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DPANH GIA SU HINH THANH BIOFILM VA KHA NANG PHAN HUY
CHLOROANILINES BOI BIOFILM CUA
VI KHUAN ACINETOBACTER BAUMANNII GFJ1

ASSESSMENT OF THE FORMATION OF BIOFILM AND CHLOROANILINE
BIODEGRADATION BY BIOFILM OF ACINETOBECTER BAUMANNII GFJ1

Ha Danh Dire
Trwong Pai hoc Pong Thap; hadanhduc@gmail.com

Toém tat - Acinetobecter baumannii GFJ1-1a vi khuén phan giai
chloroaniline dwoc khao sat vé& kha nang hinh thanh mang sinh hoc
(biofilm) va st dung biofilm @& phan hiy chloroaniline. Vi khuan
hinh thanh mang sinh hoc (biofilm) trén dia polystyrene 96 giéng,
& moéi truong co bd sung ngu{ﬁn nito ¢ mrc do cao hon moi
treong khong dwgce bo sung chat dinh duwdng hoac dugc bo sung
nguon cac bon. Khao sat anh hu’ong ctia néng dé chloroaniline dén
s hinh thanh biofilm thay rang ndng d6 cang cao (t 0,3 mM tr&
Ién), sw hinh thanh biofilm cang cham. Sy phan huly 3-chloroaniline
béi biofilm (< 58,5 £ 3,7%) thap hon so v&i 4- chloroaniline (2 44,5
+ 5,5%) va 3,4- chloroaniline (= 56,6 + 8,8%) v&i nong d6 ban dau
la 0,1 mM. Téc dd phan hdy nay phu thudc vao chét dinh dwdng
dwoc bb sung vao mai trwéng. Méi trwéng khong dwoc bd sung
chét dinh dudng hodc dugc bb sung ngudn cac bon c6 tée do phan
hay cao hon méi trwdng dwoc bd sung nguédn nito. Téc dd phan
hay chloroaniline con phu thudc vao lwgng vi khuén ban dau trong
biofilm.

T khéa - Acinetobecter baumannii GFJ1; biofilm; chloroaniline;
cac bon; nito; phan hay.

1. Pat vin dé

Chloroaniline 1a chat doc hai, gay anh huong dén stc khoe
con nguoi cling nhu cac sinh vat khac. Chiing gay cac bénh
lién quan dén tuan hoan, than kinh, noi tiét va nhat 1a ung thur.

Chloroaniline dugc phat hién rong rai trong cic nguon
nude nhu nuée thai cong nghiép do thai tryc tiép ra moi
truong, hay nude trong cac khu rugng sau khi sur dung cac
loai thudc diét co co thanh phan chira propanil hay diuron
vi chung thuong bién ddi thanh cac san phdm trung gian,
nhét 1a 4-chloroaniline va 3,4-dichloroaniline [1,2]. Ngoai
ra, chloroaniline con dugc phat hién trong dat [3] hay trong
céc 16p bun ldy va tram tich [4]. Trong nudc thai cong
nghiép, ndng do chloroaniline c6 thé rét cao [5].

Pé xur 1y cac chat doc nay trong nude thai bang bién
phap sinh hoc véi quy mé cong nghiép, can phai c6 mot
lwong vi khuan du nhleu va moi truong dé vi khuan hoat
dong trong didu kién téi wu. Str dung biofilm dé phan hiy
cac chit thai 1a bién phap da dugc mg dung rong réi trén
thé gii. Biofilm dung trong xir 1y sinh hoc cho hiéu qua
€ao, véi mat do vi sinh vat day dac va co thé hoat dong lau
dai [6]. Su phan hay chloroaniline bing mang sinh hoc da
duoc nghién ctu trén thé gisi [5, 7, 8, 9], nhung chua dugc
nghién ctru nhidu ¢ nudc ta.

Trong bai béo nay, viéc khao sat anh huong cua chét
dinh dudng, ndng do chat héa hoc dén sy hinh thanh mang
sinh hoc va su phan huy chloroaniline biang sinh hoc dugc
tién hanh. C6 nhidu loai chloroaniline, nhung 3-
chloroaniline, 4-chloroaniline va 3,4-dichloroaniline
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thuong duge phat hién trong moéi truong duoc st dung
trong thi nghiém nay.

2. Phwong tién va phwong phap nghién ciru
2.1. Vi khudn phdn hiiy chloroaniline

Chung vi khudn phén giai chloroaniline — Acinetobecter
baumannii GFJ1 dugc phéan l1ap tai phong thi nghiém
truong Pai hoc Chulalongkorn (Thai Lan). A. baumannii
GFJ1 1a vi khuén ¢6 hinh que ngén va ¢6 kha ning sir dung
nhiéu loai chloroaniline nhu 1a ngudn thirc 4n cta chung.
2.2. Méi trwong nudi vi khuin

Vi khuén dwoc nuéi cdy trong dung dich khoang chit c6
c4c thanh phan nhu sau: 1.419,6mg/l NaoHPO,, 1.360,9mg/|
KH,PO4, 98,5mg/l MgSOy4, 5,88mg/I CaCl,. 2H,0, 1,16mg/Il
H3BO4, 2,78mg/l FeS04.7H,0, 1,15mg/l ZnSO..7H,0,
1,69mg/l MnS0O4.H,0, 0,38 mg/l CuSO4.5H,0, 0,24 mg/l
CoCl,.6H,0 va 0,10 mg/l MoOj3 [10]. Maéi trudng duge bd
sung boi cac thanh phén dinh dudng va dugc dat tén nhu sau:
0,01% chat chlet nam men (yeast extract) (MY001); 0,1%
chit chiét nAm men (MYO01); 0,01% chét chlet nam men va
0,1% succinate (MYS); 0,01% chét chiét nAm men va 0,1 %
citrate (MYC); 0,01% chét chiét nAm men va 0,1% NaNOs
(MYNa); 0,01% chat chiét nAim men va 0,1% (NH,),SO4
(MYA); 0,01% chit chiét ndm men va 0,1% NH,CI
(MYAC); va 0,01% chat chiét nAm men, 0,1% succinate va
0,1% (NH4):SOs (MYSA). pH dugc diéu chinh trong
khoang 7,0 £ 0,1. Méi truong duge khur trung & nhiét do
121°C trong thoi gian 15 phut, dugc dé nguoi dén nhiét do
phong trudc khi nudi cay vi khuan,



82

Ha Danh D¢

2.3. Ddnh gid khd ndang hinh thanh mang sinh hoc ¢ cdac
diéu ki¢n dinh dwing khdic nhau

Tét ca cac thi nghiém déu dugc thuc hién tai phong thi
nghiém Sinh hoéa, truong Dai hoc Chulalongkorn (Thai
Lan) va dugc tién hanh it nhat 3 1an 1ap lai.

Phan tich sy hinh thanh mang sinh hoc ciia vi khudn A.
baumannii GFJ1 dugc thyc hi¢n theo phuong phap
O’Toole and Kolte [11]. Vi khuan dugc nudi cay bang
dia giéng polystyrene c6 96 giéng (96-well microplate) dé
hinh thanh mang sinh hoc trén thanh giéng. Viéc khao sat
anh huong cua diéu kién dinh dudng dén sy hinh thanh
mang sinh hoc dugc thuc hién trong mdi trudng khoang
khong hodc co bd sung cic chat 1a cac chat dinh dudng 1a
ngudn bd sung cac bon hodc nito.

Mbi giéng dugc bd sung 150 pl méi truong. Vi khuén duoc
nudi trong moi truong Lurla-Bertam (mbi trudng LB) trong 12
gio, duoc chung vao ting gleng (1% so véi thé tich trong
gleng) Pia duoc ddy lai bang nap vo tring va duge 1 véi the
do lac 100 vong/phut va ¢ nhiét do phong. Sau 24 gio, moi
truong duoc loai ra ngoai, dia dugc rira nhe (khong dé biofilm
tach khoi thanh giéng), roi lam kho bang cach 14t nguoc dia.
Biofilm hinh thanh trén thanh giéng duoc nhudm bang 300 pl
dung dich thudc tim (1%) trong 10 pht. Sau d6 thube tim duoc
loai ra ngoai, rira lai bang nude roi lam kho. Biofilm dwoc hoa
tan bang dung dich gdm ethanol va acetone (80%: 20%).
Biofilm hinh thanh trén thanh giéng dugc cao bing que tim dé
hoa 1an véi dung dich. Dung dich sau d6 dugc chuyén vao
eppendorf, dugc bd sung thém nuée chung cit dén 1,0 ml.
Biofilm dugc xac dinh phuong phap do d6 duc bang tan xa 4nh
sang quang phd ké (spectrophotometer) & budc séng 600 nm.
2.4. Anh huéng néng dp héa hoc dén sw hinh thanh biofilm

Thi nghiém nay duogc tién hanh tuwong ty nhu trén,
nhung chlorianiline dwoc bd sung vao moi truong tir 0 dén
1,0 mM. Pay la ndng d6 chloroaniline nim trong gidi han
duogc phat hién trong méi truong.

2.5. Sw phdn hiiy chloroaniline bai biofilm

Su phéan huy chloroaniline ctia vi khudn dwoc thuc hién
trén dia giéng voi ndng d6 0,1 mM. Sau 24 gid dugc u dé
¢6 biofilm, mdi truong duoc loai ra ngoai, rira nhe bang
nuoc chung cat da khir tring va moi trudng méi ¢6 cling
thanh phan dinh dudng dugc bd sung thém vao. Sau 6 gid,
mot lugng moi truong nhit dinh duoc 1ay ra ngoai dé xac
dinh chloroaniline dugc phan huy.

Déi véi thi nghiém xac dinh sy phan huy chloroaniline
béi biofilm qua cac chu ki, mot phan mau dugc 1dy ra sau 3
gi¢r dé x4c dinh chloroaniline dugc phén hity. Pia dugc tiép
tuc u dé duoc 24 gio, sau dé6 mdi truong dugc loai ra ngoai,
rira nhe bang nudc chung cat da khir tring va tiép tuc mot
chu ki méi. Trong thi nghiém nay, lwgng vi khuan hinh thanh
trong biofilm dugc x4c dinh bang CFU/giéng. Mot s6 giéng
trong dia dugc bd sung 300 pl nudce chung cit da khir tring,
va biofilm trén thanh va & day giéng dugc cao bang 1 miéng
tam tre da dugc khir tring. S6 lwong vi khudn tir biofilm tach
ra trong dung dich trong giéng dugc xac dinh sau khi pha
lo&ng Va trai déu trén dia thach chira méi truong LB va dém
s6 khuan lac hinh thanh sau 12 gio & ¢ nhiét d6 30°C.

2.6. Phuwong phap phén tich

Nong do chloroaniline trong dung dich dugc xac dinh
bang phuong phap sic ky long hiéu ning cao (HPLC -
High Performance Liquid Chromatography), v4i cot 5 um,
250 mmx4,6 mm; Hyperclone, Phenomenex, USA va dau
do quang phd tir ngoai 240 nm. Pha dong 1a hdn hop
acetonitrile (70%) va nudc tinh khiét (30%).

3. Két qua va binh luin
3.1. Anh ciia chit dinh dwéng dén sw hinh thanh biofilm
Phan tich sy hinh thanh mang sinh hoc ctia vi khuén A.
baumannii GFJ1 trén dia giéng thdy rang A. baumannii
GFJ1 hinh thanh mang sinh hoc véi cac muc do khac nhau,
tiy thudc vao chit dinh dudng dugc bd sung vao méi truong
nudi vi khuan. Vi khuan hinh thanh biofilm thip nhat khi
khéng dugce bd sung chét dinh dudng nao (méi truong MM),
va cao nhat khi dugc bo sung (NHz)2S04 (mdi truong MYA,
Hinh 1). Ngoai trir m6i truong MM, cac moi trudng con lai
déu duge bd sung 0,01% chét chiét nAm men dé kich thich
sy sinh truong cua vi khudn. Méi truong duge bd sung
ngudn nito duong nhu dan dén sy hinh thanh biofilm cao
hon méi trudng bd sung ngudn cac bon. Méi truong duge bd
sung ca ngudn nito (NH4)2SO4) va cac bon (succinate) lam
giam sy hinh thanh biofilm so v6i moi truong chi cod
(NH4)2SO4 (Hinh 1). Nhu véy, khong phai cang nhidu chat
dinh dudng thi sy hinh thanh biofilm cang cao. Trong thi
nghiém nay, vi khudn P. putida KT2440 13 vi khuan ¢6 kha
nang hinh thanh biofilm dwoc chon lam d6i ching dwong, va
mdi truong khong c¢6 vi khuan 1a dbi ching 4m. Céc nghién
ctru khéac ciing thdy rang, sy hinh thanh biofilm chiu anh
huong cta ngudn dinh dudng [12, 13, 14].
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Hinh 1. Anh hiéng ciia cdc chat dinh dudng dén mikc dg hinh thanh biofilm trén dia polystyrene 96 giéng

3.2. Anh ciia chit dinh dwéng dén sw phin hiy
chloroaniline bai biofilm

Dia sau khi hinh thanh biofilm sau 24 gi¢ dugc su dung

dé danh gid anh cta chat dinh dudng dén su phan huy
chloroaniline. K&t qua thay rang, sau 6 gio U, su phan huy
4-chloroaniline va 3,4-dichloroaniline chénh 1éch khong
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dang ké va cao hon 3-chloroaniline (Bang 1). Diéu nay
chtng t6 vi tri ctia chlorine trong phén tir quyét dinh toc do
phan hay cta vi khuin. Trong méi truong MM, MYO001,
MYS va MYC, téc do phan hay gﬁn nhu tuong duong va
cao hon méi truong MY01, MYA, MYC va MYAC. bay
la két qua gdy ngac nhién vi biofilm hinh thanh khi vi
khuan dugc nudi cay trong moi truong MYO01, MYA, MYC
va MYAC cao hon cac méi truong khac, tire 13 ¢6 s6 lwong
vi khudn nhiéu hon. Viéc b6 sung chét chiét ndAm men véi
néng d60,1% dan dén su hinh thanh biofilm cao hon nhung
lai phan hay thap hon & ndng d6 0,01%. Didu nay co thé

gidi thich r?lng, v} néng do chét chiét nAm men cao, vi khuin
sir dung chat dinh dudng trong chét chiét nAm men cao dé
sinh trudng thay vi st dung chloroaniline. Cung mot lugng
nhu nhau ctia (NH4)2SO4 va NH4Cl, sy hinh thanh biofilm
cao hon, nhung sy phan huy chloroaniline lai thap hon
trong truong c¢6 NaNOs. Két qua nay c6 thé giai thich 1a vi
khuan A. baumannii GFJ1 c6 khuynh huéng st dung nito
tr (NH4)2SOs va NHiCl cao hon tr NaNOs va
chloroaniline. Qua thi nghiém nay cho thay rang chét dinh
dudng dong vai trd rat quan trong trong viéc hinh thanh
biofilm ciing nhu sy phéan hity chat hoa hoc.

Bing 1. Su phin hity chloroaniline & cdc méi triuong c6 cde nguon dinh dwdng khdc nhau béi biofilm sau 6 gio i

Chloroaniline Su phéan huy chloroaniline (%) & cac moéi truong khac nhau

MM MY001 MY01 MYS MYC MYA MYAC MYSA
3-chloroaniline 336+3,7 | 576+31 | 282+22 | 585+3,7 | 53611 | 155+29 | 21,1+18 | 194+24
4-chloroaniline 844+94 | 933+35 | 766111 | 944+44 | 899+7,7 | 445+55 | 644+66 | 655+73
3,4-dichloroaniline 886+85 | 966+4,6 | 822+54 | 944+54 | 928+33 | 566+88 | 71,8+88 | 844+4,6
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Hinh 2. Anh hieéng ciia nong dg chloroaniline va thoi gian dén
su hinh thanh biofilm trén dia giéng
3.3. Anh hwéng ciia nong d chloroaniline dén sw phit
trién ciia biofilm
Kha néng hinh thanh mang sinh hoc chiu anh hudng cia
diéu kién moi trudng, trong d6 c6 ndng do cac chat hoa hoc.
Trong thi nghiém ndy, méi truong MYNa dugc lua chon va

duoc bd sung chloroaniline & cac nong do khac nhau. Vi khuan
nudi cdy trong moi truong MYNa c6 sy hinh thanh biofilm &
murc trung binh, nhung c6 sy phan huy chloroaniline & murc cao
(duwge md ta & thi nghiém sau). O ndng do chloroaniline khac
nhau, sy khac nhau gitra mirc d§ hinh thanh biofilm khéng dang
ké, ngoai trir 3,4-dichloroaniline & ndng d6 1,0 mM (Hinh 1). O
ndng do chloroaniline tir 0 dén 0,1 mM, biofilm dwoc hinh
thanh dat dén murc cao nhét sau 24 git va khong thay 601 dang
ké & cac ngay tlep theo. O ndng do cao hon, vi khuan can nhiéu
thoi gian hon dé hinh thanh biofilm dat dén mirc cuc dai. Su
hinh thanh biofilm phu thuéc vao muc d sinh trudng cua vi
khuén. Quan st thiy rng, 6 ndng do chat hoa hoc cao, vi khuan
sinh truong cham hon nén sy hinh thanh biofilm dién ra cham
hon. 3,4-dichloroaniline doc hon cac loai monochloroaniline
khac. O n6ng d6 1,0 mM, 3,4-dichloroaniline (rc ché sy phat
trién coa vi khuén dan dén muc d6 hinh thanh biofilm thip.
Biofilm 1a mét hinh thtre séng ciia vi khuén, ching bam vao gia
thé va tu tap lai v6i nhau, hinh thanh mang EPS (Extracellular
polymeric substances) dé chiing c6 thé ton tai tot hon trudc cac
diéu kién bit loi cuia méi truong, ching han nhu cac chat doc
héa hoc. Chloroaniline vira 1a chat doc, vira 1a ngudn dinh
dudng cho vi khuan. Piéu dang luu y trong thi nghiém nay la
khéng cé chtng ct rang chloroaniline kich thich sy hinh thanh
biofilm cua vi khuan. Chloroaniline & ndng do cao tic ché su
hinh thanh biofilm théng qua trc ché s sinh truéng caa ching.
3.4. Sw phin hiiy chloroaniline béi biofilm coé lwong vi
khudn ban dau khac nhau é cdc chu ki khdc nhau

Thi nghiém nay duoc thuc hién trong moéi truong MY Na,
trén dia polystyrene 96 giéng véi ndng chloroaniline ban dau 1a
0,1 mM. Trong thi nghiém nay, viéc x4c dinh sb lugng vi khun
trong biofilm duoc dém truc tiép s6 CFU/giéng thay vi nhuém
mau thube tim vi dia con duge sir dung & cac chu ki sau. Ngoai
ra viéc dém sb lugng t& bao trong biofilm dé xac dinh sy hoat
dong ciia vi khuan chinh xéc hon vi ¢6 thé ¢6 nhiing vi khuan
trong biofilm da chét sau céc chu Ki. Két qua thay rang, & chu
ki thir 2, sb lugng té bao trong biofilm gap dbi chu ki thir nhat,
chu ki thir 3 gan nhu gép doi chu ki thir 2. Trong lic d6 & chu
ki thir 3 va 4, luong vi khuan trong biofilm khong thay di dang
ké (Hinh 3A). C6 & khi lop biofilm da day, vi khuén trong
biofilm, nhét 13 16p phia trong tré nén kho tiép can voi ngudn
dinh dudng va 6xi nén chung khong tang thém dugc nira.
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Sy phéan huy chloroaniline cling tang 1én tir chu ki 1 dén
chu ki 3, nhung gitra chu ki 3 va 4 lai khong thay d6i dang ké.
O chu ki the nhdt, sw phan hay 3-chloroaniline, 4-
chloroaniline va 3,4-dichloroaniline khéng qué 65,3% sau 3
gi0, nhung & chu ki 4, sy phan hity chloroaniline dat t¢1 hon
92% (Hinh 3B). Sy tang tdc d6 st dung co chit 1a do lugng vi
khuén trong biofilm ting 1én (Hinh 3A). O thi nghiém trén cho
thay, thanh phin méi trudong dong vai trd quan trong hon sd
lugng vi khuan ban dau trong biofilm trong viéc phan huy
chloroaniline. Nhung trong thi nghiém nay, cing mdt moi
truong nhu nhau & cac chu ki, két qua lai khac. Tuy nhién ciing
rat kho xéc dinh dugc sy phan hity nay bao nhiéu phan tram
14 do vi khuan trong biofilm va bao nhiéu phan trim la ctia vi
khuan tir tich ra tir biofilm di chuyen vao mdi truong long.
Nhung qua sy so sanh trén, ta thiy luong vi khuan trong
biofilm ciing dong vai trd quan trong trong xir Iy chat doc hai.
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Hinh 3. Sy hinh thanh biofilm trén dia polystyrene 96 giéng (4)
va su phan hity chloroaniline boi biofilm (B)

Trong thi nghiém trude thi sy hinh thanh biofilm ¢ nong
d6 0,1 mM dat cuc dai sau 1 ngay va khong thay ddi ¢ cac
ngdy tiép sau. Tuy nhién trong thi nghiém nay, lugng vi
khuén tang 1én & chu ki thir 2 va tht 3. Su thay thé moi
truong di can kiét dinh dudng bang méi trudng méi gitp
vi khuan ¢ thém ngudn dinh dudng 1a nguyén nhin lam
kich thich sy sinh truong cua vi khudn, dan dén 1am ting
su hinh thanh biofilm. Trong qua trinh hinh thanh biofilm,
mdi khi bAm vao bé mat, vi khuén tiép tuc phan chia, thu
nhan thém té bao méi va nhan thém ca té bao tir moi truong
long dé hinh thanh 16p biofilm day hon. Vi sinh vat can
thiét cac chat dinh dudng cho sy sinh truéng, hinh thanh
thém 16p mang EPS dé mo rong pham vi biofilm [15].
Nghién ciru nay c6 anh huong quan trong dén ung dung
biofilm trong viéc phan huy chat doc hai.

4. Két luan

Su hinh thanh biofilm cia vi khuin phin huy
chloroaniline-A. baumannii GFJ1 chiu sy &nh hudng ctia chat

dinh dudng va ndng do chloroaniline trong moi truong. Vi
khuén hinh thanh biofilm cao trong méi trudng duge bd sung
(NH4)2SO4 va NH.Cl, nhung céc chit nay lai Grc ché sy phan
hay chloroaniline. O nong do chit hoa hoc cao (> 0,3 mM),

st hinh thanh biofilm dién ra chdm hon so v&i chloroaniline &
ndng d6 thip. Sy thay thé méi truong di can kiét ngudn dinh
dudng bang méi trudng méi ciing thanh phan dinh dudng dan
dén sy hinh thanh thém biofilm & mot vai chu ki tiép sau. Trén
92% chloroaniline dugc phan hity boi biofilm ciia vi khuén A.
baumannii GFJ1 trong méi truong MYNa & chu ki thir 4. Két
qua nghién ctru nay dong gép mot phén quan trong trong (g
dung biofilm dé phan hity cac chat hoa hoc doc hai.
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