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TOM TAT

Véi muc dich nghién ciru sy sinh truéng cua ndm men Lipomyces va phat hién sém vi khuén gay bénk

thuc phim & mat do thip (vai chuc dén vai trim t bao), ching i dé st dung 2 loai hat nano phat quang (cham
lugng tir quantum dot thuong phém 605 va hat silica chira tim mau rhodamine R6G ché tao frong nuéc) dé
dénh dau té bao nam men Lipomyces starkeyi va vi khuin gly bénh E. colz O157:H7 theo co ché thami théu qua
mang té bao va gén két khéng dac hi€u. Chung t6i dd danh dau thanh céng 2 loai té bao vi sinh vét bing céc hat
nano phét quang ndi trén. Két qua cho thay, d6i v6i ndm men Lipomyces, cham lugng tr x4m nhép vao bén
trong té bao theo co ché khuéch tan thm thiu tich cuc va phan b trong t& bao & nhigu vi trf khéac nhau nhu
khéng bio va nguyén sinh chit. Chdm lurong tir quantum dot 605 sau khi xdm nhép vao trong té bao van phat
quang sang choi, cuong d6 phat quang khéng thay dbi sau 2 thang va khong anh huong dén kich thugc, hinh
dang t& bao. Té bao ndm men duge déanh déu vin sinh trudng va nay chdi binh thuong, tuy nhién tbc d6 sinh
truong thap hon so véi d01 chimg. Ty 1& % chém luong tir x4m nhdp vao trong té bao phu thude vao tudi va
ndng d6 té& bao. Pbi voi té bao non thi ty 1& xdm nhép ctia quantum dot vao t& bao cao hon so véi té bao gia. Té
bao sau 2 ngay nudi chy véi mat d6 10 CFU/ml cho ty 18 danh d4u cao nhét, khoang 45%. Con dbi véi vi
khuin E. coli 0157: H7 thi hat nano silica chira tdm mau R6G khéng xam nhap vao bén trong t& bao ma chi
bam dinh trén bé mit té bao va phat quang choi. Cuong do phat quang cta vi khuén E. coli O157:H7 gin hat
silica phu thudc vao mirc' dy bam dinh cua hat silica trén bé mat té bao. Anh chup duéi kinh hién vi dién tir
(TEM) cho thiy, cac hat nano silica bam khong dong déu trén bé mit té bao. So sanh sb luong vi khuén quan
sat thay dudi kinh hién vi truyen qua v6i sb luong vi khudn dugc danh diu phat quang dudi kinh hién vi huynh
quang cho théy, ty 18 % vi khuan E. coli O157:H7 dugc danh du béi hat silica kba cao (42 - 81%). Cac thi
nghiém nghién ciru danh déu te bao vi khuén E. coli O157:H7 bing hat nano silica vin dang tiép tuc, nhung s&
theo phwong phap gan két mién dich dic higu khang nguyén + khang thé va thay hat silica san xudt trong nuéc
béng hat silica chira tim mau thuong phim.

T khéa: Cham luong e quantum dot, dénh ddu té bao, gin két khéng ddc hiéu, hat nano silica phét quang,
ném men Lipomyces, tham thdu qua mang, vi khudn gy benh E. coli O157:H7

MO PAU

Mot trong nhimg phuong phap duoc sur dung
rong rai aé nghién ctru sy sinh trudng cua céc té bao
sbng, cac san phadm trung gian cua qua trinh chuyen
héa sinh hoc 1a phuong phap danh diu té bao séng
bang cac chit nhuém mau. Phén 16n céc chét chi thi
hitu co nay déu cb6 tinh phdt quang. Tuy nhién, vi
ching c6 ban chét hitu co nén khéng ton tai 1au trong
té bao, cudng d6 phat sang khdéng manh va lién tuc.
Su phat minh ra cdc hat nano phat quang nhu mot
cube cach mang trong khoa hoc k¥ thuat (Yan et al.,

2007). Bang cac ky thuit va phuong phép danh déu
hién dai, viéc nghlen clru sy sinh trudng, phat trién
cha céc té bao séng néi chung va cac quéin thé vi
sinh vét ndi riéng ngdy cang hoan thién. Ngoai ra,
cac hat nano phat quang con dugc Ung dung trong
viéc phat hién nhanh, chinh xac sé luong vi khuén
gay bénh & mét do thip (Zhao et al., 2004).

Tinh siéu sang, bén vimg va én dinh trong thoi
gian dai cua cac hat nano phat quang (chim lurong tir
va hat silica) 1a nhifng dic tinh wu viét trong viéc str
dung chung nhu 1a chat danh diu cho céc té bao séng
(Timothy et al., 2008; Chan et al., 2003).
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Pbi voi chim lugng tir thi nhimg déc tinh cua
chung hon hin cic chit nhuém maiu hiru co thong
thuomg vi céc tinh thé nano tro, khong thdm nuéc,
khong bj phan huy va dic biét rat phi hop véi cac
diéu kién séng trong t& bao. Ching khong bji anh
hudng bdi su thay déi nhiét do, pH, hoat dong trao déi
chét cua t& bao. Pic biét, vi ching rat bén vimg véi
anh sang, khong giam cudng dé chiéu sang trong thoi

gian dai nén cac t& bao séng dugc danh diu bang tinh -

thé nano chim luong tir co thé duoc quan sat, nghién
ctu trong thoi gian dai (Medintz et al., 2005).

San phdm thuong mai tinh thé nano chim luong
tor nhu Qtracker 605 ma ching t6i st dung trong
nghi€n ciru nay dugc coi nhu céac peptide ddnh dau
_ d& chuyén c4c tinh thé nano vao trong té bao sbng.
Su phén bd cac tinh thé nano nay khong théng qua
enzyme trung gian nén né khéng mang tinh dic hiéu
(Qtracker™ cell labeling protocol). N6 c6 thé 4p
dung cho nhiéu loai té bao.

Con dbi véi hat nano silica phat quang gin céc
16p chirc ning thi cling co nhitng tinh chat dic biét
gitp ching tré thanh chit danh du sinh hoc tuyét
vdi (He et al, 2001; Timothy et al., 2008). Thir nhét,
ching chira hang nghin phdn t* mau bén trong
khung silica nén do bén quang tét hon, gitp quan sat
dugce 14u hon va giup cho cac phan tr mau khéng bi
pha hay bdi 4nh séang kich thich va cac yéu t& moi
trudng. Chinh vi vay, cdc hat nano gin cac nhém
chirc nang cung cép tin hidu phat quang cuc cao cho
c4c phan tich sinh hoc va dé dang két hop véi cac
phén tir nhan biét nhu khang thé. Céc tin hidu nay
tang 1én hang nghin 1in nén d6 nhay cta phép do
ciing tang 1én nhiéu (an.

Hat nano silica phat quang chira tdm mau hitu co
¢6 nhimng wu diém vuot trdi so v6i cac phan tr mau
thong thuong khac la d6 phéat quang cao hon, bén
quang hon. N6 da duge sir dung rdng réi trong linh
vuc hién anh va cac phén tich sinh hoc siéu nhay,
bao gdm ca nhudém té bao va phéat hién DNA dich

(He et al., 2001; Timothy et al, 2008), huéng dich’

chit nhan thu cam bé mit té bao (Yan ef al., 2007)
va phat hién siéu nhay, nhanh, chinh x4c s§ luong E.
coli 0157:H7, xac dinh vi khun lao Mycobacterium
tuberculosis (Zhao et al., 2004; Qin et al, 2007) va

phét hién nhiéu mim bénh cing mdt Lic (Wang et al.,

2007). So sanh véi hat nano polymer cling duge si
dung trong phén tich sinh hoc va danh dau té bao,

hat nano silica it bi co cum hon va it bi nhat mau hon.

Trong nghi’én clru pz‘iy,, ching t6i st dung cd 2
loai hat nano dé danh dau té bao vi sinh vat (tinh thé
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Téng Kim Thuén ef al.

nano cham lugng tir thuong phim 605 dé danh déu
t& bao nim men Lipomyces, hat nano silica chira taim
mau rhodamine ché tao trong nudc de danh déu té
bao vi khuan E. coli 0157: H7). Cac s6 ligu thu dugc
la nhimg két qua buéc diu, lam co s& cho viéc
nghién ciru quy trinh xac dinh chinh xéc, nhanh,
nhay s6 luong vi khuin giy bénh E. coli 0157:H7 va
Salmonella typhimurium trong thic pham.

NGUYEN LIEU VA PHUGONG PHAP

Nguyén liéu

Nano cham lugng tir Qtracker 605 thuong phdm
(Invitrogen, M¥) gdm 2 thanh phan dung trong hai lo
riéng biét: Thanh phin A la cac chim luong tir
Qtracker 605 du6i dang keo sén sét, mau d6. Thanh
phin B 1a dung dich déy (carrier), mau tring nga co
tac dung lam tang kha ndng xam nhap cla quantum
dot vao trong t& bao (Qtracker™ cell labeling
protocol), dugc bao quéan & 4 - 25°C.

Céc hat nano silica phat quang chira tdm mau
rthodamine R6G dugc san xuit thir nghiém trong
nudc, tai Phong quang phé laser, Vién Vit 1y, Vién
Khoa hoc va Coéng nghé Viét Nam. Ching c6 hinh
dang phong ciu, kich thugc hat dao déng tir 15 - 20
nm, tan trong nudc, bén quang, d6 én dinh > 6 thang
trong dung dich ¢6 pH 3,9. Phd FTIR cua ching cho
théy, hat ¢6 ciu tric SiO, va cac nhém chirc NH, va
OH bao quanh. Buéc séng kich thich 1a 455 nm;
budc séng phat quang cuc dai 1d 580 nm. Céc hat
nay dugc bao quan & 4°C.

- Chiing vi sinh vit va nudi cay

Chung ndm men Lipomyces starkeyi PT7.1 phan
lap tir dat go ddi Phu Tho va hién dang dwoc sir dung
dé san xuat ché phém giit 4m dAt Lipomycin dugc
Juu giit tai Phong Céng nghé vat liéu sinh hoc, Vién
Céng nghé sinh hoc. Chung ndm men L. starkeyi
dwoc nudi ciy lic trong méi truong Hansen dich thé

" & 30°C. Ldy mAu & 2, 4 va 15 ngay dé danh diu té

bao. Sau 2 ngay, ODs; cta dich nubi céy dat 1,264,

Chang vi khuan E. coli O157:H7 do Vién Vé
smh dich t& Trung wong cung cép Chung duge nubi
cay lic trén mdi trudng thach thit pepton (MPA) dich
thé & 37°C. Sau 1 ngay nudi cay, ODg; dat 1,393.

Phuwong phap danh déu té bao nim men

Léy 1 ul dung dich-A- (chém lugng tr Qtracker
605) cho vao Ong eppendorf + 1 ul dung dich B
(carrier). Tron déu trén may Vortex. U trong 5 phit &
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nhiét d6 phong (25°C). Sau do, bd sung 0,2 ml dich
mdi truomg nudi cdy vao hén hop dung dich A + B
va lic déu trong 30 gidy trén may Vortex. Tlep theo,
bd sung 0,2 ml dung dich danh déu (A + B) chira
Qtracker 605 vao dng chira 1 ml dich té bao véi néng
d 10° CFU/ml va 1 6 30°C  trong 60 phut. Ly tam 5
phit & toc do 5000 vong/phat va rira 2 lin bang mai
trromg nudi cdy, ly tAm thu can. Hoa 0,2 ml méi
trudomg vao cin té bio di danh ddu. Lam tiéu ban, soi
kinh quan sat t& bao dugc danh déu duéi hién vi
quang hoc, kinh hién vi huynh quang, kinh hién vi
dong tidu va chup anh cic té bao dwoc danh déu.
M3au d6i chimg lam twong tu nhu trén nhung khong
b6 sung Qtracker 605.

X4c dinh s6 lwgng té bao nAm men dwge danh ddu

Phuwong phéap xac dinh sb lugng t& bao nim men
Lipomyces dugc danh déu bang Qtracker 605: quan
sat va dém sb lugng té bao phat quang dudi kinh
hién vi huynh quang déo trén budng dém hdng cau
Thoma-Goriev dudi dé phéng dai 40 x 10 tai nhiéu
vi tri khéc nhau cua tiéu ban. Tinh ty 18 té bao duoc
danh déu (%): s té bao duoc danh déu/téng sb té
bao (dudi kinh hién vi truyén qua) x 100.

Phirong phap danh ddu vi khuin

Hat 100 pl dich nu01 cdy vi khudn E. coli
0157:H7 véi nong d6 10°® CFU/ml cho vao éng
eppendorf. Sau d6 bd sung 50 pl hat nano silica chira
tAm mau. Lic déu mau trong 1 phit. U miu & 37°C
trong 30 phit. Sau do, ly tdm & 10.000 v/phut trong
10 phit. Thu cidn va loai bd dich bén trén chira
nhémg hat nano silica thira khéng bam gén vdi bé
mit vi khudn. Hoa cin vao 100 pl dung dich dém

PBS va ly tam lan 2 dé loai bo ndt nhimg hat silica
khéng bam gin voi vi khudn con sét lai sau lan ly
tam trude. Cubi cung, hoa lai cin vao 100 pl PBS va
dem dich nay di soi duéi kinh hién vi truyén qua,
kinh huynh quang dao va chup anh.

Phuong phip danh gis mirc d§ gin két cia hat
nano silica véi vi khuan E. coli 0157:H7

Quan sat, dém sb lugng té bao duoc danh dbu va
chup anh ching duéi kinh hién vi truyén qua va
huynh quang ddo cua Phong Edward L. Cooperman,
Vién Khoa hoc vit liéu. Panh gi4 mirc d6 bam gan
cla cac hat silica trén bé mit vi khudn bang viée
phan tich anh t bao vi khuén duéi kinh hién vi dién
tir (TEM) ctia Vién Vé sinh dich t& Trung wong.

KET QUA VA THAO LUAN

Pinh diu té bio Lipomyces bing nano chim
lrgng tir Qtracker 605

Anh huéng cia dp tudi 16 bio nim men lén ty I¢ té
bao duoc dinh diu

Té bao nidm men L. starkeyi sau 2 ngay nudi cy
& 30°C, duéi kinh hién vi quang hoc (100 x 10) phin
16n ¢6 hinh tron, hinh ciu, kich thuéc kha 16n tir 4
dén 17 um. Dich nudi cdy sau 4 ngay va dic biét sau
15 ngay c6 d6 nhdt rat cao, 46 14 do té bao tiét mot
lugng 16m polysaccharide ngoai bao ra méi trudomg.
Thanh té bao rat day, xung quanh ¢ 1ép mang nhay
rét 16m. Giot m& bén trong té bao rit 1om, chiém hiu
hét thé tich bén trong té bao.

Bang 1. Anh hudng clia tudi té bao 1&n kha ning xam nhap cla Qtracker 605 vao té bao ndm men L. starkeyi.

TB sau 2 ngay nudi cay

TB sau 4 ngay nudi cay

TB sau 15 ngay nudi cay

Tong s6 té bao
trén thi trweong

Ty Ié % so té
bao dwoc danh

Téng s6 té bao
trén thi treong

Ty lé % so té
bao dwoc danh

Tong s6 té bao
trén thi trwong

Tylé % so6té
bao dwoc danh

KHV dau KHV dau KHV dau
150 - 160 34 -45 150 25 160 7
160 - 165 41-42 160 27 156 8
145 - 150 42-43 150 22 164 14
170 - 180 36-38 143 24 150 8
143 -146 39-42 152 27 175 11
150 - 156 40-42 160 28 154 1

K4t qua bang 1 cho thiy;:tudi ciia t& bao anh
hudng 1on den viéc xam nhap cua Qtracker 605 vao
bén trong té bao. Déi voi té bao non cb thanh té bao

moéng, chwa c6 16p mang nhay polysaccharide nén
chim lugng tir d& dang xam nhép vao té bao hon té
bao gia. Ty 1€ % dugc danh déu cao nhit & nAm men
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2 ngay tu01 dat khoang 45% va giam dan theo thoi
gian nudi cdy (con khoang 22% d6i nAm men 4 ngay
tubi va 10% dbi véi té bao 15 ngay). Két qua nay
ciing phu hgp véi két qué danh dau t& bao vi khuin
Bacillus subtilis bing chim lugng tir CdSe théng qua
co ché phu thudc purine ctia Truéng Dai hoc Cong
ngh¢ California, My (Kloepfer et al., 2004) ring, néu
sir dung té bao vi khuan & pha én dinh va tir vong thi
quantum dot rat khé xam nhap vao trong té bao.

Anh huéng cia nong dp té bao ndm men Ilén ty I¢
te bao dugc danh dau

Tir bang 2 cho thdy, ndng d6 t& bao ciing anh
huéng dén viéc xam nhap cac QD 605 vao té bao. Ty
16 % té bao duge danh diu cao nhit (34%) khi sir
dung dich t& bao & ndng dd 10 CFU/ml, con khi sir
dung dich t& bao & ndng d6 thdp hon (10° - 10
CFU/ml) hodc cao hon 10° CFU/ml déu cho két qua
thép hon.

Téng Kim Thuén et al.

Anh huwéng ciia nano chém lugng tir Qtracker 605
lén hinh thai, ktch thudc va qud trinh sinh truéng

va ndy chéi cia té bao ném men Lipomyces khi bi
danh diu

Tir hinh 1 cho thdy, hinh thi, kich thuéc té bio
ndm men Lipomyces khong thay ddi khi bj danh déu,
tham tri sau 2 thang bao quan'¢ nhiét d6 4°C. Sau
khi Qtracker 605 chui véo té bao, té bao vin giir
duoc hinh dang, kich thuéc gidng nhu té bao dbi
chimg. Chang déu c6 hinh tron, hinh cau. Kich thuéc
van dao déng tir 4 dén 17 pm. Té bao nay ch01 va
sinh san binh thuong, céc chim lugng tir truyen qua
nhiéu thé hé con chau. Bang 3 trinh bay két qud theo
ddi, giam sat sy sinh truéng va nay chdi cua té bao
sau 2 thang. Sau 2 thang, s6 lugng t& bao ting lén
gan 3 lan, ty 1& nay chdi ting 1,5 lan so véi lac ban
dau. Piéu nay chimg t6, cham luong tir Qtracker 605
khéng gy doc cho té bao.

Bang 2. Anh hudng clia ndng dd té bao 1én kha néng xam nhap clia Qtracker 605 vao t& bao nam men L. starkeyi (nudi sau 2 ngay).

Nong d6 TB G véi QD 605 S6 TB trén thi trwong

S6 té bao dwoc danh déu Ty lé % s6 TB duwoc

KHV b&i QD 605 danh d4u
10% 8-14 0 0
10* 22-32 8- 11 29
10° 144 - 164 50 - 60 34
107 450 - 523 125 - 145 27.7

Bang 3. Anh huéng clia Qtracker 605 1&n sy sinh san va ndy chdi cla té bao dwgc danh dau sau 2 thang.

$6 lwong té bao khi danh

Ty lé % té bao nay chdi
déu

khi danh dau

$6 lwgng té bao sau 2

Ty lé % té bao nay chéi
thang danh dau

sau danh déu

1,5.10° 18

4,2.10° 25

Sw phin bé va thoi gian tén tai ciia Qtracker 605
trong té bao nam men Lipomyces

QD 605 co6 thé ton tai trong té bao kha lau va
truyen qua nhiéu thé hé chau. Sau 2 thang té bao
nim men dugc danh diu bing QD 605 vin phat
quang (Hinh 1). Piéu nay ciing chimg minh su
khéng ddc cua cac tinh thé nano chdm luyong ti dbi
véi té bao.

Cham lugng tur Qtracker 605 sau khi xam nhap
vao té bao nam men c6 thé khu tri tai nhiéu dlem

trong té bao: khéng bao, nguyén sinh chit, mang té
bao (Hinh 2; 3).

Déi vai té bao non (2 ngay nubi géy), chim luong
fir nam chu yéu trong khéng bao, phd phat quang cta
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té bao dwoc danh déu co dinh va do ban rong trung
v&i phd phéat quang cua Qtracker 605 (Hinh 2). biéu
nay c thé giai thich 1a do Qtracker 605 nam trong
khéng bao 1a méi truong trong subt nén phd ‘quan sat
dugc khdng bi bién dang. Con déi voi cac té bao gia
(sau 4 ngdy nudi cay) Qtracker 605 nam chu yéu
trong nguyén sinh chat (Hinh 3) vi pho phét quang cua
t& bao dwoc danh dau c6 dinh dich vé phia song ngén
so voi dinh phd cua Qtracker 605 va do ban rong bi
gidn rong so v4i do ban rong cua Qtracker 605 dung

. dé danh diu (Hinh 3c). Diéu nay c6 thé giai thich 1a

do nguyén sinh chét t bao khong phai 1a méi truong
trong subt nén phd quan sat dugc bi anh huong cha
mdi trudng nay, do d6 dinh phd bj dich ra. Ngoai ra,
viéc phé bi gian rong chimg t6 ¢4 sy twong tac giita
nguyén sinh chit va cac Qtracker 605.
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Hinh 1. Anh c4c té bao ndm men L. starkeyi dwoc danh dau bing Qtracker 605 sau 2 thang (chup bang kinh hién vi déng
tiéu Leica TCS SL): A. Anh truyen qua; B. Kich thich laser A* 488 nm; C. Chdng chép 2 anh huynh quang va truyén qua cho
thay vi tri clia cac QD trong té bao; D. Kich thich hai photon laser Ti Saph|a 830 nm. -

o
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Hinh 2. Té bao ndm men duwoc danh déu béing Qtracker 605 sau 2 ngay nudi cdy, QD ndm chl yéu trong khdng bao. A. Anh
truyén qua; B. Anh huynh quang; C. Phd phat quang cla t& bao c6 dinh va do ban réng trung véi dinh va d6 ban rong cua

QD danh dau. Kinh hién vi ddng tiéu Leica TCS SL, kich thich laser Ar* 488 nm.

L 20U U 2O . .

3K

Hinh 3. Té bao ndm men dwoc danh d4u bang Qtracker 605 sau 4 ngay nuéi cdy, QD nam chi yéu trong nguyén sinh chat.
A. Anh huynh quang; B. Anh truyén qua; C. Phd phat quang cla té bao co dinh & 580 nm dich vé phia s6ng ngén so voi
dinh phd cua Qtracker 605 va dé ban rong bi gian rong so voi do ban rong cia QD danh dau. Kinh hién vi dong tiéu Leica
TCS SL, kich thich laser Ar* 488 nm.

Hinh 4. Anh
kinh  hién i
dién t& (TEM)
cila E  coli
0157:H7 sau
khi U véi hat
silica. Cac hat
silica bam gan
trén b& mat té
bao khong
dong déu.

—_—
B nm

vumn.g W nulvv IR} nY-snaky
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Hinh 5. Té bao vi
khudn E. coli
0O157:H7 duoc
danh dau béng hat
silica dwéi kinh
hién  vi  huynh
quang. B9 phoéng
dai 1600 lan. Kich
thich & buéc séng
480 nm, phat
quang & buoc

j song 580 nm.
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Pinh déu té bao vi khuin gdy bénh E. coli
0157:H7 bang hat nano silica phdt quang

Chiing t6i di dénh diu thanh cong vi khuén £
coli O157:H7 bing hat silica chia tim mau
rhodamine R6G san xudt trong nuée. Lic dau, khi,fl
hat silica v6i t& bao vi khuén trong dich nuéi cay
MPA thi duéi kinh huynh quang, quan sat thay té
bao vi khudn _phat quang choi, nhung s6 lwong t& bao
duoc danh ddu khdng cao (< 35%). Déc biét, cac hat
silica bi von cuc rat nhiéu, ching co cum lai thanh
dam co kich thude khéc nhau va phat quang rat chéi.
Khi str dung dich nudi céy MPA dé ria sach # bao
thi khéng tach hét dwoc cac hat silica thira khong
bam dinh dugc trén mat té bao vi khudn nén né anh
huéng dén viée quan sat va chup anh huynh quang
rét nhidu. Sau mot thoi gian nghién cim, ching t6i da
thay dich @ bang dung dich dém PBS thi ty 1& % sb
lugng t& bao dugc gén két véi hat silica ting 1én rat
cao (dat t61 80%) va khong quan sat thdy hat silica bi
co cum lai. Té bao vi khuin duge danh du phat
quang sang chéi (Hinh 5), kich thudc 16n hon té bao
chua d4nh diu. Khi rira béng dung dich PBS, cac hat
silica tu do khong bam dinh trén bé mit té bao da bj
loai bd hiu nhu hoan toan nén viéc quan sat, dém sb
lugng té bao va chup 4nh du6i kinh huynh quang rat
thuan loi.

Cin nhén manh rz"mg, do phat quang cua cac té
bao vi khuin duoc danh diu giam dan theo thoi gian.
Ngay sau khi danh déu, té bao vi khuan phat quang
rat choi, nhung sau 2 - 3 ngay, d6 phat quang di suy
giam va hodc khoéng phat quang. Nguyén nhén cua
su suy giam cudng dd phat quang theo thoi gian cia
vi khuin duoc danh dau chua duoc lam 16, nhung rét
c6 thé lién quan dén chét lugng hat silica.

Anh TEM (Hiqh 4) cho ghéy, cac hat nano silica
bam xung quanh t€ bao nhiéu 1dp, khong theo mot
trat tr ndo. Cac hat silica phan bé trén bé mat té bao

khong dong déu, & mot vai vi tri, chiing bi co cum lai.

Néu hat silica b4m gan cang nhiéu trén bé mat té bao
thi sy phat quang cang choi, nhung do viéc bam ket
nay xay ra ngu nhién nén déi véi mot sb te bao, s
hrong hat silica bam 1én bé mat ching rat it, nén
ching khong thé phat quang dwoc hoic phat quang
rat yeu. Piéu nay giai thich vi sao dudi kinh hlen vi
truyén qua, chiing t6i quan sat thiy rat nhiéu té bao
vi khuén, con ciing tai vi tri do khi kich buéc soéng
phat quang 480 nm thi quan sat thiy it t& bao vi
khuén phat quang hon.

Hon nia, tuy chung ta da san xuht ra hat silica
chtra tdm mau rhodamine R6G ¢6 16p chire ndng sinh
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hoc, nhung chit lugng cia ching con chua 4n dinh.
bidu nay ciing-anh huodng 16m dén hiéu qua danh diu
vi khuln E. coli 0157:H7.

KET LUAN

Dad img dung thanh cong cac hat nano phat
quang vao viéc danh diu té bao dé phat hién va theo
dai té bao vi sinh vat.

Céac Qtracker 605 da xdm nhap dugc vao trong
té bao ndm men va phat quang véi cudng do cao &
nhiéu vj tri khac nhau cua té bao nhir khéng bao va
nguyén sinh chit. Ty 16 % té bao Lipomyces dugc
d4nh dau phu thudc vao chit lugng QD 605, tudi va
ndng do cia té bao. Dich té bao 2 ngay tudi véi ndng
do 10° CFU/ml cho hiéu qué danh diu cao nhét
(khoang 45%). Chdm lugng tir Qtracker 605 an toan
déi véi té bao séng. Khi xam nhap vao té bao, ching
khong gy nén su bién ddj kich thuéc, hinh thai t&
bao va qua trinh sinh trréng, ndy chdi cia té bao
dién ra binh thudng. Thoi gian ton tai cia Qtracker
605 sau khi xam nhdp vao té bao kha dai. Sau 2
thang té bao L. starkeyi dugc danh diu vin phat
quang chéi va dé dang quan sat dudi kinh huynh
quang.

Ty 1& % té bao vi khuén E. coli O157:H7 duoc
danh dau kha cao, dao dong trong khodng 42 - 81%.
Hat nano silica d bam gin trén bé mat thanh té bao
vi khuan theo co ché khéng ddc hidu va phat quang
véi cuong dé cao thép khac nhau, phu thudc vao
muc dé bam gén cua hat silica trén mat té bao vi
khuin.

Pay la nhing két qua budc dau chirng minh kha
nang Ung dung céac loai hat nano phat quang thuong
pham va san xut trong nudc vao viéc danh dau té
bao vi sinh vat theo co ché khéng dac hiéu.

L&i cam on: Céng trinh ndy duoc thuc hién boi kinh
phi ctia Pé tai doc 1dp cap Nha mieée mé s6 14DTPL.
20097/29, giai doan 2009 - 2011 (Nghién ciru ung
dung cdac hat nano phét quang vao viéc dénh ddu té
bao dé xéc dinh sé luong vi khuan gdy déc trong
thiec phdmy).
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UTILIZATION OF FLUORESCENT NANOPARTICLES FOR MULTIPLEX DETECTING

AND MONITORING MICROORGANISMS

Tong Kim Thuan" *, Tran Hong Nhungz, Tran Thanh Thuyl, Pham Cong Hoat’, Pham Minh Tan®,
Jean Claude Brochon®, Patrick Tauc®, Nguyen Thi Thanh Ngan®

!Institute of Biotechnology

ZInstitute of Physics

*Ministry of Science and Technology
“College of Sciences, Thainguyen University

’Laboratory of Biotechnology and Applied Pharmacology, Cachan, France

SInstitute of Materials Science

SUMMARY

We have carried out successfully the labelling of yeast and bacterial cells by fluorescent quantum dots and

silica nanoparticles. For yeast cells Lipomyces, the results showed that the uptake of QDs into cells depended
on age and number of cells. For young cells (2 days after culture) the QDs were mainly located in vacuoles. For
the cells labeled at about 4 days and 15 days after culture, the QD accumulated in cytoplasm. The fluorescence
image of QDs labeled yeast cells were also taken after 2 months storage in dark at room temperature. The
results showed that the labeled yeast cells were still alive after two months labeling; the cell size, shape and
morphology were in normal state. The QDs accumulated in cytoplasm in the labeled cells. So, it can be sayed
that the QDs did not affect cells and they were not harmful to the cells. For E. coli O157:H7 cells the
fluorescence image showed that, ratio of silica nanoparticle - labeled cells/total was high. From TEM image,
we could see that many silica nanoparticles were binding on the surface of the cell and the binding was
inhomogeneously. The emission depended on binding level of the nanoparticles on the bacterial cell.

Keywords: Bacteria E. coli O157:H7, biolabeling, detection, fluorescent silica nanoparticle, non-special
binding, pathogens, quantum dots, yeast Lipomyces starkeyi

* Author for correspondence: Tel: 84-4-37564333/1117; Fax: 84-4-38363144,; E-mail: ththuan50@yahoo.com.vn

519



