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1. MG PAU

Bénh gdy ra bdi thuc pham udn 12 mdi lo ngai cla cdc nha sdn xuit, ché bién
thuc phdm, cla cdc ¢g quan quin Iy v& sinh thuc phdm va cda ngudi tiéu ding. Vi
sinh vt 13 nguyén nhdn quan trong nhit rong gdy hénh do thue phim. Ngudi udu
diing ngdy nay doi hoi cdc nha sdn xudt, ché bi€n thuc phim phai ddm bio cung cip
thuc phz“i’m v& sinh, an toan, nhit 13 vé mit vi sinh vat. Do vay, an todn, v& sinh d3 ud
thanh tiéu chudn chit lwgng quan trong cla thyc pham trén thé ¢idi. Hién nay, dé
ddm bdo chdt lugng quan trong ndy, cdc nha sdn xudt, ché bid thuc phim trén thé
gi6i thudng s¥ dung hé théng quin I¥ chit lugng mdi goi 14 HACCP (Harzard
Analysis and Critical Control Point, Phin tich cic m&i nguy va Pi€m ki€m soa: téi
han). Pay 12 mdt hé théng quin ly vé sinh thuc _ohé?m dira trén su phong nglta sy
nhiém vi sinh vt gay bénh trén tdt ¢d c¢dng doan sdn xudt va ch& bién, tr nguyén
li¢u, chufn bi sdn xuit, wong qué trinh sdn xudt cho d&n thanh pham.

Pé dim bdo hé thdng nay hoat déng dugc t8L, cdc nhd vi sinh vit hoc da
nghién clfu cidc phyong phép phén tich vi sinh vat cho k&t qua nhanh thay cho phuong
phdp vi sinh vat truyén th6ng (cin thdi gian nudi cdy, xdc dinh lau, cho két qud
chim).

§ Viét nam, hdu hét cdc don vi sin xudt va ché€ bi€n thwe phim dang tién
khai manh viéc xiy dung hé théng HACCP d€ xudt khiu sdn phim, ting khd ning
canh tranh trén thi trudng th€ gidi. Cdc phudng phdp vi sinh vt nhanh & ¢bng cu ra?
hitu hiéu gitip cdc nha san xudt va ché bi&n thue pham xui't khiu xay dung hé théng
HACCP.

Gidm sdt vé& sinh bé mit (thi€t bi, dung cu.. cda ddy chuyén san xuit) la yéu
cAu rit quan trong trong san xu&t va ch& bi&n thuc phim theo chudng tinh HACCP.
Viée gidm st nay cé thé duge thie hién thdng qua xic dinh mat d6 tdng vi sinh vat
hién dién trén mot dién tich bé mat. Téng vi sinh vit hiédn dién trong mdt don vi khdi
lrgng san phim ciing 12 chi tidu vé sinh vi sinh vit cin duge kiém sodt trong hiu hét
thuc phdm ché& bién.

D& ki€m tra mat dd tdng vi sinh vit nay, phuong phip théng dung 12 ¢&€m s8
khuin lac. Phuong phdp ndy thudng cdn it nhit mdt ngdy mdi cho k&t qua, do vay
khdng thich hop vdi yéu ciu cia HACCP.

Mét trong nhitng phwong phap nhanh duge st dung nhiéu 1a phuong phdp kiém
tra nhanh vi sinh vat bang ATP dua trén sy phdt séng sinh hoc bdi phan dng luciferin-
lucifersae khi cé sit hién dién cia ion Mg”* va cin ATP theo phén ng sau:



Luciferin Oxyluciferin
Luciferase
+ ATP s + AMP + PPi + v (560nm}
e
+ 0z + CO,

Mot phin t luciferin khi bi 6xy héa theo phuong winh néu trén s& phdng thich
mot quang ¥ 4nh séng. ATP 1&4 mdt co chit tham gia vao phén Ung phdt sdng va s§
lugng quang ti 4nh sdng phat ra ty 1& thudn vdi s6 lugng phin ut ATP tham gia vao
phén (ng. Trong diu kién ¢d sy hién dién thira cla luciferin, luciferase, lugng dnh
sdng sinh ra bdi phan ¥ng nay sé phu thudc vao Jugng ATP hién dién trong phan dng.
Bing mdt thift bi c6 khd ndng dé€m duge luong dnh sdng phat ra, ngudi ta ¢d thé dinh
lrgng duoc lugng ATP dura vao mét dudng chuin thé hién mdi fuong quan gitta lugng
anh sdng do duge va lugng ATP.

Mit khéc, 14t ¢4 t€ bao sinh vit déu chia ATP ¢6 lugng twong d8i 8a dinh
(ltgng ATP trung binh & vi sinh vat 1a 0,3fg/t€ bao hay 0,3 x 107°g/t€ bao). Do viy,
vé nguyén tic, ¢ thé dinh lugng vi sinh vat bing tri s6 ATP dya wén mdt dudag
chufn thé hién mdi tuong quan tuyén tinh gita luong ATP do dudce va lugng t& bao vi
sinh vat (duge xdc dinh bing phudng phdp d&€m s& khudn lac thong thudng).

Qui trinh dinh fugng vi sinh vat bing phan @ng phat sing luciferin-luciferase
cé thé duge tdm tdt nhir sau: tif huyén phil t& bao vi sinh vit, ti€n hanh ly trich ATP ra
khdi t& bao. Chuyén mdt phin dich ly trich vio &ng do, sau dé bd sung hdn hop
luciferin-luciferase. Pit ng do vao budng do cla thiét bi do d€ dinh lugng dnh séng
RLU phat ra. Qui @81 lrong RLU thanh lugng ATP va qui d8i lugng ATP thinh mit
dd &€ bao.

Uu di€m clia phuong phdp nay 14 dé thuc hién, dé-nhay cao va ¢é thé xdc dinh
mdt cich chinh xdc mét &6 vi sinh vét chi trong vai phit **. Do vdy, ¢é thé ding
phuong phip nay d& kiém tra nhanh chéng nguyén liéu tai hién trudng, tudc khi
nhép kho, ¢ thé ki€m tra tinh trang vé sinh cla thi&t bi, nha xudng trude khi vo sin
xuat, cé thé theo ddi phat hién ngay sy nhiém vi sinh vy trong khi sdn xuit, nhd viy
6 thé c6 bién phdp xif Iy khic phuc ngay.... Phuong phip ndy di dugce st dung ahiéu
bdi cac nha sdn xud't va ch& bign thuc phdm 1én trén thé gidi G nhitng nam 1980.

Hién nay, nhidu hing sin xuat nudc ngodi dang chao ban cic thi€t bi, hoa chat
phuc vu kiém tra nhanh vi sinh vt bing ATP. Tuy nhién, viéc 4p dung phuong phip
nay.tai Viét Nam gip kho khin 13 thi€t bi, héa chit ddc tién va chi phi kiém tra cao.
Bé ¢6 thé ing dung phuong phdp ndy vio phuc vu thuc tién san xudt tai Viét Nam
can ¢6 c4c nghién ctu nham ché tao thi€t bi va héa chit rong nude vdi gid thanh hgp
1y



Trong mot dé tai khac do S& Khoa hoc Céng nghé Mbi trudng quén Ly, chiag
t6i d thue hidén viéc nghi&n ciu ché tao thi€t bi va nghién cifu thanh phin héa chat
cta phan ng phdt sdng 1dm cd s& cho viéce tao thanh thigt bi d&€m 4nh sdng & tién rai
Viér Nam va tao bd héa chit phdn &ng phuc vu cho nhu cd tng dung cua phuong
phdp ndy tai Viét Nam. Dé 1ai cdp bd nay duge gidi han ndi dung trong vidc xdy
dyng quy trinh thu nhan luciferase (1 thanh phan dic tién nhit cla phdn dng phét
sang) rir dom dém, khdo satcdc diéu kién d€ si dung ngudn enzyme nay phuc vu cho
viéc dinh lugng ATP va dinh lugng nhanh vi sinh vat



II. TONG QUAN TAI LIEU

2.1. Hién tucong phat sang sinh hoce

Phit sdng sinh hoc (bioluminescence) 12 hién tugng phét ra 4nh sing nhin thiy
dugc & céc sinh vat sdng do su dxi hod cdc hop chdt hitu cd trung gian 14 luciferin.
Phdt sdng sinh hoc 18 mot dang clia phdt sdng hod hoc (cherniluminescence), trong d6
phdn dng hod hoc tao ra d4nh sdng dugc xdc tdc bdi enzyme v4i sy hién dién cla 6xi
khong khi. Hién tugng phat sang sinh hoc thudng phd bién & cdc sinh vit séng & bién
va it phd bi€n hon & sinh vat trén can. Cdc sinh vat ¢é khad ning phdt sing bao gdm
c4c nhém khéic nhau nhu ¢4, vi khudn, ndm, cdn tring, sa, tdo, giun dit va muc '
Trong cdc nhém ddng vat phat sdng, mdt 5§ ¢6 kha ning ty phit sdng nhd cdc co
quan dat biét trén co thé, cdn mdt s6 nhém cd kha phét sang la do su cong sinh vaéi vi
khuin phédt séng. V& § nghia sinh hoc, su phét sdng sinh hoc gidp sinh vt s&n mdi,
tim ban tinh va chéng ké thi. Mic du sy phét sdng sinh hoc § cdc sinh vat 13 khic
nhau v€ mau sic, cudng do sang, tdp Unhb phdt sdng., nhung 8t cd phdn ung phar
sdng sinh hoc déu cin mdt oxygenase cé tén goi chung 13 luciferase xic téc su 6xi
hoé luciferin tac ra mot phitc hop trung gian khdng bén va phat sing °. Hién nay ¢
b&n hé thdng phdt sdng duge nghién citu nhiéu nhat 13 hé théng & tdo dinoflagellates,
& sita, & vi khudn va & dom dém.

2.2. St phat sdng sinh hoc § Pom Pém

Pom dom la loai ¢6n wing thudc ho cdnh cing Lampridae (cdn goi 14
Coleoptere). C6 khodng 2000 loai dom dém di dugc bi€t, phan bd khip cdc viung trén
trai da't trir viing Nam cuc, phan 16n tap trung hién dién & vling nhiét ddi va cdn nhiét
d6i. Pom Bém wudng thanh 12 nhing con bo cénh citng, thin mém, ¢ chiéu dai rit
bién thign tir khodng 5mm d&€n khodng 25mm. Mdi loai Pom Pém khac nhau dén cé
mdt moi trudng séng riéng nhung ¢ dic diém chung 12 thich séng dd 4m cao.

Khdng phai tat ¢a céc lodi dom d6m déu ¢6 kha nang phét sang. O nhiing loai
dom d6m c6 khd ning phdt sdng, tip tinh phat sdng rit da dang, thai diém bit ddu
phét sang cling rdt khdc nhau & cdc loai. M6t 8 loai bdt ddu phét séng khi trasi vira
bdt ddu 81, mdt s& loai khac lai bit ddu phét sidng khi tr&i dd hoan toin tdi va tiép
tuc phéat séng cho t6i khuya. Vao mua sinh sin, dom d6m phat sang d€ din du c4 thé
khdc gidi. Pom dém trudng thanh phat sing nhd vao cdc t& bao dic biét ¢6 kha ning
tag.ra 4nh sdng nim trong mdt co quan & phan cudi clia mit bung. Céc t& bio ndy
chifa enzyme luciferase trong cdc peroxisome. Lugng 4nh sdng phat ra dugc kifm
sodt bing ddng khi 6xi theo hé théng 6ng din khi & bung hodc céc & bung d& di vao
cd quan phat séng va vao t€ bao phdt sang. Trong t€ bao nay luciferase s& xic tic
phén ng 6xi héa co chit luciferin véi su tham gia cla ion Mg™ ciing. K&t qua clia



qué trinh nay lam phdt ra 4nh sdng ahin thiy duge.

2.3. Sinh héa hoc cia phan itng phit séne § Pom Pém

Mic du hién tugng phédt sdng ¢ dom dom da duge bi€t Y ldu nhu cde dic trung
sinh hda cia phdn ¢ng phat sdng chi dugc tip trung nghién ctiu tr cudi thé ky 19,
Nam 1884, Dubois 1a ngudi dau tién ching minh phén ing luciferase - luciferin ong
dich ddng nhi't cla I0ng d&n dom dém va sau d6 cho ring ¢6 ba chdt cd ban lién quan
td1 sy phét séng & dom dém 12 mot hop chidt hifu ¢d gol 14 fuciferin ¢ khd ndng bi 6xi
hod, mdt enzyme chuyén biét la luciferase va dxi cia khdng khi ' Nam 1947 khi W.
D. McElroy chitng minh ATP 12 cn thi€t cho phan &ng phét sang ', Hién nay, gen
mi ho4 luciferase tr dom dém da duge tao dong, giai trinh tw; enzyme luciferase tai
t8 hop da dugce bi€u hién vugt mifc 36 vy nghién cdu ciu tric phan it ¥,

2.3.1. Cdc thanh phiin ctia phdn itng phdt sdng

- Adenosine triphosphate (ATP)

ATP gift vai wd 12 chdt mang nidng lugng trong sinh vdt va chi hién dién trong
t€ bao sd@ng. Trong t& bao chél, ATP nhanh chéng bi phdn hiy trong vai phit. Lugng
ATP trung binh trong mdt € bio sdng 13 khodng 1fg (10"°g). G prokaryote, iugng
ATP trong t€ bao & phage log 1a khodng 2 ~ 6énmole/mg sinh khdi khd. Cdc € bio
gid, t&€ bao khong hoat ddng, t& bio bi stress ¢ mic ATP thap hon mitc ATP trong t&
bao binh thudng. Do vdy, lugng ATP trong t& bdo ¢é thé duge s dung d& chi thi
trang théi bi€n dudng cia t€ bao *. Trong t& bao, ATP tham gia vho viée van chuyén
cdc vAt chit qua mang € bao, cung ¢dp ning lugng cho sy co ¢d, tao su quay cla tién
mao gitp t&€ bio di déng, cung ¢Ap ning lugng cho céc phan Ung dong hda, tham gia
ki€m sodt cac phin @ng sinh hod va truyén théng tin trong € bao °.

- Jon Mg™

Ton Mg™" ¢6 vai trd rdt quan trong trong phan ng phat sdng sinh hoc luciferase
~ luciferin & dom dém bing cich k&t hgp véi ATP d€ trd thanh cc chat thue su gén
vao luciferase °.

- Oxi
Oxi 14 y&u t& trong trong viédc ki€m sodt sy phat sang & dom dém trzdng thanh:
d6 dai clia tia sdng, khodng cdch thdi gian giita cdc 1in phat sdng dugc kiém soat bdi

s Aao: LID
déng &x1 .

- Luciferin
Luciferin 14 cd chdt ¢dn thi€t cho phdn dng phat sang sinh hoc. Luciferin @
dom dém chi hién dién trong cdc ¢o quan phét sing. G dom dém Photinus pyralis,



tuciferin d& dugxcédc dinh la D-(-)-2-(6’-hydroxy-2'-benzothiazolyl)-A’-thiazoline-4-
carboxylic (Hinh 2.1), ¢6 c¢dng thic C,3H2N.S,05. Luciferin (LH,) ¢6 hai ddng phén
14 dehydroluciferin (L) va dehydroiuciferol (LOH). Luciferin ¢6 tinh thé hinh kim, bi
phéan hiy ¢ 205 - 210°C va hod ndu & 170°C, tan trong nudc, rugu C, — Cs, acetone va
ethyl acetale nhung khéng tan trong benzene, ether diu, ethyl ether va CCL. Binh
h&p thu cuc dai cla luciferin thay d8i tly pH ciia dung dich. Luciferin bén véi nhiét,
nhung khéng bén véi axit va kiem: bi thiy phan hoan todn trong vdng 30 phit trong
H.SO, 0,01N hodc trong NaOH 0,5N & 100°C.

H
M N
=0 3 3 .:

Hinh 2.1. Cdu triic D- luciferin dom dém

- Luciferase

Tinh thé luciferase ¢6 dd tinh sach cao diu tign duge chiét tdch tr loal Pom
D6ém Photinus pyralis § BAc M§ va ciu tric phan tf cda enzvme nav di dudc thiét
1ap (Hinh 2.2).

Hinh 2.2. C4u truc phdn ti cda luciferase cia Pom Pém Photinus pyralis

Luciferase ¢6 trong lugng phdn t khoang 50kDa. Enzyme ndy nhanh chéng
bi k&t tia mét cdch thudn nghich trong dung dich ¢d lwc ion thap: enzyme chi bi tda
khi ndng dd enzyme la 2mg/ml trong dém phosphate 0,1M, pH 7,8 nhung di bit dau
tia tr ndng d6 0,2mg/ml trong dém phosphate lodng 0,01M, pH 7,8. Luciferase dé
k€t tda vi chtta ti 1& cao clia cdc amino acid khéng phan cyc. Enzyme ndy c6 thé (4i



-

gip cudn va phuc héi hoat tinh sau khi bi bién tinh bdi ndng d6 cao guanidine
hydrochloride '"'*. Enzyme c6 hoat tinh & dang nhi ph&n (homodimer) v&i 6 — 7 nhém
sulfhydryi hoat ddng bi bat hoat b&i p-mercuribenzoate (PMB). Trong s nay cé 2
nhdm sulfhvdryl 12 c¢in thi€t cho-hoat tinh v2 hién dién & tai hodc gan vi tri k&t hgp
v{§1 luciferin.

2.3.2. Coché cua phan iing phdt sing

Su phédtsdng sinh hoc ctia dom dém trong tu nhién la sy phat sinh dnh sdng
dua trén phan dng 8xi hda luciferin bdi enzyme luciferase. Khi ¢é sy hién dién cda
luciferin, ATP va Mg™*, enzyme luciferase s& xic tic phdn ¢ng phat séng sinh hoc
theo hai giai doan nhu sau:

M
E+LH,+ ATP — E - LH: AMP + PPy (D)
E - LH: AMP +0O, — Oxyluciferin + AMP + COs + hv (2)
Phén ng phét sdng sinh hoc & dom dém ¢6 thé vi€t lai nhu sau:
Mg?_+
— .
E+LH, + ATP +O, -— Oxvyluciferin + AMP + COa + hv +PP;

E: luciferase, LHa: luciferin

Phan Gng (/) tao thanh phic hgp enzyme-lucifervl-adenylate (E-LH;-AMP).
Phan dng nay twong tu phan dag hoat hda axit béo va amino acid trong 46 nhém
carboxyl cda co chdt duge ndi vdi nhém phosphoryl clia AMP théng qua mét lién két
anhydride. Trong phan tng (2) phifc hgp E-LH,-AMP phan dng vdi O, tao ra CCa,,
AMP, oxyluciferin va 4nh sdng mau vang — xanh v&i budc séng 562nm. Néu sit dung
LH,-AMP t6ng hop hda hoc, phan ¢ng phdt sing duge thuc hién ma khdng cin ATP.
Phdn ttng x4y ra khi cd thira luciferin, s& lugng quang ti (quantum) dude tao ra trong
trudng hop nay & pH kiém 12 0,88. M6t mole 6xi duge tiu thu cho mdi mole luciferin
va tao ra 1 mole CO, "%

Nhiéu thi nghiém &3 thuc hién d& tim hifu trinh tr cGa phdn fng 6xi hod
luciferyl-adenylate. Co ch& cla phdn ng duge minh hoa nhu Hink 2.3. Phan dng tha
nhat 14 sy tdich mdt proton ti¥ C4, Su thay th&€ mot déng vi H deuterium tai vi trf ndy
s& dc ch€ 50% lugng 4nh sdng phdt sdng ra. Phdn Ung thi hai 1 viéc gin phéan t 6xi
vao vi tri C4 d€ hinh thanh mét hydroperoxide. Ti€p theo, 1d su gdn mdt nhém OH
vao carbon cia nhém carbonyl va thly phin peroxide d€ tao thanh nude, CO,, AMP
vi mbt sin phdm & trang théi kich hoat. M6t trong nhitng nguyén t 6xi trong CO,
dugc hinh thanh 6t nude. San phdm & trang thai bi kich hoat khi trd vé& trang thdi nén



s€ phdt ra drh sdng ¢é budc séng 562nm (loal Photinus pyralis). Su phit sdng § cdc
loai dom dém khdc nhau 12 khéng gidng nhau. Su khic phau nay 1a do ciu tric

enzyme luciferase
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Hinh 2.3. Co ché phdn ung éxi hod luciferyi-adenylate

2.3.3. Cdc veu td dnh hudne dén phdn ting phét séng sinh hoc & Pom Pém

- Nhietds
Nhiét d6 thich hop cho phan dng 1a 25°C. G nhiét 6 30°C c6 su gidm 20% &nh

sang phat ra, trong khi @6 & 20°C 4nh sdng phét ra chi giam 5% .



- Dung dich dém va pH

Dung dich dém Tricine 0,025M pH 7,8 13 dung dich chudn ding cho phén itag
phat sdng dugc xic tdc bdi luciferase. Cdc gid tri pH kiém hay axit déu anh hudng
khéng 18t d€n phdn tng phat sdng 2.

- Cdc hop chdt téc dong lén nhém sulfhvdryl

Nhitng hgp chit tdc déng lén nhém sulfhydryl (p-chlore-mercuribenzoate,
CdCls, y-(p-arsenosophenyl)-n-butyric, cic chat dithiol...) déu e ch& phin Gng phat
sdng xdc tdc bdi luciferase. Do viy, luciferase thudag duge bdo v& bdi cdc téc nhan
khi nhu imM f# mercaptoethanol hay 1mM dithiothreitol >,

-fon
Mac dil phan ting phdt sdng nay cin ion Mg nhung mét ion khic nhw Ca™,
Zn®*, Pu®t, Hg™", Mn™, Co™, KON, I', NOy', Br’, CI lai 4nh hudng d€n phan @ng phat

P N N - 2 P 3 . p P 9
sdng, lam peak dnh sdng chuyén vao ving dnh séng do 313,

- Cdc hop chdt tdc dong lén vi tri gdn luciferin

Luciferin 13 mét trong nhing thanh phdn quan trong cia phan dng va s& gin
vio luciferase d€ tao phitc hop luciferase-luciferyl-adenylate, mét phitc hgp khdi
diém cho phdn Gng phédt sdng. Vi vdy, néu trong dung dich ¢é su hién dién cdc chat
¢6 khd ndng gin vao vi tri ndi luciferin twén luciferase, cdc chat nay (nhu L-1-
Tosylamido-2-phenethyl chloromethyl ketone, ethyl 2-benzothiazole-sulfonate..) sé&
ltc ché€ su phét sang

303

- Sdn phdm phdn ting phdt sing

Oxiluciferin 12 sdn phdm cfa phdn ng phat sing ¢6 tic dung kim him ngudc
phén ng phat séng nay. Tuong ty, pyrophosphate v cd (PP;) 12 sén phdm cda phén
(rng ddng thai ciing tc ché phan tng phat sdng khi tich tu & ndng &6 trén 10uM .

- Ché't 8n dinh luciferase
Bovine serum albumine (BSA) & néng d6 0,1% hodc glycerol 10% gitp &n
dinh hoat tinh luciferase d3 dugc tinh ché >'*,

- Cdc chdt tdnp cudng

Mot s8 nucleotide (cytiding, etheno-ATP, 8-Azido-ADP..) va coenzyme A
dwgc chitng minh ¢é tic dung ting cudng 4nh sdng phit ra rong phan dng xdc tic bdi
luciferase. Mot s8 tdc gid dd thanh cdng trong viéc st dung cdc liposome tur
cholesterol dé ting cudng 4nh sdng phét ra trong sy hién dién clia ATP & néng dd
thip (1pM - 5,50M) .
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2.4. Tinh ché& luciferase tit Pom Pém Photinus pyralis

Deluca va McElroy lan ddu tién da thanh cdng trong viéc tich chiét, tinh ché&
va ket tinh tif dom dém . Pom dém dugc lam kho trong binh hdt dm bdi CaCl va
‘hit chin khéag trong 24 gis. Long d&n (cg quan phét sdng) duge tich ra vi dudc bdo
quan & -20 °C cho d&€n khi tach chi€t luciferase. Ldng dén dugc nghién k¥ thanh bt
trong lanh bing cdi chay st. Bt duge chiét hai 14n vdi acetone lanh d€ loai lipid va
céc thanh phidn tap nhiém khdc. Dich chi&t dugce loc qua gidy loc d€ trong lanh cho
t6i kho va thanh dang bdt. Bot acetone duge chiét lan thi nhit véi dung dich 10%
ammonium sulfate, imM EDTA pH 8,0 lanh. Diing NaOH [N dé khéng ch€ pH trong
gidi han 7,5 - 8,0 trong qué trinh chi&t tdch. Dich chiét duge ly tim 7000g, 20 — 30
phit trong lanh. Thu 18y dich néi 1dn thi nhat, git rong dd. Can dude chiét 1an hai
v&i dung dich trén va ly tim 7000g, 20 — 30 phuit trong lanh. Thu 1ay dich néi lan hai
va bd cdn. Trdn dich 1dn 1 v 2. Ly tdm 20.000g, hon 30 phit trong lanh. Tha 12y dich
ndi va giff trong lanh, loai bd cin. Dich thu dugc 14 dich luciferase thd cé thé sit dung
trong viéc thit ATP. P& tinh ché& va k&t tinh luciferase, bt 1dng dén duge chigt hal
lan vdi EDTA 1mM pH 8,0 lanh. Luciferase trong dich chi&t dugc hdp phu 1&n gel
calcium phosphate va duge dung ly bing dung dich 20%ammonium sulfate bio hda
chita EDTA 1mM & pH 8,0. Ning ndng d6 ammonium sulfate bdo hod 1&n 40% bing
bét ammonium sulfate dé loai bd protein tap. Ly tim, bd tia. Luciferase duoc.tia
phin doan tai ndng dd 50% va 60% ammonium suifate bdo hoa. Ly tAm thu nhén tia
luciferase va hoa tan trong mdt thé tich nhd cda 10% ammonium sulfate EDTA ImM
pH 8. Luciferase s& tao tinh thé khi dugc thim tich qua dém trong dung dich ImM
EDTA, 10mM NaCl va 2mM Na-HPQO,, pH 7,3 lanh.

Ngoai qui trinh trén, luciferase tr dom dém va luciferase ti t6 hgp con duge
tinh ch€ bing nhidu qui trinh khéc st dung cac k¥ thuit sic k¥ nhu loc gel, trao déi

anion, 41 lue, tuong tac ky nude va sic ky 18ng cao 4p (HPLC) .

2.5. Ung dung clia phin @ng phit sing sinh hoc & Pom Pém

Trong bdn hé thdng phét sdng sinh hoc duge nghién cifu, hai hé théng phat
sdng & vi khudn va Pém Pém duge nghién citu kj va dudc tng dung rong rii nhit.
Tuy nhién, trong ng dung, hé thdng phat sing ¢ dom dém cé tinh wu viét hon & mét
s6 diém nhu san: (1) St dung co chit 14 ATP [ hop chit mang nang lugng, 6n dinh
trong mdi t& bio va lién quan true ti€p tdi su song cla té bao sinh vit. Thong qua
dinh- lugng ATP ¢6 thé thu duge nhiéu thong tin cin thiét trong hoat dong sdng cta t&
bao; (2) Hidu suft chuyén héa ning lugng héa hoc sang ning lugng dnh sdng dat i
88 — 90% (& vi khuan chi tr 5 -~ 10%) nén d6 nhay cla phdn (¥ng phét séng cda dom
dém cao hon rat nhidu so véi vi khudn; (3) Luciferase & Pom Pém dude mi héa chi
bdi 1 gen fuc luciferase; Khi duge dng dung lam gen chi thi trong céc nghién cifu v&
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sinh hoc phén td va k¥ thufit gen, d& bi€u hién gen nay thu luciferase chi cin b sung
luciferin 12 ¢, Trong khi d6, & hé théng vi khudn cdn ¢d 2 gen 14 luxA, luxB, cin bj
sung thém FMNH, ngoai bao ¢é dic tinh d& bi 8xi héa va phdn ing chim nén khdng
thich hop d€ nghién ciu sinh Iy t& bio bing chi thi la gen luciferase cda vi khuin; (4)
Trong in vitro, hé thdng phét séng & dom d6m dé st dung hon hé théng phat sdng & vi
khudn. Do cédc uu diém nay nén hién nay hé théng phat séng & dom d6m duge dng
dung rdng rai rong viéc dinh lugng ATP, trong nghién stw sinh 1§ t& bao, dinh lugng
nhanh vi sinh vat théng qua ATP va ding lam gen chi thi *.

2.6. Dinh Iugng ATP bing phan @ng phat sdng sinh hoe

Pinh lugng ATP bing phdn &ng phét sdng sinh hoc ¢ vu diém 14 ¢6 nhay cao,
chinh xdc, nhanh va d& sit dung. ATP 12 tién t€ nidng lugng clia t€ bao, chi hién dién
khi t& bao con séng vi duge duy tri 6n dinh trong t€ bao. ATP dugce tdng hop trong
céc con dussng bién dudng cda t€ bao. Vi vy, cdc y&u td dnh hudng t6i sinh 1y cla-t&
bao déu dnh hudng 161 mitc ATP. Bing cdch do su hién dién cia ATP trong t€ bdo ¢é
thé bi€t dugc trang thai sinh 1y t€ bao lic ti€n hanh thi nghiém. T d6, ¢ nhitng k&t
qué v& dnh hudng ciia cdc y&u t& 18n & bao .

Phuong phdp dinh lugng ATP bing phdn @ng phdt sdng & dom dom duge dua
trén cd 5§ 1a trong di€u kién co thira luciferase, 1 mole O, phédn &ng véi | mole cd
chat ATP s& sinh ra 1 mole CO, vd mdt guang 0¥ dnh sdng. Nhu vav, lugng dnh séng
phat ra o 1& véi lugng ATP. Biing thuc nghiém, ngudi ta ching minh duge cé mdi
twong quan tuy&n tinh gitta lugng dnh sdng phat ra (RLU) va lugng ATP (Hink 4).
Mit khéc, khéo sat dong hoc di cho thidy vin 8¢ phdn ¢ng phat sdng hay s& photon
dnh sdng tao ra trong 1 gidy sé& cuc dai trong vong chua diy mdt gidy sau khi bit dau’
phan ¢ng. Sau dé t6c d6 nay tuong ddi 6n dinh véi sy gidm dudi 5% mdi phiit (Hink
2.5). Nhu vdy, bing mét thi€t bi ¢6 khd ning dém dugce s& photon dnh sdng v cd kha
nang tich hop tdng photon trong mdt khodng thdi gian ngdn, vi du 1& mudi gidy, thicd
thé dinh lugng duge ATP bing cdch dua vio mdt dudng chudn thé hién mdi twong
quan gifta lugng dnh sdng do dugc va lugng ATP (Hinh 2.4). Phuong phip nay c6 thé
gitip xdc dinh t&i mitc 107'° moles ATP 2,

2.7. Dinh luvgng vi sinh vat biine phdn i¥ng phat sing sinh hoc cda Pom Pém

T4t cd t€ bao sdng déu ¢ chita ATP & mitc trong d6i 8o dinh (107'% - 107
l7mp_le/té’bé0). o} prokaryotes, lugng ATP trong cdc t€ bdo & pha log thudng vio
khodng 2 - 6nmole ATP/mg sinh kh&i kho. Lugng ATP trung binh & vi sinh vit 13
0,3fg/t& bao (mét fetogram, fg, bing 107°g). Do ATP nhanh chéng bi€n mat di sau
khi t& bao chét, nén ATP 12 mdt tri s6 ¢ mong quan myén tinh vdi sd lugng t€ bao
séng. Do vay, vé nguyén tic, cé thé dinh luong vi sinh vat bing phdn itng phat sdng
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sinh hoc bang cdch Jdo luong 4nh sdng phéatra bdi ATP cia € bdo vi sinh vat dya vio
mét dudng chudn thé hién m&l tugng quan tuyén tinh gitta luong 4nh sdng do duge va
mét db t& bao vi sinh vat (duge xdc dinh bing phuong phdp dém s& khuin lac théng
thudng) (Hink 2.6).
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Hinkh 2.4. P6 thi biéu dién mdi niong quan gida liiong dnh sdng
do dugc va liwong ATP
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Hinh 2.5. P06 thi biéu dién sy Sn dinh dnh sdng phit ra
Nhu vdy, phudng phap dinh lugng vi sinh vat bing phdn ¥ng phdt sdng 12 mot
phuong phép dinh lugng gidn ti€p mat d6 vi sinh vat thdng qua lugng ATP trong t&€

bao vi sinh vat tham gia vao phan Ung phat sdng sinh hoc. Phadng phdp nay cho phép
dinh luong rdt nhanh s& lugng t€ bao vi sinh vit séng dang hién dién trong miu vat.
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M4t nhuge di€m cla phuong phdp nay la khdng phin biét duge ching loal & bao vi
sinh vt Do vdy, phuong phép nay chi dugc ding d€ dinh ludng tdng vi sinh vat hién
dién trong mau.

log (RLU)

! 2 3 4

“
N

log (CFU/ml)
Hinh 2.6 . Bé thi biéu dién mdi tuomg quan gia mat dé t&€ bao (CFU/ml) va
luong dnh sdng do dugce

Qui trinh dinh lugng vi sinh vAt bing phan ting phat sdng luciferin - luciferase
cin ATP cé thé duge tm tit nhu sau: hit huyén phil t€ bao vi sinh vat vio éng do,
ti€n hanh ly trich ATP ra khéi t€ bao. P4t 8ng do vao budng do clia thi€t bi d€m 4nh
sang. B& sung hdn hop luciferin-luciferase. Tién hianh do vi doc luong 4nh sang phat
ra. Lugng 4nh sing nay dugc biéu thi bing don vi 4nh sdng tuong déi RLU (Relative
Light Unit). Qui d8i lugng RLU thanh mat d6 & bao vi sinh vt dua vio mét dudng
chuén th€ hién méi trong quan tuyén tinh giita log(RLU) theo log (CFU/ml) duge xde
dinh bing thuc nghiém (Hink 2.6). Sg d6 dinh lugng vi sinh vt bing ATP duge minh
hoa trén Hinh 2 ~
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Hinh 2.7. Qui trinh dinh luong nhanh vi sinh vt bdng phdn ing phdt
sdang luciferase-luciferin cdn ATP (RLU: Relative Light Unit)



II. VAT LIEU VA PHUONG PHAP

- Khdo sét va thu méu Bom Pém

Pom Pém duge khdo sdt va thu bit & khu vie Cén Gig TP. H6 Chi Minh va
lam khé biag P,O;s trong chin khéng trong binh hdt &m. Léng dén & phin dudi clia
Pom Pém khé dugc tach ra va git & -20°C cho d&n khi diing.

- Tich chiét va tinh ché so b luciferase

Mat gram 16ng dén khé dugc nghién k¥ bing cdi chay st trong lanh trong
phir. B8 sung 20ml acetone lanh, d€ yén trong lanh 30 phit. Dich chi&t bing acetone
dude loc qua gidy loc khéng tro. Can loc (b6t acetone) chifa luciferase duge riva 2 1an
biing acetone lanh vi 1am khd trong binh hit im chén khéng. Luciferase dugc chiét
tif bt acetone bing 5ml ammonium sulfate (AS) 10% lanh. Huyén phi duge ly tim
trong lanh & 7.000g trong 20.phdt. Tia duge ria vdi 6ml dung dich AS 10%, ly tAim
tuong tv nhu trén. Dich trong sau ly tim duge gdp chung lai goi la dich chiét thd
luciferase. Viéc tinh ch& so bd luciferase dude thuc hién bing cich tia phin doan
bang cdc ndng dd bdo hda AS khdc nhau (35, 45, 53, 65, 75% bao hdoa AS). Céc ndng
dd bio hoa AS nay duge thue hién bing cdch bd sung bot AS d3 dugce nghién nhuyén
vao dich enzyme. Lugng AS cdn b8 sung dudge tinh todn theo bdng hudng dan pha ché
cdc dung dich AS & cdc ndng d6 bio hoa. Ti€n hanh khufy déu dung dich trong khi
b& sung bdt AS. PE yén trong lanh 15 phit. Ly tdm 10.000 vong/phit trong 5 phit.
Mbt ml dich trong duge gif lai @€ phan tich hoat tinh enzyme, him lugng protein,
dién di. Phin con lai duge si¥ dung cho viéc phan doan bing ndéng dd bio hda AS cao
hon. Tda sau ly tdm duge hda tan bing lml dich AS 10% dé& phan tich hoat tinh
enzyme va protein.

- Xdc dinh hoat tinh luciferase.

Hoat tinh luciferase cia dich chiét thé va cdc phin doan bdo hoa AS dugc xdc
dinh trong 0,2m! hdn hdp phédn @¥ng chita 10ul dich enzyme, 7,5nmol luciferin
(Sigma), Spmol ATP (Sigma) vi dung dich dém Tris-succinic 0,1M, pH 7,75 dugc bd
sung MgSO, (20mM), EDTA (ZmM). Lugng dnh sang phat ra dugce do bing thi€t bi
dém 4nh sdng Luminometer TL Luminoscan (Labsystem). Hoat tinh enzyme dugc
biéu din mét cich twong di théng qua lugng 4nh sdng do duge (RLU) trong dién
kién phin wag va thigt bi do néu rén.

- Phdn tich protein

Ham lugng protein dugc xdc dinh bing phuong phdp Bradford [8] d€ han ché
dnh.hudng cla AS 1én k€t qud phin tich. Thanh phan protein duge phin tich bing
dién di trén gel polyacrylamide 12,5% v&i s hién dién cia sodium dodecyl sulfate
(SDS-PAGE). Protein dugc nhuém bing phim Coomassie Brilliant Blue 250G.
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« Thuc hién phan ting phdt sdng va do liong dnh sdng phdt ra

Hén hgp phan dng phat sang 200ul dung dich cé thanh phin gém 0,1M Tris -
succinate pH 7,75, lmM EDTA, 0,5mM DTT va 0,1% BSA, ATP, MgSQ,, luciferin
vi luciferase. Cac thanh phan ATP, MgSOQy, luciferin va luciferase ¢é lugng thay déi
tiy muc dich thi nghiém. C4c thinh phén cla phdn ¥ng duge bs sung vio 8ng do theo
thtt tr nhu sau: dung dich éém, EDTA, MgSO,, Iuciferin, ATP vi cuéi cung 1a
luciferase. Tron nhanh hdn hop bing mdy rung vortex trong vai gidy va dit ngay vao
budng do. Ti€n hianh do va ghi nhin gi4 trf 4nh sdng phatra (RLUY.

- Ly trich ATP tir t€ bao va dinh luong ATP bédng phdn itng phit séng

Chudn bi huyén phil t€ bao S. typhimurium (sau khi rita sach v&i nudc cit vo
tring) sac cho ODgipun dat khodng 0,3. ATP dugce ly trich bing cdch st dung mét
trong ndm chét ly trich B/S Extractant, Dodecyl Trimethyl Ammonium Bromide (n-
DTMABR), FL-SAR, ATP Releasing Reagent (ARR) va benzalkonium chloride v&i
néng dé cudi ciing khdc nhau, Hén hgp Ly wich ATP gdm 200ul dung dich trong mét
&ng Eppendorf gdm: 50ul huyén phil t&€ bao, chit ly trich, b8 sung nudce cho di 200ul.
Tron hdn hop bing mdy rung vortex trong 15 gidy. Si dung 50ul dich ly trich @€ do
ATP bing bd kit do ATP. Phén ttng phdt sdng ¢é thanh phin nhu sau: 110ul dung dich
dém Tris - acetate 0,1M, pH 7,75, 50ul dich trich ATP va 40ul dung dich do ATP.
Ti€n hanh do nhumd ta & trén.

- Khao sdt su tuong quon tuyén tinh gifta log(RLU) va log(s6 1€ bao)

Chudn bi huyén phi t& bao S. pyphimurium (sau khi @ nta sach véi nude cit vo
tring) sao cho ODgigna dat khodng 0,1 (khodng 10° CFU/ml) va 0,3 (khoing 8x10°
CFU/ml). Pha lodng lién ti€p bac 10 d€ tao ra cdc huyén phi ¢6 mat ds 107, 10°.. va
10° CFU/ml. L&y 50ul cdc huyén phil t& bao & mdi ndng d6 cho vio &ng do, thuc hign
-viée ly trich ATP v4i-cha' trich va lugng (ndng d6) thich hgp sao cho téng dung tich ly
trich 1a 100ul. Trdn bing cich vortex trong 15 gidy. D€ yén 45 gidy. Dit dng do vao
budng do, nap 100! dung dich phan &ng phat séng. Pdy budng do, ti€n hanh do va
ghi nhén gid tri do dugc.

- Chudin bi dich luciferase tit Pom Pém ding dinh lugng ATP va dinh luong
nhanh vi sinh vét

Chuén bi bot acetone tir 1g 160g d&n khd dom dém, chiét luciferase ammonium
sulfate (AS) 10% lanh nhu trén. Dich chiét duge ly tim trong lanh & 7.000g trong 20
phiit. Dich trong sau ly tAm dugc tia bing mdt lugng thich hgp bot AS da nghién
nhuy®n sao cho ndng d6 AS bio hda dat 45%, khudly déu dung dich cho AS tan hoan
toan, d€ yén trong lanh 15 phit. Ly tdm 10.000 vong/phit trong 5 phdt & 4°C. LAy
dich trong bén trén, loai bd ta. Thém bot AS véao dich tong ndy sac cho néng dd AS
bio hoa dat 65%, khuay dung dich cho AS tan hoan toan, & yén trong lanh 15 phit.
Ly tdm 10.000 vdng/phit trong 5 phiit & 4°C. BS dich trong bén trén, tia dugce huyén
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phit trd tai v6i 10% AS. Dung dich nay 1a dich luciferase tinh ch& khéng hodn toin
ditng cho viéc dinh lugng ATP va dinh lugng nhanh vi sinh vat.

2.5 -
9. )
1.5 -

0.5 -

™ T T O -

0 5 W0 15 20 25 30

luciferase (ug)

Hinh 3.1. Anh hudng cia lugng tin hiéu anh
sdng do dugc (RLU) va luong luciferase trong
mot phan ting (2ug luciferin: 0,04pg ATP v

- Xdc dinh mat d6 & bao vi khudn

mét do t& bao vi khudn S. typhimurium (CFU/ml) dugc xdc dinh bing phudng
phdp d6 dia trén méi trudng thach dinh dudng (0,3% cao thit, 0,5% pepton, 1,5% agar,
pH 6,8). .

- Dinh luong t& bao Salmonella_typhimurium bdng phdn dng phdt sdng si
dung luciferase tiz Pom Diém )

Chu#n bi b6n huyén phd 1€ bao S. ryphimurium cé mat do 7,2 x 10% 4,1 x 107,
2,2 x 10° va 6,4 x 10° CFU/ml. Cho 0,45ml huyén phu t&€ bao vado Ong nghidm (¢
10mm x 200mm), bd sung 0,05ml EDTA 40mM. X Iy bidng séng vi ba va hit 0,1ml
dich 43 x Iy d€ si dung vao phan ¥ng phat sing. Céc thao tic x{t Iy va do 4nh séng
phét ra dugc thuc hién wong tf nhe dd mo ta trong phin ly rich ATP va dinh lugng
ATP phdng thich & phin trén, trong d6 luciferase tinh khiét cia Sigma dugc thay
bing 10ul ch€ phadm luciferase phdn doan tia 65% bdo hda ammonium suifate.
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IV. KET QUA

4.1. Khio sit. thu bit va dinh danh Pom Pém

Viéc khao sat, thu bat va dinh danh Pom Pém duge ti€n hanh vio mia mua it
thdng 6 d&n thang 10/1998 tai huyén Cin Gigy, TP HCM la viing dit &m w6, nhidu
kénh rach 1a di€u kién sinh thai thich hop cda Pom Pém. Mot s& dic diém sinh thai
va tdp tinh cia Bom Dém tai ddy dude ghi nhdn nhu sau:

- T gitta d&n cudi mlla mua (thdng 8 d€n thdng 10), tai nhiéu ndi & huyén Cin
Gid hang ngady Pom Dém xuat hién ddng loat bt ddu tir chiéu t8i (khodng 19g30),
mat do gidm dan dén 23h00.

- Céc cé thé Pom B6m diu déu, mat dd cao, diy dic trén tdn 14 cdy Pudc,
mat 4 thap hon & tdn 14 cdy Ban. Dic biét, quin thé Pom Pém thudng tip trung &
ving trén cdy ¢é chidu cao tif 1 - 4m so vdi mit nude, khéng ¢ mat & dd cao thap
hon 1m va hién dién rdt it & d6 cao trén 4m.

- C4 thé cdi dju trén 12, it bay, c4 thé duc hoat ddng hon, bay lugn tim ¢4 thé
cai d€ giao phoi.

- Pom Pém c4i 48 tring vao cic khe hep & 16p dit mit, Am uSt nhung khdng
ngap ung.

- Thiic 4n chil y&€u cla du wring Pom Pém 12 cdc loai 8¢ sén nhd gip nhiéu
trong dat.

Trong ba dgt khdo sdt vao thdi gian néu twén, chiing td1 di thu bit duge hon
13.000 c4 thé. Cac c4 thé Pom PSm dugc quan sat cdc dic diém hinh thédi ngay tai
ndi thu bat cling nhu tai phong thi nghiém d€ ti€n hanh dinh danh. Pa 56 ¢4 thé thu
duge duge lam khé trong binh hidt &m chin khéng d€ thu nhin ¢o quan quan phat
sang (16ng d&n).

Hinh 4.1 minh hoa dic di€m hinh thdi cia loai Pom Bém thu nhin § Cin Gid.
Céc ¢4 thé Pom Pém thu bat duge cé kich thude ahd, dai 8 - 9mm, rdng 4 4,5m. Toan
thdn ¢é mau vang chanh, tAm nguc trudc 16n ¢6 mau vang sdm hon, chét cdnh cing
hdi-phdt den. Rau hinh sgi ¢6 11 dat; cdc d6t ¢6 thiy bén. PAu nhd mau ndu 51, bi
che khud't bdi tdm nguc truSc khi nhim tit phia sau lung. Mit kép to & con duc, nhd
hon & con cédi. Cénh rudc mong, mau vang nhat, cup xudéng vé phia chét bung, hai
mép khdng cdnh khéng gidp mi & doan cudi bung. Phin cudi cdnh ¢4 miu mau den.
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Con duyc kich thudc to hon con cdi. Phin cudi cia bung 12 ¢d quan phat sing hay 1dng
A&n cA mau kem sang chi€m khoang 1/3 kich thuée bung.

Hinh 4.1 . Hinh thdi Pom Pom thu bdt tai Can Giy TP.HCM
A, Mdt lung (trdi: con duwc; phdi: con cdi); B, Mdt bung (trdi: con duc; phdi: con cdi)
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Tring Pom Dém nd thanh &u tring, sau dé chuyén thanh sdu, héa nhdng v
cudi ciing thanh cd thé wudng thanh (Hinh 4.2).

oG
o

Hinh 4.2 . Bién ddi hinh théi trong vong doi Dom Pm thu bdr tai Cdn Gidr
Ti trung tdm phia dudi theo chiéu kim dong hO: tring; du tring ; sGu; nhéng,
Bom Bom.

Céc dic di€m v€ hinh th4i va vong d&i néu trén cho phép k&t ludn Pom Pém
thu bt tai Can Gi& thudc lodi Prerotyx malaccae von hién dién phd bi&€n & cdc nudc
Pong Nam A. Loai ndy cé kich thudc nhd hon nhiéu so v&i loai Pom Pém Photinus
pyralis & Bic My 12 loai dugc nghién cttu nhiéu vé sinh hoc va sinh héa hoc clia phin
ing phat sang.

4.2. Tach chi&t va tinh ché& s bd luciferase tif Pom Pém

Luciferase tif cg quan phat sdng cda Pom Pém dugc thu bat & Can Gid TP. HE
Chi Minh dugc ly trich biing acetone va béng dung dich ammonium suifate (AS) 10%.
Theo Deluca [6], d€ sit dung ch& phim thd nay vio vigc dinh lugng ATP va t€ bao vi
sinh vat, cin ti€a hanh tinh ché so bd luciferase trong ch& phim bing cdch tia phin
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doan vdi cac ndng dd bdo hoa khéc nhau clia AS. Viéc tia phin doan nay giip loai
bé mot $& protein tap va cdc hdp chat phin wf Iugng nhd nhu pyrophosphate, ADP...
cé tde dung &c ch& hoat tinh luciferase. Khao sat su tia phin doan cda luciferase G
céc ndng do bdo hoa AS nhu 35, 45, 55, 65 va 75% cho thiy & ndng dd 33, 45% bio
hda ammonium suifate trén 75% tdng hoat tinh enzyme vin con & phin doan dich
trong sau ly tdm; khi ndng dd ndy dudce ting 1&n 55%, khodng 60% hoat tinh hién dién
trong phén doan ndy dugc phan b8 & dich trong, 40% hoat tinh con lai nay da di vao
phin tla (Bdng 4./). & néng d6 bdo hoa 65% AS, khodng 75% hoat tinh hién dién
trong phan doan nay dugc phat hién trong phan tda. Tt k&t qud nay, ching t51 da ti€n
hanh tinh ch& so bd luciferase wong dich chi&t thé oY ¢g quan phat sdng cia Pom
DPém bang cach tia phdn doan bing hai ndng dd AS bdo hda 12 45% va 65% (Bdng 4.
2). Khdang 45% tdng hoat tinh enzyme dudc thu hdi trong phin tia cia phan doan
65% bdo hoa AS, véi dd sach ting 1,45 lan. Trong khi dé, trén 98% t8ng hoat tinh
Inciferase dugc thu héi & phan dich trong sau ly tidm trong phin doan 45% bao hoa
AS. Nhu vdy ¢é su mdt hoat tinh rdt manh trong qud trinh tda phin doan nay ¢6 thé
do su bat hoat luciferase khi ti€p xiic v&i 6xi trong quéd trinh thi nghiém. Phan tich
bing dién di trén gel SDS polyacrylamide cho thdy ¢é sy loai bd nhiéu protein tap ¢
phin (I lwong khodng 94, 43, 27kDa (di vao phin tia cla phan doan 45% bio hoa
AS), nhung ch& phidm luciferase trong phin tia 65% bdo hda AS vin cdn chifa rdl
nhiéu loai protein khdc nhau, do vay chi la ch& phim tinh ch& khdng hoan toan (Hink
4.3).

Béng 4.1. Phén doan luciferase bang cdc dung dich bdo hoa ammonium sulfare (AS).

’ | Téng hoar Téng Hogt tinh | B¢ sach® | Higu sudt
Phdn doan tinh (RLU) | protein riéng thu héi
: (mg) (%)
Dich chiét thé 77,0 30,51 2,49 i 100
35% Dich trong 63,8 14,41 4,43 1,78 82,86
bdo hoa AS | Tia 1,2 1.53 0,78 \ 0,31 1,56
43% Dich trong 58,3 14,41 4,05 1,63 75,71
bdo hoa AS | Tia 3,0 3,21 0,93 0,37 3,90
53% Dich trong 23,6 13,39 2,14 0,86 37,14
bdo hoa AS | Tia 16,6 2,69 6.17 2,48 21,56
65% Dich trong 4,4 5.56 0.79 0,32 3,71
bio hoa AS | Tia 13,9 2,41 5.77 2,32 18,05
73% Dich trong 33 10,84 0,30 0,12 4,29
bao hoa AS | Tia 1,1 2.96 0,37 0,15 143

Y Hoat tink riéng niong ddi gitia phén doan dang xét so vdi dich chiét thd ban ddu.

P Phin tram tugng d6i ciia hoat tinh luciferase trong phdn doan dang xét so vdi dich chiét thé

ban ddu.
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4.3. X4c dinh Iuong luciferase, luciferin. néng d6 Mg trong phan ine phat sang

Luciferase, luciferin va Mg*” 12 cdc thianh phdn quan trong cin duge khio sat
vé néng dd tdi uu trong phan Wng phat sdng. Qua khdo sit lugng luciferase cin cho
phan dng, cdc tic gid nhan thdy lugng dnh séng phét ra phu thudc tuyén tinh vio
lugng luciferase trong phan tng trong khodng t¥ | - 30ug (Hink 4.4). Trong cdc khao

Bdng 4.2, Tinh ch& so b6 luciferase bang dung dich 45% va 65% bdo hoa AS

Téng hoat Téng Hoat tinh | Pé sach® | Hiéu sudt

Phdn doan tinh protein riéng thu héi

(RLU) (mg) (%)”
Dich chi&t thd 270,6 24,31 11,13 l 100
45% Dich trong 266,2 18,26 14,58 1,31 98,37
bao hda AS | Tia 2,4 2,04 1,18 - 0,11 0,89
63% Dich trong 6,6 3,19 2.07 0,19 2,44
bao hoa AS | Tda 1204 7,68 15,68 1,41 44 .49

“ Hoat tinkh riéng tuong 461 giita phdn doan dang xét 50 véi dich chiét thd ban déu.
’ 85 § 8 4 : 24

8 Phdn tram wuomg d6' ciia hoat tink luciferase trong phin dogn dang xét so vdi dich chidt thi

ban ddu.

Xi 9¢kDa

67kDa

43kDa

30kDa

20kDa

Hinh 4.3. Pién di SDS-PAGE.
1, Dich chiér tho; 2,3, Dich trong va tia 45% bdo hoa AS; 4, Tha
63%; 3, Thang phén it lugng.
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st tiép theo lugng luciferase duge chon 13 Spg/phéan ing. Anh hudng cda ndng dd
Mg*? 18n phdn &ng phat sang ducc khio st trong khodng ndng dé tr 0 — 200mM
(Hinkh 4.5). Néng d6 Mg™ t8i wu cho phin tng 1a 10mM. Ti€p theo, 4nh hudng cia
lugng luciferin d61 v6i phdn dng phét sdng dudce khao sit vdi lugng luciferin thay ddi
tr 2 - 64ug/phdn ¥ng vdi giai s6 mole ATP dugc st dung tir 1077 ~ 10" mole/phin
Ung. K&t qud cho thdy § céc trudng hop lugng luciferin dao déng trong khodng

3.5 -
3 -

RLU
)
&

0 5 0 16 20 25 30
luciferase {pg)

Hinh 4.4. Anh hudng cia lugng tin hié¢u dnh sdng do dugc (RLU) va luong
luciferase trong mdt phdn ting (2ug luciferin; 0,04pg ATP va 4umole Me*?)

.Ol/; ’

5 1;_.'0 20 30 30 100 200
MgSO4 (mM)

Hinh 4.5. Anh huong cia lugng tin hiéu dnh sdng do dugc (RLU) va néng dé
1!".45;)r2 trong mgt phdn ung (5ug luciferase;2ug luciferin va 0,04pg ATP)

32 ~ 64ug/phan ¥ng, ¢6 mdi twong quan tuyén tinh gita log(RLU) va log(ATP) (Hink
4.6). T cdc k&t qui thue nghiém trén ¢6 thé xdc dinh thinh phin cfia phin tng phdt
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sdng 1a Sug luciferase/phan ing, luciferin 32ug/phdn ng trong dung dich dém c¢b
ndng d6 Mg* 13 10mM. Vi thanh phdn phin @ng ndy c6 thé xdc dinh ATP trong
khodng i 1077 — 10" moles/phdn dng.

log(RLUY

Hinh 4.6. Anh huong cia lugng tin hiéu dnh sdng do dugc (RLU) va luong luciferin
khdc nhau trong phan ing

4.4. Piéu kién trich lv trich ATP ra khdi t&€ bao vi sinh vét

Pé ing dung phdn tng phét sdng vao dinh lugng vi sinh var, cin tim hoat chat
va néng d6 thich hgp d&€ ly tich ATP ti t& bio vi sinh vit. Yéu ciu clia cdc chat ly
trich nay 14 ¢6 tdc dung ly trich nhanh ATP ra khdi t€ bao-d€ tham gia vao phin tng
phédt sdng.

Trén th€ gidi, m6t s§ chat ly trich duge bdn & dang thuong phidm 13 B/S
Extractant va n-Dodecyl Trimethyl Ammonium Bromide (n-DTMAB) cia Biothema
AB Inc., ATP Releasing Reagent (ARR) cia Labsystems, FL-SAR ciia Sigma. Céc
hing thutng giit bi mat ban chit v ndng cla chit ly trich. Tuy nhién, vé Iy thuyét,
chit ly trich ATP phai 1a m6t chit hoat dong bé mat, ¢6 tac dung lam tan cuc bd hodc
hoan toan mang lipid d€ gidi phéng ATP nY t& bao. Mat khic, cdc chdt hoat dong bé
mit nay phdi khéng @c ché phian ing phat sang. T théng tin trén mang, ching tdi
duge bi€t mat trong nhitng chit hoat déng bé mat duge diing d€ ly trich ATP i t&€ bao
vi sinh v4t 1a benzalkonium chloride. Do v4y, ching tdi ti€n hanh khdo sat hiéu qud
ly trich ATP tir t€ bao vi sinh .vat (6 ddy st dung S. typhimurium lim vi sinh vat thit
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nghiém) tir ndm loai chdt iy trch [& B/S extractant, FL.-SAR, n-DTMAB, ARR va
benzalkonium chlonde. Trudng hgp chét ly trich FL-SAR, ARR, nha sidn xuit cé chi
din lidu lugng st dung, cdn d6i véi benzalkonium chloride lidu lugng st dung trong
phdn Ung thudng dugc dé cdp trong cdc tdi liéu 1a 0,02% (w/v). Vi vay, diu tién
ching t6i khao sdt dnh hudng cla lugng chdt ly trich 1én mic dd ly trich ATP trong
trudng hgp cia B/S Extractant, n-DTMAB va sau d6 so sdnh hiéu qua ly trich ATE
cda ndm chidt ly trich nay.

- Khdo sdr ldone chit Iv frich B/S Extractant cho hidu qud v trich ATP 87 wu

Trong thi nghiém nay, chidt ly trich B/S Extractant dudc st dung & céc liéu
lwong khdc nhau (tY 10 - 100ul chdt ly trich B/S Extractant trong 500ul hdn hdp xit 1y,
tuong duong 2 - 20% dung tich hdn hgp xt 1y) d€ xtt Iy huyén phi t€ bao vi sinh vat.
Sau d6 bd sung cic thanh phin cla phan Gng phét sdng v ehi nhén tin hidu 4nh sing
phét ra. Lugng ATP dugc ly trich tir t€ bao duge dénh gid thdng qua lugng dnh sdng
do duge (RLU) t cing mdt dung tich huy€n phi t& bio, trong cing diéu kién phén
dng phdt sdng (cdc thinh phin phdn &ng phat sdéng nhu nhau). K&t qua thi nghiém
dutge trinh bay trén Hink 4.7. Nhu vay, chit ly trich B/S Extractant cang nhiéu thi hiéu
qua ly trich ATP cang cao. Tuy nhién, hoat tinh xdc tdc cda luciferase rdt nhay cdm
vdi cde chdt hoat dong bé mat (B/S Extractant 14 mdt trong nhitng chit hoat ddng bé
mit), nén trong dung dich phin ing phdt sdng n€u sy hién dién qud nhi€u cla cic
ch&t nay s& Gc ché& phén ng phat sdng ldm tin hiéu dnh sdng phdt ra s& thip. Thé
hién trén dd thi d3 cho thdy rd di€u nay, d4nh sdng phét ra cAng thip khi luong chat
B/S Extractant hién dién trong dung dich cang nhiéu. Lugng chat ly trich s& dung la
50ul trong S00ut (10% dung tich) cho tin hidu phdt sing cao nhat.

RLU

0 10 20 30 40 50 60 70 80 SO 100

B/S extractant (pl}

Hinh 4.7. So sdnh tin hidu dnh sdng thu dugc (RLU) theo luong B/S Extractant ding
trong mgt phdn ung



- Hiéu quad Iy trich ATP tie t& bao cda chdt v trich n-DTMAB

Tién hanh x{ 1§ huy€n phil t& bao bing n-DTMAB vdi cdc ndng d§ cudi cling
trong phan tng tir 0,005 d&n 1% d& ly wich ATP. Thuc hién thi nghiém tucng ur
trudng hop cia B/S Extractant, ching ti thu duge cdc k&t qué duge trinh bay tréa cic
Hinh 4.8. K&t qud cho thdy, d ndng d6 0,05 - 0,5% n-DTMAB s& cho hidu qud ly
trich 5t nh&t. O adng d6 1% hdu nhw khong ghi nhin dugc tin hidu phat sing. Nhu
vdy, & ndng d6 qud cao cda n-DTMAB da x4y ra su Gc ché phan ing phat sdng.

— 5
1

n-DTMAB (%)
Hiéu qud ly trich ATP b6i n-DTMAB & cdc ndng d6 khdc nhau

Pé xdc dinh ndng d6 n-DTMAB thich hop nhat cho viéc ly trich ATP tlr (€ bio,
hiéu qua ly trich ATP clia 0-DTMAB dudc khdo sit chi ti€t hon trong day nong dd
0,03 d€n 0,3% (Hinh 4.9). K&t qud cho thdy, ndng dd 0,1% cho hiéu qué ly trich ATP
cao nhat. Nhu vay c6 thé k&t ludn ring vigc xit 1y huyén phii t&€ bao bing 0,1% n-
DTMAR la thich hgp nhit cho viée ly trich ATP X t€ bao.

- So sdnh hidu qud v trich ATP ti¢ 1€ bio bdi cdc chdt Iv trich khdc nhau

Vdi muc dich tim ra chit ly trich ATP tit t€ bdo vi sinh vat c¢é hiu quéd nhit,
Chidng t8i ti€n hanh khdo sat khd ning ly trich ATP clla ndm chit B/S Extractant, n-
DTMAB, ARR, FL-SAR vi benzalkonium chioride (BKC). Pay 1a cdc chdt thudng
duge sit dung d€ ly trich ATP ra khdi t& bao vi sinh vét diing trong phan (ng phat
séng sinh hoc luciferase — luciferin cAn ATP. Thuc hién nhu mé ta trong muc 2.2.2.3
3 phﬁn Vit liéu va Phuong phdp, ching 61 thu dugc k€t quid ducc trinh bay trong
Bdng 4.3 va Hinh 4.10. Trong nim loai chat trich, BKC cho hiéu qua ly trich ATP 8t
nhat. Hién qui ly trich cao g&p 1,5 lan so v&i chét ly trich ATP dugce thuong mai hod
Ja ARR cla hing Labsystem. Ngudc lai, FL-SAR du®ng nhu khong cé hiéu qua trong



vige ty trich ATP tif t& bao vi sinh vat. Nhu viy, cé thé k&t ludn ring, vige xit Iy
huyén phi t& bao bing 0,02% (w/v) BKC 1 thich hgp nhit cho vige ly wich ATP ot t&
bao. Do vy, BKC dugc sit dung lam chat ly trich ATP tir 1€ bao vi sinh vat cho cédc
thi nghiém ti€p theo.

“h
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n-DTMAB (%)

Hinh 4.9. Khdo sdi ndng dj n-DTMAB 67 wut dé ly trich ATP

Bdng 4.3. Hiéu qud ly trich ATP bdi nam loai chdt trich khdc nhau

Chilt ly trich ' Anh sdng do duge (RLU)
n-DTMAB 8,206
B/S Exractant 3,289
ARR 12,17
FL-SAR 0,066
Benzalkonium chloride (BKC) 18,20

4.5. Xdy dung dudng tugng guan giifa mat d6 t& bao vi sinh vat va lugng 4nh
sang phat ra (RLU)

Véi Sug tuciferase cho mdt phan ¢ng tin hiéu dnh sdng do dugc rdt thap, vi vy
khdng ¢6 sy tuy€n tinh gia mat d§ t& bao vi sinh vat va lugng dnh sdng phdt ra.
Ngugc lai, khi lugng luciferase dat 50ug/phan dng, ¢6 su trong quan tuyén tinh gita
lwgng 4nh sing phat ra twong ng véi diy mét dd & bio vi sinh vat tr 10° - 10°
CFU/mi (trong ducng val 10° - 10% & bao/phdn Ung) (Hinh 4.11).
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RLU

Hinh 4.10. Hiéu qua ly trich ATP bdi ndm loai chdt trich khdc nhau

2.5 - 5
2 - ° » 50
~ 1.5 -
al
z 17
205 -
—~ ™
0

_0_55;/6:2 7.2 g2 *
-1 m

-1.5 - Log (CFU/mi)

Hinh 4.11. Tuong quan tuyén tinh giza mdt dé t€ bao vi sink vat va
lugng dnh sdng do dugc

4.6. Pinh luong ATP biing luciferase tich chi€t it Pom Pém

Do luciferase 12 thanh phén ddc tién nhdt trong phin dng phit sidng, tic gid da
th¥ ti€n hanh ly trich v tinh ché khéng hoin i0dn luciferase fir Dom Pdém & Viét
Nam. Ch& phdm luciferase thd & dang tia 65% dugc diing d€ thit dinh lugng ATP
bing cdch tim m&t ddy ham luong cla ATP ¢6 quan hé tuyén tinh w61 lugng dnh sdng
phat ra. K&t qua trinh bay wén Hinkh 4.12. cho thiy ¢6 mdt twong quan tuyén tinh
trong vitng ATP tir 107 moles d&€n 10 moles vdi lwugng dnh sdng phat ra. Viy, cd thé

29



st dung luciferase chi€t tdch tr Dom Dém d€ dinh lugng ATP trong ving 1077 dén
10°® moles bing phan ¥ng phat sdng sinh hoc.

25
2 -
1.5 -
14
0.5 -

Q i
oslr-8 5432409 8 7

log(RLU)

log{moles ATP)
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Hinh 4.12. Tuong quan gida lugng dnh sdng do dugc va lugng ATP trong
hén hop phdn iing phdt sdng si dung luciferase chiét tdch tit Pom Dom

4.7. Dinh luong vi sinh vt biing phidn dng phit sdng sinh hoc s dung luciferase

fU Pom Pém

Pé ki€ém tra khd ndng st dung luciferase dugc chi€t tach tit Pom Pom vio
viéce dinh lugng vi sinh vat, tdc gia da ti€n hanh do lugng 4nh sdng phat ra tit cdc dich
Iy trich ATP ciia huyén phl vi khuin mat dd khdc nhau (7,2};[06; 4,1x107; 2,2x10° va
6,4x10° CFU/m)). K&t qud cho thiy c¢é gquan hé tuyén tinh gita mit d6 & bao
[log(CFU/ml)] va lugng dnh séng phat ra [log(RLU)] (Hink 4.13). Diéu nay ching
ring trong viing mit 46 t& bio dang xét, ¢é thé st dung luciferase duge chi€t tich va
tinh ch€ mot phdn tr Pom Pém d€ xdc dinh nhanh mat dd t&€ bao vi khudn bing phdn

itng phéat séng can ATP.

07 -

07565 75 85
08 -

085 - r
09

095 - log(CFU/mi)

1

fog(RLY)

Hink 4.13. Tuong quan gita dnh sdng do duge log(RLU)
v mdt d§ 1€ bao vi sinh vt log(CFUfml)
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V.KET LUAN

N

Dé tai di thu dugc nhitng k&t qué thuc nghiém sau day:

- B3 khéo sdt tp tinh, ddc di€m sinh thdi va dinh danh Pom Dém Viét Nam
tai huyén Can Gid TP.HCM 14 thudc loai Prerotyx malaccae hién dién ph(‘; bi&n & céc
nudc Péng Nam A.

- P4 thu bt khodng 13.000 ¢4 thé Pom Pém d€ thu nhin cd quan phét séng
lamm nguyén liéu dé€ chi€t tach va tinh ch& sd bd luciferase bing cdc nong ds
ammonium suifate bdo hoa khdc nhau,

- Pi x4c dinh dugc ham lugng cda cdc thanh phin clia phén Ung phét sdng 12

Sug luciferase/phan dng, liciferin 32ug/phén dng trong dung dich dém ¢6 néng dd

Mg* 12 10mM. Vdi thanh phan phan dng niy cé thé xdc dinh ATP trong khodng tir
107 - 10" moles/phin tng.

- PA khdo sat, so sdnh 5 chit ly wich ATP khdc nhau 14 B/S Extractant, n-
Dodecyl Trimethyl Ammeoenium -Bromide (n-DTMAB), ATP Releasing Reagent
(ARR), FL-SAR va benzalkonium chloride va xdc dinh duge 0,02% (w/v)
benzalkonium chloride 13 thich hgp nhit cho viéce ly trich ATP tit t€ bio.

- C6 thé dinh lugng 1€ bao vi sinh vt bang phan #ng phit sdng v&i khodng do
tuyén tinh 14 10° d&n 10° t€ bao/phan ing hay tuong duong véi mat 46 & bao vi sinh
vat 10° - 10° CFU/ml v&i cdc thanh phdn phdn ng trong mot phin tng 13 30pg
luciferase, 32ug luciferin, 2pmoleMg2+, 0,5mM DTT, 0,1% BSA, 0,IM Tris - succinic
nH 7,75.

Nhu vdy, v6i muc dich diéu ché bd hda chat cin cho phidn ¥ng phét sdng sinh
hoc dua trén hé thdng luciferase — luciferin cdn ATP dé€ dng dung vao vidc dinh
lugng nhanh vi sinh vat, tdc gid dd ti€n hanh khdo sit cdc diéu kién clla phdn tng nay
va tach chi€t, tinh ch& khdng hoan toan luciferase tit Pom Pém Viét Nam. Céac k&t
qua dat dirge cho thay ¢ thé ty phéi trén hai bd hda chat ding cho viée dinh lutgng
ATP theo giai ham lugng 12 1077 — 10" moles ATP/phan ¢ng va dink lugng t& bio vi
sinh trong khodng mat do tir 10° - 10° CFU/ml. Ngoii ra, c¢é thé sit dung ch& phim
luciferase thu dugc ti¥ phdn tia clia phin doan 65% bdo hda ammonium sulfate dé
dinh lugng ATP & mdc 10" d€n mitc 10® moles va dinh lugng nhanh vi khufn trong
viing mat d6 fr 10" ¢&n 10° CFU/ml. Céc k&t qua nghién ciu nay budc diu khing
dinh duge khd nang ng dung ¢ta phdn Ung phdt sdng sinh hoc dwa trén hé thdng
luciferase — luciferin cAn ATP vao viéc dinh Iugng nhanh vi sinh vét. Su thanh cong
v€ viéc nghién citu, ch& tao bd hod chit va chd déng vé ngudn enzyme luciferase
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chic chin s& g6p phan dua phuong phap dinh lugng nhanh vi sinh vat bing ATP vio
viée giam sat vé sinh bé mat cdc day chuyén sdn xuit ché bi€n thuc phim
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I. MUC TIEU VA NOI DUNG

Bénh giy ra bdi thuc phidm luén 1a mdi lo ngai cla cdc nha sin
xuit, ch& bién thuc phim. clia cic c¢d quan quan Iy vé sinh thue
phidm va ctia ngudi tiéu diing. Vi sinh vit la nguyén nhin quan trong
nhat trong giy bénh do thuc phdm. Gidm sat vé sinh bé mit (thiél bi,
dung cu... ciia diy chuyén sdan xuat) la yéu ciu ril quan trong trong
sdn xudt va ché bi€n thue pham. Viée gidm sal nay o thé dude thuc
hién théng qua xdc dinh mit dé tc”;ng vi sinh vat hién dién trén mot
dién tich bé mat. Bé kiém tra mit dd téng vi sinh vit nay, phiudng
phdp théng dung la dém sé khuan lac. Tuy nhién, hién nay phuong
phip dinh lugng téng vi sinh vit thong qua dinh lugng ATP trong (&
bao vi sinh vit bing phdn ¢ng phdt sing sinh hoc luciferin-lucifersae
khi ¢6 su hién dién ciia ion Mg”™* vi cdn ATP ngay cang trd nén phd
bi€n. Phuong phdp nay dudc dua trén nguyén tic la tit ca (€ bao
sinh vit séng déu chita mot lugng ATP twdng d6i 6n dinh: nhd vay.
¢6 thé dinh lugng vi sinh vat biing tri s6 ATP dva trén mot dudng
chudn thé hién mdi (wong quan tuyén tinh gitta lugng ATP do dudgc
va mit d6 (&€ biao vi sinh vat. Un di€m ctia phudng phip nay 1a dé
thuc hién, dé nhay cao va ¢é thé xdc dinh mat cdch chinh xdc mat do
vi sinh vilt chi trong vai phut.

Dé tai ndy nhim xdy dung cd sd cho viéc ting dung phin ng
phit sing ctia Pom P6m d€ dinh lugng nhanh vi sinh vit phuc vu
cho nhu cau thye tién vé gidm sdt vé sinh trong sdn xudt va ché bién
thue phim tai Viét Nam. Noi dung clia dé tai bao gdém viéc khio sat
vé loai bom Bém & Cin Gid TP.HCM, tach chiét, tinh ¢h& sd bd
luciferase, khio sdt cdc diéu kién cla phidn dng phdt sing st dung
ngudn enzyme nay lam cd sd cho cdc nghién ctfu @ng dungti€p theo
nhu phit trién bé héa chat ding dé dinh lugng ATP va dinh lugng
nhanh vi sinh vat.

II. VAT LIEU VA PHUONG PHAP

- Pom Bém dude khdo sdt va thu bat & khu vue Can Gis TP, Hb
Chi Minh va lim khé bing P,Os trong chin khéng trong binh hit 4m.
Long dén ¢ phin dudi clla Pom Dém kho dude tdch ra va gilf & -
20°C cho dén khi diing.



- Luciferase dude tdch chiét bing acetone va linh ché sd bd
luciferase bing ammonium sulfate theo qui trinh ctia Deluca M.
McElroy W. D. (Methods in Enzymology 37, 3-13, 1978).

- Hoat tinh luciferase cda dich chiél thd va céc phin doan bio
hoa AS duge xdc dinh trong 0.2ml hdn hgp phin dng chia 10ul dich
enzyme, 7.5nmol luciferin (Sigma), Spmol ATP (Sigma) va dung
dich dém Tris-succinic 0,1M, pH 7.75 dudgc bé sung MgSO, (20mM),
EDTA (2mM). Lugng dnh sing phit ra dugc do biing thi€t bi dé€m
dnh sing Luminometer TL Luminoscan (Labsystem). Hoat tinh
enzyme dudc biu dién mdt cdch tuwong doi théng qua ludng dnh
sang do duge (RLU).

- Ham lugng protein dugc xac dinh biang phucng phdp Bradford
dé han ché dnh hudng clia AS 1én két quid phin tich. Thanh phan
protein dude phén tich bing dién di trén gel polyacrylamide 12,5%
véi sy hién dién cda sodium dodecyl sulfate (SDS-PAGE). Protein
dude nhudém biing phim Coomassie Brilliant Blue 250G.

- Phdn @ng phdt sing duge thuc hién trong 200u! dung dich chira
0,IM Tris — succinate pH 7.75, ImM EDTA. 0.5mM DTT va 0.1%
BSA. ATP, MgSO,, luciferin va luciferase. Cdc thinh phian ATP,
MgSO.. luciferin va luciferase ¢d lugng thay d6i tiy muc dich thi
nghiém.

- ATP dudgc ly trich bing 4 chat ly trich thuong mai 1a4 B/S
Extractant, Dodecyl Trimethyl Ammonium Bromide (n-DTMAB).
FL-SAR. ATP Releasing Reagent (ARR) va 1 hop chit thuong st
dung trong cdc phodng thi nghiém la benzalkonium chloride. Hon hop
ly trich ATP gém 200ul dung dich trong mdét éng Eppendorf gém:
50ul huyén phit € bao, chit ly trich, b sung nudc cho dd 200ul.
Tron hdn hdp bing mdy rung vortex trong 15 gidy. SO dung 50ul
dich ly trich d€ do ATP bing bo kit do ATP.

- Mat d6 t€ bao huyén phil vi khuan S. ryphimurium diing trong
thi nghiém dudge xdc dinh bing phuong phap dé dia trén moi trudng
thach dinh dudng (0.3% cao thit, 0.5% pepton. 1.5% agar, pH 6.8).
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- Dinh lugng 1& bao Salmonella typhimurium bing phin ng phat
sdng st dung luciferase 1 DPom DPém: chudn bi bén huyén phi &
bao S. ryphimurium c6 mat dd 7.2 x 10% 4,1 x 10: 2.2 x 10°va 6.4 x
10” CFU/ml. Cho 0.45ml huyén phii t€ bao vio dng nghiém (¢ 10mm
x 200mm), bé sung 0.05ml EDTA 40mM. Xit Iy bing séng vi ba va
hit 0,1ml dich da xit 1y d€ sl dung vao phan @ng phat sing st dung
10ul ché phim luciferase phin doan tia 65% bdo hda ammonium
sulfate.

L KET QUA
3.1. Khdo sit, thu bit vi dinh danh Pom Pém

Viée khdo sdt. thu bit va dinh danh Pom Bém dude tién hanh
viio miia mua i thing 6 dé€n thing 10/1998 tai huyén Cin Gid.
TP.HCM. M6t s dic diém sinh thai va tdp tinh cia Bom bém da
duge ghi nhin. Trong ba ddt khdo sdt di thu bit dude hon 13.000 c4
thé. Cac cd th€ Pom Pém dude quan sdt cdc dic diém hinh thai
ngay lai ndi thu bit cling nhu tai phong thi nghiém dé ti€n hanh dinh
danh. Pa s6 c¢d thé thu dude duge 1am khd trong binh hit &m chén
khéng d€ thu nhdn cd quan quan phit sing (16ng dén). Pom Pém thu
dude ¢6 kich thude nhd. dai 8 - 9mm, réng 4 4.5m, ¢6 dic diém hinh
thdi va vong ddi dic trung cla loai Prerotyx malaccae von hién dién
phd bién & cdc nude Pong Nam A.

Hinh: Hinh thdi va vong doi cia Bom Bdm Prerotyx malaccae tai

huyén Can Gio TP.HCM

3.2. Téch chié&t va tinh ch& sd bd luciferase tf Pom Pém
Luciferase W ¢d quan phdt sdng cia Pom Pém duge thu bat &

Céan Gid TP. H6 Chi Minh dudc ly trich bing acetone, dung dich

ammonium sulfate (AS) 10% va dudc tinh ché sd bé bing cich 1ia

phin doan bing cdc ndng do 45 va 65% AS bio hda. Khodng 45%

[§S]



téng hoat tinh enzyme duge thu hdi trong phan tia ciia phin doan
65% biao hoa AS. vdi d6 sach ting 1,45 lin. Trong khi dé. trén 98%
t6ng hoat tinh luciferase duge thu hdi & phin dich rong sau ly tim

trong phin doan 45% bhio hoa AS.

Bang I. Tinh ché so hd luciferase bing dung dich 45% va 65% hdo

hoa AS
Téng Téng Hoat 3%] Hiéu sudt
Phén doan hoat tinh | protein tinh sach thu héi
(RLU) (mg) riéng 4 (%)
Dich chiét thd 270,6 2431 11,13 1 100
45% bdo | Dich trong 2662 18,26 14,58 1,31 08,37
hoa AS | Tia 2.4 2,04 1,18 | 0,11 0,89
05% bdo | Dich trong 6.6 3.19 2,07 0,19 2.44
hoa AS Tua 1204 7.68 15,68 1.41 44,49

" Hoat tinh riéng wiong doi giita phén doan dang xét so vai dich chiél tho

g B, b A . S 3 37 &
ban déu; " Phén tram wong dot cia hoat tinh luciferase trong phin doan

dang xét so vii dich chiét thi ban déu.

Nhur vy ¢6 sut méit hoat tinh rit
manh trong qud (rinh tia phin doan
nay c¢é thé do su bat hoat luciferase
khi ti€p xdc vdi 6xi ong qué trinh
thi nghiém. Phin tich bing dién di
trén gel SDS polyacrylamide cho
thiy ¢6 sy loai bd nhiéu protein tap
¢d phin (0 lugng khodng 94, 43,
27kDa (di vao phan tia clia phin
doan 45% bdo hoa AS). nhung ché
phiam luciferase trong phin tia 65%
bio hoa AS vin con chita il nhiéu
loai protein khdc nhau, do vay chi la
ché phdm tinh ch& khdng hoin toan.

9dkDa

67kDa

43kDa

FkDa

200k

Hinh 2. Dién di SDS-PAGE.
!, Dich chiét thé; 2,3, Dich
trong va tiia 45% bdo hoa AS;
4, Tua 65%; 5, Thang phdn tit
{ong.




RLU

Hinh 3. Anh huong ciia ligng tin hiéu
anh sang do duge (RLU) va haong
luciferase trong mét phen wng (2 g
tucifering 0.04pg ATP va 4umole Mg' )

3.3. Xic dinh lugng luciferase, luciferin, néng d6 Mg* trong phin
irng phit sing

Luciferase, luciferin va Mg** 1a cic thanh phiin quan trong cén
dudge khao sat vé nong d6 161 vu trong phdn Gng phat sing. K&t qua
khio sdt cho thiy lugng dnh sdng phat ra phu thudc tuyén tinh vao
ludng luciferase trong phan ng trong khodang tir 1 - 30ug (Hinh 3).
Trong cdc khao sdt ti€p theo lugng luciferase dugc chon 1a Sug/phin
ting. Nong d6 Mg*? 161 vu cho phan tng la 10mM (Hinh 4). Khi
lugng luciferin dao dong trong khoang 32 - 64pug/phan dng thi cd
moi Wong quan tuyén tinh gia log(RLU) va log(ATP) (Hinh 5).
Thanh phin cia phdn iing phdt sing di dudc xdc dinh la Sug
luciferase/phan tng, luciferin 32ug/phin Wng trong dung dich dém c6
ndng do Mg 1a 10mM. V@i thanh phin phidn dng niy c6 thé xic
dinh ATP trong khodng tir 107 — 10" moles/phdn ing.
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3.4. Di¢u kién trich ly trich ATP ra khéi t& bao vi sinh viit

Vdi muc dich tim ra chit ly trich ATP tif t& bao vi sinh vit ¢6
hi¢u qud nhat. ching (61 tién hanh khdo sdt kha ning ly wich ATP
clia nam chat B/S Exitractant. n-DTMAB. ARR. FL-SAR va benzal

J

Hinh 4. Anh hudng cua luong tin
hi¢uw anh sang do duge (RLU) va
nang dg My trong mét phein ting



konium chloride (BKC). Py 1a cic chat thudng dude sit dung dé ly
trich ATP ra khoi t€ bao vi sinh vit diing trong phdn ttng phédt sing.

0.8
0.6 -

S5 sl=TeeEng
---E- -4y
'ﬁ mee e Bpg
~ ————— 16 g

——32 g
—&—64 g

log(RLU)

log(mole ATP)

Hinh 5. Anh huong ciia luong tin hiéu dnh sdng do dicge

(RLU) va lugng luciferin khdce nhaw trong phdn ing

Trong nim loai chdt trich, BKC cho hiéu qui ly trich ATP 61
nhit (Bdng 2). Hiéu qud ly trich nay cao gdp 1.5 lan so véi chat ly
trich ATP dudc thudng mai hod 1a ARR cia hang Labsystem. Ngudgc
lai, FL-SAR duting nhu khong ¢ hiéu qua trong viée ly trich ATP w
t€ bao vi sinh vit. Nhu vay. ¢6 thé két luin ring, viée xit 1y huyén
phil t€ bao biing 0,02% (w/v) BKC la thich hdp nhat cho viée ly trich
ATP 1 1€ bao. Do viy, BKC dude sit dung lam chat ly trich ATP tir
t& bao vi sinh véat cho cdc thi nghiém ti€p theo.

Bdng 2. Hiéu qud ly trich ATP bdi ndam loai chdlt trich khdc nhau

Chal ly trich

Anh sdng do duge (RLU)

n-DTMAB 8,206
B/S Extractant 5,289
ARR 12,17
FL-SAR 0,066
Benzalkonium chloride (BKC) 18.20
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3.5, Xay dung duding tugng quan gitfa mit do t&€ bao vi sinh vt vi
lugng dnh sdng phdit ra (RLU)

Vi Spg luciferase cho mét phin ng tin hi¢u dnh sing do dudc
rit thiap, vi vy khong c6 sy tuyén tinh gilfa mit do (€ bao vi sinh vat
va lugng dnh sdng phdt ra. Nguge lai, khi ludng luciferase dat
50pg/phan @ng, cé su twdng quan tuyén tinh gifa lugng dnh sdng
phit ra wong ng vdi diy mit do 1€ bao vi sinh vat ur 10" — 10
CFU/m! (wuone duone vdi 10° - 10° 1& bao/ohin tine) (Hinh 6).

25 *5
2 . s 50

1.5
1

Log (RLU)

15 Log (CFU/ml)

Hinh 6. Tuwong quan tuyén tinh gita mdt do 1€ bao vi sinh
vt va liegng dnh sdng do duoc

3.6. Pinh lugng ATP bing luciferase tich chiét tif Pom Pém

Do luciferase la thanh phin ddc tién nhit trong phin tng phat
sing. tdc gid da thir ti€n hanh ly trich va tinh ché khéng hoin toan
luciferase tir Pom Pém & Viét Nam. Ché phim luciferase thé & dang
tha 63% dudge ding d€ thit dinh ludng ATP bing cdch tim mot day
ham ludng cia ATP ¢6 quan hé tuyén tinh véi lugng anh sdng phdt
ra. K&t qua trinh bay trén Hinh 7. cho thiy ¢6 mdt idng quan tuyén
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tinh trong viing ATP wr 10" moles d&€n 10® moles vai lugng danh
sang phdtra. Vay, ¢6 thé sit dung luciferase chi€t tich tr Dom Pém
dé dinh lugng ATP trong viing 10" dén 10™® moles biing phdn tng
phat sdng sinh hoc.

&5

2

15

—~ 1
j 0.5
g

9517 <16 -15 <14 13 12 -if 10 9 -8 -7
-1
15
2
<25

log{moles ATP)
Hinh 7. Tuong quan giida luong dnh sdng do duce va ligng
ATP trong hiin hop phén ing phdt sang sit dung luciferase

3.7. Pinh lugng vi sinh vit bing phin (@ng phat sing sinh hoc st
dung luciferase tif Pom Dém

P& ki€m tra khd ning s dung luciferase duge chi€l tich
Pom BPom vao viéce dinh lugng vi sinh vat, tdc gia di 1ién hanh do
lugng dnh sdng phdt ra tr cdc dich ly trich ATP clia huyén phu vi
khuin mit d6 khdc nhau (7,2x10% 4.1x107; 2.2x10% va 6,4x10°
CFU/ml). K€t qua cho thiy 6 quan hé tuy€n tinh gita mat do 1€ bao
[log(CFU/ml)] va litgng dnh sing phél ra [log(RLU)] (Hink 8). Piéu
nay chifng 13 riing trong viing mat do & biao dang xé1, ¢6 thé st dung
luciferase dudge chiét tich va tinh ché mét phfm 1r Pom Pém dé€ xdc
dinh nhanh mit d6 & bao vi khudn biing phidn tng phdt sdng cin
ATP,

IV. KET LUAN

B¢ tai da thu duge nhitng k&t qud thyc nghiém sau day:

- Pa khdo sdt tap tinh. dic diém sinh thdi va dinh danh Pom
P6m Viét Nam tai huyén Cin Gig TP.HCM la thuoc loai Preroryx
malaccae hién dién phé bién & cic nude Péng Nam A.



07

-0.8
= 085 !
& ¢
Ej -09
-095
* loe(CFU/mI)
-1

Hinh 8. Tuong quan gida dnh sdng do dicge
log(RLU) va mdt dj 1€ bao vi sinh vit logt CFU/ml)

- Pa thu bit khoang 13.000 cd thé Pom Pém dé thu nhin cg
quan phdt sing lam nguyén liéu d€ chiét tach va tinh ch& sg bd
luciferase biing cic néng d6 ammonium sulfate bio hoa khdc nhau.

- Pi xdc dinh duge ham lugng cla cde thinh phin cta phan dng
phat sdng la Spg luciferase/phdn tng, luciferin 32ug/phén Wng trong
dung dich d&m ¢4 ndng dd6 Mg™ 1a 10mM. Vdi thinh phin phin dng
niy ¢6 thé xic dinh ATP trong khodng tir 1077 — 10" moles/phin
ng.

- Bi khdo sdrt, so sdanh 5 chat ly trich ATP khédc nhau Ia B/S
Extractant, n-Dodecyl Trimethyl Ammonium Bromide (n-DTMAB),
ATP Releasing Reagent (ARR), FL-SAR va benzalkonium chloride
va xdc dinh dude 0.02% (w/v) benzalkonium chloride 1a thich hgp
nhat cho viéc ly trich ATP ¥ t& bao.

- C6 thé dinh lugng & bao vi sinh vit bing phan @ng phat sing
véi khodng do tuyén tinh 1a 10° dén 10" t& bao/phin tng hay tudng
dudng vdi mat dd (& bio vi sinh val 10° — 10” CFU/ml véi cde thanh
phin phdn tng trong mot phan tng la 30pg luciferase, 32ug
luciferin, EHmOIeMg}': 0.5mM DTT. 0,1% BSA, 0,1M Tris - succinic
pH 7.75.

Vdi muc dich tao ¢d sd cho viée phat wrién bd héa chit cin cho
phan tng phdt sdng sinh hoc dua trén hé thdng luciferase — luciferin
cin ATP d€ tng dung vao viée dinh lugng nhanh vi sinh vit, dé tai
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di 1ién hanh khdo sdt cde diéu kién clia phdn ting niy va tdch chiél,

tinh ché khong hoan toin luciferase tir Pom Bédm Viét Nam. Cic kél

qua dat duge cho thdy ¢ thé phdt rién bo héa chat diing cho viéce
dinh lugng ATP theo giai ham lugng 1a 10" - 107" moles ATP/phan

ing va dinh lugng t& bao vi sinh wong khoing mit d6 wr 10° - 107

CFU/ml. Ngoai ra, ¢6 thé sit dung ché phim luciferase thu dudgc tir

phin tha ciia phin doan 65% bdo hdoa ammonium sulfate dé dinh

ltgng ATP & mdc 1077 dén mite 10® moles va dinh lugng nhanh vi

khuin trong viing mat dé tir 107 d@&€n 10” CFU/ml. Cdc k&1 qua nghién

cifu nay budce diu khing dinh duge kha ning tng dung ciia phan ng
phdt sang sinh hoc dya trén hé théng luciferase - luciferin ¢cin ATP
clia Bom Bém vao viéc dinh lugng nhanh vi siph VAL )
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