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UNG DUNG CAM BIEN SINH HQC PE PHAT HIEN NHANH VI KHUAN
ESCHERICHIA COLI TRONG THUC PHAM

Nguyén Kim Phung *
Tém tit

Phirong phap givip phat hién vi sinh vat mgt cach nhanh chéng va c6 dé nhay cao la rdt quan trong daé
dam bdo an toan thue pham. Do dé, cam bién sinh hoc dwoc xem la phm)’ng phdp ddy hira hen dé phat
hién vi sinh vt trong thoi gian khd ngan. Bai bdo cdo nay danh gid mét s6 logi cam bién sinh hoc phé
bién va g dung trong viéc phat hién nhanh vi khuan Escherichia coli trong thue pham. Bai viét ciing
nhéan manh nhitng thudn loi va bat loi chinh ciia méi phicong phap.
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Abstract

The rapid and sensitive detection of foodborne pathogen is a very importance method to ensure food
safety. Therefore, biosensors come with promises of equally reliable results in much shorter times. This
review critically evaluates some of the most common biosensors and their application for the rapid
detection of Escherichia coli in foods. Major advantages and disadvantages for each method are also

highlighted in this paper.
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1. Gi6i thiéu vi khuan Escherichia coli

Vi khuan Escherichia coli (E. coli) 1a vi khuan
hiéu khi pho bién trong duong tiéu héa nguoi, cac
loai dong vat mau nong. E. coli thugc nhom Coli-
form phan, hinh que, gram am, di dong, chung ki
khi tuy y, khong tao bao tir. Chiing c¢6 kha nang lén
men nhiéu loai dudng va sinh hoi, ¢6 kha niang khtr
nitrat thanh nitrit. E.coli c6 enzyme tryptophanse,
néu trong mdi trudng cé tryptophan, chiing s& phan
giai tryptophan thanh Indol.

Nhiét d6 toi wu phat trién ¢ 37°C (loai Entoroxi-
genic cé thé phat trién & 4°C).

pH tbi wu phat trién 1a 4.4.
Aw t6i wru 0,95.

Dong vi khuéan Escherichia coli 0157: H7 14 tac
nhan gay bénh dudng rudt & ngudi. Bénh gay ra boi
vi khuan nay c6 thé tir nhe dén rat ning nhu tiéu
chay nuéc cho dén de doa tinh mang, ching han
nhu triéu ching viém dai trang xuat huyét ban dau
va sau d6 phat trién thanh hoi ching ure huyét - tan
huyét. E.coli 0157: H7 1a mét trong nhiing loai vi
khudn gay hai nhit ¢6 trong thuc phim va thuong
c6 mit trong cac thuc pham: banh mi, thit bo chua
duoc ndu chin, sira tuoi, nude tdo chua thanh trung,
nude va san pham nhiém phan (Buchanan & Doyle,
1997). Nam 1996, xay ra tran dich 16n lién quan dén

su hién dién cua E. coli O157: H7 & Nhat Ban
lam 8000 nguodi phai nhap vién. Theo CDC nam
1999, c6 804 ngudi bi nhiém E. coli 0157: H7
va ¢ hai ngudi chét do nude ubng (http://www.
about-ecoli.com). Thang 5 ndm 2000 ¢ Walk-
erton, Ontario, Béc My§, khoang 2.000 ngudi bi
bénh do nhiém E. coli O157: H7, c6 it nhét 6
ngudi di thiét mang tir nwée udng. Thang 12 nim
2012, c6 33 trudng hop bi nhiém E. coli 0157:
H7, ¢6 hai ngudi bi hoi chimg tan huyét, 1 nguoi
bi suy than xay ra tai 5 tiéu bang ciia My (http:/
www.cdc.gov/ecoli/2012/0157H7-11-12).

2. Cam bién sinh hoc

Mot phuong phap dé phat hién mam bénh
nhanh chéng 1a sir dung cam bién sinh hoc. Do 1a
mdt loai cam bién mién dich dya trén tuong tic
khang nguyén - khang thé dac hiéu. Theo Pathak
va Savelkoul (1997) nhdn manh, cam bién sinh
hoc 1a mot thiét bi c6 bo phan nhan dang sinh hoc
v6i b cam bién phu hop phat ra tin hiéu do dua
trén su thay ddi néng dd vi sinh vat tai bé mat
cam bién. M6t dinh nghia twong ti dugc dé nghi
boi Wilkins va ctv (1998), cam bién sinh hoc
phat hién khang nguyén lién két v6i cac khang
thé bang cach cb dinh phan tng trén bé mat cta
mot thiét bi duoc goi la dau do, dau do sé chuyén
d6i cac thong sb thay doi bé mat thanh tin hiéu
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dién phat hién. Mot cach khac, cam bién sinh hoc
12 mot thiét bi thu nho. Trong m01 tnr(mg hop, cam
bién sinh hoc dya trén nguyen tac pha ran duoc cdy
1én bé mit ciia cam bién.

Trong bai ndy, nhimg cam bién sinh hoc dugc
sir dung dé phat hién vi khuéan E. coli O157: H7 véi
gi6i han phat hién cia dung cu la “t& bao/ml” trong
thoi gian ngan va d chinh xac cao thong qua cac
bai bao cong bd. Dé rd thém cac thong tin vé nhiing
cam bién sinh hoc khac nhau. Sau day 1a mét s6 loai
cam bién sinh hoc d3 dugc nghién ctru dé do phat
hién vi khuan E. coli O157: H7 trong thuc phém.

2.1. Cam bién cong hwong plasmon bé miit (SPR)

Cong hudng plasmon bé miat (SPR) dua trén cac
electron ctia mét 16p kim loai bi kich dong va hép
thu anh sang & mot goc tdi cu thé phi hop véi bude
song, lam giam kha nang phéan xa cua anh sang. Géc
téi phu thude vao tinh chit dién moi cia cac vat liéu
tiép giap voi bé mat kim loai, bi anh huong boi phirc
hop khang thé - khang nguyén lién két v6i bé mit
(Ivnitski va ctv., 1999; Leonard va ctv., 2003). Cam
bién sinh hoc SPR thwong mai dau tién di duoc dua
ra thi truong la Pharmacia BiosensorAB, bay gio
duoc goi la BIAcoreAB.

Waswa va ctv, (2005) cling da nghién ctu st
dung cam bién SPR dé phat hién vi khuan E.coli
trén san pham nudc trai cdy, sita tiét tring va chit
chiét xuét tir thit bo. O day, ho st dung khang thé
don dong cb dinh trén bé mit vang dé phat hién.
Thoi gian phat hién 30 phut voi d6 nhay cua E. coli
khao nghiém la 10* - 10° CFU/ml. St dung cac
cam bién mién dich SPR rat thuan loi trong viéc
nghién cu su tuong tac gilta E. coli O157: H7 va
cac khang thé khac nhau, va néu khang thé thich
hop duoc st dung, thi cam bién nay dugc dung dé
phat hién nhanh vi sinh vat trong thuc pham, n6 lam
phong phii thém cho nganh vi sinh thyc pham.

2.2. Cam bién tré khang dién hoéa (EI)

Cam bién nay bao gdm mét dién cuc két hop
v6i khang thé. Sau khi cdy cac & bao vi khuan 1én
bé mat cta dién cuc da nhung chim trong mau thir
nghiém, su thay dbi tinh chét dién héa cua dién cuc
xay ra do 16p vi khuin xuit hién trén bé mat cia
n6. Varshney va Li (2007) phat trién cam bién tro
khang dya trén tuong tac mang vi dién cuc voi su
két hop khang thé - hat nano tir tinh dé phat hién
nhanh vi khuén E. coli 0157: H7 trong mau thit bo.
Cuong do trd khang duge do ¢ tan sé 10Hz dén 1

MHz trong dung dich mannitol 0.1M. Giéi han
phat hién trong mau thit bo 1a 8.105 t& bao/ml
v6i tong thoi gian do tim 1a 35 phat tir lac lay
mau cho dén két qua.

Mot loai cam bién tré khang dién hoa khac
duoc ché tao tir silicon véi l6p oxit nhiét 2pum
nhu mét 16p cach dién, mot viung hoat dong 9.6
mm? bao gdm céc dién cuc vang sap xép xen ké
v6i nhau, trong d6 khang thé da dong dwoc cb
dinh 1én bé mat cam bién. Vi khuan lo limg trong
dung dich s& bam 1én khang thé khi thir nghiém
trén mau long va su thay ddi trd khang giy ra
béi vi khuan duoc do & tan s6 100Hz - 10MHz.
Cam bién c6 kha nang phat hién vi khuan E. coli
0157: H7 v6i ndng do 10* - 107 CFU/ml, (Radke
va Alocilja, 2005).

2.3. Cam bién Amperometric (A)

Phat hién vi sinh vat bang cam bién ampero-
metric dya trén viéc do cudng dé dong dién tao
ra thong qua qua trinh oxy hoéa/khur dién cuc
duogc phan tich bdi enzyme hoac phan ung ai luc
sinh hoc tai bé mit dién cuc. Khang thé chéng
E. coli O157: H7 dugce cb dinh trén bé mit cua
cac thanh carbon, hoat dong nhu dién cuc lam
viéc va bé mat hap thy. Phuong phap sandwich
ctia xét nghiém mién dich duoc sir dung va axit
5- aminosalicylic 1am mot chat trung gian oxi
hoéa khir dé phat hién amperometric c6 danh dau
enzyme. Cac mién dich dién di van hanh trong
khi nhiing chim trong té bao phat hién din dén sy
tang tdc clia phan tmg enzyme va dién hoa. Cam
bién immunoelectrode amperometric c6 gii han
phat hién thip hon dang ké (thip hon 40 lan)
so v6i phuong phap tiéu chuin ELISA st dung
cung hoa chat mién dich. Cam bién Amperomet-
ric x4c dinh ndng d6 té bao E. coli trong khoang
tir 102 - 107 té bao/ml véi tong thoi gian phén tich
40 phut (Ivnitski va ctv., 1998).

2.4. Cam bién danh diu huynh quang (TRF)

Hoat ddng dya trén sy phan tach tir tinh mién
dich va thoi gian phan rd huynh quang dé phat
hién vi khuan E. Coli O157: H7 dugc phat trién
(Yu va ctv., 2002). Cam bién nay st dung mot
khang thé céy 1én hat kim loai tir tinh mién dich
dé c6 dinh khang thé, bang cach sir dung mét 6ng
mao dan huynh quang pha rin don gian. Day la
mot k¥ thudt cao va hiéu qua ddi véi viec céy vi
khuén, dau tién té bao vi khuin duoc gilt trén
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nhitng hat mién dich va sau dé tach nhitng hat mién
dich véi viéc bo sung khang thé thir hai véi mot hop
chat huynh quang. Do nhay cua phuong phap nay
13 103 té bao/ml ddi v6i E. coli 0157: H7 va khong
phan tmg véi K-12. Viée nudi cay E. coli 0157: H7
(10! - 10° CFU/ml) trong cider tao dugc phat hién
trong 6 gio, v6i 4 gid cho viée u trong huyét thanh
EC v6i khang nguyén va 2 gio cho viéc xét nghiém.
Khi ndng d6 E. coli O157: H7 tang tir 1 dén 103 té
bao/ml trong cider tdo thi giéi han phat hién 1a 10
té bao/ml trong mAu bi nhiém ban dau. Trong diéu
kién tuong ty, nhung néu thém 10°té bao/ml E coli
K-12 vao trong mau bi nhiém ban dau, thi gii han
phat hién cta vi khuan E.coli 0157: H7 tang 1én dén
10? té bao/ml. Piéu nay cho thdy rang, khi c6 mit
cta E. coli K12 trong mau u sé& wrc ché su phat trién
cua tac nhan gy bénh (Yu va ctv., 2002).

2.5. Cam bién din dién (C)

Bo cam bién gom hai thanh phan: mot cam bién
dua trén xét nghiém mién dich nhiéu 16p dién hoa va
mot ddu doc dé do tin hiéu. Hé théng nay lién quan
dén viéc khao nghiém nhiéu 16p dién hoa, ma khang
thé dau tién dugc giir trong khoang tréng giita hai
dién cyc. Mot khang nguyén véi mot khang thé thir
hai lién két v6i mot polymer dan dién duoc giit qua
dong chay cua n6 thong qua khoang trong giita cac
dién cuc. Gioi han phat hién khoang 7,9.101 té bao/
ml trong nudi cay véi thoi gian thir nghiém 10 pht.
E. coli O157: H7 duoc pha loang trong dung dich
peptone 0,1% trude khi sir dung bd cam bién. Céac
nha nghién ciru da thir nghiém voi thé tich 0,1 ml
dé phén tich, phat hién duoc tam té bao trong mau
(Muhammad - Tahir va Alocilja, 2003).

2.6. Cam bién trao déi dién tich truc tiép (DCT)

Cam bién nay la mot sy két hop cac sgi nano
nitrocellulose va bé mit khang thé tao nén bé mit
functionalization dé phat hién E. coli O157: H7
va virus gay tiéu chay ¢ bo (BVDV) (Luo va ctv.,
2010). Khang thé thay doi tinh chat dién tir cia cac
hat nano dugc tron 13n va G véi mau thir tao thanh
dung dich. Dung dich sau khi tach tir tré thanh
mau tinh khiét. Mu tinh khiét dugc cb dinh trén
khang thé thur cdp tao thanh mot phic hop nhicu
16p, chung tich liy dién tao thanh dong dién di qua
dién cuc bac. Khang thé chéng E. coli O157: H7
hodc khang thé chdng BVDV duoc phan phdi trén
mang electrospun v&i nong d6 10 gfin2 o & 25°C
trong 30 phut. Cac giao thirc khang thé lién két
da duoc xac nhan béng cach st dung kinh hién vi

ddng tiéu quét laser (CLSM) dé do lugng phat
thai cua cac khang thé huynh quang. Hiéu qua
khang thé lién két trén ludi electrospun xac nhan
& mirc phat quang 530 nm. Céc tin hiéu cam bién
sinh hoc dugc do thong qua may thu thép dir liu
(DAQ) duoc két ndi voi diy cam bién sinh hoc.
Hé thong DAQ két ndi véi mot may tinh véi giao
dién USB va duoc diéu khién boéi phan mém
LabVIEW. Khi mao mach da dat dugc trang thai
can bang khoang 8 phut, dién tré' cam bién sinh
hoc dd dugc ghi lai dé x4c dinh nong do tac nhan
gay bénh 103 CFU/mL.

2.7. Cam bién impedimetric (I)

Tir ing dung mang polymer ban dan, nha khoa
hoc Chowdhury va ctv. (2012) dua ra phuong
phap méi dé phat hién vi khuan E. coli O157: H7
bang cach str dung phuong phép két hop khang
thé - khang nguyén dua trén khang thé lién két
cong hoa trj trén bé mat 16p phim polyaniline
ban dan (PANi), mot phuong phap don gian va
khong can phai str dung bat ky loai khang thé thu
cip nao. Cac giao thirc ¢6 dinh cong hoéa tri cua
E. coli khang thé 1én chat nén polyaniline tong
hop theo dién hoa bang cach sir dung glutaralde-
hyde nhu 1a cac mdi lién két chéo. Lién két cong
hoa tri gitra mang mong PANi va glutaraldehyde
d3 duge kham pha bang cach st dung dic tinh
FTIR va ky thuat phan tich dién thé tuan hoan.
Quang phé khang dién héa (EIS) di duoc sir
dung dé kiém tra do nhay va d¢ hiéu qua cua dién
cuc cam bién bang cach do su thay ddi cua tre
khang trudce va sau khi u dién cyc khang thé voi
cac nong do khac nhau ciia vi khuan. Vi nong
do nho 102 CFU/mL cua E.coli O157: H7 duogc
phat hién trén cam bién Au/PANi/Glu/khang thé
so voi gioi han phat hién trén 107 CFU/mL.

2.8. So sanh cam bién sinh hoc véi cac phwong
phap phan tich nhanh khic dé phat hién vi
khuin Escherichia coli 0157: H7

C6 3 phuong phap chi yéu dé phat hién
nhanh vi khuan: dya trén miu sinh héa, chudi
DNA va tuong tac khang thé. Trong d6, phuong
phap tuong tic khang thé dugc ap dung nhiéu
nhét. Hién nay phuong phép kiém nghiém nhanh
dé phat hién vi sinh vat dugc nhiéu nudc ap dung
la phuong phép PCR va phuong phap ELISA.

Phuong phap ELISA 1a phwong phap hip phu
mién dich lién két enzyme (Lazcka va ctv.2007).
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K¥ thuat nay sir dung khang thé don dong phu bén
ngoai nhitng giéng nho nham muc dich giit nhing
khang nguyén muyc tiéu. Nhitng khang nguyén thu
giit dugc phat hién bang cach sir dung khang thé
thir hai c6 gin véi enzyme phat tin hiéu. Khi cho
vao hdn hop phan tng mdt co chit dic hiéu cua
enzyme, phan tng xay ra va lam d6i mau phan tmg,
nhin vao d6 ta biét duoc c6 hay khong c6 vi khuan
gdy bénh. Dé phan tg xay ra thuan loi, thi mau cho
vao giéng phai c6 lugng vi sinh vat di 16n. Do dé,
phuong phap nay phai mat vai gid cho budc ting
sinh lam giau trudc khi thyc hién phan ing. Trong
mot sd trudng hop, phai thay doi phan tmg va khang
nguyén phu hop véi loai vi sinh vat phat hi¢n. Vi
vay, thoi gian dé phat hién vi sinh vat thuong kéo
dai, duoc thé hién qua Bang 1.

Phuong phap PCR (polymerase chain reaction)
dua vao ky thuat khuéch dai axit nucleic. Phuong
phap nay phu thudc nhidu vao chét lugng, s6 luong
DNA thu dugc. Dé phan lap DNA t6ng s6, thi phai
tién hanh qua nhiéu budc: dau tién pha v& mang té
bao va mang nhan, loai bd cac protein va thu dugc
két tha DNA, rtra tiia duoc DNA tinh sach. Do do,
mét nhiéu thoi gian dé thu dugc DNA tinh sach. Ca
hai phuong phap ELISA va PCR chi xac dinh la
c6 vi sinh vét trong mau nhung khong xac dinh s6

luwgng vi sinh vat co6 trong mau, mudn xac dinh
dugc phai tién hanh thém cac budc hoic két hop
voi cac phuong phap khac (Lazcka va ctv. 2007).

Néu so sanh vé gidi han phat hién, cam bién
sinh hoc khong c6 khac biét nhiéu so voi phuong
phap PCR hay ELISA. Miac du phuong phap
ELISA va PCR phat hién vi sinh vat ciing kha
nhanh, nhung cam bién sinh hoc c6 thoi gian
phan tich ngan hon, d chinh xac cao, dong thoi
céch xtr Iy mau don gian va c6 thé phat hién mot
loat cac chat phan tich trong cic mau phirc tap.
Hau hét cac cam bién sinh hoc déu cho két qua
trong vong 20 - 90 phat. Mot loi thé cua viée
st dung cam bién sinh hoc 1a két qua dugc doc
thong qua céc tin hiéu ky thuat s6 va khong phu
thudc vao dinh kién cha quan cua ca nhan, sy
mét mai, trinh d6 chuyén moén hoac r6i loan
thi giac. Cam bién sinh hoc c6 thé dugc xem 1a
mot thiét bj di dong d& dang dem ra ngoai méi
truong, phat hién nhanh chong, do chinh xac cao
va 1a mot thiét bi tu dong hoa, ¢ thé phén tich
cung luc nhidu mau tir 46 dén 94 mau.

T6i tin ring cam bién sinh hoc co rat nhidu
tiém nang trong viéc xét nghiém vi sinh vt trong
thuc phém va dugc xem la Iinh vuc hép dan cac
nha nghién ctru trong thé ki XXI nay.

Bing I: Cic phwong phdp phdt hién vi khuén E.coli 0157: H7

Phuong | Giihan | Thoi | g qung trong thye phdm Ngudn
phip phat hi¢n, glan truc tiép, giéi han phat hién
cell/ml phan : ’ : :
tich
PCR 10°- 10° 4 gioy Thit bo Tahamtan va ctv., 2006
PCR-ELISA | 10°-10° 5 gid Siia Daly and Doyle (2002)
ELISA 10° 16 gio Thit bo Abdulrasool, 2011,
SPR 10°-10° | 30phat | 10”-10° CFU/ml nuéc tréi cay, Waswa va ctv., 2005
s(fa tiét trung va chat chiét xuat
tu thit bo.
EI 10%-107 35 phut 8.10°CFU/ml thit bo Varshney va Li, 2007
10’CFU/ml nudc rifa rau diép.
A 10°-10" | 40 phut Chua test Tvnitski va ctv., 1998
TRF 10° 120 phut 10-10° CFU/ml apple cider. Yu va ctv., 2002
C 7.9.10 10 phiit | 8.1.10 cfu/ml nudc rifa rau diép. | Muhammad - Tahir va
Alocilja, 2003
DCT 10° 8 phit Chua test Luo va ctv., 2010
I 10%-10’ 10 gidy Chua test Chowdhury va ctv., 2012

3. Két luén va kién nghi

Cam bién sinh hoc phat hién vi khuén E. coli
O157: H7 van dang ngay cang phat trién nhanh
chong. Do nhay cta cdm bién tot hon so véi phuong

phap mién dich sin c6 hién nay nhu ELISA, vi
thé, day 1a mot dung cu c6 gia tri dé lam giam
cac budc 1am gidu va rat ngin thoi gian phat
hién, giup tiét kiém thoi gian va tién bac. Uu
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diém chinh cua st dung cam bién mién dich 1a do
nhay cao, thoi gian thir nghiém ngan, ty dong hoa,
khong can nhiing tién trinh thyc hién bang tay, co
thé két hop véi cac thiét bi internet dé thuc hién
diéu khién tir xa va dic biét 1a loai bo nhing thanh
kién ctia con ngudi. Tuy nhién, bat loi chinh cia
cong nghé nay 1a ky thuat ché tao cam bién phuc
tap, nguyén liéu dé ché tao cam bién thuong diat
tién. Mat khac, d6i v6i mdi loai cam bién khéc
nhau thi thoi gian, ndng do phat hién va tinh dic
higu d6i v6i vi sinh vat cling khac nhau, diéu nay

cling gay kho khan cho viéc chon lya cam bién
trong viéc phat hién vi sinh vat. Qua qua trinh
tim hiéu, chung t6i thay ring v&i nhitng uu viét
clia cam bién, nhitng phuong phap cai thién do
nhay va su chon loc cia cam bién mién dich
duoc mo ta thi cam bién sinh hoc 12 mot cong
nghé day hira hen dé phat hién vi khuan trong
nganh cong nghiép thyc pham. Vi thé, ta nén
nghién ctru thém dé ché tao nhitng chip sinh hoc
thanh san phérn thuong mai phuc vy cong tac
kiém nghiém.
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