töï nhieân. Khoâng ñöôïc coá ñònh 
baèng nhieät 

2. Phuû Crystal violet leân veát boâi töø 4~7 phuùt 
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3. Röûa laïi thaät kyõ baèng dung dòch 20% CuSO4.5H2O 
4. Thaám khoâ baèng giaáy thaám 
5. Quan saùt baèng vaät kính x 100. Voû nhaày xuaát hieän döôùi daïng moät quaàn saùng yeáu 

xung quanh teá baøo saäm maøu 
 
 
 

 
 

Hình 14. Qui trình nhuoäm voû nhaày theo phöông phaùp cuûa Anthony 
 
 
 
 

 

 
Hình 15. Phöông phaùp nhuoäm voû nhaày cuûa Anthony;  (a) hình veõ moät teá baøo vi khuaån, voû 
nhaày vaø neàn moâi tröôøng xung quanh; (b) voû nhaày cuûa Klebsiella pneumoniae, söû duïng kính 
hieån vi quang hoïc neàn saùng (x1000), voû nhaày xuaát hieän döôùi daïng quaàng saùng traéng xung 

quanh teá baøo baét maøu ñoû 
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3. Qui trình voû nhaày (voû nhaày) baèng phöông phaùp ñoû cuûa Graham vaø Evans 
1. Troän vi khuaån vôùi 2 gioït möïc taøu taïi moät ñaàu phieán kính 
2. Duøng phieán kính thöù 2 taïo moät veät keùo veà ñaàu coøn laïi cuûa phieán kính thöù nhaát 
3. Laøm khoâ phieán kính baèng khí noùng hoaëc ñeå khoâ töï nhieân 
4. Röûa nheï baèng nöôùc (ít nöôùc), khoâng duøng nhieàu nöôùc ñeå röûa 
5. Nhuoäm baèng Gram’s Crystal violet trong 1 phuùt 
6. Röûa laïi baèng nöôùc 
7. Nhuoäm baèng Safranin trong 90 giaây 
8. Röûa laïi baèng nöôùc vaø thaám khoâ 
9. Neáu coù voû nhaày, vi khuaån seõ coù maøu ñoû hoàng ñöôïc bao xung quanh bôûi moät vuøng 

khoâng maøu. Neàn coù maøu ñen 
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KHAÛO SAÙT KHAÛ NAÊNG LEÂN MEN MOÄT SOÁ 
LOAÏI ÑÖÔØNG ÑÔN GIAÛN 

 
 

Moâi tröôøng khaûo saùt khaû naêng leân men ñöôøng ñöôïc chuaån bò trong caùc oáng nghieäm 
döôùi daïng moâi tröôøng loûng. Trong caùc oáng nghieäm coù caùc Durham nhoû duøng ñeå “baãy” khí 
sinh ra khi moâi tröôøng ñöôïc caáy gioáng vi sinh vaät vaø nuoâi caáy. Moãi loaïi moâi tröôøng chöùa 
moät loaïi ñöôøng nhaát ñònh vaø moät chaát chæ thò maøu ñeå coù theå nhaän bieát trong tröôøng hôïp vi 
sinh vaät laøm acid hoùa moâi tröôøng nuoâi caáy (moâi tröôøng ban ñaàu coù pH trung tính). Vi sinh 
vaät trong oáng nghieäm neáu khoâng leân men loaïi ñöôøng coù trong moâi tröôøng seõ khoâng sinh 
khí vaø khoâng laøm ñoåi maøu oáng nghieäm. Moät soá loaøi vsv sinh acid khi leân men ñöôøng 
nhöng khoâng sinh khí trong khi moät soá loaøi khaùc khi söû duïng duïng ñöôøng seõ ñoàng thôøi sinh 
khí vaø acid. Trong moät soá tröôøng hôïp, vi sinh vaät khoâng leân men ñöôøng nhöng söû duïng 
nguoàn protein trong moâi tröôøng vaø taïo saûn phaåm coù tính kieàm; keát quaû seõ laøm ñoåi maøu 
oáng nghieäm. 

 
Chuaån bò   

 Söû duïng moâi tröôøng: 10g Proteose pepton + 1.0g Beef extract; 5.0g ñöôøng; 5g 
NaCl; 0.025g Phenol red; 1000ml nöôùc caát; pH 7.4; Tieät truøng 121oC trong 15 phuùt 

 
Oáng nghieäm chöùa moâi tröôøng coù ñöôøng glucose 
Oáng nghieäm chöùa moâi tröôøng coù ñöôøng saccharose 
Oáng nghieäm chöùa moâi tröôøng coù ñöôøng lactose 
Oáng nghieäm chöùa moâi tröôøng coù sorbitol 

Ñoû phenol:           vaøng < pH 6.6 ~ 8.0 < ñoû 
 
Qui trình 
1. Söû duïng caùc vi sinh vaät sau cho thí nghieäm: 

a. Saccharomyces cerevisiae 
b. Lactobacillus acidophilus 
c. Acetobacter aceti 
d. Bacillus subtilis 

2. Duøng que caáy voøng chuyeån caùc gioáng vi sinh vaät sang caùc oáng nghieäm chöùa caùc 
loaïi ñöôøng khaùc nhau. Trong caùc oáng Durham phaûi chaéc chaén khoâng chöùa boït khí 
tröôùc khi caáy vi sinh vaät. 

3. Ghi nhaõn caån thaän (teân gioáng vsv, loaïi ñöôøng….) 
4. Nuoâi caáy ôû 30oC trong 24 ~ 48 giôø. 
5. Kieåm tra keát quaû vaø ghi nhaän vaøo baûng sau (so saùnh vôùi 2 oáng coù pH < 6.6 vaø      

pH > 8.0) 
 

Teân gioáng vsv Glucose Saccharose Lactose Sorbitol 
  
  

A = taïo acid; K = ñoåi maøu sang pH kieàm; N = trung tính (khoâng ñoåi maøu); G = coù khí taïo thaønh 
 

Oáng Durham 
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