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sinh trwéng va phat trién cta vi sinh vat

Sinh trwdng la biéu thi sw tAng trwdng céac thanh phan cua té bao.
Déi v&i cac vi sinh vat cé hinh thire sinh san bang ndy chéi hay
phan déi thi sinh truéng dan t&i sy gia tang sb lwong té bao. Té
bao tang trudng dén mot mirc dd nhét dinh thi s& phan cat thanh
hai t& bao thé hé con c6 kich thuwdc hdu nhw bang nhau. Déi véi
céac vi sinh vat da nhan thi sy phan cach nhan khéng déng hanh
v&i sw phan cat té bao - sw sinh trwdng lam tang kich thwéc té
bao ma khong lam tang sé lwong té bao. Vi vi sinh vat rat nhé bé
cho nén la déi twong rat khong thuan tién dé& nghién ciru vé sinh
trwdng va phat trién. Chinh vi vay ma khi nghién ctru vé sinh
trwdng, nguodi ta thuwdng xét dén sw bién déi vé sbé lwong cla ca

quan thé vi sinh vat.
14.1. PUONG CONG SINH TRUONG

Sw sinh trwdng quan thé vi sinh vat dwoc nghién clru bang cach
phan tich dwdng cong sinh trudng trong moét méi trwdng nudi cay
vi sinh vat theo phwong phap nudi ciy theo mé (batch culture)
hoac trong moét hé théng kin. C6 nghia la vi sinh vat duwgc nudi céy
trong mét thiét bj kin, trong qua trinh nudi ciy khéng thay dbi moi
trwdng va thoi gian nudi cay cang kéo dai thi nébng dé chat dinh
duéng cang gidm sut, cac chat phé thai cta trao dbi chat cang
tang 1&én. Néu 1y thdi gian nudi cay la truc hoanh va 13y sé logarit
cta sb lwong té bao sbéng lam truc tung sé coé thé vé dwoc dwdng
cong sinh trwdng clia cac vi sinh vat sinh san bang cach phan déi.

BPuwdng cong nay cé 4 giai doan (phases) khac nhau.
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Hinh 14.1: Puong cong sinh truéng trong hé théng kin
(Theo sach cua Prescott, Harley va Klein)



14.1.1. Giai doan Tiém phat (Lag phase)

Khi cAy vi sinh vat vao mét moéi tredng méi sb lwong thuwong
khéng tang 1én ngay, d6 la giai doan Tiém phat hay pha Lag.
Trong giai doan nay té bao chwa phan ct nhwng thé tich va khdi
lwong tang I&n rd rét do co6 sy tang cac thanh phan mai cua té
bao. Nguyén nhan la do té bao & trang thai gia, thiéu hut ATP, cac
cofactor can thiét va ribosome. Thanh phan méi trwong mai khéng
gidbng méi trwdng cli cho nén té bao can mét thoi gian nhéat dinh
dé tdng hop cac enzyme méi nham st dung dwoc cac chat dinh
duwéng mai. Céac té bao ciing cé thé bj thwong tdn va can mét thoi
gian dé hdi phuc. B4t ky vi nguyé&n nhan gi thi két qua van 14 té
bao phai ty trang bi lai cac thanh phan cta minh, tai tao ADN va
bat dau tang khéi lwong. Giai doan tiém phat dai hay ngan lién
quan dén ban than ting loai vi sinh vat va tinh chat ciia moi
trwong. Néu tinh chat héa hoc clia méi trwong mai sai khac nhiéu
véi méi trwedng ¢ thi giai doan tiém phat sé kéo dai. Nguoc lai,
néu cy tlr giai doan logarit vao mét méi trwdng ¢ thanh phan
twong tw thi giai doan tiém phat sé rat ngan lai. Néu cay vi sinh vat
tlr giai doan tiém phat hay tw giai doan t& vong thi giai doan tiém

phat sé kéo dai.

14.1.2. Giai doan logarit (Log Phase) hay Pha Chi sé (Exponential
Phase)

Trong giai doan nay vi sinh vat sinh trudng va phan cat véi nhip
dd tbi da so v&i ban tinh di truyén ctia ching néu gap mai trwdng
va diéu kién nudi cay thich hop. Nhip do sinh trwdng cla ching la
khéng thay dbi trong subt giai doan nay, cac té bao phan déi mot

cach déu dan. Do cac té bao sinh ra chi khac nhau rat it cho nén



duwdng cong sinh trudng la mot dwéng tron nhén chir khéng gap
khuc (hinh 14.1). Quan thé té bao trong giai doan nay cé trang thai
hdéa hoc va sinh ly hoc co ban la nhw nhau cho nén viéc nudi cay
& giai doan nay thuwong dwoc sir dung dé nghién ctvu sinh hda hoc

va sinh ly hoc vi sinh vat.

Sinh trwdng logarit la sinh trwdng ddng déu, tirc 1a cac thanh phan
té bao dwoc tdng hop v&i tbe dd twong dbi 6n dinh. Néu can bang
dinh dwéng hay cac diéu kién mai trwong thay dbi sé dan dén sw
sinh trwdng khéng déng déu. Sv sinh trwdng khi nhip do tdng hop
céac thanh phan cua té bao twong ddi bién héa sé bién dbi theo
cho dén khi dat t&i mét sw can bang maéi. Phan &ng nay rat dé
quan sat thay khi lam thuc nghiém chuyén té bao tir mot moi
trwong nghéo dinh dwéng sang mét mai trwdng giau hon. Té bao
trwdc hét phai tao nén cac ribosome méi co6 thé nang cao nang
lwc tdng hop protein, sau d6 1a sy tdng cwdng tdng hop protein va

ADN. Cubi cung tat yéu dan dén tbc dd phat trién nhanh chong.

Lac chuyén quan thé té bao t&» mot méi trwéng giau dinh dudng
t&i mot mdi trudng nghéo thi cling cé két qua vé sy sinh trudng
khong déng déu nhw vay. Vi sinh vat trwdc dé cé thé thu dwoc tw
moi trwdng nhiéu thanh phan cla té bao nhwng khi chuyén sang
maéi trwéng ngh&o chiing can cé thoi gian dé tao ra cac enzyme
can thiét dé sinh tbng hop cac thanh phan khéng cé san trong moi
trwdng. Sau do t& bao mai co thé phan cat, ADN méi co thé tai
tao, nhuwng viéc tdng hop protein va ARN la cham cho nén té bao
nhé lai va té chirc lai sy trao dbi chéat clia chung cho dén khi
ching cé thé sinh trwdng tiép. Sau doé sw sinh trwdng can bang sé

dwoc hdi phuc va tré vé lai giai doan logarit.



Cac thi nghiém trén day cho thay su sinh trwéng cua vi sinh vat
duoc kiém soat mot cach chinh xac, phdi hop va phan rng nhanh

choéng véi nhirng sw bién dbéi clia méi trwong.

Khi s sinh trwdng clia vi sinh vat bi han ché b&i néng dé thap cua
céac chét dinh duwéng can thiét thi san lwong té bao cudi cung sé
tang I&n cung v&i sy tang 1&n cla cac chat dinh dwéng bi han ché
(hinh 14.2a). Pay chinh la co s& dé sir dung vi sinh vat trong viéc
dinh lwong vitamin va cac nhan té sinh truéng khac. Téc do sinh
trwdng cling tang 1&n cung v&i sy tdng ndng dd cac chat dinh
duéng (hinh 14.2b). Hinh dang clGia dwdng cong hau nhw phan
anh tbc do hap thu chét dinh dwéng nhé sw chuyén van protein
cla vi sinh vat. Luc nébng dd chét dinh dwéng du cao thi hé thdng
van chuyén sé bao hoa va tdc do sinh trudng khong tang Ién cung

véi sw tang Ién ctiia ndng d6 chat dinh dwéng.
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Hinh 14.2: Néng dé chat dinh duéng va sinh truéng
(a )- Anh huéng cda sw han ché chét dinh dudng déi véi sén
ltrong chung cda vi sinh vat. Lic ndng dé du cao thi sén luong

chung sé dat t&i 6n dinh.



(b)- Anh huéng cia sw han ché chét dinh duéng téi toc dé sinh

trrong.

14.1.3. Giai doan On dinh (Stationary Phase) hay Pha Can bang

Qua giai doan Logarit sw sinh trwdng ctia quan thé cudi cung sé
dirng lai, dwéng cong sinh trwdng di ngang (hinh 14.1). Nong do vi
khuén trong giai doan én dinh thwdng vao khoang 10%ml. Véi cac
vi sinh vat khac thuong khéng dat dwoc dén néng do nay. Véi
ddng vat nguyén sinh va vi tdo thwéng chi dat dén néng do 108/ml.
DPuwong nhién, sé lwong té bao cudi cung quyét dinh béi anh
hwéng chung cla diéu kién dinh duwéng, ching loai vi sinh vat va
cac nhan td khac. Trong giai doan nay sé lwong té bao séng 1a
khéng thay ddi, cé thé do sé lwong t& bao méi sinh ra can bang
v&i sb lwong té bao chét di, hoac 1a té bao nglrng phan cat ma van
gitr nguyén hoat tinh trao déi chét.

C6 nhiéu nguyén nhan lam cho quan thé vi sinh vat chuyén sang
giai doan 6n dinh. Trong d6 nguy&n nhan chi yéu la sw han ché
cta chéat dinh dwdng. Néu mét chéat dinh dwéng thiét yéu bj thiéu
hut nghiém trong thi sy sinh trwdng sé& cham lai. Vi sinh vat hiéu
khi thwéng bi han ché béi ndng dd oxygen. Oxygen thuwong hoa
tan it trong nwéc, O, trong ndi bd méi trwdng rat nhanh chéng bi
tiéu thu hét, chi ¢ cac vi sinh vat sinh truéng & bé mat méi trudng
m&i cd di ndng do O, dé sinh trwdng. Vi vay khi nudi cay vi sinh
vat phai sir dung t&i may I&c hay cac bién phap théng khi khac.
Quan thé vi sinh vat cling c6 thé bj dinh chi sinh trwdng khi gép sw
tich Ity ctia cac san pham trao dbi chat cé hai. Mot sb vi sinh vat
ky khi (nhw Streptococcus) cé thé 1én men dwdng lam san sinh
mot lwgng I&n acid lactic hay cac acid hiru co khac, lam acid hoa

maéi truéng va (e ché sy sinh trwdng cla vi sinh vat. Béng thoi sw



tiéu hao hét dwdng cling lam cho té bao di vao giai doan én dinh.
Sau nira 1a, mét sé chirng c& cho thay khi s lwong vi sinh vat dat
dén mét gi¢i han nhat dinh thi sw sinh trwdng c6 thé bi dinh chi.
Sv sinh trwdng cua vi sinh vat chuyén sang giai doan 6n dinh cé
thé do két qua chung cla rat nhiéu nhan t khac nhau

Nhw ching ta.da thay vi khuén khi nudi cdy theo mé sé chuyén
sang giai doan 6n dinh khi thiéu thirc &n. Trong tw nhién, do nhiéu
maéi trwng cd ndng dd ché dinh dwéng rat thap nén vi sinh vat
thwdng chuyén sang giai doan &n dinh. Déi véi vi khuan viéc
chuyén sang giai doan &n dinh cé thé 1a mét loai thich ng tot.
Nhiéu loai vi khuan khéng c6 s bién hoa ré rét vé hinh thai (nhw
hinh thanh bao tlr ndi sinh-endospore) nhung ching cé thé thu
nhd kich thuéc lai, thwdng do chat nguyén sinh co lai va nhan gia
(nucleoid) dam dac lai. Mot bién dbi quan trong hon 13, khi thiéu
thtrc &n vi khuan sé sinh ra mot loai protein déi (starvation
proteins) lam cho té bao dé khang nhiéu hon véi cac thuwong ton
bang nhiéu con dwdng khac nhau. Ching lam tang cac lién két
peptidoglycan va sw bén virng cla thanh té bao. Chéng han Dps
(DNA-binding protein fromstarved cells), mét loai protein két hop
véi ADN 14y tir cac té bao doi, co thé bao vé cho ADN. Phan tir
Chaperones can tré sw bién tinh cta protein va hdi phuc lai dwoc
céac protein bi tdn thwong. Vi nhirng viéc dé va nhiéu co ché khac
ma céac té bao doi co thé kho bi chét di va dé khang dwoc vai tinh
trang bi ddi, v&i sw bién hoa cla nhiét do, sw tdn thwong vé éxy
héa va sy thdm thau, cling nhw tang strc dé khang véi cac hoa
chéat c6 hai (nhw chlorine chadng han). Nhirng cai bién nay rat c6
hiéu qua va lam cho moét sb vi khuan cé thé séng lai sau vai ndm
bi d6i. Ré rang viéc hiéu ré nhirng van dé nay sé cé tdm quan

trong thwe tién to Ion dbi véi y hoc va vi sinh vat hoc cong nghiép.



Chung con c6 thé chirng minh vi khuan thwong han (Salmonella
typhimurium) va nhiéu vi khuan gay bénh khac cé thé c6 kha néng

gay bénh manh hon khi bi doi.
14.1.4. Giai doan t&r vong (Death Phase)

Viéc tiéu hao chéat dinh dwdng va viéc tich lGy cac chét thai doc hai
sé lam ton that dén mai trwong sdng cla vi sinh vat, 1am cho sb
lwong té bao sbng gidm xudng. D4 la d&c diém cda giai doan tl
vong. Gibng nhu giai doan logarit, sw t&r vong ctia quan thé vi sinh
vat cling c6 tinh logarit (ty 1& té bao chét trong mbi gi® 1a khéng
dbi). Téng sb té bao sdng va té bao chét khdng thay ddi vi cac té
bao chét chwa bi phan hiy. Mudn xac dinh sb lvong té bao sbng
phai pha loang ra rdi cy lén thach dia va dwa vao diéu kién thich
hop dé xac dinh sb khuan lac xuéat hién. Mac dau phan Ién vi sinh
vat tir vong theo phwong thire logarit nhwng sau khi sé lwong té
bao dét nhién gidm xudng thi tbc d chét cla té& bao cham lai. D6
la do mot sb ca thé sbng lai nhd ¢6 tinh dé khang dac biét manh.
Vi diéu nay va nhirng nguyén nhan khac lam cho dwéng cong cla

giai doan t&r vong c6 thé kha phurc tap.
14.1.5. Tinh toan vé qua trinh sinh trwéng

Khong it cac nha vi sinh vat hoc dé tinh toan vé téc do sinh treédng
cua vi sinh vat trong giai doan logarit. Tinh toan nhip dé sinh
trwdng sé lam co s& cho cac nghién clru vé sinh ly hoc, sinh thai
hoc vi sinh vat, va con dé giai quyét mot s6 van dé (rng dung trong

san xuat céng nghiép.

Trong giai doan logarit méi ca thé vi sinh vat tién hanh phan cat

trong mét thdi gian hang dinh. S6 lwong té bao tang theo phwong



thire 2". Thoi gian gitra hai lan phan chia lién tiép hay thoi gian
can cho s tang doi s6 t& bao dwoc goi la thoi gian thé

hé (generation time hay doubling time). Vi du dwa mét té bao vao
maéi trwéng nudi cdy, c&r 20 phut phan cat mét 1an thi sau 20 phuat
c6 2 té bao, sau 40 phit cé 4 té bao va tiép tuc nhw vay (bang
14.1)

Béang 14.1: Mét vi du vé sinh truéng theo logarit

Thoigian® S6lanphan 2"  Sélwong (Nox  Igso N

cat 2")
2°=

0 0 1 0,000
2'=2

20 1 2 0,301
2%2=4

40 2 4 0,602
23=8

60 3 8 0,903
2=16

80 4 16 1,204
2°=32

100 5 32 1,505
25=64

120 6 64 1,806

*Thoi gian thé hé la 20 phat, gid thiét la nudi cay ttr 1 té bao



Sé lwong logarit t& bao la 2", n 1a sb thé hé. Co thé biéu thi cac sb
liéu trong bang 14.1 bang céng thirc sau day:

M= Nyx 2
Trong d6: Ng 1a sb lwong té bao ban dau; N; 1a sé lwong té bao &

thdi gian t; n 1a s6 thé hé.

Tw cong thirc trén cé thé bién dbi nhw sau va sb thé hé n duwoc

tinh bang logarit thap phan:

log M =log Ny +alog 2

m_logf‘-fl - log My log M, — log &,
log 2 0,301

Khi nudi cdy phan mé (batch culture) tdc dd sinh trwdng trong giai
doan logarit c6 thé biéu thi bang hang sbé téc do sinh trwdng binh
quan k (mean growth rate constant k). D6 la sé thé hé sinh ra
trong don vi thoi gian, thuwdng biéu thi bang sb thé hé trong 1 gio:
nzlogNl - log N}

k=2
: 0,301 ¢

Thoi gian can thiét dé ting gap déi tbng sb té bao la thoi gian thé
hé binh quan (mean generation time) hay thdi gian tdn gap doi
binh quan (mean doubling time) va dwoc biéu thi bang g. Néu t=g

thi N = 2No,. Thay vao cong thurc trén ta co:

Clog (2My) —log Ny, log2 +log N, —loghy, 1

0,30lg 0,301 g g

k

Thoi gian thé hé binh quan 1a dao sbé cla hang sb téc dd sinh

trwdng binh quan:



| =

Thoi gian thé hé binh quan g cé thé can cw truc tiép vao db thi
ban logarit (semilogarithmic plot) va hang sbé téc do sinh truéng dé
tinh ra (hinh 14.4). Vi du ,s6 lwong vi khudn tai gio thir 10 13 tir
10° tang 1&n dén 10°thi :

Log 10° - logl0®  9-3

k= = =210
(0,501 (10 ) 4014

(thé hé/h)

== D 5 v 7
#7207 " giovthé hé hay 30 phit/thé he




Hinh 14.3: Sinh trrong thé hé cua Hinh 14.4; Xac dinh thoi gian
vi sinh vét (biéu thj 6 thé hé) thé hé.

(Theo séch cia Prescott Harley va  Thdi gian thé hé co thé xéc
Klein). dinh bdng duong cong sinh
trudng cua vi sinh vat. L&y thoi
gian Ia truc hoanh va lay sé
lurong té bao lam truc tung.

Thoi gian tdng gép doi sé



lwong cta quan thé (thoi gian
thé hé) co thé doc truc tiép

trén dé thi

Thoi gian thé hé thay déi ty theo ching loai vi sinh vat, diéu kién
nudi cay. Mot sé vi khuan thoi gian thé hé khéng quéa 10 phut
(0,17h) trong khi & mét sé vi sinh vat nhan thwc (eucaryotic) lai dai
t&i vai ngay (Bang 14.2). Thoi gian thé hé trong tw nhién thwong la
dai hon so v&i khi nuéi cay.

Béng 14.2: Thoi gian thé hé cia mét sé loai vi sinh véat

Vi sinh vat Nhiét dé (°C) = Thoi gian thé hé
(gio)
Vi khuan va Vi khuan lam

Beneckea natriegens

37 0,16
Escherichia coli

40 0,35
Bacillus subtilis

40 0,43
Staphylococcus aureus

37 0,47
Pseudomonas

37 0,58

aeruginossa



Clostridium botulinum

Rhodospirillum rubrum

Anabaena cylindrica

Mycobacterium

tuberculosis

Treponema pallidum

Scenedesmus

guadricauda

Chlorella pyrenoidosa

Asterionella formosa

Euglena gracilis

Ceratium tripos

Pong vat nguyén sinh

Tetrahymena geleii

37

25

25

37

37

Tao

25

25

20

25

20

24

0,58

4,6-5,3

10,6

Khoang 12

33

5,9

7,75

9,6

10,9

82,8

2,2-4,2



Leishmania donovani

26
Paramecium caudatum

26
Acanthamoeba castellanii

30
Giardia lamblia

37

Nam

Saccharomyces cerevisiae

30
Monilinia fructicola

25

10-12

10,4

11-12

18

30

14.2. XAC BINH SU SINH TRUONG CUA VI SINH VAT

Cé nhiéu cach théng qua viéc xac dinh sy bién dbi sb lwong va

chét lwong vi sinh vat dé hiéu dwoc sw sinh trwdng cua vi sinh vat,

biét dwoc téc do sinh trwdng va thoi gian thé hé. Duwsi day sé gioi

thiéu cac phwong phap thwdng dung nhéat cung cac wu, khuyét

diém clia cac phwong phap nay. Khéng c6 phwong phap nao la tét



nhét, lwa chon phwong phap nao con phu thudc vao tirng trudng

hop cu thé.
14.2.1. Xac dinh s lwong té bao

Phwong phap don gidn nhat dé xac dinh sé lwong té bao la dém
trwe tiép dwdi kinh hién vi. Dung cac phong dém dé dém vira
nhanh choéng, dé dang, lai ré tién nhat, lai c6 thé quan sat thiy
kich ¢& va hinh dang té bao. Thuwéng ding phong dém Petroff-
Hausser dé dém té bao déng vat nguyén sinh. Dung phong dém
héng cau co6 thé dém duoc cac té bao nhan nguyén thiy ciing nhw
té bao nhan that. V&i té bao nhan nguyén thdy can nhudm mau
hoé&c 1a dung kinh hién vi twong phan pha hay kinh hién vi huynh
quang (phase-constrast or fluoresence microscope) dé dé quan
sat hon. Phong dém cé c4u truc dé c6 mét dd sau nhat dinh lai cé
chia ra thanh cac 6 nhé (hinh 14.5). Khi dém sé lwong ta dwa dich
pha lodng vao phong dém, day 14 kinh (lamelle/ cover glass) Ién
trén, sau do tién hanh dém sé lwong dwai kinh hién vi. Khuyét
diém cta phwong phap nay la khéng xac dinh dwoc véi cac mau
c6 s lwong vi khuan qua nhd, do chinh xac ciing khéng cao vi

khéng phan biét dwoc gitra té bao sdng va té bao chét.
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Hinh 14.5: Phong dém Petroff-Hauser:

(a)- M&t nhin nghiéng ctia phong dém- Phong dém chira dich
huyén phu vi khuén la khodng khéng gian bén dwéi 14 kinh; (b)-
Gitra phién kinh c6 phong dém véi céc 6 nhé; (c) O do phéng dai
khodng x 400-500 tién hanh dém sé luong vi khuén trong céac 6
nhé. Lay sé lwong binh quéan dé tinh ra méat do vi khuén trong méau
vat. Trong pham vi 1mm?®cé 225 6 nhé , do dé sé lwong vi khuén
trén 1mm? la (sé vi khudn/mm) x 25; vi phong dém cé chiéu day Ia
0,02mm do dé néng dé vi khuén trong phong dém la: (sé vi
khuén)/m? x 25 (téng s6 6 nhd) x 50= s vi khuén/mm °.

Vi 1 cm®=1 mm? x 10°cho nén gia thir sé lwong vi khuén binh quan
trong méi 6 nhé Ia 28 thi trong 1 cm® cé ndng do vi khuén 1a 28 x
25 x 50 x10°= 3,5 x 10"vi khuén. Nhén véi do pha lodng ban dau

(néu co) sé biét duoc nbng do vi khuén trong méu kiém tra.



V@i dong vat nguyén sinh, vi tdo va nAm men c6 thé dung may
dém dién t& nhw loai may Coulter Counter dé xac dinh sé lwong.
Nguyén ly [a hai b&n méi 16 nhé co dién cuc va nbi dién. Khi té bao
trong dich huyén phu di qua 16 nhd thi cir méi té bao di qua thi
dién tré lai tang 1én (hoac tinh dan dién giam xubng) va sinh ra
mot tin hiéu dién, may dém sé tw déng ghi sb. Két qua xac dinh
cua loai may nay kha chinh xac, cé thé &ng dung rong rai dé xac
dinh s6 lwong héng cau va bach cau, nhwng phwong phap nay
khéng thich hop xac dinh sb lwong vi khuan vi dé bj can thiép boi
cac hat nhd va cac vat chat dang soi trong mau vat.

Ca hai phwong phap néi trén déu khéng phan biét duoc té bao
séng va té bao chét. D& xac dinh sb lvong té bao sdng nguoi ta
thuweng dung phwong phap cay dich pha loang 1&n bé méat moi
trwong thach dia. Sau khi nudi cdy méi vi khuan sé tao thanh 1
khuan lac. Vi du & do pha loang 1 x 10° dém dwoc 150 khuan lac

thi c6 nghia la mat do vi khuan trong mau la 1,5 x 108,

Dung dung cu dém khuan lac cang thém thuan tién. Phwong phap
nay cho biét sé lwong cac té bao séng cla vi sinh vat. Phuong
phap nay don gian, nhay cdm va thich hop rng dung rong rai dé
xac dinh sb lwong vi sinh vat sdng khi phan tich cac mau thwe
phdm, nwéc, dat...Tuy nhién két qua ciing chiu anh hwéng cla
mot s& nhan t6. Néu vi khuan dinh thanh khdi khéng tach réi nhau

ra thi két qua thu dwoc 1a thdp hon thuc té., vi mbi khuén lac



khéng phat trién tlr mot té bao riéng ré. Vi vay két qua thu duwoc to
phwong phap nay duoc coi la sé don vi hinh thanh khuan lac
(CFU-colony forming unit). CFU khdng hoan toan phu hop véi s
té bao sbng trong mau vat. Trong qua trinh s& dung phwong phap
nay nén s dung dd pha lodng nao cho sb khuén lac xuat hién trén
dia chi ndm trong pham vi khoang 30-300 ma théi. Pwong nhién
mai trwéng dinh dwéng khéng thé dap rng chung cho moi loai vi
sinh vat, do d6 két qua thu dwoc bao gi® cling thap hon thuc té.
Khi tron thach véi dich pha loéng thi thach d& di ngudi dé khéng
lam chét vi khuan hay lam thwong tdn véi mot sé loai man cam véi
nhiét d6 . Viéc cly cay dich pha loang trén bé mat rdi dan déu
bang que gat thay tinh thwdng cho két qua cao hon vé sbé lwong vi
sinh vat so voi phwong phap trén véi moi trwdng thach chwa

dong.




Hinh 14.6: Tach khuén lac va phuong phép kiém tra sé luong vi
sinh vat théng qua dém khuén lac moc trén méi truong thach dia.
(a) (b)- Céch ria cay dé téch khuén lac riéng ré (khéng dung dé
dém sé luong) (c)(d)- Cach pha loéng rbi trén véi méi truong thach
chuwa dong
(e)(N- Céch dan djch pha lodng bang que gat trén mét thach (cho

sé luong khuén lac nhiéu hon). Theo sach cta K.P.Talaro,2005.

DPé xac dinh sb lwong vi sinh vat con cé thé nubi cy gidy loc da
loc dich pha loang mau vat. Phuwong phap nay goi la phwong phap
mang loc (membrane filter). Dung mot thiét bj loc dac biét dat vira
mot gidy loc hinh tron ¢é cac 16 nhd hon kich thwéc vi khuén va
cac vi sinh vat khac. Sau khi loc dat giéy loc 1én moi trwdng thach
thich hop hodc thAm wét mang loc bang dich méi truéng thich
hop rdi dé nudi cay 24 gio. Dém sb khuén lac moc trén gidy loc dé

tinh ra mat dé vi khuan séng cé mat trong mau vat (hinh 14.7)
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Hinh 14.7: Phuong phép loc mang dé xac dinh sé luong vi sinh véat

Phwong phap nay thich hop dé sir dung phan tich vi sinh vat trong
nudc. Co thé dung cac méi trworng khac nhau thich hop véi cac
nhoém vi sinh vat khac nhau (hinh 14.8)

Hinh 14.8: Cac loai khuén lac moc trén mang loc.

Theo sach cua Prescott,Harley va Klein (2005)
(a)- Téng sb vi khudn moc trén méi trivong tiéu chuén, Dung chi thi
mau dé nhuém dd khuén lac cho dé diém;
(b)- Duing méi trurong thich hop dé kiém tra nhém vi khuén coliform
c6 nguébn géc ttr phan (khuén lac bat mau xanh);
(c)- Dung méi trrong thach m-Endo dé xéc dinh vi khuén E.coli va
cac Coliform khac- khuén lac cé mau luc;

(d)- N&m soi va ndm men moc trén méi truvong Thach - Mach nha.

Phwong phap mang loc con dung dé dém trwce tiép vi khuén. Dich
mau vat dwoc loc qua médt mang polycarbonate mau den. Vi khuan
trén mang loc dwgc nhuém mau huynh quang béng thudc nhuém
acridine da cam hoac DAPI (diamidino-2-phenylindole). Quan sat
dwai kinh hién vi huynh quang c6 thé thay céac té bao vi sinh vat

hién 1én mau da cam hay mau luc trén modt nén den. Hién da co



nhirng kit thwong mai cho phép phan biét t& bao sbéng va té bao

chét khi kiém tra.
14.2.2. Xac dinh khéi lvong té bao

Sv sinh trwdng cua vi sinh vat khdng chi biéu hién & sé lwong té
bao ma con & ca sw tang trwdng cla tbng khdi lwong té bao.
Phwong phap trwc tiép nhat la xac dinh trong lwong khé cla té
bao. Trwdc hét cin ly tam dé thu nhan sinh khdi té bao. Sau dé
riva t& bao rdi lam kho trong 16 sy rdi can trong lwong kho.
Phwong phap nay thich hop dé xac dinh sw sinh trwdng ctia ndm.
Phwong phap nay tén thdi gian va khéng that man cam. Déi véi vi
khuén vi trong lwong tirng céa thé 1a rat nhd, tham chi phai ly tam
t&i vai tram ml méi da sé lwong dé xac dinh trong lwong sinh khoi
khé.

Phwong phap nhanh hon, man cam hon la dung phwong phap do
dd duc nho tan xa anh sang. Mirc d6 tan xa anh sang ty Ié thuan
v&i ndng dd t& bao. Lic ndéng do vi khuan dat dén 107 t& bao/ml thi
dich nuéi cly sé van duc, ndng d6 cang tang thi d6 duc cling tang
theo va lam can tré anh sang di qua dich nudi. C6 thé do d6 tan xa
anh sang bang quang phd ké (spectrophotometer). O mét mic do
hap thu anh sang thap, gitra ndng d6 té bao va gia tri hap thu anh
sang c6 quan hé tuyén tinh (hinh 14.9). Chi can ndng db vi sinh
vat dat t&i ndng dd co thé do dwoc 1a déu cé thé dung phuong
phap do dd duc trén quang phd ké dé xac dinh sy sinh trwdng cla
vi sinh vat. Néu ham lwong mot sé vat chat trong méi té bao la
gidng nhau thi tbng lwong chat do trong té bao cé twong quan truc
tiép v&i tbng sinh khéi vi sinh vat. Chéng han, thu té bao trong mot

thé tich nhat dinh cta dich nuéi cay, rira sach di rdi do téng lwong



protein hay tdng lwong nitrogen, co thé thay sy tdng quan thé vi
sinh vat la phu hop véi sy téng tdng lwong protein (hay N). Ciing
twong tw nhw vay, viéc xac dinh téng lwong chlorophyll cé thé
dung dé do sinh khéi tdo; do ham lwong ATP c6 thé biét dwoc sinh

khéi clia cac vi sinh vat séng.
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Hinh 14.9: Do s6 lwong vi sinh vat bang phuong phép do doé duc.

Théng qua viéc do do hap thu anh sang cé thé xac dinh dwoc sinh
khéi vi sinh vat. Khi sb lwong té bao tang 1én sé& dan dén viéc tang
dod duc, mirc d6 tan xa anh sang nhiéu hon va quang phd ké sé do
dwoc mirc do tang lén cua tri sd hap thu anh sang. Trén quang
phd ké c6 hai thang chia d&: phia dwéi 14 tri s6 hap thu anh sang,
phia trén 1a mirc d6 thAu quang. Khi tri s6 h4p thu anh sang tang

len thi mde d6 thiu quang ha xudng.

14.3. NUOI CAY LIEN TUC VI SINH VAT

Trong cac phan trén ching ta xem xét viéc nudi cay phan mé
(batch cultures) trong cac hé thdng kin, tirc 1a khédng cé chuyén bd
sung chat dinh dudng, cling khéng thai loai cac s&n pham c6 hai
sinh ra trong qua trinh sdng. Giai doan logarit chi duy tri qua vai
thé hé sau dé chuyén vao giai doan 6n dinh. Néu nudi cay vi sinh
vat trong mot hé théng hé, trong qua trinh nudi cdy thuwdng xuyén
bd sung chét dinh dwéng va thai loai cac chat can ba thi co thé

lam cho méi trwdng ludn gilr & trang thai dn dinh. D6 Ia hé théng



nudi cdy lién tuc (continuous culture system). Trong hé théng nay
sw sinh trwdng cua vi sinh vat luén gitr dwoc & trang thai logarit,
néng do sinh khéi vi sinh vat luén git dwoc én dinh trong mét thai

gian twong dbi dai.

Gia tht ta c6 mot binh nudi cay trong dé vi khuan dang sinh
trwdng, phat trién. Ta cho chay lién tuc vao binh mét méi trwdng
m&i ¢ thanh phan khéng thay dbi. Thé tich binh nudi cay gilr n
dinh. Dong méi truéng di vao bu dap cho dong méi trwong dira
véi cling mot téc dd. Ta goi thé tich cha binh 1a v (lit), téc dd dong
mai trudng di vao 1a f (lit/ gior). Téc do (hay Hé sb) pha loang duoc
goi la D (f/v). Pai lwgng D biéu thi sw thay dbi thé tich sau 1 gio.
Néu vi khuan khéng sinh trwdng va phat trién thi ching sé bi rat

dan ra khai binh nuéi cay theo tbc d6:
v=dX/dt=D.X
X la sinh khéi té bao

Nguoi ta thwdng dung hai loai thiét bj né nudi cay lién tuc vi sinh

vat. Do la Chemostat va Turbidostat.
14.3.1. Chemostat

Khi st dung Chemostat dé& nudi cay vi sinh vat ngudi ta dwa moi
trwdng vo khuan vao binh nudi cay véi lwgng twong duong véi tée
dd dwa mdi trwong chira vi khuén ra khéi binh nudi cdy (xem hinh
14.10). Trong mai trwong mot s6 chéat dinh duéng thiét yéu ( nhw
mot vai acid amin) can khéng ché néng dé trong mét pham vi nhat
dinh. Vi vay téc dd sinh trwdng cua vi sinh vat trong hé thdng

quyét dinh b&i tbc d6 moéi truérng méi dwoc dwa vao hé théng va



néng d6 té bao phu thudc vao néng dé cac chat dinh dwdng duwoc
han ché. Nhip do dbi mé&i chat dinh duwéng biéu thi bi nhip d6 pha
loéing D (dilution rate). Téc dd lwu thédng cla chét dinh dwéng

(ml/h) dwoc biéu thi bang f va thé tich binh nudi cay 1a V (ml):

D= f/V

Chéang han néu f la 30ml/h va V [a 100ml thi nhip d6 pha loang D
1a 0,30h™". Ca sb Iwong vi sinh vat va thoi gian thé hé déu co lién
quan dén nhip dd pha loang (hinh 14.11). Trong mét pham vi nhip
do pha loang twong dbi rong thi mat do vi sinh vat trong hé théng
la khéng thay déi.. Khi nhip do pha lodng ting Ién, th&i gian thé hé
ha xudng (téc dd sinh trwdng tang 1&n), khi dé chat dinh duéng
han ché bi tiéu hao hét. Néu nhip dé pha lodng qua cao thi vi sinh
vat bi loai ra khai binh nudi cay trwdc khi kip sinh sdi ndy né bdi vi
lic d6 nhip d6 pha lodng cao hon téc do sinh trwdng cla vi sinh
vat. Néng dd cac chat dinh dwéng han ché tang 1én khi nhip d6

pha loéng tang cao vi c6 it vi sinh vat str dung chung.
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Hinh 14.10: Nuéi cdy lién tuc ~ Hinh14.11: Hé théng nudi cay
trong lién tuc (Chemostat)

Chemostat va Turbidostat



Khi nhip d& pha loang rat th4p thi néu tang nhip dé pha lodng sé
lam cho ca mat do té bao va tdc d6 sinh trwdng déu tang 1én. D6
la do hiéu &ng clia ndng d6 chat dinh duwéng dbi véi nhip dd sinh
trwdng (growth rate). Quan hé nay cé luc dugc goi la quan hé
Monod (Monod relationship). Trong diéu kién nhip dé pha loéang
thap , chi c6 it &i chat dinh dwéng dwoc cung cép thi t& bao phai
dung phan I&n ndng lwong dé duy tri sy séng chir khéng dung dé
sinh trwdng, phat trién. Luc nhip d6 pha lodng tang 1&n, chat dinh
duéng tang 1&n, t& bao c6 nhiéu nang lvong dwoc cung cép,
khéng nhirng dé duy tri s séng ma con cé thé dung dé sinh
trwdng, phat trién, 1am tdng cao mat do t& bao. Noi cach khac, khi
té bao co thé s dung nang lwong vuot qua nang lwong duy tri

(maintenance energy) thi nhip dé sinh truéng sé bat diu tang lén.

Mt 45 18 bdo hobe sinh khbi

Tn sd do

Hhip 45 pha boling




Hinh 14.12: Ty Ié pha lodng trong chemostat va sinh truéng cua vi

sinh vat

14.3.2. Turbidostat

Turbidostat 1a loai hé théng nudi c4y lién tuc th&r hai. Théng qua té
bao quang dién (photocell) d& do d& h4p thu anh sang hay doé duc
trong binh nudi cdy dé tw dong diéu chinh lwu lwong mai trudng
dinh dwdng, lam cho dd duc hay mat do té bao gilr & mirc d6 nhw
dy kién. Turbidostat va Chemostat c6 nhiéu diém khac nhau.
Trong hé thdng Turbidostat méi trwérng khéng chira cac chat dinh
dwdng han ché, nhip do pha loang khong c6 dinh. Turbidostat hoat



dong tét nhat khi nhip dd pha loéng cao trong khi Chemostat lai 6n

dinh nh4t va hiéu qua nhét khi nhip d6 pha loang twong dbi thap.

Hé thdng nudi cay lién tuc 1a rat co loi vi cac té bao ludn & trang
thai sinh trwdng thudc giai doan logarit. Hon nira cé thé dung lam
mé hinh dé& nghién clru su sinh trwdng cua vi sinh vat trong diéu
kién ndbng dd chét dinh dwéng thap twong tw nhw & méi truéng tw
nhién. Hé théng nudi cay lién tuc rat cé ich trong viéc nghién ctu
nhiéu Iinh vwe khac. Chang han, dé& nghién ctru tac dung twong hd
gitra cac loai vi sinh vat trong diéu kién mai truong twong tw nhw
maéi truéng nwdc ao hd nwdc ngot. Hé thdng nudi cay lién tuc da
dwoc str dung trong cac nganh vi sinh vat hoc cong nghiép va

thwe pham.

14.4. ANH HWUONG CUA CAC NHAN TO MOI TRUONG DEN SU
SINH TRUONG CUA VI SINH VAT

Nhw ching ta da biét vi sinh vat cé kha nang dap (rng v&i s bién
héa ctia néng dd chat dinh dwéng, nhéat 14 cac chét dinh dwéng
han ché. Sw sinh trwdng cuda vi sinh vat chiu &nh huéng rat |&n dbi
v&i cac nhan td vat ly, hda hoc ctia méi tredng séng. Hiéu biét vé
anh hudng clia cac nhan td méi trwong dbi véi sw sinh trudng cta
vi sinh vat gitp ich rat nhiéu cho viéc khéng ché vi sinh vat cling
nhw ddi vai viéc nghién clru sw phan b sinh thai cda vi sinh vat.
DPang chu y 1a mét s6 vi sinh vat co thé sbng dwoc trong nhirng
diéu kién cuc doan (extreme) va kho sbng (inhospitable). Cac vi
sinh vat nhan nguyén thay (Procaryotes) c6 thé sinh ton tai & moi
noi co thé sinh séng. Nhiéu noi cac vi sinh vat khac khéng thé ton
tai dwoc nhung vi sinh vat nhan nguyén thay van cé thé sinh

trwdng rat tét. Chang han vi khuén Bacillus infernus c6 thé séng &



do sau 1,5 ddm dwoi mat dat, noi khéng cé 6xy va cé nhiét dd cao
dén 60°C. Nhirng vi sinh vat cé thé sinh trwdng dwoc trong nhirng
hoan canh ha khac nhw vay dwoc goi la cac vi sinh vat wa cuc

doan.

Trong phan nay ching ta sé& xem xét &nh hwéng cla mot sé6 nhan
t6 cha yéu clia méi tredng dbi véi sy sinh trwdng cla vi sinh vat
(béang 14.3)

Béng 14.3: Phan umg cla vi sinh vét véi cac nhan té moi truong
Thuat ngiv Dinh nghia Vi sinh vat dai dién

Hoat tinh cGa nwéc va dung chat

Vi sinh vat wa ap C6 thé sinh Staphylococcus aureus,
(Osmotolerant) trwdng trong  Saccharomyces
mot pham vi

réng vé hoat

tinh cua nwéc

va ndéng do

tham thau.
Vi sinh vat wa méan Can sinh Halobacterium,Dunaliella,
(Halophile) trwdng & ndng Ectothiorhodospira

dé NaCl cao,

thwong la tw

0,2 mol/L tr&

[én.
pH

Ua acid (Acidophile)  Sinh trwdng tét Sulfolobus, Picrofilus,

nhét trong Ferroplasma, Acontium,



Ua trung tinh
(Neutrophile)

Ua kiém(Alkalophile)

Ua
lanh(Psychrophyle)

Chiu
lanh(Psychrotroph)

Ua &m(Mesophile)

pham vi pH 0- Cyanidum caldarium.
5,5

Sinh trwéng tét Escherichia, Euglena,
nhét trong Paramecium

pham vi pH

5,5-8,0

Sinh trwéng tét Bacillus alcalophilus,
nhét trong Natronobacterium
pham vi pH
8,5-11,5

Nhiét do
Sinh trwéng tét Bacillus psychrophilus,
nhit & 15°C  Chlamydomonas nivalis

hay thap hon.

Co thé sinh Listeria monocytogenes,
trwdng & 0-7°C Pseudomonas fluorescens
nhwng sinh

trwdng tot nhat

& 20-30°C, con

c6 thé sinh

trvdng dwoc &

khoang 35°C

Sinh trwéng tét Escherichia coli, Neisseria,
nhat & 25- Gonorrhoeae, Trichomona

45°C. vaginalis.

Ua nhiét(Thermophile) C6 thé sinh  Bacillus

trvdng & nhiét stearothermophilus,



d0 55°C hoac Thermus aquaticus,

cao hon, nhiét Cyanidium caldarium,

do thich hgp  Chaetomium thermophile

nhét thwong la

gilra 55 va

65°C
Ua nhiét cao Thich hop phat Sulfolobus, Pyrodictium,
(Hyperthermophile) ~ trién & nhiét dd Pyrococcus.

gitra 80 va

khoang 113°C

Nong dé Oxy
Hiéu khi bat buéc Hoan toan dwa Micrococcus luteus,
(Obligate aerobe) vao O, cua Pseudomonas,

khong khi d&  Mycobacteriun, phén Ién
sinh trwdng  Tdo, Nam va PV nguyén
sinh

Ky khi khéng bat buéc Khong can Escherrichia,

(Facultative anaerobe) O, dé sinh Enterococcus,
trwdng nhwng Saccharomyces cerevisiae
sinh trwéng tét
hon khi cé mat
Oz,

Ky khi chju Oxy Sinh trwédng  Streptococcus pyogenes
(Aetolerant anaerobe) nhw nhau khi

cO mat hay

khéng co Oxy

Ky khi bat buéc Bj chét khicé  Clostridium, Bacteroides,



(Obligate anaerobe) mat O, Methanobacterium,

Trepomonas agilis.

Vi hiéu khi Céan O, & mirc Campylobacter, Spirillum
(Microaerophile) do thAp hon2- volutans, Treponema
10% dé sinh  pallidum
trvdng va bi

tdn hai trong
khéng
khi (20%)
Ap suat
Ua ap (Barophile) Sinh trwdng  Photobacterium profindum,
nhanh hon khi Shewanella benthica,
ap suatthiy  Methanococcus jannaschii

tinh cao

14.4.1. Hoat tinh cGia nwéc va dung chét

Vi té bao vi sinh vat tach vé&i méi trwong cla ching bang loai
mang sinh chét ¢é tinh thAdm thau chon loc cho nén vi sinh vat chiju
anh hwéng cla svw bién ddi néng dd thdm thiu trong méi trwéong.
Néu mét vi sinh vat dwoc dwa vao dung dich cé néng do thadm
th4u thap thi nwéc sé& xam nhap vao té bao, néu khéng cé sw
khéng ché hiru hiéu thi t& bao sé bj trvong I&én va vé ra. Nho ¢
cac thé ndi ham ma cé thé gidm thap néng d6 thdm thau cia té
bao chét. Luc tinh thdm thau ctia méi trwdng thap hon tinh thdm
thiu clia té bao chat, cac vi sinh vat nhan nguyén thly ciing cé thé

pha v& cac kénh man cdm véi ap suéat lam cho dung chat thAm ra.



Phan 16n vi khuén, tdo va ndm thwong co thanh té bao virng chéc,
c6 thé duy tri hinh thai va tinh hoan chinh cua té bao. Luc dua té
bao céac vi sinh vat c6 thanh té bao virtng chac vao méi trudng ap
suéat thdm thau cao thi nwéc sé thoat ra, mang sinh chét sé tach ra
khoi thanh té bao va tao ra tinh trang co nguyén sinh. Sy mét
nuwdc nay cua té bao sé tén hai t&i mang té bao chét, té bao sé
mat kha nang trao dbi chat va ngirng sinh trwdng. Diéu nay lién
quan dén viéc bdo quan thwc phdm nhé& mudi man hodc tam

dwong (lam mt, ngdm méat ong...).

Nhiéu vi sinh vat s&r dung dung chat hén hop (compatible solute)
dé lam cho nbéng dd thdm th4u clia nguyén sinh chat cao hon moi
trwong chung quanh, lam cho mang sinh chat van gan duoc voi
thanh té bao. S& di goi la dung chat hén hop 1a vi dung chat do co
thé thich hop dé té bao sinh trwdng va phat trién ngay khi cé néng
dd cao trong t& bao. Phan I&n vi sinh vat nhan nguyén thay cé thé
nang cao néng d6 thAm thau trong té bao & mai trudng ap suét
thdm thau cao 14 nho téng hop hodc hap thu choline, betaine,
proline, acid glutamic va cac acid amin khac. Viéc nang cao ndng
d6 K* cling c6 thé & mot mire dd ndo dé giup nang cao néng do
thdm thau trong t& bao. Tao va ndm thi s&r dung saccharose va
céac polyol, vi du nhw arabitol, glycerol, mannitol,... dé dat dwoc
muc dich nhw vay. Polyol va acid amin la nhirng dung chét ly
twdng dé nang cao ndng dd thdm thau trong té bao bdi vi ching
khong pha hly cAu triuc va chire ndng ciia enzym. Nhiéu vi sinh
vat nhan nguyén thay nhw Halobacterium salianarium st dung

K" d& nang cao ndéng dé thdm thau trong té bao, Na* cling ¢o tac
dung nay nhwng khéng st dung dwoc cao nhw K. Cac enzyme

cliaHalobacterium can néng d6 mudi cao dé duy tri hoat tinh.



Pong vat nguyén sinh do khéng cé thanh té bao nén phai st dung
cac khéng bao (vacuoles) dé bai xuat phan nwéc dw thira khi séng
trong méi truéng cé ndng dd thdm thau thap.

Tac dung twong hd gitra phan t& nwéc va phan tlr dung chat duwoc
goi 1a hiéu rng thAm thAu (osmotic effect) con hiéu rng co chat
(matric effect) 1a biéu thj cac phan tir nwéc bi hdp phu (adsorption)
trén bé mat cac chat ran. Hai hiéu &ng nay dan dén viéc giam sut
phan nwéc cé thé dwoc vi sinh vat st dung. Vi ndng d6 thdm thau
trong méi trwdng cé anh hwéng sau séc dbi véi vi sinh vat cho nén
dé dinh lwong kha ndng st dung nwéc cac nha vi sinh vat hoc
thuwdng dung khai niém hoat d6 nuwéc a,, (water activity a,) dé biéu
thi tinh htvu hiéu cla nwéc. Cling cé thé dung thé nang nwéc
(water potential) twong quan véi a,, dé biéu thij tinh hiru hiéu cla
nuéc. Hoat dd nwdc ciia mét dung dich 14 1/100 ctia d6 Am twong
dbi ctia dung dich nay (tinh theo %), ciing la twong dwong véi ty &
gitra ap suéat bay hoi ctia dung dich nay (Pson) va ap suat bay hoi

cta nuwac tinh khiét (Pyater):

Hoat d6 nwd&c cua moét dung dich hay mét chat ran cé thé xac dinh
bang cach dwa vao mét vat chra kin va do dd &m twong dbi sau
khi hé thdng dat téi trang thai can bang (equilibrium). Vi du, mot
mau vat sau khi dat t&i trang thai can bang trong hé thdng nay ma
khong khi dat t&i 95% béo hoda, thi cling tire la khdng khi chira
95% dd &m khi dat t¢i can bang & cung nhiét dd véi mot mau
nuwéc thuan khiét, hoat dd nwdc clia mau vat nay 1a 0,95%. Hoat
dd nwdc ty 18 nghich voi ap suat thdm thau, néu ap suéat thdm thau

cao thi tri s6 a,, la thap.



Céc vi sinh vat khac nhau c¢é nang lwc thich ng khac nhau rat Ién

dbi véi mai trwdng c6 hoat dd nwéc thap (bang 14.4)

Béng 14.4: Tri s6 twong dbéi vé hoat do nwéc (a,) thdp nhét doéi voi
S sinh trirong cuaa vi sinh vét (theo A.D. Brown, 1976)
Hoat dd nwéc  Méi trwdng Vi khuan, Nam, Tao
1,00 Nwéc thuan khiét Phan Ién VK Gram (-) khéng wa
man
0,95 Banh my Phan Ion trwc khudn Gram (-

) Basidiomycetes Fusarium

Phan Ién Mucor,Rhizopus,

Bacillus.

0,90 Pui gia suc Phan I&n cau khuan, NAm men
coO bao t tui.

0,85 Salami Y Staphylococcus

0,80 Thwe phdm mubi Saccharomyces rouxii (trong

mudi), Penicillium

0,75 H6 mubi Halobacterium, Aspergillus,

Ca mubi Dunaliella , Actinospora

0,70 Ngii cbc, keo,  Aspergillus

qua khod
0,60 Socéla, mat ong, Saccharomyces rouxii (trong
sira bot dwdng), Xeromyces bisporus

0,55 ADN bij pha huy
Cé thé ké thém vai vi du khac vé tri s6 a,: mau nguoi- 0,995; qua
twoi- 0,97-0,98; nwéc bién- 0,98; thit gia suc twoi- 0,97; sird- 0,90;



giam bong- 0,90; lap xwong- 0,85; mut qua- 0,80; nwdc dwdng
bao hoa- 0,76; bét my- 0,65...

Vi sinh vat muén gitr lwgng nuwdc bang cach duy tri dung chét néi
bao & néng do cao khi sinh trwdng trong méi truéng c6 hoat do
nudc thap sé gap kho khan kha I&n. Nhirng vi sinh vat co thé tén
tai trong nhirng diéu kién nhuw vay dwoc goi la cac vi sinh vat chiu
&p (osmotolerant). Ching c6 thé sinh trwdng dwoc trong mot
pham vi ndng dé thdm thau hodc hoat dd nwéc kha réng. Vidu , vi
khuan Staphylococcus aureus c6 thé nudi cay trén moi trudng cé
néng dd NaCl cao t&i 3 mol/L. Chang ciing cé thé thich rng sinh
trwdng trén da nguwdi. Ndm men Saccharomyces rouxii c6 thé sinh
trwdng trén dung dich duwéng cé hoat dd nwéc thap dén 0,6. Tao
luc Dunaliella viridis cé thé chiu dwoc ndng dé NaCl cao dén
1,7mol/L ho&c ndng dd bao hoa.

Mac dau mét sé it vi sinh vat cé thé thue sw chiu 4p nhung phan
I&n vi sinh vat chi cé thé sinh trwdng tét & hoat dd nwéc khodng
0,98 (twong dwong vadi a,, clia nwédc bién) hodc cao hon niva. Lo
dung diéu nay nguoi ta sir dung phwong phap say khé hay dung
mudi, dung dwdng dé bao quan thuwc phdm, phong tap nhiém bai
vi sinh vat. Tuy nhién nhiéu ndm chiju ap van cé thé lam hw hdéng
céac thwe phdm da say khoé hodc wep mudi, tm duwong.

Vi sinh vat wa man (Halophile) hoan toan thich &ng v&i méi tredng
cao ap (hypertonic), can ndng dd NaCl cao dé sinh trwdng. Pham
vi nébng dd mudi can thiét dé sinh trwdng déi véi nhém vi khuén wa
man cuc doan (extreme halophilic bacteria) la 2,8-6,2 mol/L (néng
dd mubi bao hoa). Tai Bién Chét (Dead Sea)- mot hd thap nhét thé
gi®i ndm gilra Israel va Jordan, va tai hé Dai Diém (Great Salt
Lake) & bang Utah (Hoa Ky) va tai cac méi trwérng khac cé ndng

dd6 mubi gan véi bao hoa, cé thé phan lap dwoc cac C6 khuan



(archeon) thudc chiHalobacterium. Ching cung céac vi khuan uva
man cuc doan khac khéng gidng v&i phan I&n cac vi sinh vat chiu
ap (osmotolerant) & chd khéng phai la don gian thdng qua viéc
nang cao néng do dung chat ndi bao, ma chi yéu la sira dbi cau
tric protein va mang cla minh dé thich rng véi ndng dé mudi cao.
Nhirng vi khudn wa man cuc doan nay duy tri ndng d6 kali ndi bao
sao cho ap suat thdm thau cao hon méi truéng sdng; néng do

K" ndi bao co thé t&i 4-7 mol/L. Cac enzym, ribosom va protein van
chuyén cla cac vi khuan nay can ndng dd K* cao dé duy tri tinh én
dinh va hoat tinh. Ngoai ra néng dé Na* cao ciing gitp cho sw 6n
dinh cla t& bao va mang sinh chét cta vi khudn Halobacterium.
Néu ndng d6 Na * qua thap thi thanh t& bao va mang sinh chéat sé
hoan toan bj pha hay. Vi khudn wa méan cuc doan thich (rng thanh
coéng v&i didu kién méi trwrng mudi cao, noi co thé tiéu diét hau
hét cac sinh vat khac. Tuy nhién chung ciing da biét hoa
(specialized), mat di tinh linh hoat (flexibility) sinh thai va chi cé thé

sinh trwdng trong mét it mdi trvdng cwe doan.
14.4.2. pH

pH 1a s6 do hoat tinh ion hydrogen ctia mét dung dich va dé 1a sé
logarit am cta néng do ion hydrogen (biéu thi bang ndng dd phan
ter):

pH= -log[H"]= log (1/[H" ])
Thang pH ttr pH 0,0 (1,0 mol H*) dén pH 14,0 (1,0 x 10 “mol H").
Mbi don vi pH dai biéu cho sw bién dbi 10 1an vé néng dé ion
hydrogen. Hinh 14.13 cho thay noi cw trd ma vi sinh vat c6 thé
sinh trwdng la rat rong, tir pH rat acid (pH 1-2) dén nhirng hd hay

dat rat kiém vai pH gitra 2 va 10.



pH c6 anh huéng rd rét ddi véi sw sinh trwdng cla vi sinh vat. Mbi
vi sinh vat déu c6 mét pham vi pH sinh trwdng nhat dinh va pH
sinh trwdng tét nhat. Vi sinh vat wa acid (acidophile) c6 pH sinh
trwdng tét nhat 1a pH 0-5,5 ; dbi v&i vi sinh vat wa trung tinh 1a pH
5,5-8,0 ; dbi v&i vi sinh vat wa kiém (alkalophile) la pH 8,5-11,5. Vi
sinh vat wa kiém cwc doan cé murc sinh trwéng tdi wu & pH 10 hay
cao hon nira. N6i chung, cac nhém vi sinh vat khac nhau déu cé
pham vi sinh trwdng riéng ctia minh. Phan I&n vi khuan va dong
vat nguyén sinh 1a wa trung tinh. Phan Ién ndm la wa hoi acid (pH
4-6). Cling c6 nhiéu trwérng hop ngoai l&. Vi du, tdoCyanidium
caldarium va cb khuan Sulfolobus acidocaldarius thwong séng
trong cac sudi nwdc néng acid, ching sinh trwdng tét & nhiét do
cao va pH t 1 dén 3. Cb khuan Ferroplasma
acidarmanus va Picrophilus oshimae c6 thé sinh truéng & pH=0
hay rat gan véi 0.

Bang14.5: Thang pH
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Mé&c dau vi sinh vat thwong cé thé sinh trwdng trong mot pham vi
pH kha rong, va xa v&i pH tét nhat ctia ching, nhwng tinh chiu
dwng (tolerance) ctia ching cling ¢é gi¢i han nhat dinh. Khi pH
trong t& bao chét co6 sy bién héa dot ngdt sé lam pha vé mang
sinh chat hodc lam (e ché hoat tinh clia enzyme hay proteine
chuy&n mang, do d6 lam tén thwong dén vi sinh vat. Vi sinh vat
nhan nguyén thly bi chét khi pH néi bao gidm xubng thap hon 5,0-
5,5. Sw bién dbi pH clia mai trwdng sé lam thay dbi trang thai dién
ly ciia phan t&r cac chat dinh dwéng, 1am ha thap kha nang st

dung chung cua vi sinh vat.

Khi pH trong méi trwdng ¢ sw bién hoa twong dai lén thi pH noi
bao clia phan I&n vi sinh vat van gan trung tinh. Nguyén nhan cé
thé la do tinh thdm cGa H* qua mang sinh chét la twong doi thap.

Vi sinh vat wa trung tinh thdng qua hé théng van chuyén da st



dung K" thay cho H*. Vi sinh vat wa kiém cwc doan nhw Bacillus
alcalophilus dung Na* ndi bao thay thé cho H* clia méi trwong bén
ngoai, gitr cho pH ndi bao gan véi trung tinh. Ngoai ra hé théng
chat dém nodi bao (intering buffering) cling ¢6 vai trd quan trong
trong viéc duy tri pH én dinh.

Vi sinh vat phai c6 nang luc thich trng v&i sy bién dbi pH cla moi
trwong thi mai cé thé sinh tén. Dbi véi vi khuén, hé théng van
chuyén nguoc K*/H* va Na*/H *cé thé dung dé khac phuc nhirng
bién dbi nhd vé pH. Néu pH qué acid cac co ché sé phat huy tac
dung. Luc pH gidm xudng t&i pH 5,5-6,0 vi khuan thwong han
(Salmonella typimurium) va Escherichia coli cé thé tdng hop ra
mot loat cac protein mé&i va dwoc goi la mét phan cta dap ing
chdng chiju acid. ATPase chuyén vj proton dwoc dung dé san sinh

ra nhiéu ATP hodc bom proton

Ra ngoai t& bao. Néu pH bén ngoai gidam xudng con 4,5 hay thap
hon niva vi khuan sé téng hop ra cac phan tlr di kém, chang han
nhw céc protein gay sbc acid (acid shock proteins) hay cac protein
gay sbc nhiét (heat shock proteins). Chiing dwoc dung dé phong
nglra sw bién tinh acid clia cac protein khac va gitp sira chiva lai

céac protedins da bj bién tinh.

Vi sinh vat thwéng sinh ra cac chat thai trao dbi chat cé tinh acid
hay kiém dé lam thay déi pH méi trudng séng. Vi sinh vat 1&n men
st dung ngudn carbonhydrat dé tao ra cac acid hiru co. Cac vi
sinh vat dinh dwdng hda nang vo co (chemolithotrophs)

nhw Thiobacillus cé thé 6xy héa cac hop chat lwu huynh dang khir
dé sinh ra acid sulfuric. Mét sb vi khuan khac théng qua viéc phan

gidi cac acid amin lam sinh ra NH3 va lam kiém hoa méi truong.



Nguoi ta thwong bd sung cac chat dém (buffers) vao méi trwong
nudi cdy d& phong ngtra sy trc ché qua trinh sinh trwéng cua vi
sinh vat khi pH bién hoéa qué I&n. Phosphat la chat dém thuwdng
dwoc st dung, dién hinh la mudi H,PO, acid yéu va mudi HPO,*
kiém yéu :
H* + HPO,> — H ;PO

OH + H,PO,~— HPO,* + HOH
Néu bd sung H* vao hé théng dém né sé két hop voi HPO,* dé
tao ra acid yéu. Néu bd sung OH” vao hé théng dém né sé két hop
v&i HoPO 4 dé tao thanh nwéc. Nhw vay [a pH méi tredng khéng
bi bién héa qua I&n. Trong cac méi truorng phire tap thi peptid va

céac acid amin cling cé ndng lwc dém (buffering effect) rat manh.

14.4.3. Nhiét do

Ciling giébng nhu cac sinh vat khac, nhiét dd ctia méi trwong ciing
c6 anh hwdng rat Ién dbi véi vi sinh vat. Trén thwe té, do visinh
vat thwong 1a cac sinh vat don bao cho nén ching radt man cam
v&i s bién héa cua nhiét do, va thuwdng bi bién héa cung véi sw
bién hoa vé nhiét d6 clia méi trwdng xung quanh. Chinh vi vay,
nhiét d6 cta té bao vi sinh vat cling phan anh truc tiép nhiét do
ctia méi trwdng xung quanh. M6t nhan té quyét dinh anh hwéng
cla nhiét do dbi véi sw sinh trwdng cla vi sinh vat dé la tinh man
cam v@i nhiét dé ctia cac phan rng xuc tac nho enzym. Trong
pham vi nhiét do thap, khi nhiét do tang 1&n sé lam tang téc dd sinh
trwdng cula vi sinh vat, vi phan &rng xuc tac nhd enzyme ciling
gibng nhw cac phan &ng hda hoc noi chung, khi nhiét dé tang lén
10°C téc dd phan (rng sé ting gap doi. Vi cac phan (rng trong té
bao déu tdng cho nén toan bd hoat déng trao déi chat sé tang 1&n

khi nhiét dé cao hon, va vi sinh vat sé sinh trwédng nhanh hon. Luc



nhiét do tang Ién dén mot mirc dd nhéat dinh thi nhiét o cang tang
tdc d6 sinh trwdng cang gidm. Khi nhiét 6 tdng qué cao vi sinh
vat sé& chét. Khi nhiét dé qua cao sé gay ra sw bién tinh cua
enzym, cla cac thé van chuyén (transport carriers) va cac protein
khac. Mang sinh chat sé bi tdn thwong vi hai I6p lipid sé& bi hoa
tan. Do d6 mac dau & nhiét do cang cao cac phan (rng xuc tac tién
hanh cang nhanh nhung do cac nguyén nhan néi trén ma té bao bi
tdn thwong dén mirc kho hdi phuc va dan dén viéc trc ché sinh
trwdng. Tai diéu kién nhiét do rat thAp mang sinh chét bi két déng
lai, enzyme cling ngirng hoat dong. Noi chung, néu vuot qua nhiét
do tét nhat dbi vai vi sinh vat, chire nang va két ciu té bao déu bi
anh hwéng. Néu nhiét do rat thap, tuy chirc nang chiu anh huéng
nhuwng thanh phan héa hoc va két cAu khéng nhét thiét chiu anh

hwédng.

Do anh hwéng hai mat, viva cé loi vira cé hai ciia nhiét do dbi voi
vi sinh vat ma cé thé xac dinh céac loai nhiét dd co ban (cardinal
temperaturre) dbi véi sw sinh trwdng cla vi sinh vat. Dé la nhiét do
thap nhéat (minimum), nhiét do tét nhat (optimum) va nhiét dé cao

nhat (maximum) dbi v&i sw sinh trwéng.
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Hinh 14.13: Anh hwéng clda nhiét do dbi véi tbec do sinh trudng cua
vi sinh vat

(Theo sach cua Prescott, Harley va Klein)



M&c dau dwong biéu dién anh hwéng cia nhiét d6 dbi véi sinh
trwdng cua vi sinh vat [a phu thudc vao tirng vi sinh vat, tirng diéu
kién khac nhau nhwng nhiét do tét nhat thuwdng gan véi nhiét do
cao nhat hon 1a so v&i nhiét dd thap nhat. Ba nhiét d6 co ban cua
cung mot loai vi sinh vat khéng phai 1a ¢b dinh ma thwdng phu
thudc vao pH, thirc 8n va cac nhan té khac. Chéng han, mét loai
ddng vat nguyén sinh cd tién mao la Crithidia fasciculate séng
trong dwong tiéu héa clia mudi co thé sinh trwdng trén moi trudng
don gian & nhiét do 22-27°C nhwng & nhiét do 33-34°C thi lai
khéng sinh trudng dwoc néu khéng bd sung vao méi tredng ion
kim loai, acid amin, vitamin va lipid.

Nhiét dd co ban cla cac vi sinh vat khac nhau 1a khac nhau rat
nhiéu. Nhiét do tét nhat cé thé thap tir 0°C dén cao té¢i 75°C. Nhiét
dd thap nhat dé sinh trwdng cé thé dén -20 °C. Nhiét do cao nhéat
c6 thé vwot qua 100°C. Nhan tb chi yéu quyét dinh pham vi sinh
trwdng nay co thé 1a nwdc. Ngay trong diéu kién t6i cwc doan thi vi
sinh vat cling can cé nwdc & trang thai dich thé mai cé thé sinh
trwdng. Doi v&i sb ddng vi sinh vat thi pham vi nhiét dé sinh
trwdng thwong trong khoang 30 °C. Mét sé vi sinh vat (nhw Cau
khuén lau - Nesseria gonorrhoeae) c6 pham vi nhiét dé sinh
trwdng rat hep. Trong khi d6 cling c6 nhirng vi sinh vat (nhw
Enterococcus facalis) lai ¢ pham vi nhiét dé sinh trwéng rat rong.
Nhiét dé sinh trwéng cao nhat la khac nhau githa cac nhoém I&n vi
sinh vat. Nhiét do sinh trwéng cao nhéat déi véi dong vat nguyén
sinh (protozoa) 1a 50°C. Mot sb tdo va ndm cé thé sinh trwéng &
nhiét do cao t&i 55-60 °C. Mt sé vi sinh vat nhan nguyén thay cé
thé sinh trwdng & 100°C (nhiét d6 nwéc sdi) hay gan nhw vay.
Gan day ngwoi ta con phat hién thdy c6 nhivng vi sinh vat sinh

trwdng dwoc & ca nhirvng diéu kién nhiét do cao hon 100°C. B3 co



céac théng bao cho biét da phat hién thay cac vi sinh vat nhan
nguyén thay tai dich phun giau sulphid (black smoker) & vét nirt
dwdi day bién - noi nhiét dd6 nwdc cao toi 350°C. Nhirng vi sinh
vat nay sinh trwdng, phat trién rat tét & nhiét do 113 °C va con ¢é
thé sinh trwdng, phat trién & nhiét do cao hon nira. Ap suat cao &
miéng nui Ira dudi day bién lam cho nwéc & nhiéu do siéu cao
van ton tai & trang thai dich thé (& ap suat 265 atm nwdc bién sé
s6i & 460°C). Phat hién nay cho thay protein, mang, acid nucleic
cla cac vi sinh vat nay cé tinh khang nhiét rat cao. DPay la nhirng
vat liéu rat tbt giip cho viéc nghién clru co’ ché én dinh ctia mang
va cac cao phan t sinh hoc. Twong lai ¢ thé nght dén kha nang
thiét ké cac enzyme cé thé phat huy tac dung trong nhirng diéu
kién rat cao. Nhirng enzyme bén nhiét tiv cac vi sinh vat nay sé co
nhirng (rng dung rat quan trong trong cdng nghiép va trong nghién
cu khoa hoc. Chang han men Taq polymerase nhan duworc tir cb
khuan Thermus aquaticus d& dwoc (rng dung rdng rai trong phan
(rng chudi polymerase. R rang la vi sinh vat nhan nguyén thay co
thé sinh trudng dwoc & nhirng nhiét dd cao hon vi sinh vat nhan
that. D6 1a vi vi sinh vat nhan that khéng co thé tao ra dwoc cac
mang co quan tlr c¢é chirc ndng twong rng & diéu kién nhiét do
cao hon 60°C. Ngoai ra cac co quan quang hop ciing hdu nhw
khéng 6n dinh nhw vay va do dé khéng phat hién thay cé sw sinh
trwdng clia cac vi sinh vat quang hop trong méi trwéng nhiét do rat
cao. Can ct vao pham vi nhiét dd sinh trwdng cé thé chia vi sinh

vat thanh 5 nhom.



Béng 14.6: Pham vi nhiét dé (NP) déi v&i sw sinh trudng cda vi

sinh vat
Vi sinh vat ND thap ND té6t ND cao nhat
nhat nhat

VSV khéng quang hop

Bacillus psychrophilus

-10 23-34 28-30
Micrococcus cryophilus
-4 10 24
Psedomonas fluorescens
4 25-30 40
Staphylococcus aureus
6,5 30-37 46

Enterococcus faecalis



Escherichia coli

Neisseria gonorrhoeae

Thermoplasna

acidophilum

Bacillus

stearothermophilus

Thermus aquaticus

Sulfolobus acidocaldarius

Pyrococcus abyssi

Pyrodictium occultum

Pyrolobus fumarii

Vi khuan quang hop va vi khuan lam

Rhodospirillum rubrum

Anabaena variabilis

10

30

45

30

40

60

67

82

90

37

35-36

59

60-65

70-72

80

96

105

106

30-35

35

45

38

62

75

79

85

102

110

113



Osillatoria tenuis

Synechococcus eximius
70 79

Tao nhan that

Chlamydomonas nivalis

-36 0
Fragilaria sublinearis
-2 5-6
Chlorella pyrenoidosa
- 25-26
Euglena gracilis
- 23
Skeletonema costatum
6 16-26
Cyanidium caldarium
30-34 45-50
Nam
Candida scottii
0 4-15
Saccharomyces
. 1-3 28
cerevisiae

Mucor pusillus
21-23 45-50

45-47

84

8-9

29

>28

56

15

40

50-58



boéng vat nguyén sinh

Amoeba proteus

4-6 22 35

Naegleria fowleri
20-25 35 40

Trichomonas vaginalis

25 32-39 42
Paramecium caudatum

25 28-30

Tetrahymena pyriformis

6-7 20-25 33
Cyclidium citrullus

18 43 47

Vi sinh vat wa lanh (Psychrophile): Dé la cac vi sinh vat co thé
sinh trwdng & 0°C, sinh trwédng tét nhat & 15° C hay thap hon,
nhiét dd cao nhét chi la khoang 20 °C. Tai Nam cwc va Bac cuc dé
dang phan lap cac vi sinh vat thuéc nhém nay. Vi co t&i 90% nwéc
bién thap hon hay bang 5°C nén tai d6 cé lwong I6n cac vi sinh
vat wa lanh. Chlamydomonas nivalis la mét loai tao wa lanh, ching
sinh bao t&r mau dé twoi lam cho khdi bang tuyét cé mau phéan
héng (pink). Phan 1&n vi khuan wa lanh thudc vé cac

chi Pseudomonas, Vibrio,

Alcaligenes, Bacillus, Arthrobacter, Moritella, Photobacterium,

va Shewanella. Co khuadn Methanogenum wa lanh gan day da
dwoc phan lap tai hd Ace & Chau Nam cuc.Vi sinh vat wa lanh

théng qua nhiéu loai phwong thirc dé thich ng dwoc véi moi



trwdng lanh. Chung phat huy co ché rat tbt dé tbng hop protein,
enzym, cac hé thdng van chuyén. Mang té bao cta vi sinh vat va
lanh c6 chira nhiéu cac acid béo khéng bao hoa, cé thé gitr dwoc
trang thai chat ban lwu (semifluid) khi gép lanh. Tuy nhién nhiéu vi
sinh vat wa lanh & nhiét do cao hon 20°C mang té bao sé bj pha
hai.

Nhiéu vi sinh vat sinh trwdng tét nhat & nhiét dd 20-30° C, nhiét do
cao nhét la cao hon 35°C, nhwng chiing van cé thé sinh trwéng
trong didu kién 0-7°C.Chuing thudc v& nhém wa lanh khong bat
budc (Psychrotrophs hay facultative psychrophiles). Nhirng vi
khuan va ndm thudc nhém nay la nguyén nhan chinh lam hw héng
thwe phadm gi lanh.

Vi sinh vat wa 4&m (Mesophile): D6 1a cac vi sinh vat sinh trwdng
t6t nhat & 20-45°C, nhiét do sinh trwdng thap nhéat 1a 15-20°C.
Nhiét do sinh trwdng cao nhét 1a khoang 45 °C hoac thap hon.
Phan I&n vi sinh vat 1a thudc vé nhém nay. Hau nhw moi vi khun

gay bénh cho nguoi déu la vi sinh vat wa &m, béi vi than nhiét cla

ngwoila 37 °C.
‘ VEV wa sl ndng
VEV wa néng
.E VEV ura o
ViV
|
& | V5V wa Lk
l& / /
40 0 10 20 30 4 8 6 70 8 @ 100 110 120
Hhagt 46 5




Hinh 14.14 :Pham vi nhiét db sinh trurdng cua vi sinh vat
(Theo sach cua Prescott, Harley va Klein).

Vi sinh vat wa nhiét (Thermophile): D6 la cac vi sinh vat sinh
trwedng dwoc & nhigt dé 55°C hay cao hon nira. Nhiét do sinh
trwdng tot nhat déi véi chiing la 33-65°C. Thanh phan chi yéu cla
nhém nay la vi khuan (chu yéu 1a xa khuan), mét it tdo va ndm
(badng 14.6). Chung phat trién trong ddng phan chubng 0, dwéi day
cac cot rom ra hay co khé, trong dwdng dan nwéc néng, trong cac
subi nwdc néng...Vi sinh vat wa néng khac véi vi sinh vat wa dm &
chd chang c6 hé théng tdng hop enzyme va protein bén nhiét

(heat-stable) va co thé hoat ddng & nhiét dé cao. Mang sinh hoc



ctia chung ¢ lipid bdo hoa & mirc cao, cd diém sdi cao hon va vi
vay van gilr dwoc nguyén ven & nhiét dé cao.

C6 mot sé it cac vi sinh vat wa nhiétcé thé sinh trwdng & nhiét do
90°C hay cao hon. Nhiét d& sinh trwéng cao nhat [a 100 °C. Nguwoi
ta xép cac vi sinh vat ¢é nhiét dd sinh trwdng tdt nhat & 80-113°C
vao nhém Vi sinh vat wa siéu néng (Hyperthermophiles). Chung
thwdng khéng thé sinh trwdng binh thuwéng & nhiét d6 thap hon
55°C. Vi khuan Pyrococcus abyssi va Pyrodictium occultum la vi
du vé nhirng vi sinh vat wa siéu nhiét dwoc tim thdy & nhirng day

bién nong.
14.4.4. Ndong d6 oxygen

Cac vi sinh vat sinh trwdng trong diéu kién cé oxygen dwoc goi

la vi sinh vat hiéu khi (aerobe), con céc vi sinh vat sinh trudng
trong diéu kién khéng cé oxygen dwoc hoi la cac vi sinh vat ky,
khi (anaerobe). Hau hét cac co thé da bao déu phai can sinh
trwdng trong diéu kién cé oxygen, chung 1a cac sinh vat hiéu khi
bat budc (obligate aerobes). Oxygen lachat nhan dién t&r cudi
cung trong chudi van chuyén dién t& khi hd hap hiéu khi. Ngoai ra,
céac vi sinh vat nhan that (eucaryotes) hiéu khi con dung oxygen dé
tdng hop sterol va cac acid béo khéng bao hoa. Cac vi sinh vat ky,
khi khéng bat budc (facultative anaerobes) khédng can oxygen dé
sinh trwdng nhwng khi c6 oxygen thi sinh trwdng tét hon. Khi cé
oxygen ching st dung phuwong thirc hd hap hiéu khi. Cac visinh
vat ky khi chiu oxygen (aerotolerant anaerobes) nhuw vi

khuan Enterococcus faecalis c6 thé sinh trwdng nhw nhau trtong
diéu kién cé oxygen ciing nhw khéng cé oxygen. Nguoc
khuanBacteroides, Fusobacterium, Clostridiun pasteurianum, Meth

anococcus.... sé bi chét khi cé oxygen.
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Hinh 14.15: Oxygen va sw sinh trwéng cla vi khuan
Chd thich: Cac nhoém vi sinh véat xem trong bai
Mébi chdm biéu hién khuén lac cla vi khuén trong hay trén bé mét
méi trurong. SOD va catalase la biéu thi vi khuén c6 ton tai enzyme
superoxide dismutase va catalase hay khéng?(Theo sach cua

Prescott,Harley va Klein)

Vi sinh vat ky khi chiu oxygen va vi sinh vat ky khi bat budc khéng
sinh nang lwong théng qua qua trinh hd hap, chung thu duoc
nang lwong théng qua qua trinh 1én men hay hé hép ky khi
(anaerobic respiration). Sau cung, phai ké dén nhém vi sinh vat vi
hiéu khi (microaerophiles), chung khéng sinh trwdng dwoc trong
diéu kién khong khi binh thuwéng (20% O,) va can sinh trwdng
trong diéu kién néng do O, khodng 2-10% Quan hé gitra vi sinh
vat va oxygen co thé xac dinh bang mét thi nghiém don gian nha
sau: nudi cay vi sinh vat trong 6ng nghiém chira méi trworng dac
hodc moi trwdng dac biét nhw maoi trwdng chira thioglycollate (la
chét khir lam gidm ndng d6 oxygen trong mai treong).

Cung mdt nhém vi sinh vat cé thé cé nhiéu loai quan hé khac nhau
v&i O,. Ca 5 loai hinh déu c6 thé thdy & vi sinh vat nhan nguyén
thay (prpcaryotes) va déng vat nguyén sinh. NAm thwéng la hiéu
khi, chi triy mot s loai dac biét, nhat Ia nAm men, thudc loai ky khi
khéng bat budc. Tao hau nhw déu thudc loai hiéu khi bat budc.
DPang chu y 1a nang luc cé thé sinh trwdng ca trong moi
trwonghiéu khi 1an mai trwdng ky khi lam cho vi sinh vat ¢6 tinh
linh hoat cao va dé chinh la mot loai wu thé sinh thai hoc.

Mé&c dau O, cé thé lam chét cac vi sinh vat ky khi bat budc, nhung

trong méi trvéng hiéu khi van cé thé phan lap dwoc chung. D6 1a



do chung thuwéng sdng chung vai loai ky khi khéng bét budc va bo
nay tiéu thu hét O,, tao nén méi trwdng ky khi cuc bé gitip cho vi
sinh vat ky khi bat budc cé thé sinh trwéng dwoc. Vi du trong
khoang miéng vi khuan ky khi bt budc Bacteroides gingivalis c6
thé sinh truéng duoc trong cac khe ky khi quanh rang.

Sv khac biét trong quan hé cua vi sinh vat véi O, do nhiéu nguyén
nhan khac nhau, bao gém viéc bat hoat ctia protein va tac dung
doc hai ctia O, trong diéu kién hiéu khi. Cac enzyme c6 thé bj b4t
hoat khi cac nhém man cdm nhuw sulfhydryls bi oxy héa. Chang
han nhw enzyme cd dinh dam nitrogenase la loai rat man cam voi
O,

Vi hai dién tl&r b&n ngoai ciia oxygen khdng thanh cap do do rat dé
tiép nhan dién tlr va bi khir. Flavoprotein, mét sé thanh phan té
bao khac va sw blrc xa déu cé thé thuc day viéc khir oxy, tao
thanh cac san phdm kht» nhw gbc tw do superoxide, hydrogen

peroxide, gbc hydroxyl.

0,+ e — 0, (gbc tw do superoxide)
O,+ e + 2H"— H ,0, (hydrogen peroxide)
O,+ e +H" — H ,0 + OH(gbc hydroxyl)

Cac san phadm khir oxy nay la cwe ky ¢6 hai vi chung la cac chéat
oxy héa manh va pha hdy nhanh chéng cac thanh phan té bao. Vi
sinh vat nao phai c6 nang lwc tw chdng lai dwoc cac sdn pham
khir nay méi tranh khai bi tiéu diét. Bach cau trung tinh
(neutrophils) va dai thwc bao (macrophage) da Igi dung cac san
phadm doc hai nay dé tiéu diét cac vi sinh vat gay bénh xam nhap

co thé.



Nhiéu vi sinh vat sinh ra cac enzyme dé chéng lai cac sédn pham
khtr d6c hai nay. Vi khuan hiéu khi bat budc va vi khuan ky khi
khéng bat budc thwong chira cac enzyme nhu superoxide
dismutase (SOD) va catalase, chung phan biét xuc tac viéc pha
hay gbc superoxide va hydrogen peroxide. Peroxidase ciing c6 thé

dung dé& pha hdy hydrogen peroxide:

20, + 2H* _)_)superoxide dismutase_)_) 0, + H,0
2H202_)_)catalase_)_) 2H,0+0,
H,0,+NADH + H*_,_Peexdase | 9H,0 + NAD *

Vi sinh vat ky khi chiu oxygen cé thé thiéu catalase nhwng hau hét
ludn c6 superoxide dismutase. Vi khuén ky khi chiu
oxygen Lactobacillus plantarum dung ion Mn?* thay thé SOD dédé
phan gidi gbc tw do clia superoxide. Tat ca cac vi sinh vat ky khi
bat budc déu khéng cé hai loai enzyme ndi trén hodc c6 véi ndng
do rat thap va do doé khéng cé ndng lwc chdng chiu dwoc véi
oxygen.
Vi vi sinh vat hiéu khi can O,, trong khi vi sinh vat ky khi lai bi chét
vi O, cho nén viéc nudi cdy hai nhém nay phai bang cac phwong
phap hoan toan khac nhau. Luc nuéi cdy khdi lwong I&n vi sinh vat
hiéu khi phai nubi ciy trén may I&c hay phai thbi khong khi vo
khuan vao binh (hay ndi) nudi cdy . Con khi nudi cay vi khuan ky
khi thi phai loai bé hét O,. C6 thé dung cac phwong phap sau day:
- Sir dung méi trwdng ky khi dac biét, cé chira cac chat khir nhw
thioglycolate hay cysteine. Khi ché tao méi trwéng can dun 1&én dé
lam tan cac thanh phan va ciing déng thoi loai trir hét O , hoa tan
trong méi trwdng. Khi d6 vi sinh vat ky khi c6 thé moc duoc lén

trén bé mat méi trwong.



- Nudi cdy trong cac ti nudi cay ky khi (anaerobic work chamber)
da hat chan khong va bb sung bang khi nitrogen. Thuéng con can
bd sung ca khi CO; b&i vi nhiéu vi khuan ky khi sinh trwéng tbt khi
c6 ton tai mot lwong nhd khi CO, .

- M6t phwong phap rat phd bién khi nudi cdy mét lwong nhd vi
sinh vat ky khi la dung binh ky khi (Gas Pak jar). Trong hé thdng
nay loi dung H, va chét xtc tac palladium dé lam cho O, két hop
v&i Hy tao thanh nwéc dé khong cod O , trong méi trudng. Cac chat
khtr dwa vao méi trudng thach ciing c6 thé giup loai bé O-..

- C6 thé dung tai nhya dé tao ra cac mai trwdng ky khi khi nuéi
cay mét lwong nhé cac vi sinh vat ky khi. Trong tui nhwa chira
CaCO; va chét xuc tac dé tao ra diéu kién ky khi giau CO ,. M6t
dung dich dac biét dwgc dwa vao tui nhwa sau do dwa hop IE“)ng
(hdp Petri) hay cac dung cu nudi cay khac vao va han kin tii nhya

ai.

Tuy tirng trwdng hop cu thé ma st dung cac phwong phap nuéi

céy ky khi khac nhau.
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Hinh 14.17: Nudi cay vi sinh vat ky khi trong cac binh ky khi.

(Theo sach cua Prescott,Harley va Klein).

14.4.5 Ap suét (Pressure)

Phan I&n vi sinh vat co thé séng trén luc dia hay trén bé mat nwéc,
la nhirng noi c6 &p suéat khong khi la 1 atm (atmosphere) va khéng
chiu &nh hudng rd rét gi ctia 4p suat nay.Nhwng day bién (noi cod
dd sau 1000m tré 1&n) lai chiém dén 75% thé tich dai dwong. O



nhirng noi dép ap suéat cao dén 600-1000m, nhiét do lanh t&i 2-
3°C. Trong méi trwdng cwe doan (extreme) nhw vay van cé mot
sb vi sinh vat thich irng dé tén tai. Phan I&n thudéc vé nhém chiu
ap (barotolerant). Tuy ap suét tdng |&n cao sé& cé anh hwdng dén
ching, nhwng anh hudng bét loi ndy nhé hon nhiéu khi so véi cac
vi sinh vat khéng chiu ap (nontolerant). Mét sb vi khuan séng
trong dwong tiéu héa clia nhirng déng vat khdng xuwong séng &
dwai bién sau (nhw amphipods va holothurians) la nhirng vi

khuan wa ap (barophilic). Chung sinh trwdng cang nhanh trong
diéu kién &p suét cao. Chang cé vai trd quan trong trong vong tuan
hoan cac chat dinh dwéng dwdi day bién. Tai khe bién Mariana
gan Philippine (sdu khodng 10 500m) ngui ta da phan lap duoc
nhi*ng vi khudn wa ap c6 thé sinh trwéng trong diéu lién 2°C véi
ap suéat khoang 400-500atm. Nhirng vi khuan nay hién da biét 1a
thudc vé cac chi Photobacterium, Shewanella, Colwellia... Mot s6
thudc vé Cb khuan vira wa ap vira wa nhiét(thermobarophiles),

chéng han nhw Pyrococcus spp., Methanococcus jannasschi...

14.4.6. Blrc xa (Radiation)

Thé gi¢i ma chung ta dang séng day céac loai birc xa dién tw
trwdng (electromagnetic radiation). Cac blrc xa nay hinh thanh
nhw séng trén mat nwoc va lan truyén trong khéng khi. Cuy ly gitra
hai dinh séng hay cudi séng dwoc goi la dd dai séng (wavelength).
Khi dé dai song giam di thi thi nang lwgng birc xa tang 1én. Tia

gamma hay tia X c6 nang lwgng cao hon blrc xa ciia anh sang



nhin thdy (anh sang kha kién) hay tia hdng ngoai. Birc xa dién tiy
trwdng con gidbng nhw moét dong ndng lwong hop bdi cac photon
(quang t&r). Mdi photon déu cé nang lwong nhat dinh, nang lvong

cao hay thap quyét dinh b&i dd dai séng clia birc xa.

Anh sang mét tr&vi 1a ngudn blrc xa chii yéu trén trai dat, bao gém
anh sang kha kién (visible light), tia t&r ngoai (ultraviolet), tia hdong
ngoai (infraded rays) va song radio (v6 tuyén dién). Anh sang kha
kién 1a loai thuwérng thay va quan trong nhét trong moi trwdng
chung quanh chdng ta: moi sy sdng déu phu thudc vao cac co thé
c6 kha nang quang hgp dwa vao nang lvgng cua mat troi. Blirc xa
mat tr&i c6 60% nam & ving tia hdng ngoai chir khéng phai &
vung anh sang kha kién. Tia hdng ngoai la nguén nhiét lwong chi
yéu cla trai dat. O thm mat bién chi thay co rat it birc xa tl ngoai
290-300nm (nanometre). Tia tlr ngoai c6 bwdc séng thap hon
287nm hap thu b&i oxygen trong khang khi va tao ra tAng ozone
(03) & d6 cao cach mat dat khoang 25-50km. Tang ozone hap thu
céc tia t&r ngoai budc song twong dbi dai va gidi phéng ra O, . Béi
vi tia tlr ngoai rat cé hai cho sinh vat nén viéc tAng ozone tiéu triy
bot tia tr ngoai la cé tac dung rat quan trong dbi véi sy sbéng trén
trai dat. Vi cac loai bwéc séng trong anh sang mat tréi phan bd
ddng déu trong pham vi anh sang kha kién cho nén ta thiy anh

sang mat troi co ban cé mau “trang”.

Nhiéu blrc xa dién tir trwong 1a rat c6 hai déi vai vi sinh vat, nhat
la cac birc xa cé budc séng ngén, cao nang lwong la cac bic xa
ion héa (ionizing radiation), ching lam nguyén t&r matdi dién to
(electron) hoac ion hoa (ionize). Co hai loai birc xa ion hoa. Mét 13,
tia X tao ra b&i con nguwi, hai la,tia gamma ( tia y) sinh ra trong

qua trinh tan ra cac doéng vi phéng xa (radioisotope). Blrc xa ion



héa murc thip sé lam san sinh cac dot bién (mutations) va gian
tiép lam chét vi sinh vat. Birc xa ion hoa cao sé truc tiép giét chét
vi sinh vat. Mac dau vi sinh vat cé tinh dé khang cao hon vé cac
blrc xa ion héa so véi cac sinh vat khac, nhwng véi liéu lwong du
cao chung sé giét hét vi sinh vat. Chinh vi vay c6 thé dung birc xa
ion hda dé diét khuan. Tuy vay, mét sb sinh vat nhan nguyén
nthay (nhw vi khuén Deinococcus radiodurans va cac vi khuan
sinh vat sinh bao ttr) cé thé van ton tai dwoc ngay ca & cac mirc

blrc xa ion héa kha cao.

Blrc xa ion hoa gay cho té bao rat nhiéu bién hoa, cé thé pha v&
lien két hudrogen, oxy hoa lién két ddi, pha hiy cau truc vong, cao
phan tlr hda mot sd phan tlr.Oxygen cé thé lam téng cac hiéu &ng
nay, cé thé la do viéc san sinh gbc tw do hydroxyl (OH-)... M&c dau
c6 rat nhiéu thanh phan té bao chiu &nh hwéng, nhung nguyén

nhan quan trong nhat gay chét 1a sy pha hiy ADN.

Vi bwéc séng ngén (10-400nm) cé néng lwong cao cho nén bic
xa tlr ngoai (Ultraviolet radiation) cé thé tiéu diét cac loai vi sinh
vat. Birc xa t& ngoai (UV) manh nhéat & buéc séng 260nm. Chang
dé bj ADN hép thy, lam cho trén 1 s¢i don ADN hinh thanh nhirng
song phan t& (dimers) thymine, ching lam &rc ché qua trinh tai tao
(replication) va céng nang ctia ADN. Thiét hai nay cé thé dwoc
stva chiva qua mét sd con dwdng. Theo con duwdng quang hoat
hdéa mét loai enzyme quang hoat hoa st dung anh sang xanh lam
dé tach song phan t& thymine. Trong hoat héa t6i mét doan ngan
ADN cé chira cac song phan tir thymine c6 thé bi cat roi va doi
ch® dé thanh mot doan ADN binh thwdng. Thiét hai nay ciing ¢
thé stra chira nhd cac protein recA trong qua trinh tai té hop

(recombination) hoac qua trinh SOS. Thiét hai khédng co thé dwoc



khac phuc néu nhu liéu lwong UV qua I&n, tao nén nhirng tdn that

qua nang.

Mac dau bire xa UV qua nhé (thap hon 290 va 300nm) khé co thé
lot xubng bé mat trai dat, birc xa UV nhwng bwéc séng 325-400nm
cling cé thé gay hai cho vi sinh vat. Ching phan cat tryptophan
thanh nhirng quang san pham (photoproducts) ddc hai. Nhirng
san pham nay tac dung dong th&i véi cac bire xa gan t&r ngoai lam
pha v& soi ADN. Co ché cu thé cla tac dung nay khéng gibng voi

co ché tac dung ctia UV véi buéc séng 260nm.

Anh sang kha kién 1a nguén nang lwong chi yéu cla qua trinh
quang hop.
(photosynthesis) vi vay rat can cho cac sinh vat. Nnwng néu anh
sang kha kién qua manh sé co thé gay hai hay 1am chét vi sinh
vat. Tham gia vao qua trinh nay cé moét loai sac t6 goi la chat
quang man (photosensitizers) va oxygen. Cac sac tb & vi sinh vat
nhw chlorophyll, bacteriochlorophyll, cytochromes,va flavin cé thé
hap thu anh sang mat troi va bi kich hoat tao ra cac chét quang
man. Cac chat quang man (P) khi bi kich hoat c6 thé chuyén nang
lwong cho O, dé 1am ra oxygene don - singlet oxygen (' O,).
Anh sang
P P (hoat tinh)
P hoattinh+ O, — P + 0O,

Oxygendon 1a chét ¢6 hoat tinh rat manh, la chat oxy héa manh c6
thé pha hdy nhanh chéng té bao, ching ciing 1a nhan té cha yéu

duwoc cac dai thuc bao (phagocytes) dung dé diét khuan.
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Hinh 14.18: Pham vi buwéc song cua cac burc xa dién tur trrong -
Phén &nh sang kha kién duorc trinh by phia dudi. (Theo sach cla

Prescott,Harley va Klein).

Nhiéu vi sinh vat trong khéng khi ho&c sdng trén bé mét cac vat
tiép suc véi khong khi sir dung séc td carotenoid dé bao vé chéng
lai v&i quang oxy hoa (photooxidation). Carotenoid c6 thé lam pha
hay cac oxygen don, hap thu ndng lwong ctia oxygen don va bién
thanh trang thai phi hoat tinh. Cé céac vi sinh vat quang hop 1an vi

sinh vat khéng quang hop déu stir dung sac td vao muc dich nay.

14.5. S SINH TRUONG CUA VI SINH VAT TRONG MOI
TRUONG TU NHIEN

14.5.1. Cac nhan t6 clia méi trwdng lam han ché sw sinh trwéng

Mbi trwdrng sinh sdng cla vi sinh vat 1a phic tap va thwong xuyén
bién dbi.Vi sinh vat d&c trwng cho mdi mai trwdng cu thé bi bao
boc b&i sw bién dbi clia cac chat dinh dwéng va cac nhan té moi
trwdng khac. Bung la vi sinh vat da sinh trwdng trong mét mang
sinh hoc (biofilm). Vi sinh vat sinh trwdng trong mét “vi moi trvdng”
(microenvironments) cho dén khi méi trwéng hay cac nhan tb dinh
duéng dat t&i sw sinh trwdng gi¢i han. Nguyén tic lwong tdi thiéu
cua Liebig xac dinh rang: tdng sinh khdi ctia mét co thé quyét dinh
b&i sy c6 mat ctia chat dinh dwéng véi néng doé thp nhét theo
nhu cau cta co thé. Nguyén tac nay cé thé phu hop cho diéu kién
phong thi nghiém ciing nhw trong méi trwong dat va nwée. Sw
tang I&n ctia mét nhan té dinh dwéng can thiét (chang han nhuw

phosphate) sé lam tang I&én quan thé vi sinh vat cho dén khi mot sé



nhan t6 dinh duéng khac tré thanh nhan té gidi han. Néu mot chéat
dinh dwéng nao dé 1a gi¢i han thi tidng cac nhan té dinh dwéng
khac khéng cé ich loi gi. Tinh hinh thwc té con phirc tap hon thé
ni*a. Nhiéu nhan tb gi¢i han cé thé anh hwéng thuéng xuyén 1én
quan thé vi sinh vat, chdng han nhw nhiét do, pH, anh sang, ndng
dd mudi... Binh luat chéng chiu cia Shelford (Shelford’s law of
tolerance) xac dinh: vi sinh vat c6 mot yéu ciu nhét dinh déi voi
cac nhan té méi trwérng, Thap hay cao hon yéu cau nay thi vi sinh
vat khéng thé ton tai va sinh trwdng méc diu van c6 day du cac
chét dinh dwéng. Chang han méi vi sinh vat c6 mét pham vi nhiét
dd sinh trwdng nhat dinh. Cling twong tw nhw vay déi véi pH, néng
dod oxygen, néng dé mudi... S sinh trwdng cua vi sinh vat phu
thudc vao ca sy cung cip chét dinh duéng I1an kha nang chéng

chiu v&i cac diéu kién ctia méi trudng.

Khi vi sinh vat cé da diéu kién dinh dwéng dé sinh trwdng manh
mé thi cling déng thoi sinh ra cac chat thai cé hai va lam han ché

sw sinh trwdng cua chung.

Pap ng v&i mire dinh dudng thdp (mai trwdng nghéo -
oligotrophic environments) va cé sw canh tranh, nhiéu vi sinh vat
da chiém doat thirc &n va khai thac chung dé lam ngudn canh
tranh. Vi sinh vat thwong bién déi hinh thai dé 1am tang bé mat va
nang lwc hap thu chét dinh dwéng. Céc vi sinh vat nhan nguyén
thdy hinh que bién thanh dang “mini” hay “ultramini” (siéu nho)
hodc moc ra cac cai cudng (prosthecate) dé dap rng véi tinh trang
thiéu thire an. Sy thiéu hut chéat dinh dwéng sé dan dén nhiéu bién
ddi & vi sinh vat, chang han ching c6 thé tirng budc khép lai hoat
dong cla céac gen lién quan dén trao dbi chét , triv viéc duy tri “gen

quan gia” (housekeeping gene).



Nhiéu nhan tb c6 thé 1am cai bién mac dinh dwdng trong moéi
trwong nghéo. Chang han vi sinh vat co thé tach cac chat dinh
duéng han ché ra (nhw 1a sat) khién khéng con sét dé& canh tranh
nira. Khéng khi cling cé thé cung cip chat dinh dwéng gitp cho
su sinh trwdng cla vi sinh vat. Diéu nay cé thé thdy dwoc trong
phong thi nghiém ciing nhw ngoai thién nhién. Da phat hién thay
chéat hiru co trong khéng khi co thé xuc tién sw sinh truéng cda vi
sinh vat trén maoi trwdng pha loang (dilute media). Méi trwdng sinh
trwdng dwoc lam giau bang chéat hivu co trong khdng khi ciing ¢
thé lam tang rd rét sy phat trién ctia quan thé vi sinh vat. Ngay
trong nuwdc cat- thwong chira dau vét chat hivu co, ciing c6 thé
hap thu nhixng hop chét 1 carbon t&r khéng khi dé gitp cho sw
sinh trwdng via vi sinh vat. Sy tén tai cac chat dinh dwéng trong
khong khi va tinh trang sinh trwdng cha vi sinh vat, néu khéng xem
xét dén sé c6 thé anh huwéng dén cac thuc nghiém vé sinh hoa
hoc hay sinh hoc phan tl, cling nhw cac nghién ctvu vé sw sinh
trwdng cua vi sinh vat trong cac méi tredng dinh dwéng nghéo

(oligotrophic).

Céc chat tw nhién (natural substances) cling cé thé ¢ ché truc
tiép t&i sy sinh trwdng va phat trién cla vi sinh vat trong cac moi
trwdng dinh dwdng thap. Cac chét d6 bao gém phenol, tannin,
ammonia, ethylene, va cac hop chat lwu huynh bay hoi. Pay cé
thé 1a mot phwong thiee giup vi sinh vat tranh tédn dung cac nang
lwong gidi han trwde khi dwoc cung cép cac chéat dinh dwéng can
thiét. Cac hoa chat nay la rat quan trong trong bénh ly hoc thyc vat

va c6 thé giup khdng ché cac bénh vi sinh vat trong dét.

14.5.2. Kiém tra sé lwong vi sinh vat nhan nguyén thiy tuy séng

nhung khéng nuéi cay duwoc



Khi nghién ciru s sinh trwdng ctia quan thé vi sinh vat nhan
nguyén thuy (procariotic) trong thién nhién bén ngoai phong thi
nghiém can phai xac dinh sb lwong vi sinh vat séng. Trong lich st
vi sinh vat hoc thwdng nguwoi ta dinh nghia vi sinh vat séng la co
thé sinh trwdng, co6 thé hinh thanh khuén lac (colony) hodc tao ra
dd duc rod rét trén maoi trwed'ng dich thé. John R.Postgate & Pai hoc
Sussex (nwdc Anh) la mét trong nhivng hoc gia dau tién xac dinh
vi sinh vat chju (rc ché (stressed) khi séng trong méi truwéng thién
nhién, hoac trong nhiéu méi trwdng phong thi nghiém dac biét, 1a
d&c biét man cdm v&i cac e ché thi sinh (secondary stresses).
Cac trc ché nay lam cho vi sinh vat tuy séng nhwng khéng cé thé
tao thanh khuan lac trén cac méi trwéng déc binh thwong van
dung dé& nudi cay ching. D& xac dinh dwoc sy sinh trwdng cla
cac vi sinh vat nay Postgate dwa ra mét phwong phap thyc
nghiém goi la thi nghiém vi hoat tinh Postgate (Postgate
Microviability Assay). Trong thi nghiém nay dem vi sinh vat nudi
céy trén I&p mat thach méng dudi 1a kinh (coverslip), 1am cho
chung khéng qua dwoc giai doan sinh trwéng don bao ma chi bién
ddi hinh thai té bao, coi d6 la biéu hién tin hiéu séng (life sign)

Tw d6, nhiéu nha nghién ctvu phat trién cac phwong phap hién vi
man cam va phuwong phap chat déng vi dé xac dinh sy tén taivay
nghia cta dang vi khuan séng nhwng khéng nudi cay duorc.
Chang han dung khang thé huynh quang va thudéc nhuém acridine
orange dé danh gia mirc d6 sé lwong; hodc 1a dung phwong phap
sb lwong kha nang tdi da (MPN-most probable number)...Viéc st
dung chi sé giai phong hoat tinh phdng xa clia vat chat té bao
cling dwoc dung dé xac dinh anh hwéng cla hiéu ng &rc ché dbi
v&i vi sinh vat. Cac phwong phap do Postgate dé ra 1a rat quan

trong. Nhiéu nghién ctru cho thay c6 khi mét sé vi khuan



nhwEscherichia coli, Vibrio cholerae, Klebsiella pneumoniae, Enter
obacter aerogenes, Enterococcus faecalismét nang lwc sinh
trwdng trén cac moi tredng phong thi nghiém theo cac ky thuat
nudi cdy tiéu chuan, nhung chung van git vai trd gay bénh truyén

nhiém.

Tinh trang mot quan thé hén hop trong méi tredng thién nhién la
rat phire tap. Théng thuwdng chi cé khoang 1-10% cac té bao 1a co
thé hinh thanh khuén lac. Trong twong lai cé thé phai tim ra cac
maéi trwéng nudi cdy thich hop hon dbi véi cac vi sinh vat con
chwa duoc biét dén. Hién nay ngwdi ta da siv dung ky thuat PCR
va phan tich ARN cua tiéu thé ribosome dé danh gia tinh da dang

cla quan thé céc vi sinh vat chwa nudi ciy duoc.
14.5.3. C&m (rng mat dd va cac quan thé vi sinh vat

Tw nhiéu thap ky nay, cac nha vi sinh vat hoc van nghi rang quan
thé vi sinh vat |a tap hop cla cac ca thé riéng biét, sinh trwéng va
hoat dong d6c lap v&i nhau. Tuy nhién gén day nguwoi ta da phat
hién thay nhiéu vi khuan cé kha nang giao tiép va hoat déng hop
tac vé&i nhau. Mot trong nhirng cach co ban dé vi sinh vat hop tac
dwoc v&inhau dé la cam trng mat d hay con lai la sw ty cam
ng. Do la hién twgng trong do vi sinh vat tw diéu chinh mat do
thdng qua qua trinh cam nhan ham lwgng cac phan t tin hiéu, doi
khi goi la cac chat tw cadm (ng (autoinducer) b&i vi ching c6 thé
kich thich té bao tiét ra ching. Nong do cac phan ti tin hiéu tang
lén cung v&i sw tang 1&n cla s6 lwong vi khuan trong quan thé cho
dén khi dat dén nguéng dac trung (dbi véi quan thé dd) va ra tin
hiéu cho vi khuan rang mat dd quan thé da dén mirc téi han hay

con goi la “quorum”. Vi khuén lic d6 sé bat dau biéu hién cac gen



phu thudc mat dd té bao t¢i han nham diéu chinh mat d6 té bao.
Cam trng mat dd da dwoc phat hién & ca vi khudn Gram am va

Gram duong.

Cam trng mat dd cé y nghia quan trong véi vi sinh vat. Co thé lay
vi du vé sy sinh tbng hop va giadi phéng cac enzyme ngoai bao.
Néu cac enzyme nay chi dwoc gidi phéng nhér mét sé it vi khuan,
chung sé bi khuéch tan va khéng phat huy dwoc tac dung do bj
pha loang. V&i cach diéu khién bang cdm trng mat dd, vi khuan sé
dat dén mat do quan thé I&n trwde khi ching gidi phong enzyme
va két qua la ham lwgng enzyme dl Ién dé phat huy tac dung. Bé
chinh 1a lgi thé cta vi sinh vat trong co thé vat chi ciing nhw trong
cac méi trworng dat, nwde. Néu vi sinh vat gay bénh co thé dat
duwoc dén ndng dd da I&n tai mot diém nao dé trén co thé vat cha
trwdc khi san sinh cac nhan té doc lwc va xam nhap dwoc vao cac
mo vat chu, chdng sé cé co hdi Ién hon trong viéc lam mat tac
dung kha nang tw vé cta vat chi va do dé c6 thé lan ra toan bd co
thé vat cha. Diéu nay giai thich mot kiéu khac clia cdm trng mat
d6. Dwdng nhw cdm (ng mat do rat quan trong déi véi nhiéu vi
sinh vat trong viéc thiét 1ap méi quan hé cong sinh hay ky sinh dbi

voi vat chu.

Cam trng mat dd dwoc phat hién dau tién va tim hiéu rd nhat & vi
khudn Gram am. Céc tin hiéu thwdng gap nhat & vi khuan Gram
am la acyl homoserine lactones (HSLs). D6 la cac phan t&r nhd
duoc cau tao béi chudi acyl tir 4 dén 14 C lién két véi homoserine
lactone (hinh 14.19). Chudi acyl nay c6 thé c6 nhoém keto hay
nhém & vi tri C thir 3. Cac phan t&r Acyl HSLs khuéch tan vao cac
té bao dich (target cell) (hinh 14.19). Khi dat dén ham lwong du

I&n, cac phan t&r Acyl HSLs s& bam vao céac protein thu thé dac



biét (R) va gay ra sw thay dbi cau trac protein. Théong thwdng khi
phirc hé HSLs-protein dwoc hoat hda, chung cé tac dung nhw chét
cdm trng, ching bam vao cac diém dich trén ADN va kich thich sw
phién ma cla cac gen nhay cadm v&i néng do té bao téi han. Cac
gen can thiét dé tdng hop HSL ciing dwoc tao ra thuwéng xuyén,

do do nhiéu chat tw cdm (ng dwoc tbng hop va gidi phéng.
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Hinh 14.19: Cdm (g mét dé & vi khuédn Gram am.
(Theo sach cua Prescott,Harley va Klein).

(a) Céu tric chung cua acyl homoserine lactone, chat duoc biét
dén nhuw la tin hiéu cdm (g mat d6 (diéu chinh mat dé té bao) hay
con goi la chat tw cdm (ng.
(b) Luroc d6 minh hoa cach hoat ddng ctia cdm trng mét do & nhéu
vi khudn gram &m. Céc protein thu thé hoat déng véi vai tro chét
cém (rng (inducer) dwoc ky hiéu bédng chir R. Buong ké géy nét
biéu thi acyl HSL synthase khéng phai ltic nao ciing duoc tao ra

tuong tng véi cac chét tw cdm tng.



O vi khudn Gram am, rat nhiéu qua trinh nhay cdm véi cac tin hiéu
acyl HSL va cam (rng mat do6. Mot sb vi du da dwoc nghién ctru ky
do 1a (1) sw san sinh chat phat quang sinh hoc (bioluminescence)
b&i Vibriofischeri, (2) Pseudomonas aeruginosa tbng hop va giai
phong cac yéu td gay bénh, (3) Sw chuyén cac yéu té di truyén
nh& qua trinh tiép hop & Agrobacterium tumefaciens, va (4) Sw
san xuat khang sinh

& Erwiniacarotovora va Pseudomonas aureofaciens.

Vi khudn Gram dwong ciing diéu hda hoat ddng bang cdm ng
mat dd, thong thwong bang tin hiéu la cac oligopeptide. Céac vi du
dién hinh d6 |a su tiép hop & Enterococcus faecalis, kich thich kha
nang tai nap ADN (competence induction)

& Streptococcus pneumoniae, sy kich thich tao bao ti

& Bacillus subtilis, va sw san sinh rat nhiéu doc té va cac yéu tb
gay bénh & Staphylococcus aureus. Cam (rng mat dé tham chi
kich thich sw phat trién khuén ty khi sinh va tao streptomycin

& Streptomyces griseus. Dbi véi trudng hop

cuaStreptomyces griseus thi co I€ tin hiéu la g-butyrolaton chw
khéng phai la oligopeptide.

Chtrc nang quan trong nira dang quan tam cta cam wng mat dé
do la sw déy manh viéc tao mang sinh hoc (biofilm) b&i vi khuén
gay bénh Pseudomonas aeruginosa, va cé thé né déng vai tro
quan trong trong bénh xo hdéa u nang (crystic fibrosis). Sy tao
mang sinh hoc rat c6 y nghia dbi véi vi sinh vat gay bénh vi né bao
vé vi khuén khdi sy tAn cong ctia khang sinh va cac chét tay rira.
Sw diéu chinh mat dd té bao cé thé rat hiéu qua bén trong mang
sinh hoc do ham lwong acyl HSL it bi pha lodng va c6 thé tang 1én
nhanh choéng. Trong diéu kién nay, hai loai vi khuan khac nhau c6

thé kich thich nhau bang cach san xuét ra céc tin hiéu twong tw



nhau, dé 1a trwéng hop mang sinh hoc cé chira cac vi khuan gay
bénh P. aeruginosa va Burkhoderiacepacia.

Cam (rng mat dd la mot vi du vé sy hoat déng da té bao trong do
céac ca thé giao tiép va hop tac hoat ddng nhw la mot don vi théng
nh4t. Cac vi du khac vé hoat déng phirc hop nhw trén d6 la sy
hinh thanh cac dang khuén lac va sw hinh thanh thé qua & Niém vi

khuan (Myxobacteria).



