

Phát hiện vi khuẩn bằng đĩa giấy lọc hấp phụ luciferase và luciferin
Tóm tắt: Sự có mặt của các loại vi khuẩn trong môi trường không khí, đất, và nước là một trong những nguyên nhân chính gây ra các bệnh về đường hô hấp và các bệnh ngoài da cho con người và các loại vật nuôi. Do đó, việc phát hiện sớm các vi khuẩn quanh môi trường sống là yếu tố then chốt để ngăn chặn mối nguy hại phát sinh từ vi khuẩn. Trong nghiên cứu này, chúng tôi thiết kế và xây dựng một giấy lọc nhỏ có đường kính khoảng 0.5 cm được hấp phụ thêm luciferin và enzym luciferase. Giấy lọc này có khả năng định lượng được lượng vi khuẩn trong mẫu thông qua việc định lượng hàm lượng ATP có trong vi khuẩn. Quy trình chế tạo giấy lọc hấp phụ luciferase và luciferin đã được tối ưu hóa. Giấy lọc hấp phụ luciferase và luciferin cho thấy khả năng giữ ổn định luciferase và luciferin trong 30 ngày ở điều kiện nhiệt độ phòng, và khả năng phát hiện nồng độ E. coli có thể lên tới 1.17x 103 CFU/mL. Phương pháp phát hiện vi khuẩn qua việc định lượng hàm lượng ATP bằng giấy lọc hấp phụ luciferase và luciferin có thể giảm thời gian phát hiện vi khuẩn xuống còn 5 phút. Phương pháp xác định hàm lượng vi khuẩn bằng giấy lọc hấp phụ enzym luciferase và cơ chất luciferin là một phương pháp mới, triển vọng cao trong việc phát triển các cảm biến hóa sinh có độ chính xác cao và cho kết quả nhanh.
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Title : Detection of bacteria by adsorption of luciferase and luciferin in paper discs.
Abstract: There are numerous microbes in the air, that enable to cause some respiratory diseases or ailments and is harmful to the health of humans and livestock. Therefore, early identification and detection of microorganisms is a necessary key to prevent the risk associated with microbial infection. In this study, paper discs (0.5 cm in diameter) was prepared by adsorped with luciferase and luciferin and used to determine the adenosine triphosphate (ATP) in bacteria. The repetition of sequential adsorption/drying of the reaction solution (luciferase and luciferin) on the paper disc was optimized to 3 times. The storage stability of the paper discs was for one month at room temperature after the preparation. The paper discs adsorped with luciferase/luciferin could detect ATP extracted from Escherichia coli (E. coli) as low as 1.17x103 CFU/mL. ATP evaluation using the paper discs for detection of bacteria may reduce the detection time to be less than 5 min. Novel paper discs immobilized with luciferase and luciferin will be valuable for the development of fast and sensitive sensors for early detection and enumeration of microorganisms.
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1. Mở đầu
Các vi sinh vật như vi khuẩn, vi rút, nấm tiềm ẩn nhiều nguy cơ gây bệnh cho cộng đồng do khả năng phát tán mạnh mẽ qua các môi trường đất, nước, không khí của chúng [1, 2]. Con người gặp rất nhiều khó khăn để chống lại sự lây lan của những vi sinh vật này khi chúng bùng phát thành dịch bệnh. Vì chúng có kích thước nhỏ nên rất dễ dàng di chuyển và phát tán trong phạm vi rộng lớn nhờ các dòng dịnh chuyển của không khí, gió, dòng nước. Chúng có thể thâm nhập vào cơ thể con người và lây lan qua quá trình hô hấp, bài tiết; từ đó có thể gây ra đại dịch trên phạm vi rộng lớn [3, 4]. Chính vì những nguy cơ tiềm ẩn trên của vi sinh vật nên việc phát hiện vi sinh vật trong thời gian thực, cho kết quả chính xác là vô cùng cần thiết. Hiện nay có một vài phương pháp truyền thống được dùng để phát hiện vi khuẩn trong môi trường như phương pháp nuôi cấy [5, 6], phương pháp sinh hóa, phương pháp vi điện tử [7, 8], phương pháp xét nghiệm miễn dịch [9], PCR [10, 11]… Tuy nhiên, việc phát hiện vi khuẩn trong thời gian thực đối mặt với nhiều thách thức do các bước tiến hành thí nghiệm phức tạp và giá thành cao [1]. Cụ thể như, phương pháp nuôi cấy vi khuẩn tốn vài ngày để vi khuẩn có thể lớn và hình thành khuẩn lạc có thể đếm bằng mắt thường [12, 13]. Hơn nữa, với phương pháp này, chỉ có một lượng nhỏ vi khuẩn, khoảng 10% có thể nuôi cấy [14], và phần lớn còn lại không thể nuôi cấy [2]. Một phương pháp phân tích khác cho độ chính xác cao hơn như PCR [15, 16]. Tuy nhiên, phương pháp này cũng tốn vài giờ để thực hiện, yêu cầu quy trình công nghệ phức tạp và buộc phải được tiến hành bởi các chuyên gia[1]. Gần đây, phương pháp phát hiện vi sinh vật thông qua việc xác định lượng ATP trong phản ứng phát xạ giữa ATP và luciferin/ luciferase đã được nhiều nhà khoa học hướng đến [12, 17]. Trong phản ứng phát xạ luciferin/luciferase, luciferin phản ứng với ATP dưới xúc tác của enzym luciferase để tạo ra oxyluciferin, adenosine monophosphate, và ánh sáng. Ánh sáng phát xạ có bước sóng từ 550 – 570 nm và được đo lại bằng máy đo quang [18]. Từ tín hiệu cường độ sáng phát xạ đo được ta có thể tính toán được lượng ATP tương ứng tham gia phản ứng và lượng vi khuẩn tương ứng có trong mẫu đã thủy phân ra lượng ATP đó. Tuy nhiên, phương pháp này hiện có khá nhiều hạn chế như hoạt độ của enzym luciferase bị giảm nhanh chóng trong điều kiện phòng và dung dịch phản ứng chứa luciferin và luciferase thường tốn vài giờ để chuẩn bị. Vậy nên việc phát hiện vi sinh vật theo thời gian thực với các bước tiến hành đơn giản, giá thành thấp vẫn còn là một thách thức lớn. 
Trong nghiên cứu này, chúng tôi đề xuất một giải pháp có thể đo lượng vi khuẩn tại thời gian thực sử dụng giấy lọc đã được tối ưu hóa quá trình hấp phụ hỗn hợp luciferase và luciferin lên bề mặt. Phương pháp này có thể giảm thời gian phát hiện, tăng thời gian hoạt hóa của enzym luciferase ở điều kiện nhiệt độ phòng. Giấy lọc sau khi được hấp phụ enzym luciferase và cơ chất luciferin, có thể bảo quản tại điều kiện nhiệt độ phòng và có thể sử dụng trực tiếp không cần qua các bước tiền xử lý. Khả năng phân tích của giấy lọc với Escherichia coli (E. coli) theo thời gian bảo quản cũng được khảo sát.

2. Nguyên liệu và Phương pháp
2.1 Hóa chất và vi khuẩn.
[bookmark: _GoBack]Chúng tôi sử dụng luciferin, enzym luciferase, dung dịch đệm pH, dung dịch đệm thủy phân, và chất chuẩn ATP được chứa trong bộ KIT “Roche ATP Bioluminescence Assay Kit HSII” (Sigma-Aldrich; Merch KGaA, Darmstadt, Đức). Hỗn hợp luciferin và luciferase được trộn lẫn theo tỷ lệ nồng độ của bộ Kit và thêm vào 2.5 mL dung dịch đệm (có chứa sẵn ion Mg2+). Dung dịch hỗn hợp luciferase và luciferin vừa pha sẽ được chia nhỏ làm nhiều phần, mỗi phần chứa 200 µL và được bảo quản lạnh tại -200C. Giấy lọc được sử dụng trong thí nghiệm này là giấy lọc cellulose Whatman được mua từ công ty Sigma-Aldrich (Merck KGa A). Giấy lọc được cắt nhỏ thành những đĩa tròn với đường kính 0.5 cm. Ánh sáng phát ra từ phản ứng giữa ATP và luciferin/ luciferase sẽ được đo cường độ bằng máy đo cường độ ánh sáng luminometer (spectramax-M2, Molecular devices corp., Sunnyvale, CA, USA). Dung dịch dinh dưỡng và agar dinh dưỡng được mua từ Becton & Dickínon, Co. (Franklin Lakes, NJ, USA). 
2.2. Nuôi cấy vi khuẩn
Với quá trình tiền nuôi cấy, một khuẩn lạc E. coli từ trong đĩa thạch nuôi cấy được lấy ra và nhân nuôi trong dung dịch dinh dưỡng (5.0 g Peptone, 3.0 g protein trong 1 L nước cất) lắc qua đêm với tốc độ 150 vòng/phút và nhiệt độ 37oC. Sau đó, E. coli được nuôi cấy lần hai, cũng trong dung dịch dinh dưỡng trên với tỷ lệ dung dịch chứa E. coli trong dung dịch dinh dưỡng ban đầu và dung dịch dinh dưỡng mới là 1: 100. E. coli nuôi đến khi đạt nồng độ khoảng 108 CFU/mL sẽ được thu hồi bằng cách li tâm với tốc độ 13,000 vòng/phút trong 10 phút, sau đó rửa ba lần với nước , và hòa tan lại với nước cất ở cùng thể tích để thu được dung dịch E. coli đã loại bỏ hoàn toàn dung dịch dinh dưỡng. 
2.3. Tối ưu hóa quá trình hấp phụ luciferase và luciferin lên giấy lọc
Giấy lọc được cắt thành hình tròn với đường kính khoảng 0.5 cm và được tiệt trùng. Tiếp theo, dung dịch hỗn hợp luciferase và luciferin đã chuẩn bị bên trên được nhỏ trực tiếp lên trên bề mặt giấy. Sau quá trình nhỏ dung dịch hỗn hợp luciferase và luciferin, giấy lọc được làm khô từ từ trong 2 giờ trong bình kín chứa silica đặt ở nhiệt độ phòng. Quá trình nhỏ hỗn hợp dung dịch và làm khô tự nhiên này được lặp lại vài lần. Cuối cùng, giấy lọc sau khi đã được hấp phụ luciferase và luciferin lên bề mặt, sẽ được làm khô tự nhiên trong bình chứa silica thêm 24 giờ nữa để loại bỏ hoàn toàn nước ra khỏi giấy lọc trước khi có thể sử dụng. Các giấy lọc hấp phụ luciferase và luciferin sau đó sẽ được bảo quản trong bình chứa silica ở nhiệt độ phòng cho tới khi sử dụng. Quy trình chuẩn bị giấy lọc hấp phụ luciferase và luciferin được sơ đồ hóa như hình 1. 
[image: ]
Hình 1. Quy trình chuẩn bị giấy lọc hấp phụ luciferase và luciferin
2.4. Đo cường độ ánh sáng phát xạ khi sử dụng giấy lọc hấp phụ luciferase và luciferin
Giấy lọc hấp phụ luciferase và luciferin được lấy ra từ bình bảo quản và đặt vào đĩa 96 lỗ để đo cường độ ánh sáng. Dung dịch E. coli sau khi được loại bỏ hoàn toàn dung dịch dinh dưỡng, được lấy 100 µL và đem thủy phân nhiệt ở 95oC trong 10 phút. Quá trình thủy phân nhiệt này sẽ giúp giải phóng ATP ra khỏi tế bào. Sau đó 50 µL dung dịch E. coli sau khi thủy phân sẽ được nhỏ lên trên bề mặt giấy lọc hấp phụ luciferase và luciferin đã được đặt bên trong đĩa 96 lỗ. Ngay sau khi dung dịch thủy phân E. coli được nhỏ vào giấy lọc, chúng được chuyển đến máy đo cường độ ánh sáng và đo cường độ ánh sáng phát xạ ngay lập tức. Đối với thí nghiệm khảo sát khả năng phân tích của giấy lọc qua thời gian, giấy lọc hấp phụ luciferase và luciferin sẽ được chuẩn bị với số lượng lớn cùng một thời điểm, sau đó đem đi bảo quản trong bình chứa silica ở nhiệt độ thường. Giấy lọc sau đó sẽ được lần lượt lấy ra khỏi bình bảo quản (sau 1, 5, 7, 9, 11, 15, 19, 25, 30, 40, 50, 60 ngày) và đo cường độ ánh xạ phát ra từ mẫu E. coli có cùng 1 nồng độ ở tất cả các lầm đo. 
3. Kết quả và thảo luận
3.1. Tối ưu hóa quá trình hấp phụ luciferase và luciferin lên giấy lọc
Để có thể đạt được kết quả tốt nhất từ phép đo sử dụng giấy lọc hấp phụ luciferase và luciferin, chúng tôi đã khảo sát để có thể tìm ra lượng dung dịch hỗn hợp luciferase và luciferin tối ưu nhỏ lên giấy lọc và số lần nhỏ/làm khô tối ưu. Đầu tiên, chúng tôi xác định lượng hợp chất luciferase, luciferin cần hấp phụ lên giấy lọc và tối ưu nó. Chúng tôi sử dụng dung dịch hỗn hợp luciferase, luciferin như đã được chuẩn bị ở trên và giấy lọc thông dụng (kích thước lỗ 2.5 µm) được dùng như một giá đỡ có các lỗ trống nhỏ li ti có thể chứa các phân tử luciferase và luciferin bên trong nó. Để đảm bảo rằng dung dịch hỗn hợp luciferase và luciferin không bị tràn ra ngoài bề mặt giấy lọc, mà có thể từ từ hấp phụ vào bên trong giấy lọc, một lượng nhỏ 10 µL của dung dịch hỗn hợp luciferase, luciferin được nhỏ lên giấy lọc và để yên trong bình chứa silica trong 2 giờ. Chúng tôi khảo sát số lần hấp phụ (nhỏ/làm khô) khác nhau (1, 3, 5 lần) lên những giấy lọc khác nhau để tìm ra số lần tối ưu. Mỗi giấy lọc sau đó được khảo sát với dung dich chứa cùng lượng E. coli (~107CFU/mL) đã được thủy phân. Hình 2 biểu thị sự khác nhau về cường độ ánh sáng phát xạ thu được khi sử dụng những giấy lọc có số lần hấp phụ khác nhau. Theo đó, số lần hấp phụ là 3 lần, tương đương 30 µL của dung dịch hỗn hợp luciferase và luciferin, cho tín hiệu cường độ ánh sáng là cao nhất. Khi 10 µL dung dịch hỗn hợp luciferase, luciferin được nhỏ lên trên bề mặt giấy lọc, chúng sẽ từ từ di chuyển vào bên trong lỗ trống (2.5 µm) của giấy lọc, và bị giữ ở trong đó. Do đó, cấu trúc không gian của enzym luciferase và cơ chất luciferin được đảm bảo, và có thể duy trì trạng thái hoạt động trong thời gian dài ở điều kiện nhiệt độ phòng. Khi dung dịch hỗn hợp luciferase và luciferin được nhỏ lên trên bề mặt giấy lọc, một vài phân tử luciferase và luciferin sẽ không được cố định trong lỗ trống của giấy lọc mà vẫn tồn tại trên bề mặt giấy, chúng sẽ dần dần hạn chế sự hấp phụ của luciferase, luciferin đi vào bên trong lỗ trống khi số lượt hấp phụ tăng lên. Hơn nữa, những phân tử luciferase và luciferin trên bề mặt giầy lọc này sẽ dễ bị thay đổi cấu trúc không gian và dẫn đến enzym bị bất hoạt. Do đó, chúng ta có thể thấy là không có sự tăng cường độ ánh sáng phát xạ nào khi sử dụng những giấy lọc được nhỏ/làm khô trên 3 lần (Hình 2). Quá trình hấp phụ luciferase và luciferin lên giấy lọc được tối ưu nhất với 3 lần hấp phụ, mỗi lần hấp phụ 10 µL dung dich hỗn hợp luciferase và luciferin. Ở những thí nghiệm tiếp theo, chúng tôi sẽ chỉ sử dụng giấy lọc được hấp phụ dung dịch phản ứng luciferase và luciferin với ba lần hấp phụ.

Hình 2. So sáng cường độ ánh sáng phát xạ khi sử dụng những giấy lọc có số lần hấp phụ khác nhau.

3.2. Đánh giá khả năng phát hiện E. coli của giấy lọc hấp phụ luciferase và luciferin
Sau quá trình tối ưu hóa sự hấp phụ luciferase và luciferin, chúng tôi khảo sát khả năng phát hiện vi khuẩn E. coli ở những nồng độ khác nhau của giấy lọc và so sánh nó với kết quả thu được từ việc sử dụng luciferase và luciferin dưới dạng dung dịch (theo quy trình đã được thương mại hóa từ bộ Kit của công ty Signma- Aldrich). Chúng tôi bước đầu khảo sát mối tương quan giữa hàm lượng ATP và cường độ ánh sáng thu được bằng phương pháp đo quang, thấy rằng khi nồng độ ATP tăng thì cường độ ánh sáng tăng và trùng với kết luận được ra từ công ty Sigma. Từ đồ thị hình 3 ta thấy khi nồng độ vi khuẩn tăng thì cường độ ánh sáng phát xạ tăng. Vậy nên, khi nồng độ vi khuẩn tăng lên thì hàm lượng ATP trong mẫu cũng tăng lên . Hình 3 biểu thị mối liên hệ giữa nồng độ E. coli với cường độ ánh sáng phát xạ với hai phương pháp đo (phương pháp sử dụng luciferase và luciferin được hấp phụ trên giấy lọc và phương pháp sử dụng luciferase và luciferin ở dạng dung dịch đã được thương mại hóa). Từ đồ thị ta thấy cường độ ánh sáng phát xạ từ thí nghiệm sử dụng giấy lọc hấp phụ luciferase và luciferin là gần như tương tương với cường độ ánh sáng thu được từ thí nghiệm sử dụng dung dịch chứa luciferase và luciferin. Từ đó, ta có thể kết luận rằng luciferase và luciferin hấp phụ trên giấy lọc có thể cho kết quả tương đương và đáng tin cậy như kết quả thu được từ việc sử dụng luciferase và luciferin dưới dạng dung dịch đã được thương mại hóa. Cường độ ánh sáng phát xạ tăng tỷ lệ thuận với nồng độ vi khuẩn E .coli như được dự đoán. Hình 3 cho thấy cường độ ánh sáng phát xạ đo được từ giấy lọc hấp phụ luciferase và luciferin luôn cao hơn kết quả thu được từ dung dịch hỗn hợp luciferase và luciferin. Hơn nữa, thời gian tiến hành phát hiện vi khuẩn trong mẫu sử dụng giấy lọc là khoảng 1-2 phút, tiếp kiệm thời gian rất nhiều so với việc phát hiện vi khuẩn sử dụng dung dịch phản ứng luciferase và luciferin khoảng 1 giờ.
	
	



	Hình 3. Cường độ ánh sáng phát xạ thu được khi khảo sát mẫu với những nồng độ E. coli khác nhau và sử dụng hỗn hợp luciferase và luciferase được hấp phụ trong giấy lọc và ở dạng dung dịch.
	Hình 4. Cường độ ánh sáng thu được khi sử dụng những giấy lọc hấp phụ luciferase và luciferase cùng lúc và có thời gian bảo quản khác nhau.



3.3. Độ bền phân tích của giấy lọc sau thời gian bảo quản. 
Theo sau thí nghiệm kiểm tra khả năng phát hiện vi khuẩn của giấy lọc hấp phụ luciferase và luciferin, chúng thôi tiếp tục kiểm tra độ bền phân tích của giấy lọc sau một thời gian bảo quản ở điều kiện nhiệt độ thường. Hay nói cách khác là khảo sát thời gian duy trì hoạt tính của enzym luciferase sau thời gian bảo quản. Giấy lọc sau khi được hấp phụ luciferase và luciferin được bảo quản trong bình kín chứa silica ở nhiệt độ phòng. Như vậy, trong quá trình bảo quản, giấy lọc hấp phụ luciferase và luciferin đã luôn được giữ ở trạng thái khô và enzym luciferase được cố định trong lỗ trống của giấy lọc, giúp enzym giữ được cấu trúc không gian bền vững. Hình 4 cho thấy cường độ ánh sáng phát xạ đã hầu như không đổi trong suốt 1 tháng bảo quản và từ từ giảm dần cường độ ở những ngày sau đó. Sau 60 ngày, cường độ ánh sáng phát xạ còn khoảng một nửa cho với ngày đầu tiên. Cường độ ánh sáng giảm sau 30 ngày là do sự giảm hoạt độ của enzym trong giấy lọc theo thời gian bảo quản. Enzym dễ dàng mất đi hoạt tính khi để ở điều kiện nhiệt độ thường do biến đổi về cấu trúc không gian của vùng hoạt động. Nhưng khi enzym được hấp thụ trên giấy lọc, cấu trúc không gian của enzym được duy trì bền vững trong khoảng 30 ngày tại điều kiện thường. Những kết quả này chỉ ra rằng, giấy lọc là một nguyên liệu đơn giản, hiệu quả, tiếp kiệm cho việc hấp phụ enzym luciferase và giúp giữ cấu trúc của enzym ở trạng thái bền trong ít nhất 30 ngày. So sánh với độ bền của enzym luciferase trong dung dịch từ bộ Kit (1 ngày ở nhiệt độ 15- 25oC), ta thấy rằng hoạt độ của luciferase được hấp phụ trên giấy lọc bền vững hơn rất nhiều. Hơn nữa, với thời gian bảo quản là 30 ngày từ ngày hấp phụ luciferase và luciferin lên bề mặt, việc chuẩn bị giấy lọc hấp phụ luciferase và luciferin cho việc phân tích lượng vi khuẩn có trong mẫu trở lên đơn giản, tiếp kiệm và có thể thương mại hóa. 
4. Kết luận
Từ những kết quả thực nghiệm trên chúng tôi hoàn toàn có thể kết luận rằng giấy lọc hấp phụ luciferase và luciferin có thể được sử dụng để phân tích lượng ATP được thủy phân từ mẫu chứa vi khuẩn. Giấy lọc sau khi được hấp phụ luciferase và luciferin có thể duy trì trạng thái bền hoạt hóa, ổn định trong 30 ngày ở nhiệt động phòng trong bình kín chứa silica, và có thể được lấy ra sử dụng ngay lập tức cho việc phát hiện vi khuẩn bất cứ lúc nào thông qua xác định hàm lượng ATP được thủy phân ra từ mẫu chứa vi khuẩn đó. Giới hạn phát hiện của giấy lọc hấp phụ luciferase và luciferin 1.17x103 CFU/mL E. coli. Vậy nên, giấy lọc hấp phụ luciferase và luciferin có khả năng ứng dụng cao trong việc phát triển hệ cảm biến sinh hóa nhằm phát hiện vi khuẩn trong môi trường và cho kết quả đo trong thời gian thực. 
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