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Tóm tắt  
Đặt vấn đề: Metronidazole (MTZ) có tác dụng trên vi khuẩn kỵ khí; do đó, liposome chứa MTZ là 
hướng tiếp cận tiềm năng nhằm tăng tiếp cận biofilm, kéo dài tác dụng và có khả năng nâng cao hiệu 
quả điều trị tại chỗ.  
Mục tiêu nghiên cứu: Nghiên cứu này được thực hiện nhằm khảo sát các điều kiện tạo biofilm in vitro 
của Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis), đồng thời đánh giá tác dụng kháng biofilm của gel chứa 
MTZ dạng liposome đối với vi khuẩn này. 
Đối tượng và phương pháp nghiên cứu: P. gingivalis ATCC 33277, MTZ nguyên liệu, MTZ chuẩn và 
các hóa chất liên quan được sử dụng trong nghiên cứu. Nghiên cứu đánh giá ảnh hưởng của môi trường, 
thời gian nuôi cấy đến khả năng tạo biofilm của P. gingivalis và tác dụng kháng biofilm của gel chứa 
liposome MTZ. 
Kết quả: Nghiên cứu đã xây dựng được mô hình tạo biofilm in vitro của P. gingivalis, với điều kiện phù 
hợp là môi trường Brain Heart Infusion bổ sung hemin 5 µg/mL và vitamin K 1 µg/mL, nuôi cấy kỵ khí 
ở 37°C trong 48 hoặc 72 h. P. gingivalis ATCC 33277 nhạy cảm với gel MTZ liposome và gel MTZ 
nguyên liệu, với MIC lần lượt ≤ 0,03 µg/mL và 0,06 µg/mL. Cả hai chế phẩm đều làm giảm đáng kể 
biofilm hình thành sẵn ở nồng độ MTZ 0,24 µg/mL và ức chế đáng kể sự hình thành biofilm ở nồng độ 
MTZ 0,24 µg/mL sau 48 h và 0,48 µg/mL sau 72 h. 
Kết luận: Dữ liệu về khả năng kháng khuẩn, giảm sinh khối của gel MTZ liposome trong nghiên cứu 
này cung cấp dữ liệu in vitro ban đầu và tiềm năng định hướng trong các nghiên cứu về bệnh nha chu ở 
các giai đoạn tiếp sau.  
Từ khoá: metronidazole, liposome, Porphyromonas gingivalis, biofilm 
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Abstract 
Background: Metronidazole (MTZ) is active against anaerobic bacteria; therefore, MTZ-loaded 
liposomes represent a potential approach to enhance biofilm penetration, prolong drug action, and 
improve the efficacy of local treatment. Objective: This study aimed to optimize an in vitro biofilm 
formation model of Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) and to evaluate the antibiofilm activity of 
gel containing MTZ liposome against this bacterium. 
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Materials and Methods: P. gingivalis ATCC 33277, raw MTZ, standard MTZ, and related chemicals 
were used in this study. The effects of culture medium and incubation time on the biofilm-forming ability 
of P. gingivalis, as well as the antibiofilm activity of gel containing MTZ liposome, were investigated. 
Results: An in vitro biofilm formation model of P. gingivalis was successfully established, with suitable 
conditions consisting of Brain Heart Infusion medium supplemented with hemin 5 µg/mL and vitamin 
K 1 µg/mL, followed by anaerobic incubation at 37°C for 48 or 72 h. P. gingivalis ATCC 33277 was 
sensitive to both MTZ Liposome gel and raw MTZ gel, with MIC values of ≤ 0.03 µg/mL and 0.06 
µg/mL, respectively. Both formulations significantly reduced preformed biofilms at MTZ concentration 
of 0.24 µg/mL and almost completely inhibited biofilm formation at MTZ concentration of 0.24 µg/mL 
after 48 h and 0.48 µg/mL after 72 h. 
Conclusion: These findings provide preliminary in vitro evidence to support further studies on 
periodontal disease. 
Keywords: metronidazole, liposome, Porphyromonas gingivalis, biofilm 
 
1. ĐẶT VẤN ĐỀ 

Biofilm là cộng đồng vi sinh vật bám dính bền vững trên bề mặt và được bao bọc trong chất nền 
polysaccharid ngoại bào do chúng tạo ra, với kiểu hình khác với tế bào sống tự do [1]. Về thành phần vi 
sinh vật, biofilm có thể bao gồm một hoặc nhiều loài vi khuẩn khác nhau. Về cấu trúc, quá trình tạo 
màng cần có sự tham gia của nhiều yếu tố để hình thành nên cấu trúc đặc trưng của màng. Tỷ lệ và mức 
độ bám dính của tế bào vi khuẩn vào một bề mặt phụ thuộc vào đặc tính kỵ nước của bề mặt tế bào, sự 
hiện diện của lông roi, tiêm mao và chất kết dính, ngoài ra còn có protein màng tế bào và sự sản xuất 
mạng lưới chất ngoại bào [1]. Trong nhiều bệnh nhiễm trùng mạn tính, sự hình thành biofilm làm cho 
vi khuẩn rất khó bị tiêu diệt bởi kháng sinh. Do được lớp polysaccharid bao bọc nên vi khuẩn có khả 
năng bám dính, tồn tại lâu trên bề mặt, đề kháng tốt với hiện tượng thực bào và sự tác động của kháng 
sinh. Dưới sự bảo vệ của lớp màng sinh học này, vi khuẩn có thể chống chịu được kháng sinh ở liều cao 
mà chỉ với liều kháng sinh bằng 1/1000 liều lượng này vi khuẩn không nằm trong màng sinh học đã bị 
tiêu diệt [2, 3]. 

Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) là một loại trực khuẩn Gram âm, kỵ khí, có hình dạng 
thoi, không di động và không thể phân giải saccharid, tạo ra các khuẩn lạc có sắc tố đen trên đĩa thạch 
máu. Các nghiên cứu chỉ ra rằng vi khuẩn P. gingivalis xuất hiện với số lượng lớn trong các vùng viêm 
nha chu. Sự hiện diện của vi khuẩn này liên quan đến nguy cơ cao gây tiêu xương ổ răng và mất liên kết 
nha chu. Ngoài ra, P. gingivalis có khả năng xâm nhập sâu vào mô liên kết nha chu, dẫn đến nguy cơ tái 
phát bệnh rất lớn [4]. 

Metronidazole (MTZ) là một kháng sinh thuộc nhóm nitroimidazole, đã được sử dụng trong 
điều trị viêm nha chu do có thể tác động lên vi khuẩn kỵ khí bắt buộc bằng cách can thiệp vào quá trình 
tổng hợp acid nucleic [5]. Tuy nhiên, hiệu quả của MTZ có thể bị hạn chế do sự hiện diện của biofilm 
làm giảm khả năng thấm thuốc và bảo vệ vi khuẩn khỏi tác động của kháng sinh. Bên cạnh đó, mặc dù 
hiệu quả của MTZ trong điều trị viêm nha chu tốt nhưng thời gian giải phóng nhanh của MTZ và số lần 
sử dụng nhiều lần trong đợt trị liệu sẽ là trở ngại khi điều trị viêm nha chu tại chỗ. Do đó, việc ứng dụng 
hệ mang liposome có thể giúp tăng khả năng tiếp cận biofilm, kéo dài thời gian tác dụng của MTZ và 
nâng cao hiệu quả kháng khuẩn tại chỗ là một hướng nghiên cứu có tiềm năng trong điều trị viêm nha 
chu [6]. 

Nhiều nghiên cứu trên thế giới đã chứng minh khả năng ức chế sự hình thành và kháng biofilm 
của P. gingivalis bằng các hoạt chất và hệ mang thuốc khác nhau. Liang và cộng sự (2020) cho thấy 
chấm carbon chứa tinidazole có khả năng thâm nhập vào biofilm, làm giảm độc lực và ức chế các gen 
liên quan đến quá trình hình thành biofilm của P. gingivalis [7]. Tương tự, Li và cộng sự (2020) báo cáo 
D-arginine có khả năng ức chế sự hình thành cũng như thúc đẩy sự phân giải biofilm của vi khuẩn này 
[8]. Các nghiên cứu khác của Gong và cộng sự (2022), Kumbar và cộng sự (2021), He và cộng sự (2022) 
cũng ghi nhận bismuth subcitrat, curcumin và coumarin đều có khả năng làm giảm sinh khối biofilm, 
ức chế sự hình thành hoặc phá vỡ cấu trúc biofilm trưởng thành của P. gingivalis [9-11].  

Tuy nhiên, MTZ là một trong những kháng sinh được sử dụng phổ biến trong điều trị viêm nha 
chu do tác dụng mạnh trên các vi khuẩn kỵ khí bắt buộc, các nghiên cứu về khả năng kháng biofilm của 
MTZ dạng nano hóa, đặc biệt là dạng liposome khi đưa vào dạng gel, đối với P. gingivalis vẫn còn rất 
hạn chế. Tại Việt Nam, các nghiên cứu về hoạt tính kháng biofilm chủ yếu tập trung trên các chủng vi 
khuẩn như Staphylococcus aureus và các dịch chiết dược liệu, trong khi các nghiên cứu xây dựng mô 
hình biofilm của P. gingivalis và đánh giá tác dụng của các hệ tiểu phân nano trên biofilm của vi khuẩn 
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này chưa được công bố nhiều [12-14]. Do đó, việc nghiên cứu tác dụng kháng biofilm của MTZ dạng 
liposome đối với P. gingivalis là cần thiết, vừa góp phần hoàn thiện mô hình đánh giá biofilm in vitro, 
vừa cung cấp cơ sở khoa học cho việc phát triển các hệ dẫn thuốc nano định hướng điều trị viêm nha 
chu và hạn chế nguy cơ kháng kháng sinh. 

Xuất phát từ cơ sở trên, nghiên cứu này được thực hiện nhằm khảo sát các điều kiện tạo biofilm 
in vitro của P. gingivalis, đồng thời đánh giá tác dụng kháng biofilm của gel chứa MTZ dạng liposome 
đối với vi khuẩn này. 
2. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU  
2.1. Đối tượng nghiên cứu: 

Chủng vi khuẩn P. gingivalis ATCC 33277 (Culti-Loops; catalog number: CL9008)  được mua 
từ Oxoid Limited (Thermo Fisher Inc., Hoa Kỳ). 

MTZ nguyên liệu có nguồn gốc từ Hubei Hongyuan Pharmaceutical Technology Co., Ltd. 
(Trung Quốc). MTZ chuẩn có hàm lượng 99,96%, đạt tiêu chuẩn Dược điển Việt Nam V, do Viện Kiểm 
nghiệm thuốc Trung ương cung cấp. Liposome MTZ được bào chế và đưa vào dạng gel 0,75% tại Phòng 
Bào chế – Sản xuất thuốc, Khoa Dược, Trường Đại học Y – Dược, Đại học Huế [6, 15]. 

Các nguyên liệu dùng để bào chế liposome và gel gồm hydrogenated soybean 
phosphatidylcholin (HSPC), cholesterol, hydroxyethyl cellulose (HEC), Carbopol 934, glycerin, 
triethanolamin (Trung Quốc), nipagin và nipazol (Nhật Bản). Các nguyên liệu đạt tiêu chuẩn cơ sở của 
nhà sản xuất. 

Các môi trường và hóa chất sử dụng trong nghiên cứu vi sinh gồm môi trường Brain Heart 
Infusion (BHI) (Merck, Đức), Brucella blood hemin vitamin K agar base (Alphachem, Việt Nam), máu 
ngựa ly giải (Alphachem, Việt Nam), glucose 1% (Merck, Pháp), hemin và vitamin K dạng menadione 
(Himedia, Ấn Độ), dung dịch tím tinh thể (Crystal violet – CV, Merck, Đức), ethanol 95% và 99,6%, 
dung dịch đệm phosphate và nước cất vô khuẩn. Vi khuẩn được nuôi cấy trong điều kiện kỵ khí bằng 
túi AnaeroPack Anaero (Mitsubishi Gas Chemical Company, Nhật Bản). Các thí nghiệm được tiến hành 
trên khay 96 giếng đáy phẳng hoặc đáy tròn (Costa, Mỹ) và các dụng cụ vô khuẩn phù hợp. 
2.2. Phương pháp nghiên cứu  
2.2.1. Đánh giá ảnh hưởng của môi trường và thời gian nuôi cấy đến khả năng tạo biofilm của P. 
gingivalis 

Tiến hành khảo sát môi trường nuôi cấy ở giai đoạn tạo biofilm bao gồm môi trường có bổ sung 
glucose 1% (môi trường glucose 1%) và môi trường BHI có bổ sung hemin và vitamin K; sau đó tiến 
hành khảo sát thời gian nuôi cấy trong 48−72 h. Cụ thể như sau: 

+ Môi trường glucose 1%: Chuẩn bị huyền phù P. gingivalis (5×10⁷ CFU/mL) trong dung dịch 
1% glucose, sau đó, hút 100 µL cho vào mỗi giếng của khay nuôi cấy 96 giếng đáy phẳng. Các khay 
này được ủ trong 48−72 h ở tủ ấm 37°C cùng với túi ủ kỵ khí để kiểm tra khả năng hình thành màng 
sinh học. Sau khi nuôi cấy, khay 96 giếng được rửa ba lần bằng dung dịch muối đệm phosphate (PBS) 
để loại bỏ vi khuẩn P. gingivalis không bám dính. Tiếp theo, 150 μL methanol được thêm vào từng giếng 
để cố định màng sinh học trong 10 phút. Sau khi cố định, khay được rửa ba lần với PBS và để khô trong 
không khí ở nhiệt độ phòng, nhuộm màu CV và rửa kỹ bằng PBS cho đến khi các giếng đối chứng âm 
xuất hiện không màu. Cuối cùng, phần màu nhuộm được hòa tan bằng 200 μL ethanol 95% (v/v) và định 
lượng bằng cách đo mật độ quang ở 570 nm trên thiết bị đọc đĩa [7]. 

+ Môi trường BHI có chứa 5 μg/mL Hemin và 1 μg/mL Vitamin K: Sử dụng môi trường nuôi 
cấy là BHI có bổ sung thêm Hemin và Vitamin K, sau đó được ủ ở 37 oC trong điều kiện kỵ khí từ 48−72 
h để hình thành biofilm. Đánh giá sinh khối bằng phương pháp nhuộm CV, rửa bằng dung dịch đệm 
PBS, thêm ethanol để hòa tan CV và đo mật độ quang ở 570 nm [9, 11]. 

Tiến hành xác định khả năng hình thành sinh khối biofilm thông qua kết quả đo mật độ quang 
OD theo công thức (1) như sau [16]: 

ODhiệu chỉnh=�
∑OD1,OD2,...,ODn

n
� − �

∑NC1,NC2,...,NCn
n

�  (1) 

Trong đó, OD1…n: giá trị mật độ quang của các mẫu thử; NC1…n: giá trị OD của các mẫu đối 
chứng âm. 

Dựa vào công thức trên xác định khả năng hình thành biofilm như sau:  
+ Không sản xuất sinh khối biofilm (ODhiệu chỉnh ≤ NC), 
+ Hình thành sinh khối biofilm yếu (NC < ODhiệu chỉnh ≤ 2 x NC), 
+ Hình thành sinh khối biofilm vừa phải (2 x NC < ODhiệu chỉnh ≤ 4 x NC), 
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+ Hình thành sinh khối biofilm mạnh (ODhiệu chỉnh > 4 x NC). 
2.2.2. Đánh giá tác dụng kháng biofilm của gel chứa liposome MTZ đối với vi khuẩn P. gingivalis 
2.2.2.1. Đánh giá nồng độ ức chế tối thiểu (MIC) của gel chứa liposome MTZ đối với vi khuẩn P. 
gingivalis  

Nồng độ ức chế tối thiểu (MIC) của các chế phẩm thử được xác định bằng phương pháp vi pha 
loãng trong môi trường lỏng, tham khảo hướng dẫn CLSI M11-A7 đối với vi khuẩn kỵ khí. Mẫu thử 
được pha loãng liên tiếp theo cấp số 2 trong môi trường sBHI trên khay 96 giếng đáy tròn, với dãy nồng 
độ từ 16 đến 0,03 µg/mL [17]. Huyền dịch P. gingivalis được chuẩn hóa tương đương McFarland 0,5 
(1,5 x 108 CFU/mL), sau đó pha loãng đến 1 x 107 CFU/mL. Mỗi giếng chứa 100 µL mẫu thử đã pha 
loãng được bổ sung 10 µL huyền dịch vi khuẩn, đạt mật độ cuối khoảng ~ 1 x 106 CFU/mL. Khay được 
ủ kỵ khí ở 37 °C trong 48 h. 
2.2.2.2. Đánh giá khả năng kháng biofilm của gel chứa liposome MTZ đối với P. gingivalis 

Quy trình đánh giá khả năng kháng biofilm và ức chế hình thành biofilm đối với vi khuẩn P. 
gingivalis của gel liposome MTZ và gel MTZ nguyên liệu được tóm tắt như sau: 
a. Đánh giá khả năng kháng biofilm hình thành sẵn của gel liposome MTZ đối với vi khuẩn P. gingivalis 

Huyền dịch vi khuẩn P. gingivalis (150 µL) được nuôi cấy tối ưu và ủ kỵ khí ở 37 °C trong 48 
hoặc 72 h để tạo biofilm từ các điều kiện tối ưu ở khảo sát trên. Sau thời gian tạo biofilm, 150 µL mẫu thử 
được đưa vào giếng để thu được các nồng độ cuối từ 0,06 đến 30,72 µg/mL và tiếp tục ủ trong điều kiện 
kỵ khí ở 37 °C trong 24 giờ. Sau thời gian ủ, dịch trong giếng được loại bỏ, các giếng được rửa ba lần bằng 
PBS để loại tế bào không bám dính và để khô ở nhiệt độ phòng trong 20 phút. Biofilm được cố định bằng 
200 µL methanol trong 15 phút, rửa lại bằng PBS và nhuộm với 200 µL dung dịch CV trong 20 phút ở 25 
°C. Thuốc nhuộm dư được loại bỏ, các giếng được rửa đến khi đối chứng âm không còn màu, sau đó, CV 
liên kết với biofilm được hòa tan bằng ethanol 95%. Tổng sinh khối biofilm được định lượng bằng cách 
đo mật độ quang ở bước sóng 570 nm [18]. 
b. Đánh giá khả năng ức chế hình thành biofilm của gel chứa liposome MTZ đối với vi khuẩn P. 
gingivalis 

Khả năng ức chế hình thành biofilm của các chế phẩm thử đối với P. gingivalis được đánh giá 
bằng phương pháp đồng ủ vi khuẩn với mẫu thử trên khay 96 giếng đáy phẳng. Huyền dịch vi khuẩn được 
chuẩn hóa tương đương McFarland 0,5 (1,5×108 CFU/mL) trong môi trường nuôi cấy tối ưu. Mỗi giếng 
được bổ sung 150 µL huyền dịch vi khuẩn và 150 µL mẫu thử sao cho thu được các nồng độ cuối của 
thuốc thử từ 0,06 đến 30,72 µg/mL. Các khay được ủ kỵ khí ở 37°C trong 48 hoặc 72 h để đồng thời tạo 
biofilm và đánh giá ảnh hưởng của mẫu thử lên quá trình hình thành biofilm. Sau thời gian ủ, dịch nuôi 
cấy được loại bỏ, các giếng được rửa ba lần bằng PBS, để khô ở nhiệt độ phòng, cố định biofilm bằng 
methanol và nhuộm bằng dung dịch CV. Thuốc nhuộm liên kết với biofilm được hòa tan bằng ethanol 95% 
và tổng sinh khối biofilm được định lượng bằng cách đo mật độ quang ở bước sóng 570 nm [18]. 
2.3. Xử lý và phân tích số liệu  

Dữ liệu được biểu diễn dưới dạng trung bình ± độ lệch chuẩn (Mean ± SD). Các thí nghiệm 
được lặp lại ít nhất trên 3 giếng kỹ thuật trong một thí nghiệm, trừ khi có ghi chú khác. Số liệu được xử 
lý bằng phần mềm Microsoft Excel for Microsoft 365 Apps for enterprise. 
3. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU 
3.1. Ảnh hưởng của môi trường nuôi cấy đến khả năng tạo biofilm của P. gingivalis  

Tiến hành tạo biofilm của chủng vi khuẩn P. gingivalis ATCC 33277, sử dụng môi trường 
glucose 1% và môi trường BHI + hemin + vitamin K để khảo sát khả năng hình thành biofilm. Biofilm 
tạo thành sau 48 h ủ kỵ khí ở 37 oC sẽ được đánh giá về tổng sinh khối bằng phương pháp nhuộm CV 
và đo mật độ quang OD ở 570 nm thu được kết quả ở hình 1. 



Nghiên cứu 
 Tạp chí Y Dược Huế - Hue Journal of Medicine and Pharmacy ISSN:3030-4318; eISSN:3030-4326 

 
Trần Hoàng Long và cộng sự.  Tạp chí Y Dược Huế. 2027; 17(1) – Online first 

 

 
Hình 1. Ảnh hưởng của môi trường tạo biofilm: (A) glucose 1%, (B) BHI + Hem + Vitamin K đến 
khả năng tạo biofilm của P. gingivalis; (C) Ảnh hưởng của môi trường nuôi cấy đến khả năng tạo 

biofilm của P. gingivalis (với 6 giếng lặp lại trong 1 lần thí nghiệm) 
Quan sát các giếng bằng mắt thường có thể nhận thấy những giếng chứa môi trường BHI + 

hemin + vitamin K sau khi nhuộm CV sẽ cho màu xanh tím đậm hơn môi trường glucose 1%, nghĩa là 
sinh khối biofilm được tạo ra ở môi trường BHI + hemin + vitamin K là nhiều hơn (Hình 1A−B). 

Kết quả khảo sát hai môi trường nuôi cấy cho thấy môi trường BHI bổ sung hemin và vitamin 
K cho khả năng hình thành biofilm của P. gingivalis tốt hơn so với môi trường glucose 1% với giá trị 
OD gần gấp 3 lần. Môi trường glucose 1% không tạo được biofilm (ODhiệu chỉnh (Glucose 1%) = 0,238 – 0,137 
= 0,101 < 0,137); trong khi đó, môi trường BHI + hemin + K có khả năng hình thành biofilm mạnh 
(ODhiệu chỉnh (BHI hem K) = 0,771 – 0,139 = 0,632 > 4 x 0,139). 

Do đó, môi trường BHI + 5 µg/mL hemin + 1 µg/mL vitamin K được lựa chọn làm môi trường 
nuôi cấy cho các thử nghiệm tiếp theo. 
3.2. Ảnh hưởng của thời gian nuôi cấy đến khả năng tạo biofilm của P. gingivalis  

Sử dụng môi trường nuôi cấy BHI + 5 µg/mL hemin + 1 µg/mL vitamin K làm điều kiện tối ưu 
để khảo sát về khả năng hình thành biofilm theo thời gian. Trong nghiên cứu này, hai mốc thời gian 48 
h và 72 h được chọn nhằm đánh giá giai đoạn trưởng thành và biến đổi của biofilm P. gingivalis, qua đó 
xác định được thời điểm nuôi cấy thích hợp nhất cho các thử nghiệm tiếp theo. 

Tiến hành nuôi cấy tạo biofilm trên 02 khay 96 giếng ở 02 thời điểm khác nhau trong các hộp 
kỵ khí riêng biệt (trong đó, các quy trình hút, rửa, nhuộm các giếng được lặp lại tương tự giữa 02 khay), 
thu được kết quả ở hình 2. 

 
Hình 2. Ảnh hưởng của thời gian nuôi cấy đến khả năng tạo biofilm: (A) Sau 48 h (80 giếng lặp lại 

trong 1 thí nghiệm), (B) Sau 72 h (86 giếng lặp lại trong 1 thí nghiệm); (C) Khả năng hình thành 
biofilm P. gingivalis tại thời gian 48 và 72 h 

Các khay 96 giếng sau khi được nhuộm CV trong 20 phút, rửa bằng dung dịch đệm PBS và để 
khô ở nhiệt độ phòng, quan sát bằng mắt thường có thể dễ dàng nhận thấy ở khay 48 h phần đáy giếng 
có nhiều mảng bám màu tím đậm hơn khay 72 h, có thể cho thấy lượng biofilm bám dính vào đáy giếng 
cao hơn tương ứng với giá trị OD lớn hơn gần 1,5 lần (Hình 2). Đối với thời điểm 48 h, cho khả năng 

a) 

b) 

b) 

a) b) 



Nghiên cứu 
 Tạp chí Y Dược Huế - Hue Journal of Medicine and Pharmacy ISSN:3030-4318; eISSN:3030-4326 

 
Trần Hoàng Long và cộng sự.  Tạp chí Y Dược Huế. 2027; 17(1) – Online first 

 

hình thành sinh khối biofilm mạnh (OD48 h = 0,732 – 0,117 = 0,615 > 4 x 0,117), trong khi thời điểm 72 
h cho khả năng hình thành sinh khối biofilm vừa phải (OD72 h = 0,509 – 0,123 = 2 x 0,123 < 0,386 < 4 
x 0,123). 

Vì cả hai thời điểm đều cho khả năng hình thành biofilm, mức độ sinh khối biofilm tạo ra từ 
vừa đến mạnh, nên cả hai mốc thời gian 48 h và 72 h được lựa chọn để thực hiện các thử nghiệm tiếp 
theo, mục đích lựa chọn cả hai mốc thời gian trên để cung cấp dữ liệu so sánh hữu ích cho đánh giá hiệu 
quả. 
3.3. Đánh giá tác dụng kháng biofilm của gel chứa liposome MTZ đối với vi khuẩn P. gingivalis  
Xác định giá trị MIC của gel chứa liposome MTZ đối với vi khuẩn P. gingivalis  

Nồng độ gel MTZ liposome (Gel MTZ Lipo) và Gel MTZ nguyên liệu được chọn để khảo sát 
lần lượt từ 16−0,03 μg/mL bằng phương pháp vi pha loãng (theo cấp số 2) với kết quả thu được ở hình 
3. 

 
Hình 3. Kết quả thử MIC của gel MTZ Lipo và gel MTZ nguyên liệu đối với P. gingivalis (nhìn từ 

dưới lên; ký hiệu: ô vuông: có sự phát triển vi khuẩn, S: môi trường, C: đối chứng) 
Kết quả vi pha loãng cho thấy đối chứng dương có P. gingivalis phát triển tốt, trong khi đối 

chứng âm không ghi nhận vi khuẩn mọc. Gel MTZ Lipo ức chế sự phát triển của P. gingivalis ở toàn bộ 
dãy nồng độ khảo sát, với MIC nhỏ hơn hoặc bằng 0,03 µg/mL. Gel MTZ nguyên liệu ức chế vi khuẩn 
từ nồng độ 0,06 µg/mL, do đó MIC được xác định là 0,06 µg/mL. Gel liposome placebo không có khả 
năng ức chế P. gingivalis. Kết quả cho thấy gel MTZ Lipo có hoạt tính ức chế P. gingivalis tốt hơn gel 
MTZ nguyên liệu. 
Đánh giá khả năng kháng biofilm hình thành sẵn của gel chứa liposome MTZ đối với P. gingivalis  

Thử nghiệm về khả năng kháng biofilm hình thành sẵn sau 48 h hoặc 72 h của gel chứa liposome 
MTZ đối với P. gingivalis được tiến hành với dãy nồng độ từ 0,06−30,72 μg/mL và ủ trong 24 h, thu 
được kết quả ở hình 4. 

 
Hình 4. Khả năng kháng biofilm hình thành sẵn của gel MTZ Lipo và gel MTZ nguyên liệu đối với P. 
gingivalis: (A) đối với biofilm hình thành trong 48 h và thử thuốc trong 24 h; (B) đối với biofilm hình 
thành trong 72 h và thử thuốc trong 24 h (3 giếng lặp lại trong 1 lần thí nghiệm ở mỗi nồng độ, đối với 

control: 6 giếng lặp lại trong 1 lần thí nghiệm) 
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Đối với trường hợp biofilm hình thành trong 48 h và thử thuốc trong 24 h: Khi tăng dần nồng 
độ thuốc, hiệu quả kháng biofilm của gel MTZ Lipo và gel MTZ nguyên liệu tăng dần. Tại nồng độ 
MTZ 0,24 µg/mL, cả hai chế phẩm gel MTZ Lipo và gel MTZ nguyên liệu làm giảm đáng kể sinh khối 
biofilm với % sinh khối biofilm còn lại lần lượt là 26,34 ± 2,51 % và 28,36 ± 0,33 %. 

Đối với trường hợp biofilm hình thành trong 72 h và thử thuốc trong 24 h: Xu hướng tác động 
tương tự như ở biofilm 48 h, sinh khối biofilm giảm dần khi nồng độ MTZ tăng lên, cả hai nhóm gel 
MTZ Lipo và gel MTZ nguyên liệu cũng làm giảm đáng kể sinh khối biofilm với % sinh khối biofilm 
còn lại lần lượt là 23,34 ± 3,02 % và 23,17 ± 1,53 % ở nồng độ MTZ 0,24 µg/mL. 

Ở toàn bộ dãy nồng độ khảo sát và hai thời điểm, khả năng kháng biofilm của hai chế phẩm gel 
MTZ Lipo và gel MTZ nguyên liệu gần tương tự nhau với tỉ lệ % sinh khối biofilm còn lại tương ứng 
từ 0,85 đến 1,35 lần (ngoại trừ ở nồng độ 7,68 µg/mL, đối với biofilm hình thành trong 48 h và thử 
thuốc trong 24 h là 0,61 lần). 
Đánh giá khả năng ức chế sự hình thành biofilm của gel chứa liposome MTZ đối với P. gingivalis 

Thử nghiệm về khả năng ức chế sự hình thành biofilm của gel MTZ Lipo đối với P. gingivalis 
được tiến hành với dãy nồng độ từ 0,06–30,72 μg/mL và ủ trong 48 h hoặc 72 h, thu được kết quả ở hình 
5. 

 
Hình 5. Khả năng ức chế sự hình thành biofilm của gel MTZ Lipo và gel MTZ nguyên liệu đối với P. 
gingivalis: (A) trường hợp cho vi khuẩn và thuốc thử vào ủ chung trong 48 h; (B) trường hợp cho vi 

khuẩn và thuốc thử vào ủ chung trong 72 h (3 giếng lặp lại trong 1 lần thí nghiệm ở mỗi nồng độ, đối 
với control: 6 giếng lặp lại trong 1 lần thí nghiệm) 

Đối với trường hợp cho vi khuẩn và thuốc thử vào ủ chung trong 48 h: Khi nồng độ MTZ tăng 
lên 0,12 µg/mL, tổng sinh khối biofilm còn lại giảm mạnh xuống còn <30% ở cả hai nhóm gel MTZ 
Lipo và gel MTZ nguyên liệu. Từ nồng độ MTZ 0,24 µg/mL trở lên, sự hình thành biofilm gần như bị 
ức chế hoàn toàn với % sinh khối biofilm còn lại lần lượt là 1,88 ± 0,40 % và 1,32 ± 0,58 % tại nồng độ 
MTZ 0,24 µg/mL. 

Đối với trường hợp cho vi khuẩn và thuốc thử vào ủ chung trong 72 h: Xu hướng tác động tương 
tự cũng được quan sát thấy. Cả gel MTZ Lipo và gel MTZ nguyên liệu đều làm giảm đáng kể tổng sinh 
khối biofilm với % sinh khối biofilm còn lại lần lượt là 16,49 ± 1,20 % và 15,61 ± 2,44 % tại nồng độ 
MTZ 0,24 µg/mL. Hiệu quả ức chế gần như hoàn toàn (>95%) đạt được khi nồng độ MTZ tiến tới mốc 
0,48 µg/mL.  

Ở các dãy nồng độ khảo sát từ 0,06−0,96 µg/mL và cả 2 mốc thời gian 48 h và 72 h, khả năng 
ức chế hình thành sinh khối biofilm của gel MTZ Lipo và gel MTZ nguyên liệu là gần tương tự nhau 
với tỉ lệ % sinh khối biofilm còn lại tương ứng từ 0,85 đến 1,40 lần. 
4. BÀN LUẬN 

Dạng gel dùng tại chỗ là hướng tiếp cận phù hợp trong điều trị viêm nha chu nhờ khả năng duy 
trì nồng độ kháng sinh cao tại túi nha chu và hạn chế tác dụng toàn thân. MTZ Lipo có hiệu quả trên vi 
khuẩn kỵ khí Gram âm nhưng dạng quy ước thường giải phóng nhanh, cần dùng nhiều lần. Vì vậy, gel 
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MTZ Lipo có thể giúp kéo dài thời gian lưu giữ thuốc, cải thiện hiệu quả điều trị hỗ trợ sau cạo vôi răng 
và làm nhẵn mặt gốc răng [19]. 

Qua thử nghiệm khảo sát môi trường ảnh hưởng đến quá trình tăng sinh của vi khuẩn, chúng tôi 
đã tiến hành khảo sát 02 loại môi trường khác nhau cho giai đoạn hình thành biofilm, cụ thể là: Glucose 
1%, BHI + Hemin + vitamin K. Trong đó, môi trường BHI + Hemin + vitamin K cho thấy sự phát triển 
nổi bật của P. gingivalis. BHI được dùng nuôi cấy các loại vi sinh vật có điều kiện sinh trưởng phức tạp. 
Thành phần của môi trường BHI gồm có dịch tim bò và dịch não bê cung cấp acid amin, nitơ, carbon, 
vitamin và khoáng chất cho quá trình sinh trưởng của vi khuẩn, disodium hydrogen phosphat có vai trò 
là hệ đệm pH, glucose (∼ 0,2%) là nguồn carbohydrat cần thiết cho sự phát triển của vi khuẩn, natri 
clorid giúp duy trì sự cân bằng áp suất thẩm thấu giữa môi trường và tế bào vi sinh vật, từ đó hỗ trợ quá 
trình phát triển các chủng vi khuẩn khó tính. 

Một số nghiên cứu đã bổ sung glucose trong môi trường nuôi cấy tạo biofilm của P. gingivalis 
như BHI + glucose với các nồng độ khác nhau [20] (trong đó, chưa thể hiện sự khác biệt về giá trị OD 
giữa các nồng độ glucose cao) [21]; hoặc chỉ sử dụng BHI [22, 23], hoặc các môi trường khác như 
Tryptic Soy Broth + glucose 1% [24], hoặc môi trường bovine serum albumin kết hợp α-ketoglutarat 
[25]. Trong nghiên cứu này, môi trường có bổ sung glucose trong giai đoạn tạo biofilm cũng đã thể hiện 
sự hình thành sinh khối biofilm tương tự nghiên cứu của Śmiga và cộng sự khi pha loãng môi trường 
basal media trong PBS ở giai đoạn tạo biofilm cũng đã thể hiện sự hình thành sinh khối biofilm không 
đáng kể so với môi trường sử dụng BSA có/không có kết hợp collagen [26]. 

Trong nuôi cấy P. gingivalis, môi trường thường được bổ sung hemin và vitamin K để hỗ trợ sự 
phát triển của vi khuẩn. Trong nghiên cứu này, hemin 5 µg/mL và vitamin K 1 µg/mL được sử dụng, 
phù hợp với nghiên cứu của Kesavala và cộng sự, trong đó không ghi nhận khác biệt đáng kể về động 
học tăng trưởng khi so sánh hemin 5 µg/mL với 500 µg/mL [27]. Hemin là nguồn cung cấp sắt và nhân 
porphyrin quan trọng cho P. gingivalis, do vi khuẩn này không tự tổng hợp porphyrin và không sử dụng 
siderophore như nhiều vi khuẩn khác. Thay vào đó, P. gingivalis thu nhận sắt từ hem của ký chủ thông 
qua gingipain và các protein liên kết màng [28]. Do đó, hemin 5 µg/mL và vitamin K 1 µg/mL được lựa 
chọn cho các thử nghiệm nuôi cấy trong nghiên cứu này. 

Trong khảo sát thời gian nuôi cấy, huyền dịch P. gingivalis 1,5×108 CFU/mL được nuôi cấy 
trong môi trường BHI bổ sung hemin và vitamin K, ủ kỵ khí ở 37°C trong 48 h hoặc 72 h. Kết quả định 
lượng bằng phương pháp nhuộm CV cho thấy sinh khối biofilm bám dính đạt mức cao hơn ở 48 h và 
giảm nhẹ ở 72 h. Sự giảm nhẹ sinh khối ở 72 h có thể liên quan đến giai đoạn phân tán hoặc thoái hóa 
một phần biofilm do thiếu hụt dinh dưỡng, tích lũy sản phẩm chuyển hóa và cơ chế điều hòa cảm biến 
số lượng [29, 30]. P. gingivalis được ghi nhận có hệ thống LuxS/AI-2 tham gia giao tiếp giữa các loài 
và điều hòa các quá trình liên quan đến biofilm [31]. Một số nghiên cứu trước đây cũng cho thấy thời 
gian nuôi cấy là yếu tố ảnh hưởng đến sự hình thành và cấu trúc biofilm của P. gingivalis [30], với các 
mốc thường được sử dụng như 16 h hoặc 48 h [9, 32]. Việc sử dụng cùng huyền phù vi khuẩn, cùng lô 
môi trường và khởi đầu thí nghiệm đồng thời đã giảm thiểu biến thiên liên quan đến mật độ giống, thành 
phần môi trường và thời điểm tiến hành. Chỉ thị kỵ khí cũng xác nhận rằng điều kiện kỵ khí được thiết 
lập trong cả hai hộp. Tuy nhiên, do các mẫu 48 và 72 giờ được nuôi trên các khay và trong các hộp kỵ 
khí riêng biệt, ảnh hưởng còn lại của khay và mẻ ủ chưa thể được loại trừ hoàn toàn; vì vậy, sự giảm 
sinh khối ở 72 giờ được xem là một xu hướng cần được xác nhận qua các thí nghiệm độc lập trong các 
nghiên cứu tiếp theo [33]. Do đó, việc lựa chọn cả hai thời điểm 48 h và 72 h trong nghiên cứu này là 
phù hợp nhằm đánh giá tác dụng kháng biofilm của MTZ Lipo dạng nano hóa trên các giai đoạn biofilm 
khác nhau. 

Theo phương pháp vi pha loãng, kết quả được đọc bằng mắt thường theo hướng dẫn CLSI M11 
– A7 “Phương pháp đánh giá độ nhạy cảm của vi khuẩn kỵ khí” [17]. Giá trị MIC thu được của chế 
phẩm gel MTZ Lipo là ≤ 0,03 µg/mL và gel MTZ nguyên liệu là 0,06 µg/mL. Giá trị này nằm trong 
khoảng dao động từ 0,02 đến 2 μg/mL [34]. Điểm gãy (breakpoint) của MTZ đối với vi khuẩn kỵ khí 
tham khảo từ CLSI với MIC ≤ 8 µg/ml [35]. Cả 2 chế phẩm thử nghiệm trên đều được xác định MIC < 
8 µg/mL, nằm dưới breakpoint nhạy cảm tham chiếu của CLSI đối với MTZ và vi khuẩn kỵ khí (≤8 
µg/mL). 

Loại bỏ màng sinh học và ngăn ngừa tái phát vẫn là mục tiêu trọng tâm trong điều trị bệnh nha 
chu. Bên cạnh các biện pháp cơ học như cạo vôi, xử lý bề mặt chân răng và vệ sinh răng miệng, các liệu 
pháp hỗ trợ bằng kháng sinh, chất sát khuẩn hoặc men vi sinh thường được sử dụng nhằm nâng cao hiệu 
quả điều trị. Tuy nhiên, kháng sinh toàn thân không được khuyến khích thường quy do nguy cơ tác dụng 
phụ và khó đạt nồng độ hiệu quả tại túi nha chu [36]. Vì vậy, các hệ phân phối thuốc tại chỗ, đặc biệt là 
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hệ mang nano, được quan tâm phát triển nhằm tăng nồng độ dược chất tại vị trí đích, kéo dài thời gian 
lưu giữ, kiểm soát giải phóng và giảm tác dụng toàn thân. Nhờ kích thước nhỏ và diện tích bề mặt lớn, 
các tiểu phân nano có khả năng thâm nhập, tương tác và hỗ trợ phá vỡ màng sinh học. Một số hệ nano, 
bao gồm nano kim loại như nano vàng, nano bạc và các vật liệu nano khác, đã cho thấy tiềm năng kháng 
khuẩn đối với các nhiễm khuẩn vùng miệng [37]. 

Sự phát triển của y học nano đã thúc đẩy ứng dụng các hệ vật liệu nano trong điều trị nhiễm 
khuẩn, bao gồm bệnh nha chu. Trong đó, liposome là hệ tiểu phân được cấu tạo từ lớp phospholipid kép, 
có khả năng bao gói dược chất, cải thiện độ ổn định, hạn chế phân bố đến mô lành và duy trì hiệu quả 
điều trị với liều thấp hơn. Liposome đã được nghiên cứu rộng rãi trong điều trị ung thư, bệnh truyền 
nhiễm và gần đây được quan tâm trong điều trị nha chu. Một số nghiên cứu cho thấy các hoạt chất như 
superoxide dismutase, resveratrol hoặc lactoferrin khi được bao gói trong liposome có thể làm giảm chỉ 
số viêm nướu, độ sâu túi nha chu, nồng độ cytokine gây viêm và tiêu xương ổ răng trên các mô hình 
thực nghiệm hoặc nghiên cứu lâm sàng [38-40]. Những kết quả này gợi ý tiềm năng của liposome như 
một hệ mang thuốc sinh học trong hỗ trợ chăm sóc sức khỏe răng miệng và kiểm soát bệnh nha chu. 

Trong nghiên cứu này, gel chứa liposome MTZ Lipo được đánh giá tác dụng trên biofilm đơn 
loài của P. gingivalis ATCC 33277 và so sánh với gel chứa MTZ Lipo nguyên liệu. Quy trình thử 
nghiệm được tham khảo từ một số nghiên cứu trước đây về đánh giá hoạt tính kháng biofilm đối với P. 
gingivalis, trong đó biofilm được hình thành trên đĩa vi giếng, sau đó tiếp xúc với mẫu thử ở các nồng 
độ khác nhau và định lượng sinh khối bằng phương pháp nhuộm CV [7]. 

Một số nghiên cứu gần đây cũng sử dụng mô hình tương tự để khảo sát tác dụng kháng biofilm 
của các hoạt chất mới. Ando và cộng sự (2025) cho thấy acid ferulic có khả năng ức chế sự hình thành 
biofilm của P. gingivalis ở nồng độ dưới MIC thông qua cơ chế ức chế sản xuất autoinducer-2 (AI-2) 
và hoạt động thụ thể liên quan đến cảm ứng số lượng. Cơ chế này có thể góp phần làm giảm hình thành 
biofilm và hạn chế biểu hiện các yếu tố độc lực như gingipain. Tuy nhiên, nghiên cứu mới dừng lại ở 
biofilm đơn loài, do đó cần thêm các khảo sát trên biofilm đa loài, mô hình in vivo và nghiên cứu lâm 
sàng để khẳng định hiệu quả ứng dụng [18]. 

Trong nghiên cứu này, biofilm P. gingivalis hình thành sau 48 h và 72 h được ủ với gel MTZ 
Lipo và gel MTZ nguyên liệu ở dãy nồng độ 0,06–30,72 µg/mL. Kết quả cho thấy cả hai chế phẩm đều 
làm giảm rõ rệt sinh khối biofilm, kể cả ở khoảng nồng độ MTZ thấp 0,06–7,68 µg/mL. Cả hai chế 
phẩm đều làm giảm đáng kể sinh khối biofilm đã hình thành sẵn (>70%) ở nồng độ MTZ 0,24 µg/mL. 
Hệ gel liposome chứa MTZ chưa làm tăng đáng kể hiệu quả kháng biofilm so với gel MTZ nguyên liệu 
trong điều kiện in vitro. Kết quả này có thể liên quan đến đặc tính giải phóng dược chất từ liposome. 
Han và cộng sự (2024) cũng ghi nhận peptide LL17-32 khi tải vào liposome có hiệu suất liên kết cao 
nhưng hoạt tính diệt khuẩn đối với P. gingivalis giảm so với dạng tự do, có thể do hoạt chất được giải 
phóng hạn chế. Tuy vậy, đặc tính giải phóng chậm của hệ liposome vẫn có tiềm năng cho các dạng thuốc 
bám dính niêm mạc và giải phóng kéo dài tại khoang miệng [41]. 

Thử nghiệm ức chế hình thành biofilm trong nghiên cứu này được tham khảo từ Ando và cộng 
sự (2025), trong đó huyền dịch P. gingivalis được đồng ủ với hoạt chất thử trên khay 96 giếng đáy phẳng 
và sinh khối biofilm được định lượng bằng phương pháp nhuộm CV [18]. Một hướng tiếp cận tương tự 
cũng được ghi nhận trong nghiên cứu của Hiroshima và cộng sự (2023), khi peptide kháng khuẩn β-
defensin 2 (BD-2) được bao gói trong liposome nhằm cải thiện khả năng vận chuyển đến tế bào biểu mô 
miệng. Cả BD-2 tự do và liposome BD-2 đều làm giảm đáng kể sự bám dính của P. gingivalis, có thể 
liên quan đến đặc tính cation và lưỡng tính của BD-2, giúp tương tác với màng vi khuẩn và cản trở quá 
trình bám dính. Kết quả này cho thấy liposome là hệ mang tiềm năng trong phát triển các tác nhân sinh 
học hỗ trợ phòng ngừa bệnh nha chu [42]. 

Trong nghiên cứu này, gel MTZ Lipo và gel MTZ nguyên liệu ở dãy nồng độ 0,06–30,72 µg/mL 
được đồng ủ với huyền dịch P. gingivalis trong môi trường BHI bổ sung hemin và vitamin K, ở 37°C, 
điều kiện kỵ khí trong 48 h hoặc 72 h. Sau ủ, tổng sinh khối biofilm hình thành được định lượng bằng 
phương pháp nhuộm CV và đo OD. Kết quả cho thấy cả hai chế phẩm đều ức chế rõ sự hình thành 
biofilm theo xu hướng phụ thuộc nồng độ. Trường hợp cho vi khuẩn và thuốc thử vào ủ chung trong 48 
h, cả hai chế phẩm ức chế đáng kể (>70%) sự hình thành biofilm ở nồng độ MTZ 0,12 µg/mL và ức chế 
gần như hoàn toàn (>95%) từ nồng độ MTZ 0,24 µg/mL. Trong khi đó, trường hợp cho vi khuẩn và 
thuốc thử vào ủ chung trong 72 h, hiệu quả ức chế >70% đạt được ở nồng độ MTZ cao hơn là 0,24 
µg/mL và từ nồng độ MTZ 0,48 µg/mL trở lên hai chế phẩm ức chế đáng kể sự hình thành sinh khối 
biofilm.  



Nghiên cứu 
 Tạp chí Y Dược Huế - Hue Journal of Medicine and Pharmacy ISSN:3030-4318; eISSN:3030-4326 

 
Trần Hoàng Long và cộng sự.  Tạp chí Y Dược Huế. 2027; 17(1) – Online first 

 

Kết quả của cả hai thử nghiệm, gồm đánh giá tác dụng trên biofilm đã hình thành và ức chế sự 
hình thành biofilm, cho thấy gel MTZ Lipo và gel MTZ nguyên liệu có hiệu quả gần như tương đương 
nhau. Điều này có thể do nghiên cứu sử dụng mô hình biofilm đơn loài P. gingivalis trên khay 96 giếng, 
là mô hình in vitro đơn giản, chưa tái hiện đầy đủ cấu trúc biofilm đa loài, ba chiều và các điều kiện 
động trong khoang miệng như dòng chảy nước bọt, dịch nướu và ứng suất cắt. Trong điều kiện thử 
nghiệm tĩnh, nồng độ thuốc được duy trì ổn định và hàng rào biofilm đơn loài chưa đủ phức tạp, do đó 
lợi thế của hệ liposome có thể chưa thể hiện rõ so với MTZ nguyên liệu. Nhận định này phù hợp với 
nghiên cứu của Chen và cộng sự (2023), trong đó, liposome chứa ginsenoside Rh2 cho hiệu quả tương 
tự hoạt chất tự do trong mô hình đơn loài, nhưng hệ liposome gắn kháng thể đặc hiệu với P. gingivalis 
thể hiện ưu thế rõ hơn trong mô hình đa loài và in vivo. Kết quả cho thấy các hệ nano có thể phát huy 
lợi thế tốt hơn trong những mô hình sinh học phức tạp, gần với điều kiện bệnh lý thực tế hơn [43]. Vì 
vậy, với kết quả nghiên cứu trên cho thấy sự tương đồng trong việc sử dụng liposome làm chất mang để 
đánh giá khả năng diệt khuẩn trong các thử nghiệm in vitro trên vi khuẩn đơn loài có thể chưa thấy được 
sự khác biệt rõ ràng giữa nano và nguyên liệu gốc [43]. Tuy nhiên, điều này lại mở ra hướng đi mới về 
việc tiếp tục thử nghiệm các công thức gel chứa MTZ liposome trên các mô hình gây viêm nha chu in 
vivo ở động vật thí nghiệm cũng như trên các chủng vi khuẩn gây bệnh viêm nha chu khác, đồng thời 
đánh giá các đặc tính, số phận của dạng liposome trong các điều kiện thử nghiệm sẽ góp phần luận giải 
thêm cho các kết quả đã đạt được trong các nghiên cứu tiếp theo. Ngoài ra, CV nhuộm cả tế bào sống, 
tế bào chết và chất nền ngoại bào, do đó sự thay đổi OD phản ánh tổng sinh khối còn bám trên giếng, 
không phản ánh trực tiếp khả năng sống của vi khuẩn. Do đó, các phương pháp resazurin, XTT, Syto9,… 
để định lượng tế bào sống/chết có thể được xem xét sử dụng trong nghiên cứu tiếp theo để làm rõ hơn 
cơ chế kháng biofilm của các công thức [44]. Trong nghiên cứu này, từng thử nghiệm được đánh giá 
trên các giếng kỹ thuật trong một lần thí nghiệm, do đó, việc không thực hiện kiểm định giả thuyết trên 
các giếng kỹ thuật giúp tránh hiện tượng giả lặp và nguy cơ đánh giá thấp độ không chắc chắn [45, 46]. 
Do đó, các kết quả quan sát trong nghiên cứu này được xem là bằng chứng về xu hướng tác dụng của 
các thử nghiệm. 

 
5. KẾT LUẬN 

Nghiên cứu đã khảo sát được các điều kiện tạo biofilm in vitro đối với vi khuẩn gây viêm nha 
chu P. gingivalis. Môi trường BHI bổ sung hemin 5 µg/mL và vitamin K 1 µg/mL được xác định là môi 
trường phù hợp nhất cho quá trình hình thành biofilm. Về thời gian nuôi cấy, tại cả hai thời điểm 48 và 
72 h, P. gingivalis đều thể hiện khả năng tạo biofilm ở mức trung bình đến mạnh. Như vậy, điều kiện 
thích hợp để tạo biofilm P. gingivalis trong phạm vi nghiên cứu này là nuôi cấy vi khuẩn trong môi 
trường BHI bổ sung hemin 5 µg/mL và vitamin K 1 µg/mL, ở 37 °C trong điều kiện kỵ khí trong 48 
hoặc 72 h. P. gingivalis ATCC 33277 nhạy cảm với cả gel MTZ Lipo và gel MTZ nguyên liệu với giá 
trị MIC của hai chế phẩm lần lượt là ≤ 0,03 µg/mL và 0,06 µg/mL. Cả hai chế phẩm đều làm giảm đáng 
kể tổng sinh khối biofilm đã hình thành sẵn ở nồng độ MTZ 0,24 µg/mL. Đối với sự hình thành biofilm, 
hai chế phẩm ức chế đáng kế sinh khối biofilm ở nồng độ MTZ lần lượt là 0,24 µg/mL sau 48 h và 0,48 
µg/mL sau 72 h. Gel MTZ Lipo có hoạt tính giảm sinh khối biofilm, nhưng ưu thế so với gel MTZ 
nguyên liệu chưa rõ trong mô hình in vitro này. Dữ liệu về khả năng kháng khuẩn, giảm sinh khối của 
gel MTZ Lipo trong nghiên cứu này cung cấp dữ liệu in vitro ban đầu và tiềm năng định hướng trong 
các nghiên cứu về bệnh nha chu ở các giai đoạn tiếp sau.  
 
Tuyên bố về xung đột lợi ích 

Các tác giả khẳng định không có xung đột lợi ích đối với các nghiên cứu, tác giả, và xuất bản 
bài báo. 
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