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Chuong 7. Tang trudng cua quan thé vi khuan

7.1. Giai thiéu

Tang trudng 13 qua trinh gia ting c6 trat ty vé sd luong cac thanh phan ciu tric cla
té bao. Tién trinh nay phu thudc vao kha ning cia té bao hinh thanh nén mét nguyén sinh
chat moi tir cac chat dinh dudng sén c6 trong méi truong. O hau hét vi khuan, qua trinh
ting trudng lién quan dén cac hoat dong lam gia ting khdi luong té bao va sb luong
ribosome, nhin d6i nhiém sic thé, tong hop vach t& bao va mang nguyén sinh chit mai,
phan chia hai nhidm sic thé, hinh thanh vach ngin va cudi cung 1a chia doi t& bao. Qué
trinh sinh san vo tinh nay dugc goi la sy sinh san theo hinh thuc truc phan (binary
fission).
Hinh 7.1. Vi anh

Streptococcus pyogenes dang

_ Thanh té bao
phan déi duwdéi kinh hién vi

Soiléng

_~ (Protein M) dién t& (Maria Fazio va

Vincent A. Fischetti). Hau hét
vi khuin sinh sian bing mot
tién trinh vo tinh twong doi
don gian dwgc goi la sinh san

Vach ngan
nhan doéi: tung te bao gia ting

S

N
\ kich thuéc va chia déi thanh
hai té bao con. Trong suot

Nhiém sac the tien trinh nay |a sy gia ting

O trat tw vé cdu tric va thanh phan ndi bao, sao chép va phan tach DNA va hinh
thanh vach ngin dé phan déi té bao thanh hai té bao con. Tién trinh ndy ciing c6 sw
phoi hop ciia mang vi khuan qua cong cu mesosome. Phan tir DNA dwoe cho 1a dinh
1én mot diém trén mang, tai d6 bat diu tién trinh sao chép. Hai phan tir DNA vin
con dinh trén hai diém canh ké nhau trén mang trong ciia té bao me trong khi vt
liéu mang méi duge tong hop giira hai diém nay. Piéu nay gilp cac phan tir DNA
nam theo hwéng dodi dién nhau trong lGc thanh va mang té bao méi bat diu ngin
cach giira hai phin nhiém sic thé giong hét nhau. Khi vach ngiin hoan thanh, té bao
chia ddi thanh hai té bao con. Khoang thdi gian can thiét cho té bao phan dbi hoic
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dé cho quén thé vi khuén ting gip déi dwoc goi la thoi gian thé hé. Thoi gian thé hé
d6i voi nhiéu loai vi khuin dang ting truéng trong tw nhién cé thé ngin khoang 15
phut hoic c6 thé dai trong vai ngay.

Ddi véi cac sinh vat don bao nhu vi khuén, su ting truong cé thé do duoc bang
nhiéu cach thong qua hai tiéu chi khac nhau d6 1a sy thay d6i vé sinh khdi té bao va su
thay doi vé sb luong té bao.

7.2. Phwong phap xac dinh sinh khdi té bao

C6 thé str dung phuong phap (1). Truc tiép va (2). Gian tiép dé xac dinh sinh khéi
té bao.

7.2.1. Phwong phap truc tiép:

Trong nhom phuong phap truc tiép gom:

(a). Phuong phap vat 1y: thong qua xac dinh khéi luong kho, khéi lugng wdt hoic
thé tich té bao sau ly tAm va

(b). Phuwong phap hoa hoc: bang cach xac dinh mot s thanh phan hoa hoc cua té
bao nhu ham luong nito (N) tong, protein tong hodc tong ham luong DNA.

7.2.2. Phwong phap gian tiép

Nhom phuong phap nay duogc xac dinh qua:

(). Hoat tinh hoa hoc: xac dinh hoat tinh héa hoc nhu ty 1¢ ham luong O3 sinh ra
hoac dugc ti€u thy, ty I¢ ham lugng CO2 sinh ra hoac duoc ti€u thuy, ....hoac

(b). Po d6 duc: duoc tién hanh trén nhiéu loai thiét bi dé xac dinh s luong 4nh
sang bi phan tan do sy lo litng cua té bao co trong dung dich. Po d§ duc hodac mat do
quang hoc ctia dich huyén phu té bao 1a phuong phap do gian tiép lién quan dén sinh khoi
té bao hay sb luong té bao. Khi sir dung phuong phap nay can phai xay dung va hiéu
chuan duong chuin. Phuong phap nay rat don gian nhung do nhay bi gidi han trong
khoang 107 té bao/ ml.

7.2.3. Phwong phap do sb lweng té bao

Bao gdm cac k¥ thuat nhu (a). Dém truc tiép bang mit hoic bang thiét bi va (b).
dém gian tiép té bao song.

(a). Pém tryc tiép dudi kinh hién vi: bang cach sir dung cac budng dém. Tuy nhién
phuong phap nay khong phan biét dugc té bao chét hay té bao con séng. Khi ap dung
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phuong phap dém nay thi dich huyén phu phai c6 mat d6 >107 té bao/ ml. Tuy nhién ciing
c6 thé c6 dic mau bang cach ly tam hoic loc dé ting do nhay. Phuong phap dém truc tiép
dudi kinh hién vi c6 thé duoc su dung dé quan sat va xac dinh sy tang trudng cia vi
khuan.

(b). Str dung budng dém dién tir: dung dé dém sb lugng va do kich ¢& phan bd cua
cac té bao. Khi do kich c& té bao, thi dich huyén phu phai rat sach. Cac thiét bi dién tir
thuong duge ap dung dé dém cac té bao eukaryote nhu té bao mau ching han.

Bang 7.1. Mt s6 phwong phap dung dé xac dinh sy tiing trwéng cia vi khuén.

Phuwong phap Ap dung Dién giai

DPém tryc tiép dudi S6 lugng vi khuan trong sira  Khong thé phan biét giita té bao

kinh hién vi hoic vaccin té bao song va té bao chét

) ) L, S luong vi khuan trong sita, . . L
bém vi khuan song qua ] ; ~ Ratnhay néu cic di€u kién dia
, thyc pham, dat, nudc,nudi _ .

khuan lac , ' moi truong toi thich
cay ¢ phong thi nghi€ém, ...
U6c lwgng mot lugng 16n vi  nhanh va khéng pha hiy nhung

Do do duc khuan trong moi truong long khéng thé phat hién mat do té
va dung dich bao nho107 té bao/ ml

Xac dinh N tong hoic ~ Po téng té bao sinh ra tr Chi ap dung trong phong thi
protein tong chung nudi cay nghiém nghién ctru

, o Doi hoi c6 tidu chuan cd dinh
Xac dinh hoat tinh sinh _ )
, o lién quan dén hoat tinh hoéa hoc
héa vi du hap thu Oy, Phuong phap vi sinh

) tuong (g vai khoi lugng té bao
sinh CO», ATP,...

va/hoic sb lugng té bao

Xac dinh khéi luwong

chat kho hodc udt cia Po tong t& bao sinh ra tir C6 1é nhay hon cac phép do tong
té bao hodc thé tich sau ching nudi ciy s6 N hodc protein tong

khi ly tam

(c). Pém gian tiép té bao song: k¥ thuat ndy con goi la dém dia, lién quan dén cay

dia trén moi truong thach dinh dudng. Trude khi cdy, mau cé thé dugc pha loang trong
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dung dich nudc mudi sinh 1y hodc dung dich mudi c6 peptone. Néu ciy trén méi truong
phu hop thi mdi t& bao sbng s& ting truéng va hinh thanh nén mét khuan lac. Mbi khudn
lac &ém duogc goi 1a don vi hinh thanh khuan lac (CFU), s6 lugng cfu lién quan dén sb té
bao vi khuan con séng trong mau.

Thuéan lgi cua k¥ thuat nay do 1a do nhay. Vé mat ly thuyét, 6 thé phat hién dugc
mot té bao riéng 1é va phuong phap nay cho phép kiém tra va xac dinh vi sinh vat can
dém.

Diém bat loi cua phuong phap nay nhu sau: (i) chi c¢6 té bao sdng phat trién thanh
khuan lac; (i) cac té bao két cum hay két thanh chudi phat trién thanh khuan lac riéng 1é;
(iii) cac khuén lac chi phat trién tir nhitng moi trudng va diéu kién phu hop cho su ting
trudng cua ching.

Hién nay nhiéu k¥ thuat sinh hoc phan tir da duoc trién khai chéng han nhu Real-
time PCR va miu do gen ching han. Trong d6 Real-time PCR c6 thé duoc sir dung dé
dinh luong té bao c6 trong mau thir. Mau do gen c6 thé dugc sit dung dé chitng minh sy
da dang va phong phu vé mit di truyén cta prokaryote trong méi truong, ki thuat nay
dugc ung dung dé xac dinh nhitng loai vi sinh vat khong thé nudi cdy duoc.

7.3. Pwong cong ting truéng cia vi khuan

Trong phong thi nghiém, dudi nhirg diéu kién thich hop, quin thé vi khuan ting
truong ting gip doi ¢ nhiing thoi gian bang nhau. Sy ting trudng 14 tién trinh cap s6 mil:
1,2,4,8, ... hay 20, 2%, 22 23 ... 2", trong d6 n = s thé hé. Tién trinh nay duoc goi la
tang truong theo sé mil. Trong thyc té, ting trudng lily thira chi 1a mot phan caa chu trinh
sdng cua vi khuan va khong mang tinh dai dién cho kiéu ting truong binh thuong cia vi
khuan trong ty nhién.

Khi cdy mot luong té bao 1én moi trudng va sy ting truéng cua quan thé dugc
giam sat theo thoi gian, dir lidu thu duoc s& tao ra duong cong ting truéng dién hinh
(Hinh 7.2).

C6 bdn giai doan trong chu ky sinh truéng cia vi sinh vat d6 1a (1). Giai doan Lag
(Lag phase). (2). Giai doan ting trudong theo cap sé mil (Log phase). (3). Giai doan 6n
dinh (Stationary phase) va (4). Pha chét

(1). Giai doan Lag: ngay sau khi cdy té bao vi khuan vao méi trudng, quan thé vi
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khuan tam thoi chua thay doi. Mic du chua xuat hién su phan doi rd rang, nhung té bao
c6 thé ting truong vé thé tich hay khdi luong, tong hop enzyme, protein, RNA, ...va gia
tang hoat dong bién dudng.

Thoi gian cta giai doan ndy rd rang phu thudc vao mirc do da dang cua cac yéu td
nhu luong vi khuan cy vao, thoi gian can thiét dé phuc hdi do tac dong vat Iy va giy sdc
khi chuyén chiing, thoi gian can thiét dé sinh tong hop cac coenzyme thiét yéu hodc cac
yéu t6 phan d6i va thoi gian doi hoi dé tong hop cac enzyme méi can thiét dé bién dudng
co chét hién dién trong mdi truong.

(2). Giai doan ting truwémg theo cip sé mii: giai doan ting trudng theo cap sd mii
13 mot kiéu miu ting trudng cin bang vi tit ca cac té bao dang phan d6i va dang ting
truong nhd qua trinh hinh hoc. Té bao phan d6i & van tdc 6n dinh phy thudc vao thanh
phan ctia moi truong ting trudng va didu kién nudi cdy. Toc do tang truong theo cip sb
mil ciia ching vi khuan nudi cay dugc biéu hién nhu 1 thoi gian thé hé, con goi 14 thoi
gian tang d6i ciia quan thé vi khuan. Thoi gian thé hé (G) dugc xac dinh nhu thoi gian (t)

cho mdi thé hé (n = sb thé h¢). Do d6 G=t/n 1a biéu thirc xuit phat tir sy tinh toan thoi

gian thé hé.
= Hinh 7.2. Minh hoa vé dwong cong
% ting truwéng dién hinh cia vi
b khuin. Khi vi khuin ting truéng
éﬁ trong mdt hé thong déng con goi la

mé nudi cay, giong nhu trong ong
nghiém, quan the té bao luén luon

biéu hién trang thai dong hoc ting

truong: té bao bit diu diéu chinh

Thoi gian (gio) trong moi trudng méi (lag phase)
cho dén khi chiing c6 thé bit diu phén chia bing qua trinh phan déi (giai doan phan
chia cip s6 mii). Khi sy ting truéng tré nén bi giéi han, té bao sé dirng phan ddi di
vao giai doan on dinh, cudi cing chiing di vao pha chét. Bién dong ting trwéng ciia
quan thé vi khuan dwoc biéu dién qua cic thong so6 giam sat ciia truc x vay. Sw ting
trwéong dwoc biéu hién bang su thay déi s6 té bao sdng theo thoi gian. Thoi gian thé
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hé dugrc tinh toan trong giai doan ting trwéng theo cip sé mil.

(3). Giai doan 6n dinh: sy ting truéng cip s mil c6 thé chip dut trong mé nudi
cdy, vi du trong hé théng dong nhu trong 6ng nghiém hay binh erlen, bon 1én men, .... Su
ting trudng ciia quan thé bi gidi han boi mot trong ba yéu té sau. (a). Su can kiét vé cac
chét dinh dudng sén c6, (b). Su tich lily cac chét bién dudng gay trc ché hodc nhitng san
pham cubi, (c). Su can kiét vé khong gian trong truong hop ndy goi l1a thiéu khong gian
sinh hoc.

Trong giai doan on dinh, thi c¢6 thé khong xac dinh duoc, hoic mét sb té bao dang
chét va mot luong té bao tuong ty dang phan doi hodc quan thé vi khuan ngimg ting
trudng hodc phan do6i. Giai doan 6n dinh nay giéng nhu giai doan lag, khong phai 1a giai
doan im lim. Vi khuén san sinh ra cac chat bién dudng thi cdp nhu khang sinh duogc tao
ra trong giai doan 6n dinh cta chu ky ting truéng. Trong giai doan 6n dinh nay vi khuan
hinh thanh bao tir ¢6 thé bi cam tmg hoat dong dé tao ra hang ta gen lién quan dén qua
trinh hinh thanh bao ttr.

(4). Pha chét: sau khi quan thé vao giai doan 6n dinh néu tiép tuc U thi quan thé vi
khuan s& di vao pha chét. Piéu nay biéu hién qua sy suy giam vé sb luong té bao song,
dugc quan sat béng ca ky thuat nhu do do duc hoac dém truc tiép dudi kinh hién vi. Trong
giai doan nay sb luong té bao sdng giam theo cip sé mil, d6i nguoc voi sy ting truong
clia giai doan tang truong theo cip sd sd mil.

Bang 7.2. Thoi gian thé hé ciia mot s6 vi khuin trong diéu Kién ting trudng toi thich.

Vi khuan M&éi truong Thoi gian thé hé (phut)
Escherichia coli Glucose - mudi 17

Bacillus megaterium Sucrose - mudi 25

Streptococcus lactis Stra 26

Streptococcus lactis Dung dich lactose 48

Staphylococcus aureus Dich chiét tir tim dong vat 27 - 30

Lactobacillus acidophilus Stra 66 - 87

o Moi trudong gdm c6 mannitol,
Rhizobium japonicum . , 344 - 461
mudi, cao nam men



Chuong 7. Tang trudng cua quan thé vi khuan

Mycobacterium tuberculosis Mbi trudng tong hop 792 - 932
Treponema pallidum Thir nghiém trén tho 1980

7.4. Toc d6 tang trweéng va thoi gian thé hé
7.4.1. Téc @6 ting truéng

Nhu d3 d& cap ¢ trén, su ting trudng cua vi khudn trong giai doan ting trudng cip
s6 mil, dudi nhitng diéu kién dinh dudng tiéu chuan nhu moi trudng nudi cdy, nhiét do,
pH, ... . Thoi gian thé hé cua vi khuén thi dao dong trong khoang tir 12 phut dén 24 gid
hodc dai hon. Thoi gian thé hé ddi véi E. coli trong phong thi nghiém nam trong khoang
15 - 20 phat nhung trong duong rudt, thoi gian thé hé cua coliform wéc khoang 12 - 24
gid. Dbi véi hau hét vi khuan da biét va co thé nudi cay dugc thi thoi gian thé hé trong
khoang 15 phut dén 60 phat. Cac vi khuan cong sinh nhu Rhizobium ¢ thoi gian thé hé
dai hon. Nhiéu vi khuin v6 co dudng nhu vi khuan nitrate héa ciing c6 thoi gian thé hé
dai. Mot sé vi khuan gay bénh nhu Mycobacterium tuberculosis va Treponema pallidum,
c6 thoi gian thé hé dic biét dai va diéu nay dugc cho 1a thuan lgi cho su gdy bénh cia
ching. Thoi gian thé hé di véi mot sd vi khuan duoc trinh bay & Bang 7.2.
7.4.2. Thoi gian thé hé

Khi phat trién dén cAp sé nhan bang sinh san vo tinh thi muc gia ting trong quan
thé vi khuan 12 mot tién trinh hinh cap s6 mil. Néu chung ta bat dau véi mot té bao, khi né
chia d6i thi thé hé dau tién gom 2 té bao, thé hé th hai c6 4 té bao, thé hé thir ba gom 8 té
bao va cir tiép tuc nhu vay. Thoi gian thé hé (generation time) 13 thdi gian can thiét dé té

bao phan doi.

G (thoi gian thé hé) = (thoi gian, phat hodc gio)/n(s6 thé hé)
G= i;
Trong d6: t = thoi gian tinh gid hay phut; B = s6 té bao vi khuan tai thoi diém bat
dau; b = s té bao vi khuan tai thoi diém két thic; n = s6 thé hé (s6 1an quan thé té
bao ting gap doi trong khoang thoi gian); b = B x 2" (day 1a phwong trinh biéu thi
cho su ting truong bang cach sinh d6i)

Pé tim n: =

logb = logB + nlog2
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t

logb—logB logb—logB
— ogb—log —n= ogb—log
log2 0,301

—-»n=33 Iogg G=

B 3,3log%
Vi du: hdy tinh thoi gian thé hé cia quan thé vi khuan ting tir 10.000 té bao 1én
10.000.000 té bao trong 4 gid ting trudng.

t

Log té[bao séng 3,310g%
10
G = 240’
- 107
8 3,310g F
!
8 — 240
g 3,3x3
4 G =24

| | | |
0 4 8 12 16 20 24 28
Thoi gian (gio)

7.5. Nubi cay lién tuc
CAac van dé thao luan vé su ting trudng cta quan thé vi khuan ¢ trén duoc goi 1a
nudi ciy mé. Do cac chét dinh dudng khong dugce bd sung nén su ting trudng theo cap sd
mil s€ bi gidi han chi sau mét vai thé heé. Tuy nhién ching vi khuan c6 thé duy tri trang
thai tang truong theo cap sd nhan trong thoi gian dai néu sir dung hé thong nudi ciy lién
tuc (Hinh 7.3). Hé théng nay duoc thiét ké nham cat giam dang ké cac diéu kién lam két
thuc sy tang trudng theo cap s mil trong nudi cdy mé. Nudi cdy lién tuc duoc tién hanh
= trong thiét bi 18n men lién tuc goi la chemostat, c6
thé duoc str dung dé duy tri quan thé vi khuan ¢

ifoikiaar: mat do khong doi.

Hinh 7.3. So d6 thiét bi 1én men lién tuc
" m<— Valve didu chinh (chemostat). Thiét bi nay dwoc thiét ké dé loai
Kiém sodt qui dong nham bd dang ké diéu kién mdi trwong 1am han
/ ché s ting truéng bang cach cung cap lién tuc

Moi treeong thoat ra

<

chit dinh dudng cho té bao va loai b6 chit thai

va té bao qua st dung tir méi truwomg nuoi cay.
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O thiét bi 1én men lién tuc, khoang tang truéong duoc ndi véi ngudn cung cip moi
treong vo trung. Mot khi sy ting trudng bit dau, moi truong tuoi tir ngudn cung cip dugce
b6 sung lién tuc. Thé tich dich nuéi cay trong binh ting truéng dugc duy tri & mirc khong
d6i nho kiém soat dong tran (qua dong). Moi trudng tuoi bd sung vao binh ting trudng &
tbc do gisi han sy ting trudng cua vi khuan. Tdc do ting truong cua vi khuan cé cung véi
vi khuan duoc loai bo qua dong tran. Toc d6 méi trudng thém vao xac dinh téc do ting
treong vi moi trudng bod sung ludn chira mot lwong gidi han cac chat dinh dudng thiét
yéu. Vi vay thiét bi 1én men lién tyc 1am giam dang ké cac chat dinh dudng khong hiéu
qua, sy tich liiy cac chat doc va sy tich liiy qua mire cac té bao nuoi cay. Day la cac thong
s6 1am ching nudi cdy di vao giai doan 6n dinh cua chu ky ting trudng. Chung vi khuan
c6 thé ting truong va dugc duy tri ¢ diéu kién twong d6i khong ddi, phu thude vao tée do
dong cua chét dinh dudng.

7.6. Sy ting truéng dong bd cia vi khuan

Khi nghién cru quan thé vi khuan trong nudi cdy mé va nudi cay lién tuc khong
cho phép dua ra bt ky két luan nao vé dic tinh ting trudng cia timg ca thé té bao, boi vi
su phan bd vé kich ¢& té bao trong trong s6 cac thanh vién cua quan thé thi hoan toan
ngiu nhién. Tuy nhién thong tin vé dic diém ting truong clia cla timg ca thé vi khuan c6
thé thu duoc nhd nghién cru vé nudi cay dong bd (synchronous culture). Sy nudi ciy
dong bo phai bao gdm céc té bao ¢ cung giai doan ting trudng. Cac phép do tién hanh

trén nudi cay dong bo phai twong dwong voi phép do trén céc ca thé té bao.

* Hinh7.4. D6 thi minh hoa sw ting trwéng dong bd

S6 télbao séng

Al ciia quan thé vi khuan. Bang cich chon loc cin than
cac té bao vira méi phan dbi, c6 thé chon dwoc quan
thé vi khuan dong bd xuit phat tir mt vong phan

ddi té bao. Sw dong bd nay co thé dwoc duy tri chi

trong vai thé hé.

X 0 0 % W 20 w0 o .
Théi gian (gio) Mot so6 k¥ thuat hién dai thu nhan quan thé vi

khuén tai cing thoi diém trong chu trinh té bao. Mot s6 ky thuat lién quan dén viéc van
hanh céc thong s moi trudng nham cam tng quan thé bt dau hoic két thuc ting trudng
tai cing mot diém trong chu trinh té bao, trong khi d6 cac thong sb khac 1a cac phuong
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phap hoa hoc nhdm Iwa chon céac té bao vira méi két thic qua trinh phan d6i. Vé mat ly
thuyét, cac t& bao nho nhét trong quan thé vi khuan 13 nhitng t& bao vira méi két thiic qua
trinh phan d6i. Sy ting trudng dong bod cia cac té bao vi khuan duge minh hoa tai Hinh
7.4. Cac chung dong bo thi mau chong mat di su dong bo 14 do khong phai tat ca cac té
bao trong quan thé dugc phan chia mot cach chinh xac ciung kich ¢, d6 tudi hay thoi

diém.

11



