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NGHIEN c(*uU HIEU LUC KHU KHUAN CUA DUNG DICH NANO
BAC POI VO'I PHAY KHUAN Vibrio cholerae GAY BENH TA

TRAN THI NGOC DUNG, NGO QuUOC BU’U, NGUYEN HOAI CHAU, NGUYEN VU TRUNG

1. MO DAU

Bénh tleu chay cap (benh ta) 1a mot bénh nhiém trung doc cap tinh cua dudng tiéu hoa, lan
truyén chu yéu qua nudc udng va thire an. Bénh ta c6 thé lan truyén thanh dich I6n. Trong vong
200 nam qua da ¢6 7 lan dich ta bung phat va lay lan thanh dai dich & mét sé nude va chau luc.
trong thoi gian vai thang da lam to vong hang chuc nghin ngudi & cac thanh phd 1én nhu Paris
(1832), London (1854) va & Peru (1991). Tai Viét Nam dich ta trong cac nam 1926 - 1927 da
lam chét hon 23 nghin nguoi, trong thoi ky 1937-1938 da lam chét gan 15 nghin nguoi. Trong
nam 2007 dich ta da bung phat tai mot s tinh & mién Bac, nhung nhd cac bién phap phong
chong dugc Bo Y té trién khai kip thoi nén dich nhanh chong bi dap tat ma khéng gy ra ton thét
|6n vé ngudi.

Tac nhan giy bénh ta la vi khuan Vibrio cholerae. Vi khuan nay la loai truc khuan gram
4m, hinh hoi cong nhu dau phay, di déng duoc nho ¢6 mot 16ng & dau (hinh 1). Tuy vi khuan ta
c6 strc dé khang yéu (bi chét & nhiét d6 55°C trong 1 gio va & 80°C trong 5 phut) nhung chung
séng dugc kha lau trong méi trudng nudc hd ao, nhat la khi nude bi nhiém man (3 - 50 ngay).
Do vy kha nang truyén bénh ta theo cac dong nuéc mat rat 1on.

Hinh 1. Vi khuén ta Vibrio cholerae (a) va hinh anh con vi khuan véi do khuéch dai lém (b)

Ngudn: Vibrio cholerae, Wikipedia

Trong trudong hop ngudi bi nhiém phay khuan ta, thong thuong thi thoi gian phat bénh rat
nhanh, khi phat bénh lam bénh nhén bi ndn mira va tiéu chay nhiéu lan trong ngay. néu khong
duoc diéu tri tich cuc bénh nhan ¢o thé chét trong vong 24 gio vi ki€l nude va mat cac chét dién
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giai. Do tinh dé lay lan va kha ning lam nguoi bénh nhanh tr vong, bénh ta duogc coi la mét
trong nhitng dich bénh nguy hiém nhat, cin dugc kiém soét chat ché va phong chéng kip thoi. Vi
vay viéc nghién ctu su dung nhirng chat diét khuan mdi, hiéu qua cao va an toan nham ngan
chan su bung phat va lan truyén cta phay khuan ta la rat cén thiét.

Pa tir lau bac dugce biét dén nhu mét nguyén t6 ¢6 kha nang khu trung manh nhat t6n tai
trong tu nhién. Cach day khoang 200 nam cac nha khoa hoc da xem huyet thanh ngudi nhu la
mét dich keo, vi viy keo bac da dugc sir dung lam chat khang khuan ngay trong co thé con
nguoi. Ke tir d6 keo bac duoc sir dung réng rai dé chita cac bénh nam trén da, diu tri cac vét
thuong, vét bong, cac bénh rang miéng, lam thuéc nhé mét. Tuy nhién, sau khi thude khang sinh
duge phat minh (giira thé ki 20) vé6i hiéu luc khtr trung manh hon, keo bac da bi thay thé dan.
Nhung chi 30 nam sau d6 ngudi ta da nhén ra rang c6 rat nhiéu loai vi khuén c6 kha niang chéng
lai tac dung cua thubc khang sinh va van dé nay ngay cang tré nén dang lo ngai. Luc nay tinh
nang khang khuan cia bac lai dugc chii y do ¢6 phé tac dung rong va khong bi han ché béi higu
ung khang thudc [1, 2]. Ngay nay viéc tao ra cac vat thé véi kich thude nano (1 phan ti mét) da
tré nén phd bién, & kich thudc nay cac hat vat chat thé hién nhiéu tinh chét li - héa khac thudng
so v&i khi vét chat d6 & trang thai khéi. Cac hat nano bac v&i nang luong bé mat 16n ¢ kha nang
giai phong tir tir céc ion bac vao trong dung dich, nh& vay nano bac ¢6 hi€u luc khur khun manh
hon rat nhiéu lan va kéo dai hon so véi bac & dang keo, dang ion hay dang ran [1, 3].

So v&i ché pham Cloramin — mét chét diét khuan hién nay dugc nganh y té nudc ta dung
nhiéu nhat — nano bac cé nhirng uu diém ndi bat nhu lugng dung nhé, tranh dugc hién tugng
hinh thanh cac hop chat clo hitu co déc hai (trihalometan), khong cé mui kho chiu va khong doc
hai ddi v6i nguoi. Hién nay nhiéu san phim nano bac da duoc cac to chuc FDA, EPA cua My,
SIAA cua Nhat Ban chinh thic cho phép su dung trong y té va doi séng dé khir tring nudc udng
va moi truong khéng khi, bé mat clia cac vt dung trong sinh hoat [4].

Trong nhitng nam gan day Vién Cong nghé méi truong (VCNMT) da nghién ciru ché tao
thanh cong dung dich nano bac c6 chét lugng cao v&i kich thuée hat trung binh nhé hon 15 nm.
Trude thuc té bénh ta c6 nguy co bing phat thanh dich 16n & nhiéu tinh thanh trong ca nudc va
gdy nén cac hdu qua nghiém trong, Vién Cong nghé mdi trudong da tién hanh nghién ciru kha
nang diét khuén cua dung dich nano bac tu ché tao dbi véi mot ) chiung Vibrio cholerae gay
bénh dugc phan lap tir cac bénh pham tai Vién Cac Bénh truyén nhiém va nhiét d6i Quéc gia
(VCBTN&NDQG) dé c6 co so dé xudt bién phap méi chéng dich ta.

Bai bao nay trinh bay ket qua déanh gia hiéu qua khur trung cua dung dich nano bac do Vién
CNMT che tao 601 voi mot s6 ching phay khuan ta dugce phan lap tai Vién CBTN&NDQG va
xac dinh ndng dé tdi thiéu clia nano bac cho phép tidu diét trén 99,9% vi khuan Vibrio cholerae

2. THUC NGHIEM
2.1. Péi twong, vat liéu va phwong phap nghién ciru
2.1.1. Béi wong nghién ciiu
Vi khuan Vibrio cholerae: 3 chiing vi khudn gay bénh dugc phan lap tir bénh phim cua
bénh nhén tai Vién CBTN&NDQG, bao gom: Vibrio cholerae 3214, Vibrio cholerae: 3184
Vibrio cholerae 3252.

2.1.2. Vat liéu
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Dung dich nano bac sir dung trong thi nghiém duoc Vién Cong nghé mdi truong ché tao

bing phuong phap dung dich nudc [5] véi cac nong do pha loang tuong ng la 0,25; 0,5; 1,0;
5,0; 10; 15; 20; 25 mg/l.

MGéi trudng nuéi cay vi khudn la thach thuong.
Maiu dbi chirng 1a mau khéng ¢ nano bac.

Str dung nuéc cat dé pha lodng va tao canh truong Vibrio cholerae.
2.1.3. Plurong phdap nghién ciru

Cac chung Vibrio cholerae 3214, 3184, 3252 dugc phén lap tir bénh pham cua cac bénh
nhan mic bénh tiéu chay cap dang dleu tri tai Vién CBTN&NDQG. Sau khi phéan lap cac vi
khudn nay dugc nhan 1én v&i mat d6 10° cfwml va sau dé pha lodng trong nuéc cat dé c6 duoc
dung dich huyén phi tuong duong d6 duc chudn McFarland 0,5.

Ddnh gid hiéu qua diét khuan cia dung dich nano bac déi véi cdc chuing vi khudn

Sau khi ¢6 dugc dung dich huyén phu vi khudn véi d6 duc twong dwong dé duc chuan
McFarland 0,5 thi tiép tuc tién hanh cac budce nhu sau.

Budc 1: Dung pipet Iay lan luot 0,1 ml canh trurong vi khuan thu duoc 6 trén dua vao 9 ng
nghiém ¢ danh sé tir 1 dén 9.

Bude 2: Thém vao bng thi nhit (miu chiang) 0,9 ml nude cat. Tam 6ng nghiém con lai
thém vao mdi 6ng nghiém 0,9 ml dung dich nano bac co ndng dé tuong (mg 0,25; 0.5; 1; S; 10:
15; 20; 25 mg/l.

’Budc 3: Lac ki cac éng nghiém dé vi khuin va nano bac duoc hoa tron ki voi nhau roi sau
d6 dé yén cho qua trinh diét khuan xay ra.

Budc 4: Sau 15 phit ké tir khi lac Iay tir mbi 6ng nghiém ra 0,1 ml dung dich d6 vao dia
petri da dugc danh s0, sau d6 d6 10 - 12 ml mbi truong thach da chuan bi trudc va lang déu trén
bé mat d7a petri. Dé yén cho thach déng lai roi dem giir trong ta am voi nhiét do 37°C.

Budc 5. Sau 30 phut ké tir khi lac I3p lai qua trinh nudi cy nhu buédc 4.

Budce 6: Sau 60 phat lap lai qua trinh nudi ciy nhu hai budc trén.

Bude 7: Sau 24 h dé trong tu 4m, cac dia petri duoc ldy ra va dém s lugng khuan lac tinh
ra don vi cfu/ml.

Pé co the doc két qua chinh xac, ddi véi mau ching phai nuoi cay & cac nong do pha lodng

dén 7 bac (10 ), cac mau ¢6 nano bac duoc pha lodng dén 4 bac (10"). Thi nghiém ddi voi moi
chung vi khuan duoc lap lai 3 1an va két qua xac dinh 1a gia tri trung binh cua 3 lan thi nghiém.

3. KET QUA VA THAO LUAN

Bang 1 va hinh 2 trinh bay két qua danh gia kha nang diét khuan ctia dung dich nano bac do
Vién CNMT diéu ché déi v&i 3 ching phay khuan ta dugc phéan [ap tir bénh pham ctia cac bénh
nhan dang diéu tri tai Vién CBTN&NDQG. Két qua cho thiy tat ca 3 chung vi khuan
V. cholerae 3184, 3214 va 3252 da bi tiéu diét sau 15 phut tiép xuc v6i dung dich nano bac nong
do 1 mg/l. Nhung néu thoi gian tiép xuc kéo dai tdi 60 phut, thi chi c¢én 0,25 mg/l nano bac a da
¢6 thé vo hiéu hoa hoan toan s6 vi khuan nay.
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Bang . Kha nang diét khuan cua dung dich nano bac do Vién Céng‘nghé r~n6i truomg ché tao (jéi vOi
3 chang vi khuan V. cholerae dugce phan l4p tai Vién cdc bénh truyén nhiém va nhiét doi Qudc gia

V. cholerae 3252

Thoi gian | Nong do V. cholerae 3214 V. cholerae 3184
phoinhiém | nanobac " \ias [ Tilediet | Matdo | Tilediet | Matdo | Tile diet |
Mg | (cfuml) | ) | CumD | (@) | (cfum) |
1 2 3 4 5 6 7 8 |
0 (chung) 10’ 0 10’ 0 10’ 0
0,25 10 90 10° 90 10° 90
0,5 10 90 108 90 10° 90
1 0 100 0 100 0 100
15 phut 5 0 100 0 100 0 100
10 0 100 0 100 0 100
15 0 100 0 100 0 100
20 0 100 0 100 0 100
25 0 100 0 100 0 100
0 (chung) 10’ 0 107 0 10’ 0
0,25 10° 90 10° 90 10° 90
0,5 10° 99 10° 90 10° 90
1 0 100 0 100 0 100
30 phut 5 0 100 0 100 0 100
10 0 100 0 100 0 100
15 0 100 0 100 0 100
20 0 100 0 100 0 100
25 0 100 0 100 0 100
0 (chimg) 10’ 0 10’ 0 10’ 0
0,25 0 100 0 100 0 100
0,5 0 100 0 100 0 100
] 0 100 0 100 0 100
60 phut 5 0 100 0 100 0 100
10 0 100 0 100 0 100
15 0 100 0 100 0 100
20 0 100 0 100 0 100
25 0 100 0 100 0 100 |
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Hinh 2 thé hién tac dung khir khuan cua dung dich nano bac duéi dang d6 thi, trong do cac

dudng cong duoc xiy dung bang phuong phéap binh phuong téi thiéu trén co s cac sb liéu nhan
dugc tir thue nghiém.

Log[cfu/ml]

7 S S O
6 - Sau: 15 phut
LY SRR SN WO 0 O O SO
4 |
3 ..................................
2 ]
1 e X e XN B
: &
0 025 0.50 0.75 1.00 mg/l 0 0.25 0.50 0.75 1.00 mg/I
Néng dé dung dich nano bac Néng d6 dung dich nano bac

Hinh 2. Hiéu qua khir trang cua nano bac phu thudc vao ndng do va thoi gian tiép xic ddi voi cac
chung phay khuén ta: a) V. cholerae 3214; b) V. cholerae 3184 va 3252

Dién bién cla viéc cac phdy khudn ta bi tiéu diét boi dung dich nano bac do Vién CNMT

ché tao da duoc ghi lai trén cac buc anh chup qua kinh hién vi OLYMPUS BX-51 cua Vién
CNMT. Hinh anh dan ra trén hinh 3 cho thay cac phay khuén ta V. cholerae bi pha hiy hoan
toan sau 15 phut tiép xic véi dung dich nano bac c6 néng d6 1,0 mg/l. Anh (a) cho thiy hinh
dang cac phéy khuén ta trudce khi bi dung dich nano bac tac dong. Trén anh (b) cé thé thay trong
qué trinh tac dung clia cac ion nano bac Ién vi khuén, tir hinh que ching co dan lai thanh hinh
céu va chét.

Hinh 3. Phiy khuén ta truéc (a) va sau 15 phit tiép xic véi dung dich nano bac nong do |1 mg/l (b)



Tir nhirng §6 liéu thuc nghiém c6 thé xac dinh ndng do nano bac tdi thiéu cho phép tiéu diét
trén 99,99% phay khuan ta 1a 0,25 mg/I véi thoi gian phoi nhiém 60 phat.

Két qua nghién ctru thu duoc da cho thdy dung dich nano bac la mét tac nhén khu tring
hiéu qué cao, c6 thé sir dung dé phong ngira bénh tiéu chay cap do cac vi khuan ta gay ra.

Co ché khang khudn cta nano bac 1a mot van dé van dang dugc tlep tuc quan tam nghién
ctru, tuy nhién cho dén nay cac nha khoa hoc da di dén mét s6 quan diém tuong ddi théng nhét
vé co ché tac dung cua nano bac Ién té bao sbng. M6t trong nhimg quan diém d6 cho la cac ion
bac duoc giai phong ra tir cac hat nano ¢6 ai luc manh ddi voi cac nhém chire mang dién tich am
ctia cac phan tir sinh hoc trén té bao vi sinh vat nhu cac géc ~SH, ~COOH, —PO,”". Céc ion Ag’
s€ phan ung voi cac nhom chirc nay va vo hiéu hoa cac té chte chire néng quan trong trong té
bao, lam anh huéng dén qua trinh téng hop thanh té bao, uc ché cac qua trinh véan chuyén 6xy va
cac chat khac qua mang té bao, cling nhu cdc qua trinh tong hop va sao chép DNA va RNA [6,
7]. Vi vay cac vi sinh vat thuc té khong thé c6 kha nang chong lai tac déng cua ion bac, bdi vi
trong truong hop do vi sinh vat bude phai dot bién ddng thai tat ca cac to chire chirc ning quan
trong trong té bao ctia chiing,

Ngoai ra, trong mét s6 nghién ciru gan diy co ché tac dung diét khuan & mic d¢ phan ti
clia nano bac ciing da duoc lam rd tung bude. Do 1a co ché chemiosmotic [8, 9]. Theo co ché
nay, & ndng do 1én (c& milimol) cac ion Ag” (rc ché hoat tinh ciia mot s6 men va tuong tac tinh
dién voi cac nhém mang dién tich am (sunphohydryl) lam can tré qua trinh vén chuyén dxy qua
mang té bao vi khuan. Nhung khi ¢ nong do rat thap (c& micromol) cac ion bac lai c6 kha néng
gdy ra qua trinh 1o proton ¢ at qua mang té bao cua V.cholerae. dan dén lam mat ngudn néng
lugng cua té bao va lam vi khuan tr vong. Co ché tac dung nay dua trén gia thiét [9] cho rang
nong do thap cua ion Ag” lam thay doi tinh chét thim thau cua mang té bao vi khuan ta. Noi
cach khac, tac dung khang khudn cua cac ion Ag™ ¢ nong do thap la dua trén hién tugng ro
proton qua cac phan tir protein trén mang té bao V. cholerae da dugc bién tinh boi ion Ag’, hau
qua la té bao vi khuan bi mat nang lugng va dan dén tir vong. Diéu d6 cho thiy chi can mét
lrong nano bac cuc nho la di c¢é thé vo hiéu hoa té bao vi khuén ta.

4. KET LUAN

Dung dicﬁh nano bac fio Vién CNMT ché tao da Tduqc str dung dé nghién ciru danh gia kha
nang diét khuén cua n6 doi v6i mot s6 chung vi khuan ta duoc phén Iap tir cic bénh pham cua
bénh nhan mac bénh dich ta. S6 liéu thuc nghiém thu duoc chi ra rang sau 15 phut tiép xic voi
dung dich nano bac nong d6 1,0 mg/l tat ca 3 chung V. cholerae 3184, 3214 va 3252 da bi tiéu
diét.

Nong dé nano bac t0i thiéu cho phép tiéu diét trén 99,99% vi khuan ta da duge xac dinh la
0,25 mg/l vé&i thoi gian tiép xtc 60 phut. A

Két qua thuc nghiém thu dugc da chung t0 ring dung dich nano bac la mot phuong tién
khur trung rat hiéu qua trong viéc phong ngira bénh tiéu chay cip do vi khuan Vibrio cholerae
géy ra.

Loi cam on. Nghién ctru nay da dugc thuc hién véi sy hé tro kinh phi cia Dy an hop tac
KH&CN theo Nghi dinh thw 2007 - 2009 vé&i Lién bang Nga cta Bé Khoa hoc va Cong nghé..
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SUMMARY

STUDIES ON BACTERICIDAL ACTIVITY OF NANOSILVER SOLUTION AGAINST
PATHOGENOUS Vibrio cholerae

Nanosilver solution produced in Instutute of Environmental Technology has been used for
studying its antimicrobial activity against some strains of Vibrio cholerae isolated from medical
waste of choleraic patients. The experimental data showed that all the three studied V. cholerae
strains were killed after 15 min contact with nanosilver solution of concentration of 1.0 mg/I.

The MIC (minimum inactivation concentration) of nanosilver has been set up as 0.25 mg/I
with a contact time of 60 min allowing to kill 99.99% of choleraic bacteria.

The obtained results proved that nanosilver solution produced in Institute of Environmental
Technology - VAST can be used as a powerful disinfectant for prevention of choleraic disease.
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