BO GIAO DUC VA PAO TAO BO QUOC PHONG

HOC VIEN QUAN Y

NGUYEN THI TUAN

NGHIEN CUU CHE TAO IgG
KHANG VI RUT COLTI NHOM B HO REOVIRIDAE
CHO BO SINH PHAM ELISA SANDWICH

Chuyén nganh : Vi rut hoc
Ma so : 62.72.68.05

TOM TAT LUAN AN TIEN SY Y HOC

HA NOI - 2010




CONG TRINH bUJC HOAN THANH TAI:
HOC VIEN QUAN Y

Nguoi huong dan khoa hoc:

1. PGS.TS. PHAN THI NGA
2. TS. NGUYEN VAN VIET

Phan bién 1: GS.TSKH. Nguyén Van Dip
Phan bién 2: GS.TSKH. Nguyén Thu Van

Phan bién 3: PGS.TS. Poan Huy Hau

Luan an dugc bao vé truéc Hoi dong cham Luan 4an cap Nha nudc
hop tai Hoc vién Quan y

Vao hoi 9 gio 00 ngay 18 thdang 09 nam 2010.

Co thé tim hiéu ludn dn tai:
- Thu vién Quoc gia
- Thu vién Y hoc Trung uong

- Thu vién Hoc vién Quéan y



CAC CONG TRINH KHOA HOC PA CONG BO
CUA TAC GIA CO LIEN QUAN DPEN LUAN AN

Phan Thi Nga, Nguyén Thanh Thuy, Bui Minh Trang,
Nguyén Thi Tuian, Pang Tuan Pat (2007), “Phat hién mot

thanh vién vi rit thudc ho Reoviridae gay hoi chiing ndo cap &
tinh Gia lai, 2005”, Tap chi Y hoc du phong, 14 (6), tr. 24-28.

Nguyén Thanh Thuy, Bui Minh Trang, Nguyén Thi Tuan,
Phan Thi Nga (2008), “DPiac diém hinh thdi va su nhan 1én cta vi
rit Banna trén t€ bao mudi Aedes albopictus dong C6/36”, Tap
chi Y hoc du phong, 98 (7), tr. 35-40.

Nguyén Thi Tuian, Phan Thi Nga (2009), “Nghién ctu ché tao
IgG tho khdng vi rit Banna ching 05VN255 gan enzyme
Horseradish Peroxidase™, Tap chi Y hoc thuc hanh, BO Y t€, 678
(9), tr. 31-33.

Nguyén Thi Tuin, Bui Minh Trang, P6 Phuong Loan,
Nguyén Viét Hoang, Lé Thi Hién Thu, Phan Thi Nga (2009),

“Xac dinh su luu hanh cua vi rit Banna ¢ Viét Nam va thu

nghiém ché tao khang thé khang vi rat”, Tap chi Y hoc du phong,
19 (8), tr. 15- 18.
Nguyén Thi Tuan, Nguyén Van Viét, Phan Thi Nga (2010),

“Ap dung kj thuat ELISA Sandwich dé dinh loai virus Colti
nhém B (virus Banna) & Tay Nguyén”, Tap chi y hoc du phong, 5
(113), tr. 36- 41.



1
MO DAU

Viém nio 1a mot bénh truyén nhiém cap tinh, triéu ching lam sang
nang né, ty 1¢ tir vong cao, 70% bénh dé€ lai di ching anh hudng dén stic
kho¢ va kha nang lao dong cua bénh nhan, chi phi cho mot ca bénh cao...
Trong s6 nhitng vi rit gay hoi ching nao cdp (HCNC) va sot khong 1o
nguyén nhan & Chau A, nam 2005 tai Viét Nam phan 1ap dugc mot ching vi
rdt mdéi tir dich ndo tuy bénh nhan HCNC 6 tinh Gia Lai, Tay Nguyén béang
t€ bao mudi Aedes albopictus dong C6/36. Chung vi rit nay cé ky hiéu la
05VN255 va dugc x4c dinh la vi rat Colti nhom B, cung nhom gien véi vi
rit Banna phan lap ¢ Trung Quoc tir nam 1987. Pay la chung vi rit thudc
ho Reoviridae dau tién dugc phan 1ap tir bénh nhan HCNC & Viét Nam. La
mot vi rit méi duoc phat hién nén nhu ciu can c6 sinh pham chin doan 1a diéu
can thiét, do nhu cu thuc tién trén ching to6i thuc hién dé tai “Nghién ctiu ché
tao IgG khang vi rit Colti nhém B ho Reoviridae cho bo sinh pham ELISA
Sandwich" véi muc tiéu:
1. Ché'tao 1gG tho khang vi rit Colti nhém B chuing 05V N255 va bo sinh phdm

ELISA Sandwich chan dodn vi rit Colti nhom B (vi rit Banna - BAV ).

2. Ddnh gid sw on dinh, hiéu qud phdt hién vi rit Colti nhém B (vi rit

Banna - BAC) ciia bo sinh phdm ELISA Sandwich.

Nhirng dong gop méi cua luan an:

- Ché tao thanh cong khéng thé IgG khang vi rit Colti nhém B (mot vi rtit
mdi phat hién va gay bénh & Viét Nam) va cong hop IgG gén enzym
HRPO.

- G6p phan hoan thién bo sinh pham ELISA Sandwich chan doan vi it
Colti nhém B, mot trong nhiing vi rit méi phat hién gan day & Viét
Nam. BuGc dau giam sat phat hién thay su xuat hién cta vi rit & mot
sO tinh thanh trong ca nudc.

Bo cuc cua luan an:

Luan an duoc trinh bay trong 110 trang, gom cé 4 chuong va 110 tai liéu
tham khao (bao gom 27 tai liéu tiéng Viét, 83 tai liéu tiéng Anh)

Dit van dé: 2 trang; Chuong 1: Tong quan tai liéu: 34 trang; Chuong 2:
boi tuong, vat liéu va phuong phap nghién ctru: 20 trang; Chuong 3: Két qua
nghién ctu: 28 trang; Chuong 4: Ban luan: 24 trang; Két luan: 1 trang; Kién
nghi: 1 trang.



CﬁUONG 1
TONG QUAN

1.1. Vi rit Colti
1.1.1. Hinh thé, cdu triic

Vi rit Colti c6 vo capsid va 161 la ARN, khong cé bao ngoai. Cac
virion hinh cau véi nhi€u mit doi xing, duong kinh khoang 80 nm, virion
dugc phat hién bang phuong phdp nhuém am ban. Bé mat vi riit ¢6 céc gai,
vat liéu di truyén cua vi rit 1a ARN sgi kép (ds ARN), c6 12 phan doan
ky hiéu 1a Seg-1 dén Seg-12, trong lugng phan tir 1a 2,5 x10° Kdal. Chiéu
dai vat liéu di truyén (genome) cia BAV va KDV 1a 21 Kb, chiéu dai céc
phan doan dao dong trong khoang tir 862 bp dén 3.747 bp. Cac protein du-
oc sap x€p trong céc 16p dong tam, theo cau tric doi xiing cla vi rit. Vi rit
Colti nhém B c6 7 protein cau truc, 5 trong s6 d6 ¢ 16i. L6p capsid ngoai
chira protein VP4 va VP9. Bao quanh 16i vi rit cé 3 protein cu tric chinh 1a
VP2 (subcore shell), VP8 (core-surface layer), VP10 va c6 2 protein phu la
VP1, VP3.
1.1.2. Qud trinh nhdn lén cua vi rit

Qua trinh nhan 1én cua vi rat xay ra trong bao tuong t€ bao chu: Vi it
bdm vao céc thu thé & bé mit t&€ bao cam thu nhd mot protein & 16p capsid ngoai.
Sur xAm nhap cua chdng con chua duoc biét rd. Cac tac gia cho rang chiing vao
t€ bao theo co ché€ 4m bao va qua su hinh thanh céc 16 hinh 6ng mang € bao.
Sau khi vao trong bao tuong t&€ bao, vi rit dugc coi vo trong lysosome. ARN soi
am dugc ding lam khuon dé sao chép ARN soi duong (ARNm) nho
enzyme ARN polymerase phu thuoc ARN cua vi rit. Sgi duong nay dung
dé tong hop céc protein, dong thoi phién ma tao ARN soi am (cdc doan
ARN sgi kép hay cac ARN don sgi 4&m khong bao gio ton tai tu do trong cac
t€ bao nhiém). Qua trinh sao ma va dich ma ldc dau da tao nén cac protein
s6m cua vi rdt nho cidc enzyme ARN polymerase phu thuoc ARN, ARN
triphosphatase, guanyltransferase (cap), methyltransferase va helicase. Giai
doan ti€p theo 1a qud trinh téng hop protein capsid clia vi rit. Qua trinh sao
chép tr sgi mach (-) va sgi mach (+) cia ARN tao nén genome cuia vi rit. Sau
khi céc thanh phan duoc téng hop s& lap rdp thanh vi rit mdi, vi rit thoat ra
ngoai do pha huy t&€ bao va xam nhap t€ bao cam nhiém mai.
1.1.3. Pdc diém khdng nguyén

Tai Trung Quodc, Viét Nam va Indonesia da phan lap dugc cac chiung
(genotype) vi rit Colti nhém B nhu sau: (1) & Trung Quoc: M14, HN59,
HNI131, HN199, HN295, Banna, Sx<44 ; (2) & Viét Nam: 02VNO18b, 02VN178b,
02VNO09b, 02VNO78b, 02VN180b; (3) ¢ Indonesia: JKT- 6423, JKT- 6969,
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JKT- 7041, JKT- 7075; (4) Riéng JKT- 7075 c6 2 duéi typ la JKT- 7075
B1-S & B2-R.

1.1.4. Bénh sinh

Vi rit xdm nhap vao nguoi qua da do mudi dot, khi vi rit vao nguoi,
né s& duoc nhan lén trong hé bach huyét, cdc virion dugc di chuyén mot
cach thu dong qua n6i mo cua mach mau hoac qua dam r6i mang mach, sau
do vao hé than kinh trung wong gay ton thuong céc vi mach, 1am xudt huyét
vi thé & ndo, cudi cling vi it tén tai & trong dich ndo tuy. Tré em khi nhiém
vi rit, bi bénh ning c6 thé dan t6i tir vong, do ton thuong hé than kinh trung
wong nhu bi viém nao, viém mang nao, viém ndo- mang ndo. Poi véi phu nit
c6 thai, nhiém vi rit ¢6 thé gay xay thai va néu khoi thi khi sinh ¢6 thé lam
cho tré so sinh bi sot.

1.1.5. Lam sang
1.1.5.1.Triéu chung ldm sang

Khi bénh nhan bi nhiém vi rit Colti nhém B s& gy viém ndo, thé dién
hinh duoc mo6 ta nhu sau:

Thoi ky khoi phat: kéo dai 1-2 ngay (tuy nhién cling khé xac dinh khi
bénh nhan khong nhé) véi triéu ching st cao dot ngot, 6n lanh, dau dau,
dau co khép, chan an. Thoi ky toan phat: sau 3-6 ngay, bénh nhan sot rat
cao c6 thé mé sang, roi loan than kinh thuc vat, ddu hiéu ciing gdy, thd o véi
ngoai canh, khé thd, so 4nh sang, chin an, buén non, cé thé hon mé. Cic
triéu chiing ton thuong than kinh ngoai vi nhu liét, mda von, mia giat...
Giai doan nay néu khong cép ctu va chita tri kip thoi bénh nhan dé tir vong
nhat. Thoi ky tién trién ban cap: tir ngay thi 7-9, cdc triéu ching giam nhu
tinh trang s6t giam, mach nhiét 6n dinh, hoi ching than kinh trung wong va
ngoai vi giam. Tuy nhién thoi ky nay can phai chd y cac bién ching nhu
viem phdi, 1oét, nhiém khuén ti€t niéu, tdo bon... do nam lau. Thoi ky hoi
phuc: bénh nhan con s6t nhe, tinh tdo dan, c6 cam giac thém an, chi con lai
cac di ching tuy thuoc vao mic do nang nhe cuia bénh nhu: liét, xuat huyét,
viém co tim, viém mang ngoai tim, tri nhé kém.

1.1.52. Diéu tri

Cho dén nay chua c6 thudc diéu tri dic hiéu cho nhiém vi rit Colti, cht
yéu la diéu tri triéu ching, phong va han ché€ bién ching. Van dé cham s6c
va tang cuong nudi dudng déng vai tro quan trong cho su binh phuc cua
bénh nhan sau nhiém vi rut.

1.1.6. Dich té hoc

Ty 1&¢ nhiém vi rit va mic bénh phan bo theo mua, s6 ca bénh c6 thé
dao dong nhe tir nam nay qua nam khac phu thudc vao thoi tiét vi cé lién
quan dén mat do muoi.
1.1.6.1. Co ché'lay truyén
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Tu cac loai mudi 1a vec-to truyén vi rit Colti nhém B, vi it tir tuyén n-
udc bot cia mudi s&€ xam nhap vao dong vat cam thu. Pong vat cam thu sé
bi nhiém vi rit huyét trong mot thoi gian va dong vai trd 1a 6 chia vi rit.
Nguoi nhiém vi rit tir muoi hit mau dong vat cam thu trong giai doan nhiém
vi rit huy€t va s€ 1a vat cha cu6i cting véi vi rit, gay nén HCNC va sot.
1.1.6.2. Phong bénh

Nguyén Iy : Chi can cat dit 1 trong 3 mat xich ctia vong sinh hoc tu nhién
clia vi rit 12 6 chia vi rit, véc to truyén bénh, doi twong cam nhiém.

1.2. Cac phuong phap xét nghiém chan doan vi rit Colti nhom B
1.2.1. Phuong phdp hién vi dién tir
1.2.1.1. Phuong phdap nhuém dm ban

Dua vao do phéng dai nhiéu 14n cua kinh hién vi dién tr (KHVDT), cho
phép quan sat nhiing ciu tric vi sinh vat cé kich thuéc vo cing nho bé ma
du6i kinh hién vi thudng khong thé quan sit dugc (don vi nanomet).
1.2.1.2. Phutong phdp mién dich hién vi dién tit nhuoém édm bdn gdn vang

Dua vao su két hop khang nguyén- khang thé, khi c6 khang thé dic
hiéu thi khdng nguyén s€ gin vao phin Fab cuia khdng thé, sau d6 sir dung
chit danh dau 1a PrA-Au, 1a chat danh ddu ¢6 kha nang gan v6i phan Fc clia
khéang thé. Phuong phéap c¢6 do nhay va dic hiéu cao néu hiéu gid khang thé
cao. Nhung phuong phdp nay can c6 du luong khang thé can cho xét nghiém
va can ¢6 trang thi€t bi va sinh pham dit tién, k¥ thuat thuc hién phiic tap
doi hoi nguoi cé kinh nghiém.
1.2.1.3. Phuong phdp ldt cdt cuc mong

Mau 12 t€ bao nudi cdy vi rit sau khi gay nhiém bénh pham dugc ly
tam loai bo nudc ndi. Két qua duoc quan st bang KHVDT truyén qua, cho
thay vi tri cua vi riat nhan Ién trong t€ bao. Phuong phap c6 do dac hiéu cao
nhung phai 6 trang thiét bi va sinh pham dét tién.
1.2.1.4. Phuong phdp mién dich hién vi dién tir gan vang trén ldt cdat cuc
mong

Mau 12 t€ bao sau gay nhiém vi rit loai bo nudc ndi, thuc hién cac bude k§
thuat can thiét... Quan sat két qua bang KHVDT thay vi rit nhan 1én trong t&
bao, dugc danh dau boi cac hat vang 10 nm. Phuong phap c¢6 do dac hiéu cao,
két qué o rang. Nhung cén ¢6 trang thiét bi va sinh pham dat tién, k§ thuat
thuc hién phic tap doi hoi nguoi cé kinh nghiém.

1.2.2. Phuong phap phdn ldp vi rut.

Dung t€ bao mubi aedes albopictus dong C6/36 dé phan lap vi rit. Day
1a tiéu chuén vang, d€ chin dodn chinh x4c nguyén nhan vi rit gay bénh, su
dung t€ bao dé phan lap vi rit ¢6 wu diém la khong can dién tich rong rai
nhu khi sir dung dong vat thi nghiém d€ phan lap. Nhung 12 phuong phdp rat
kho dat két qua, do phu thudc vao qua nhi€u yéu t6...Mat khic, su nhan I1én
cua vi rit trén t€ bao ¢ thé tao ra hién twong huy hoai t€ bao, hodc khong
gay ra biéu hién nén khong thé quan sat duoc.
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1.2.3. Phuong phap huyét thanh mién dich hoc

Do tinh wu viét cua k¥ thuat ELISA, la an toan va cac thao tic khong
phiic tap nén k§y thuat ELISA ngay cang tr nén pho bién.
1.2.3.1. Khdi niém vé ky thudt ELISA

Thuat ngit ELISA dung dé chi kj thuat mién dich enzyme, trong dé
khang nguyén hoac khang thé hoa tan duoc gin vao mot polimer— gid do
pha rin nhung vén giit dugc hoat tinh mién dich. D€ phét hién phitc hop khang
nguyén- khang thé c6 gin enzyme, sit dung co chét thich hgp. Khi phan tng
enzyme co chit xdy ra s& gay chuyén mau, qua d6 danh gia su c6 mat cua
khang nguyén hoic khang thé can xét nghiém.
1.2.3.2. Cdc k¥ thudt ELISA c6 thé img dung trong chdn dodn vi rit Colti
nhom B

- Ky thuat ELISA- Sandwich phat hién vi rit hoac khang nguyén vi rut
Colti nhém B.
- K§ thuat ELISA phat hién IgM khang vi rat Colti nhém B.
- K¥ thuat ELISA gian ti€p phat hién IgG khang vi rit Colti nhém B.
1.2.4. Phuong phdp sinh hoc phdn tu

Thir nghiém RT-PCR cho vi rit c6 ARN soi kép vé6i cap moi dac hiéu
vi riit Colti nhém B thudng duoc sir dung dé phat hién vi rit nay: Day 1a ph-
wong phdp chian dodn nhanh, dac hiéu, cho két qua chinh xdc, n€u duoc
kiém sodt tot. Co thé sir dung dé phat hién vat liéu di truyén cua vi it truc
ti€p tir mau bénh pham lam sang. Nhung néu khong kiém sodt dugc su lay
nhiém cua cac tdc nhan ngoai lai, thi viéc tao ra cic két qua duong tinh gia
12 khé tranh khoi. Mat khac, néu vi rit bi dot bién thi c6 thé cho két qua am
tinh gia.

1.3. Cac phuong phap san xuat va tinh ché khang thé
1.3.1. Cdc phuong phdp san xudt khdng thé
- Sén xuat khang thé da clon
- San xuét khang thé don clon
- San xuat khang thé téi t6 hop
1.3.2. Cdc phuong phdp cé ddc va tinh ché khdang thé
1.3.2.1. Phuong phdp cé ddc va tinh sach so bo khdng thé (protein)

Céc protein truge khi tinh ch€ déu 1an cac protein tap & dang hon dich,
thé tich 16n, rat kho khan khi tinh ch€ truc ti€p. Chinh vi th€ ma cin tinh
sach so bo loai bo céc tap chat va co dac, bang cac phuong phap khéac nhau
nhu: siéu loc, tha, sic ky trao déi ion.
1.3.2.2. Cdc phuong phdp tinh ché khdng thé cé dé tinh sach cao

- Cé4c phuong phdp sac ky cot
- Phuong phéap siéu ly tam
1.3.2.3. Cdc phuong phdp tinh ché'IgG hién nay
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- Sac ky 4i luc cot sir dung protein A- Sepharose hodc protein G- Sepharose.
- Tinh ché bing tha amonium sulfate va sac ky loc gel.
1.3.3. Xdc dinh ham luong protein khdng thé
- Dinh lugng theo phuong phip Lowry
- Dinh luong bing phuong phap quang phd

CHUONG 2
POI TUQONG, VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Doi tugng nghién ciu

- Doi tugng nghién ctu: cac mau phan lap trén t€ bao mudi C6/36, ¢6 hién
tuong huy hoai t€ bao sau gay nhiém dugc chon dé nghién citu.

- Dia diém nghién ctu: Phong nghién ctu va san xuét sinh pham,
phong thi nghiém vi ridt Arbo/viém nao, Vién Vé sinh Dich té Trung uong-
Ha Noi.

- Thoi gian nghién ciu: T 10/2007- 10/20009.

2.2. Vat liéu nghién ciru
2.2.1. Dong vdt nghién ctiu

Tho trudng thanh: 2 con, trong luong trén 1,8 kg, do trung tam chan nuoi
dong vat chuén thitc vién V¢ sinh Dich t& Trung wong cung cap.
2.2.2. Sinh phdm

Té& bao mubi Aedes albopictus dong C6/36, khdng nguyén chudn vi rit
Colti nhém B chung 05VN255 ¢6 hiéu gid vi rit 1a 10’PFU/ml, mau khéng
nguyén vi rit VNNB ¢6 hiéu gia vi rit 1a 10’ PFU/ml, mau khdng nguyén
vi it Rota ¢6 hiéu gid vi rit 1a 107 PFU/ml, miu chitng am 1a nudc noi
nuoi cay té€ bao khong gay nhiém vi ridt, ta chat, cap moi dac hiéu vi rit
Colti nhom B ctia phan doan gen s6 8, s6 5, bo sinh phdm QIAamp Viral
RNA mini kit, cdc sinh phdm cén thi€t khdc cho thuc hién céc k§ thuat
nghién ctiu cua dé tai.

2.2.3. Cdc dung dich dém chudn va hod chit

Cic dung dich dém chuin duoc pha ché theo thudng quy chuén thiic
ctia vién V¢ sinh Dich té Trung wong va Vién Y hoc Nhiét d6i Nagasaki,
Nhat Ban
2.24. Cac dung cu
2.3. Phuong phap nghién ctru
2.3.1. Thiét ké nghién ciru: day 1a nghién cttu thuc nghiém trong phong thi
nghiém dua trén cdc nguyén ly k§ thuat dé thuc nghiém.
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2.3.2. Cdc ky thudt ché tao khdng thé gdn bdn va cong hop, cho bo sinh
phdam ELISA Sandwich phat hién vi rit Colti nhom B
2.3.2.1. K¥ thudt ché tao 1gG khdng vi riit Colti nhém B
- Gay mién dich cho tho tao khang thé khang vi rit Colti nhém B
- Tinh ch€ so bd bang amonium sulfate bao hoa thu IgG tho
- Tinh ch€ IgG tho bang sac ky 4i luc sir dung cot protein G- Sepharose
- Kiém tra hoat tinh mién dich cta IgG sau tinh ch€ bang k§ thuat ELISA
gian tiép
- Kiém tra do tinh sach ctia IgG bang dién di trén gel SDS - PAGE
2.3.2.2. Ché'tao cong hop (IgG thd khdang vi rit gan enzyme HRPO)
Theo phuong phap cua Wilson va Nakan c6 cai tién
2.32.3. Gan ban IgG khang vi rit cho ky thudt ELISA — Sandwich.
2.324. K5 thudt mién dich enzyme gidn tiép kiém tra hiéu gid IgG khdng
vi rut Colti nhom B (Indirect- ELISA)
2.3.2.5. Ky thudat ELISA Sandwich
2.3.3. Phuong phdp chudn dé, xdc dinh hiéu gid, xdc dinh dé ddc hiéu,
xdc dinh do nhay ctia sinh phdm ché tao
2.3.3.1. Chudn do hiéu gida 1¢G khdng vi riit Colti nhém B va khdng thé gan
enzyme HRPO bang ky thudt ELISA-Sandwich.
2.3.3.2. Xdc dinh hiéu gid cong hop (IeG gan enzyme HRPO).
2.3.3.3. Xdc dinh do ddc hiéu cua sinh phdm sdn xudt.
2.3.3.4. Xdc dinh doé nhay (ngudng phdt hién vi rit) ciia sinh phdm.
2.3.4. So sanh két qud phdt hién vi riit bang ky thudt ELISA va PCR
2.34.1. Ky thudt ELISA Sandwich
Str dung sinh pham ché tao duoc cho ky thuat ELISA Sandwich

2.34.2. Ky thudt RT-PCR
2.4. Xu ly so liéu

S6 lieu duge xir 1y bang Test Anova, toan bo gia tri thuc (X) déu nam trong
khoang X £ 2SD va gia tri CV giao dong trong khoang 0,05-9,8.



CHUONG 3
KET QUA NGHIEN CUU

3.1. Két qua ché tao IgG tho khang vi rut Colti nhém B va cong hop
3.1.1. Két qud ché tao IgG tho khdng vi rit
3.1.1.1. Két qua gdy mién dich cho tho
Bang 3.1. Hiéu gid khdng thé tho trudc va sau gdy mién dich voi khdng
nguyén vi riit Colti nhom B chung 05V N255

Thoi gian 14y méu tho Hiéu gia
ELISA- 1eG
Trude khi gy mién dich (N1) | Am tinh
Sau khi gay mién dich mdi thtt | 100 don vi

hai (N14) ELISA
Sau khi gay mién dich miii thit 6 | 10000 don vi
hai tuan (N56) ELISA

Nhan xét: Tho c¢6 dap ting mién dich t6t, hiéu gia tang tir 100 don vi ELISA
lén 10000 don vi, huyét thanh dat tiéu chudn ché tao khang thé.
3.1.1..2. Két qud tinh ché'IgG tho khdng vi rut Colti nhém B

Bdng 3.2. Hiéu gid 19G khdng vi rut Colti nhom B trudc va sau khi so ché’

Protein toan Hiéu gid khang
phan (mg) (EU)
Trong 1| Toéng |Trongl | Toéng
ml SO ml 5O

Huyét
thaih Tho 64,3 2572 | 10000 |400000
Sau soché | 44,7 1788 | 10000 | 400000
Hiéu suat
SO ché

Nhan xét: Hiéu gia khang thé dat 100% nhung da loai boé duoc mot luong

protein tap kha cao trong huyét thanh tho (30,5%), tong thé tich IgG sau so
ché thu duoc 1a 40ml.

Loai bo 30,5% 100%
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Bdng 3.3. Két qua tinh ché'I¢G bang protein G qua cot Hi Trap

A Noéng do IgG Thé tich
Phan doan | OD 280 OD 260 (mg/ ml) (ml)
1 0,337+ | 0,174+ 0,02 0,132+0,2 1
0,01
2 0,637+ | 0,123+0,13 1,442+ 0,31 1
0,02
3 0,998+ 0,25| 0,243+ 0,01 2,168+ 0,28 1
4 1,101+ 0,14 | 0,987+ 0,24 2,489+ 0,09 1
5 1,567+ 0,20| 1,103+ 0,21 3,456+ 0,24 1
6 2,860+ 0,17| 1,741+ 0,20 4,560+ 0,19 1
7 9,960+ 0,21 6,780+0,19 | 20,921+ 0,22 1
8 17,56+ 0,23]12,300+ 0,26| 39,668+ 0,16 1
9 8,461+ 0,18 | 5,990+ 0,21 | 15,644+0,27 1
10 4,450+ 0,19 2,345+ 0,24 7,563+ 0,43 1
11 0,557+ 0,04 | 0,360+ 0,09 0,482+ 0,26 1
12 0,133£0,12| 0,096+ 0,23 0,171+ 0,41 1

Nhan xét: Ham lugng trung IgG dat dinh & cac phan doan 7,8,9,10 va duoc lap
lai qua 4 1an tinh ché. Toan bo cac gia tri X € X £2SD; CV < 10.

Nong do IgG & cac phan doan tinh ché bang
protein G - sepharose

407

351

301

O Thu nghiém 1

251

B Thir nghiém 2

20+

157

107

Noéng do IgG (mg/ml)

O Thir nghiém 3
O Thir nghiém4

[ln_

Céc phan doan

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Biéu do 3.1 : Tinh ché’ IgG tho bang bo sinh phdm Mab Trap

Nhan xét: Thu hoach IgG tir cc phan doan 7, 8, 9, 10, tong thé tich IgG
tinh khi€t tach chiét tir 40ml IgG tho, da so ch€ ¢ giai doan 1 dat dugc 1a 16
ml. IgG tho khang vi rat Colti nhém B chung 05VN255 sau tinh ch€ c6

ham lugng protein dat 18,70 mg/ml.
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Bdng 3 4. Hiéu sudt tinh ché' va tinh sach I¢G qua hai giai doan
so ché'va tinh ché

Protein (mg) Hiéu gia (EU)| Hiéu
Trong | Téng | Pa | Trong | Téng | suat
Iml | s0 | loai | 1ml | s6 | tinh
bo ché
Huyét 4000
64,3 |2572| - | 10000 -
thanh tho 00
So ché
IgG 4000
g. , 34,47 | 1788 |30,5%| 10000 100%
(giai doan 00
1)
Tinh ché
IeG 3200
g. , 18,70 |1299,2 |88,4%| 20000 80%
(giai doan 00
2)

Nhan xét: Giai doan 1 hiéu suat tinh ché dat 100%, giai doan 2 hiéu suat
tinh ché dat 80%

3.1.1.3. Két qud kiém tra chdt luong I¢G tho khang vi rit Colti nhém B
Bdng 3.5. Xdc dinh hoat tinh ciia 1¢G tho sau tinh ché

Il;l%‘f‘lj123456789101112
L [A10.0210.023/0.022/0.023]0.023 0.028/0.025/0.02410.020/0.029]0.026/0.028
B|0,030[0,024/0,021/0,023|0,029/0,022,0,024/0,026(0,016/0,029/0,028|0,029
Chiing|C|0,023(0,02110,022/0,021(0,023]0,025(0,028]0,024/0,015|0,023|0,024/0,030
am | D|0,021/0,030(0,029|0,0230,025(0,022(0,026/0,029/0,017|0,021|0,029]0,029
Chiimg |E|1,813[1,773]1,807]1,797|1,738|1,776|1,750| 1,763|1,799| 1,766|1,770| 1,819
duong |k |1.736|1,756/1,829|1,769|1,753|1,789|1,785|1,745|1,812/ 1,809| 1,828/ 1,810

Hang A, B: Blank (PBS)
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Hang C, D: Chitng am (nudc ndi nuoi cdy t€ bao khong gay nhiém vi riit)
Hang E, F: Chung duong (khdng nguyén vi rit Colti nhom B)

Nhan xét: Hoat tinh cta IgG sau tinh ché vdi hiéu gia khang thé tham gia
phan tng pha loang 1/20000. & cac giéng chiing am va blank, gia tri OD lan
luot 1a 0,0233 + 0,004 va 0,0215 £ 0,0037, cac gi€ng ching duong gia tri
OD dat 1,781 + 0,026,

3.1.14. Két quad xdc dinh do tinh sach cua 1¢G sau tinh ché

1 2 345 68 7 8

. B i
Chuoi nang —— - ' R el

Chuoi nhe ——» o H——

Anh 3.1. Két qud xdc dinh do tinh sach ciia 1gG thé da tinh ché’
Giéng so 1: Thang protein chuén c6 trong lugng phan tir 14- 98 KD
Giéng 3: IgG sau so ché
Giéng 2,4, 5, 6,7, 8: IgG ¢ phan doan 8, 5, 6,7, 9, 10.

Nhan xét: IgG sau tinh ch€ twong dai tinh sach, vi ngoai 2 vach ctia chudi nhe
va chudi nang cua IgG thay c6 rat it vach khac ctia cac protein tap.

3.1.2. Két qud ché tao IgG tho khdng vi rut Colti nhém B chung 05VN255
gdn enzyme HRPO.

St dung 1 ml IgG tho khang vi rit Colti nhém B ching 05VN255 da
tinh ché& ¢6 ham lugng protein 12 10 mg/ml, dé tao cong hop dic hiéu khang
vi rat Colti nhom B chung 05VN255. Quy trinh tao cong hop duoc thuc
hién trong 4 ngay lién tuc, két qua da tao duoc 2 ml cong hop dé st dung
cho k¥ thuat ELISA Sandwich, phat hién vi rit hodc khiang nguyén vi rut
Colti nhém B.

3.1.3. Két qud xdc dinh hiéu gid cua IgG tho khdng vi rit Colti nhéom B va
cong hop gdan enzyme HRPO cho bo sinh pham ELISA Sandwich

3.1.3.1. Chudn do hiéu gid 1gG thd khdng vi rit Colti nhém B va cong hop
gan enzyme HRPO cho ky thudt ELISA-Sandwich dp dung phuong phdp
chudn do ban co.

Nhan xét: (dudi bang 3.6) Nong do cong hop 1/2000 1a diém gitta ctia dong
bién thién, con hiéu gia khdng thé gin ban c6 thé dugc lua chon vdi nhiéu
do pha loang khac nhau tir 1/200 dén 1/25600.
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Bdng 3.6. Két qud chudn do 1¢G tho khdng vi riit Colti nhém B va cong hop
cho bo sinh pham ELISA Sandwich
D0 pha loang cong hop

112|418 1/1 | 1/3|1/1|1/2{1/411/8| 1/1|1/3
0| 00| 00| 00|00 600|200 00 |00 |00 00 600|200
0,0,0/0/,0]0]0]0/0/0]0]O0

11231456 [7][8|9]10]11]12

1/2 1>3,/2,2/1,9/0,9| 0,7 0,4]0,1{0,0/0,0{0,0| 0,0 | 0,0
00 [00|97|57|67|09 |41 4474445829 |10
0

1/4 1>3,/1,5/0,7/0,5| 0,4 | 0,2]0,1{0,0/0,0{0,0| 0,0 | 0,0
00 [0005(54 20| 18 | 19 3464|3420 |34 |60
0

1/8 [>3,/1,2/10,3/0,2| 0,2 0,1]0,1{0,0/0,0{0,0| 0,0 | 0,0
00 (0047|2469 |20 | 18 |56|56|56|29 | 21 |07
0

1/1 [>3,/1,1/0,1/0,1| 0,1 | 0,0|0,1{0,0/0,0{0,0| 0,0 | 0,0
60000 27|73|22| 19 | 56 |38 58|38|22| 19 |09
0

1/3 1>3,/0,9/0,1/0,0| 0,0 | 0,0|0,1{0,0/0,0{0,0|0,0|0,0
2001001948 85| 78 | 37 |56|56|56|25| 21 | 06
0

1/6 12,7/0,8/0,1/0,0| 0,0]0,0|0,1{0,0/0,0{0,0|0,0 0,0
40045521756 |47 | 36 |25|55|52|26| 17 | 07

1/1 11,5/0,8/0,1/0,0| 0,0 |0,0|0,1{0,0/0,0{0,0|0,0|0,0
28077 |50(5145|26|26|20(59|50(25| 12|10

1/211,9/0,7/0,1/0,0| 0,0 | 0,0|0,1{0,0/0,0{0,0| 0,0 | 0,0
560(55|82|00|25| 16 | 15|14]64|64|25|19 |08

Chiing duong (ching vi | Chiing am ( nu6c néi t€
rat 05VIN255) bao khong
gay nhiém vi i)
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3.1.32.  Xdc dinh hiéu gia 1gG gdan ban dé tao bo sinh pham
Bang 3.7. Két quad xdc dinh hiéu gia 1gG gan ban cho bo sinh pham
Nong do Chiing duong )
IgG 00 | 100 | 10 g;fll
ganban | PFU/ml | PFU/ml | FU/ml
1/200 >3,000 | 1,205 0,867 | 0,073
1/400 2,556 0,921 0,712 | 0,045
1/800 1,497 0,667 | 0,501 | 0,034
1/1600 0,967 0,479 | 0,345 | 0,034
1/3200 0,709 0,301 0,198 | 0,034
1/6400 0,444 0,234 | 0,123 | 0,031
1/12800 0,298 0,157 | 0,096 | 0,030
1/25600 0,180 0,101 0,070 | 0,029

Nhan xét: Cong hop & do pha loang 1/2000, hiéu gia cua IgG khang vi
it Colti nhém B can dugc st dung & do pha loang 1/1600 dé gin ban cho
bo sinh pham ELISA Sandwich.

3.1.3.3.  Xdc dinh hiéu gid cong hop gan enzyme dé tao bo sinh phdm
Bdng 3.8. Xdc dinh hiéu gid cong hop gan enzyme HRPO cho b sinh phdm
Chung duong
Nong do | Chiing duong | Chingd- | cpgng
cong manh (10 uong yéu am
hop PFU/ml) (10°
PFU/ml)
1/1000 >3,000 0,679 0,058
1/2000 2,556 0,335 0,075
1/4000 1,497 0,238 0,058
1/8000 0,967 0,195 0,047
1/16000 0,709 0,120 0,034
1/32000 0,444 0,080 0,029
1/64000 0,298 0,075 0,021
1/12800 0,180 0,040 0,012
0
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Nhan xét: Nong do cong hop c6 kha nang phat hién vi rit c6 nong do

12 10°FFU/ml. Nhu vay nong do cong hop IgG tho khang vi rit Colti nhém

B - PO lua chon sé€ 1a 1/2000.

3.1.4. Thiét k& bo sinh pham ELISA Sandwich diing d€ phat hién vi rit hodc

khang nguyén vi rit Colti nhom B
Bo sinh phdm duoc thiét ké'bao gom nhitng thanh phdn sau:

1. Thanh nhya da phu IgG tho khang vi rit Colti nhém B.

2. C4c lo sinh pham va dung dich can thiét cho k¥ thuat.

3. Ban huéng dan cdch pha ch€, chuin bi cac dung dich, sinh phdm va
cac budc thuc hién k¥ thuat cling nhu nhan dinh két qua.

Thanh phdn bo sinh phdm chdn dodn vi rut Colti nhém B

1) Thanh nhua ddy bang 2x8 giéng gan IgG khang vi rit Colti nhém B
chung 05VN255. Bao quéan ¢ -20°C.

2) Chung duong: Khiang nguyén vi rit Colti nhém B chung 05VN255, c¢6
hiéu gia vi rit 1a 10’ PFU /ml: 200ul/ lo da bat hoat biang formalin
0,006 %. Bao quan & -20°C.

3) Chiing am: Nu6c ndi nuoi cay t€ bao Aedes albopictus dong C6/36,
khong gay nhiém vi rit. Bao quan -20°C.

4) Cong hop: IgG tho khang vi rit Colri nhém B gan enzyme HRPO dic 50
lan, 50ul/lo 1a Bao quéan & — 20°C.

5) Co chét hién mau: 2 mg OPD (Ortho- Phenylendiamin) tinh thé, dong
lo mau nau dé tranh 4nh sdng. Bao quan 4°C.

6) Dung dich dém pha co chat: 4 ml dung dich dém phosphate citrate cé
chita 0,03% H,0, pH 5.0. Bio quan 4°C .

7) Dung dich pha loang: 10 ml PBS-T ¢6 0,1% Tween va do phenol. Bao
quan 4°C

8) Dung dich rira PBS-T (x10): 1o 20 ml khi dung pha véi nuGc cat vira du dé
¢6 200 ml dung dich PBS-T dung cho k§ thuat. Bao quan 4°C

9) Dung dich dimng phan tng: 2ml H,SO,.1N. Bao quan 4°C

10) Ban huéng dan sir dung bo sinh pham.

3.1.5. Kiém tra chat lugng bo sinh pham

Bang 3.9. Kiém tra dung dich hod chdt sit dung dé tao bo sinh pham

Loai thanh Tinh chatly  |Két qua
Dang

pham hod ki€m tra

Dungdich  |Dung |Maudonhat, |Patyéu
pha loang dich pH 7.2 cau

Dungdich  |Dung |Khong mau, |Datyéu
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PBS-T dich pH 7.2 cau

Dung dich  |Dung |Khong mau, |Dat yéu
phacochat |dich pH 5.0 cau

’ . Dat yéu
Co chat OPD |Bot Mau nau nhat | _
cau

3.1.5.1. Két qud xdc dinh dé nhay cua bo sinh phdm cho ky thudt ELISA-
Sandwich.

Bang 3.10. Két qud xdc dinh dé nhay cua bo sinh phdm cho ky thudt

ELISA- Sandwich

Nong do khang nguyén vi rit Colti nhém B
(PFU/ml)

107 | 10° | 10° | 10* | 10° | 10* | 10’

Ching

. Blank
am

OD
trung|2,569|0,779|0,502|0,351|0,345/0,158|0,145/| 0,059 {0,053
binh
SD | 0,1 0,04 0,03 0,025/0,017| 0,09 |0,005| 0,002 0,003
CV [3,89[5,13[597]7,12]149 | 56 | 34 | 3,35 | 5,66

Mau dugc xac dinh duong tinh c6 ndng do vi rit thdp nhét (10° PFU)
c6 mat do quang hoc 1a 0,345 = 0,017, mat d6 quang hoc cua mau duong
tinh nay phu hop véi yéu ciu cta ky thuat ELISA Sandwich phat hién
khéng nguyén (Tiéu chuin ky thuat yéu cdu OD méau duong tinh phai >
0,300). Thir nghiém dugc thuc hién 3 1an. Tat ca cac gia tri X € X £+ 2SD,
CvVtr3d-7,12.
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3.1.5.2. Ngudong phdt hién khang nguyén vi rit Colti nhom B cua ky thudt
RT- PCR

7 89 10

T76bp — -

Anh 3.2. Hinh dnh dién di sdn phdm PCR xdc dinh do nhay ciia k§ thudt RT —
PCR phat hién ARN cua vi rut Colti nhém B chung 05V N255.

Nhan xét: Ky thuat RT-PCR c¢6 kha nang phat hién vi it Colti nhém B cé

hiéu gia > 10 PFU/ml, doi v6i mau c6 hiéu gid vi rit thap < 10> PFU/ml, k§

thuat RT-PCR khong phat hién dugc vi rut.

Bdng 3.11. So sanh ngudng phat hién vi rut Colti nhém B bang bo sinh
phdm ELISA Sandwich vdi ky thudt RT-PCR .

Hiéu gia vi rut ELISA RT -
( PFU/ml ) Sandwich PCR

10’ Duong tinh | Duong
tinh

10° Duong tinh | Duong
tinh

10° Duong tinh | Duong
tinh

10°* Duong tinh | Duong
tinh

10° Duong tinh | Duong
tinh

107 Amtinh | Duong
tinh

10' Amtinh | Am tinh

Nhan xét: Ky thuat RT-PCR vé6i cap moi sit dung trong nghién ciru nay cé
do nhay cao hon ky thuat ELISA Sandwich.
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3.1.5.3. Két qud xdc dinh do ddc hiéu cia bo sinh pham ELISA Sandwich.
Bang 3.12. Két qud xdc dinh dé ddc hiéu ciia bo sinh phdam
Céac loai khang nguyén vi rut

Lan thu . ~

nghiém nlfciolfilB Rota | VNNB C};Elng
1 2,869 10,093| 0,093 | 0,057
2 2,779 10,054| 0,076 | 0,036
3 2,080 |0,074| 0,061 | 0,042
4 2,134 10,063| 0,061 | 0,044
5 2,990 |0,070| 0,058 | 0,050
6 2,745 0,077 | 0,012 | 0,035
7 2,577 10,051| 0,041 | 0,040
8 2,055 0,090 0,059 | 0,047

OD trung

binh 2,528 10,072| 0,057 | 0,044

SD 0,382 |0,015| 0,023 0,07

Nhan xét: Khong thay c¢6 phan tng chéo cua IgG tho khang vi rit Colti

nhém B va cong hop gan enzyme HRPO véi khang nguyén vi rit Rota, vi

rit VNNB va mau chiing am.

3.2. Két qua danh gia do on dinh va hiéu qua chan doan vi rit Colti

nhém B cua bo sinh pham méi ché tao

3.2.1. Kiém tra sw on dinh ctia bé sinh pham ELISA Sandwich.

Bdng 3.13. Nghién citu su on dinh cua bo sinh phdm ELISA Sandwich theo
thoi gian bdo qudn qua két qud kiém tra loat 01

Thoi gian kiém dinh sau khi san xuét
(thang) X
Ob 0 3 6 9 12 15
Am 0,054 | 0,050 | 0,051 0,053 | 0,056 | 0,051
Blank | 0,058 0,055 |0,059|0,057 0,055 | 0,055 0,057+0,001
IS 10,050 0,957 | 0945 0,956 | 0,952 0,959 | #7000
uong
Két
luan

0,053+0,002

Pat | Dat | bat | Pat | Dat | Dat
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Bdng 3.14. Nghién ciiu su on dinh cua bo sinh phdm ELISA Sandwich
theo thoi gian bdo qudn qua két qud kiém tra loat 02

Thoi gian ki€ém dinh sau khi san xuat

oD (thang) X

0 ] 3]6] 9 12]15
Chiing 0,052+0,002

Am 0,051]0,050(0,054]0,055(0,053]0,051

Blank 0,055]0,059]0,065]0,054/0,065|0,065|0,061+0,005

gh‘mg 0.952(0.954/0.93510.947/0,943|0,951 |0-247£0:007
uong

Két
ludn

Dat | bat | Dat | Dat | Dat | Dat

Bdng 3.15. Nghién citu su on dinh cua bo sinh phdm ELISA Sandwich theo
thoi gian bdo qudn qua két qud kiém tra loat 03

Thoi gian ki€ém dinh sau khi san xuat
OD (thang) X
0 3 6 9 12 | 15

Chiing |0,054/0,053(0,054|0,057(0,057{0,058|0,055+0,002
am

Blank 0,056]0,055]0,055]0,056/0,066|0,067|0,059+0,005

Chiing |0,958/0,964/0,955|0,957/0,95310,950|0,956+0,005
duong

Keét

A Pat | Dat | Dat | Dat | Dat | Dat

Nhan xét: 03 loat bo sinh pham rat 6n dinh vé gi4 tri OD ctia cdc méu ching

duong, chitng am va blank véi tat ca cac gia tri X € X = 2SD, CV < 10.

3.2.2. Ung dung bé sinh phdm ELTISA Sandwich dé phdt hién vi rut Colti

nhom B.

3.2.2.1. Két qud phat hién vi riit tir cdc mau phan ldp

Bdng 3.16. Két qud sit dung bo sinh phdm ché'tao phdt hién vi rit va khdng
nguyén vi rit Colti nhém B bang ky thudt ELISA Sandwich

Két qua thu nghiém S6 luong Ty 1&€ %
Duong tinh 29 40,27
Am tinh 43 59,73
Cong 72 100
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Nhan xét: Xét nghiém 72 mau nudc ndi nuodi cdy t€ bao phan lap vi rit tir
mudi két qua xac dinh ¢6 29 mau duong tinh, 43 mau am tinh. Ty 1& phat
hién duong tinh bang bo sinh pham ELISA Sandwich 1a 40,27%.

Bang 3.17. Két qua xét nghiém cdc mau bénh phdm bang phuong phdp RT -
PCR vdi cdp moi ddc hiéu ving gien s6 8 cua vi rit Colti nhém B

Két qua thu nghiém So lugng Ty 1€ %
Duong tinh 27 37,50
Am tinh 45 62,50
Cong 72 100

Nhan xét: Ky thuat RT-PCR véi cap moi dac hiéu vi rit Colti nhéom B xét
nghiém 72 méiu nudc néi nuodi cdy t€ bao phan lap vi rit Colti nhém B tix
cac mau muoi. Két qua c¢6 27 mau vi rit phan lap duoc xac dinh duong tinh,
45 miu duoc xdc dinh am tinh, ty 1é duong tinh duoc xdc dinh bang k§y
thuat RT-PCR 1a 37,50%.

3.2.2.2. Danh gid sw phi hop vé két qud chdn dodn vi rut Colti nhém B
bang bo sinh phdm mdi ché’tao so sanh vdi ky thudt RT-PCR

Bdng 3.18. So sdnh két qud ciua ELISA Sandwich va RT — PCR

LISA| P | Amtinh | Cong

PCR

Duong tinh 27 0 27
(37,50%)

- 45

Am tinh 2 B | 50950

Cone 29 e 7

- 40.27%) | (62,50%) |  (100%)

Nhan xét: C6 70 mau cé su phu hop két qua gitta 2 k§ thuat khac
nhau, v6i do phu hop Kappa ¢6 k = 0,94 (d6 phu hgp rat cao). Su khac biét
gitra hai k¥ thuat khong c6 y nghia thong ké (v6i p > 0,05).

3.2.3.3. Két qua iing dung bo sinh phdm ELISA Sandwich ché tao dé xdc
dinh su luu hanh ciia vi riit Colti nhom B ¢ mot s6 dia phuong.

: S6 mau | . «
Khu vuc | Nam h}l)l’i)il xét (Sf) (S_?
p & nghiém
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2002 | Ha Tay 02 02 | O
2006 | Bac 21 07 | 14
Mién Bic | - Giang
2008
2007 | Ha 01 0 | 01
Nam
Mién |2002 | Quang 01 01 | O
Trung Binh
2004 | Gia Lai 13 09 | 04
Tay 2006
Nguyén | 2006 | Dac 04 02 | 02
- Nong
2007
2006 | Kon 10 06 | 04
- Tum
2007
2007 | Dac 04 0 | 04
Lic
2007 | Ban 01 0 | 01
May
Mién |2005 | Can 12 02 | 10
Nam Tho
2005 | Long 02 0 | 02
An
TONG So 72 29 | 43

Nhan xét: Nhitng mau phan 1ap st dung cht yéu cho muc dich ki€ém tra
bo sinh phdm, nén né khong c6 tinh dai dién theo viing dia ly, nhung két
qua nghién cttu budc dau nay sé dinh huéng cho nhitng nghién cttu ti€p theo
v€ su luu hanh cta vi rit cling nhu cdc loai mudi 1a véc-to cua vi rit Colti

nhém B & Viét Nam.
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Chuong 4
BAN LUAN

4.1. VIEC CHE TAO IGG KHANG VI RUT COLTI NHOM B CHUNG

05VN255 VA CONG HOP
4.1.1. Ché tao IgG tho dac hiéu khang vi rut
4.1.1.1. Gay mién dich cho tho

Khi gay mién dich cho dong vat tao khang thé thi cdc van dé can quan
tam dé dat duoc hiéu qua dap ing mién dich cao, khang thé duoc tao ra c6
do nhay va do dac hiéu cao do la

Khang nguyén: loai khang nguyén bao gom toan bo vi sinh vat, khang
nguyén ti€u don vi, 0 dang epitop, dang khdng nguyén, do tinh sach. Liéu
gay mién dich, s6 1an gay mién dich, ta chat va dudong gay mién dich. Lua
chon loai dong vat phu hop va khong gay mién dich véi mot loai khang
nguyén khac nhau.

Trong nghién ctu nay, ching t6i st dung khiang nguyén vi rit Colti
nhém B ching 05VN255 rat tinh khiét va bao gom tat ca cac thanh phan
khéang nguyén ctia hat vi rit hoan chinh. Do d6 khang thé dugc tao ra sé c6
do nhay va do dac hiéu cao.

Ham luong khdng nguyén dé gay mién dich cho tho ciling nhu s6 lan
gay mién dich la rat quan trong

Dé kich thich kha nang sinh mién dich ctia dong vat, thudng st dung ta
chat Freund hoan chinh va khong hoan chinh (complet va incomplet) dé
tron v6i khang nguyén tao thanh dang nhii tuong (emulsion) tiém cho dong
vat theo ty 1é 1:1, trong nghién ctiu nay, khang nguyén vi rit Colti nhém B
tinh ch€ dugc két hop véi hai loai td chat 1a Freund va Titermax classic.
Titermax classic 1a loai ta chat dac biét c6 thanh phan CRL 89- 41 1a mot
chat 1am tang dap ing mién dich manh hon ta chat Freund, do d6 gitp tho ¢
ddp ting mién dich dé sinh khéng thé t6t hon. Két qua qud trinh gay mién dich
cho thdy trudc khi gay mién dich, tho khong c6 khang thé dac hiéu khang vi
rit Colti nhém B, sau khi gay mién dich hiéu gid khdng thé da tang lén tGi
10000 lan. Két qua nghién citu nay cta ching t6i phit hgp véi nhitng nghién
ctu trudc day ctia Phan Thi Nga va Nguyén Hanh Phic nam 2006.
4.1.1.2. Tinh ché IgG tho khdng vi rut Colti nhém B chung 05VN255 va
gan ban khdang thé 1¢G

C6 rat nhi€u phuong phép tinh ché IgG véi muiic do tinh khiét khac nhau
nhu tinh ché€ bang phuong phép tha vGi amonium sulphat, tinh ché bang sic
ky i luc mién dich, st dung cot khang nguyén dic hiéu hoac tinh ché bang
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protein A, protein G gan sepharose... Tuy theo yéu cau vé do tinh khiét ctuia
IgG ma c6 thé Iua chon mot trong nhitng phuong phap phu hop.

Trudc day céc phong thi nghiém trén thé€ giGi hay ding phuong phap cd
dién dé tinh ch€ IgG trong huyét thanth d6 1a phuong phap tha IgG béng
amonium sulfate bao hoa trong dém photphate pH=7,4 va sau d6 chay qua
coOt trao doi ion, IgG tinh ché tir phwong phép nay c6 do tinh sach khong cao.
Gan day, ¢6 nhi€u bo kit tach chiét IgG duoc thuong mai hoa trén thi trudng
v6i viéc st dung protein A hodc protein G 1am cot Hi Trap dé tom bat IgG
tlr huyét thanh va thu hoi IgG tinh khiét. Trong d€ tai nghién ctu nay, tinh
ché IgG dac hiéu khang vi rit Colti nhém B chung 05VN255 tir huyét thanh
thd toan phan, dugce thuc hién qua hai giai doan: giai doan 1 s dung muoi
amonium sulfate bdo hoa d€ loai bo b6t albumin tir huyét thanh va IgG thu
duoc & dang tho; giai doan 2 sir dung protein G dé tém bit IgG tho, sau d6
tdch IgG tho ra khoi protein G bang dung dich tdch chiét dé thu IgG tho
khéang vi rit tinh khiét.

Qua thyc hanh ching t6i thay viéc phoi hop hai phuong phap tua IgG 2
14an bang amonium sulfate bdo hoa va ti€p d6 1a sac ky cot ai luc, sit dung
phiic gin protein G- sepharose dé tinh ché IgG tir huyét thanh tho 13 phuong
phép uu viét.

4.1.2. Viéc ché tao IgG khang vi rut Colti nhém B gan enzyme HRPO
4.1.2.1. Su lua chon enzyme HRPO dé tao cong hop

HRPO thuong duoc st dung vi nhitng ly do sau: Cic enzyme ndi chung
déu rat dat, nhung enzyme HRPO ré hon cd, do nguédn vat liéu dé san xuét
HRPO rat thong dung; Do nhay va dac hiéu cua ky thuat ELISA duogc dap
ung do khi dung HRPO khong xuat hién mau do enzyme noi sinh, nén
khong gay nhiéu phan tng mién dich, diéu nay thé hién & céc gi€ng ching
am va giéng blank, nén cua ky thuat ELISA c¢6 mat do quang thap OD <
0,100.

Do vay, trong nghién ctu nay ching téi st dung enzyme HRPO va co
chat OPD cho k¥ thuat ELISA.
4.1.2.2. Viéc dung natriperiodat (NalO,) hoat hod enzyme HRPO tao cong
hop khdang thé

C6 nhiéu loai hoa chat str dung dé hoat hod enzyme HRPO, nhu phuong
phép dung glutaraldehyd, nhung hoat hod biang loai hod chét nay chi ¢
khoang 10% enzyme duoc hoat hoa. Con néu su dung hoa chat I1a natriperiodat
thi c6 it nhat 80 - 90% enzyme dugc hoat hoa. Do vay, natriperiodat da dugc
st dung dé hoat hod enzyme HRPO trong nghién cttu ny. Phuong phap oxy
hod enzyme béng natriperiodat, dé xtc tac phan ing gita enzyme va khéang
thé dugc thuc hién qua ciu néi gitta nhém —NH, ctia IgG v6i nhém —~CHO
cua enzyme tao ra 1 base schiff. Nhom —CHO cua enzyme tao thanh do su



23

oxy hod chiic alcool ctia phan hydrat cacbon ctia enzyme vGi mot chat oxy
hoa.

4.1.3. Chuan do cac thanh phan IgG va IgG — HRPO tao bo sinh pham
ELISA Sandwich va danh gia d¢ nhay, do dac hiéu cua bo sinh pham

Dé san xudt bo sinh phiam, viéc chuin do, Iva chon nong do IgG géan
ban va cong hop IgG — PO 1a rat quan trong dé dam bao do nhay va do dic
hiéu ciling nu su 6n dinh ctia bo sinh phdm. Dua trén két qua chuin do véi
nhiing mau chiing duong c6 hiéu gia vi rut khac nhau bao gom chiing duong
tinh manh, duong tinh trung binh, duong tinh yéu (ngudng phét hién) dé lua
chon hiéu gi4 khdng thé gan ban phi hop dam bao dugc do nhay (gidi han
phat hién cta bo sinh pham dat 10°PFU/ml). Dua trén két qua chuan do, tir
sinh phdm g6c, nong do IgG gén ban t6i uu duoc lua chon 1a 1/1600 (tuong
duong 0,5 pg/ml) va nong do cong hop t6i uu dat duoc & do pha loang
1/2000.

Do nhay va do ddc hiéu: Dé danh gid do nhay va do dac hiéu ctia bo
sinh phdm trong xét nghiém, thudng st dung mot trong hai cach do 1a: (1)
Dung panel mau chudn (con goi 1a dan miu chuin) dé kiém tra hoic (2) So
sanh v6i mot b sinh phdm chuan kh4c. ?

4.2. DO ON DINH VA HIEU QUA CHAN DOAN VI RUT COLTI
NHOM B CUA SINH PHAM CHE TAO SO SANH VOI PHUGONG
PHAP KHAC

4.2.1. Su on dinh cuia bé sinh pham ELISA Sandwich

Theo d6i do on dinh ctia bo sinh phadm ELISA Sandwich dugc ché tao
trong nghién cttu nay dugc tuan thu theo quy dinh chung la 2 dén 3 thang
mot 14n, thoi diém cu6i cling kiém tra loat sinh phdm duoc thuc hién sau
thoi gian an dinh han st dung sinh phdm it nhat 13 trén 1 thang. Do vay,
trong nghién citu nay cdc thoi diém theo doi dinh ky su 6n dinh cua bo sinh
phdm sau ch€ tao la: thang 0, 3, 6,9, 12 va 15. Két qua nghién cttu da xac
dinh, trong diéu kién bao quan bo sinh phdm theo yéu cau, bo sinh pham
ELISA Sandwich c¢6 su 6n dinh vé két qua xét nghiém trong cdc thoi diém
khéc nhau cho dén thoi diém thdng thit 15 thoi gian sau ch€ tao sinh pham.
Do vay, chiing t6i dé xuét han sir dung bo sinh phdm ché tao trong nghién
ctu nay 1a 12 thang, diéu kién bao qua theo huéng dan sir dung sinh pham
(c4c sinh phdm gbém c6 thanh nhua gin khang thé, cong hop, cdc miu chiing
can bao quan & — 20°C, dung dich, hoa chét cia bo sinh pham bao quéan & 4°C).

4.2.2. Phat hién vi rut Colti nhém B béang bo sinh pham ELISA Sandwich
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Thuc hién song song ky thuat ELISA Sandwich, sir dung bo sinh phdm
ché tao va k§ thuat RT — PCR véi ciap mai dic hiéu cho phan doan gien 8§ dé
xac dinh vi it Colti nhém B trong 72 miu nudc ndi t€ bao ¢ hién tuong
bénh ly. C6 2 mau duong tinh khi ap dung k§ thuat ELISA Sandwich, nhu-
ng lai &m tinh khi 4p dung k§ thuat RT-PCR. Khi st dung hai cap moi
khéc, dac hiéu véi vi rit Colti nhém B & viing gen s6 5 dé ki€m tra véi hai
mau vi rat nay. Két qua xac dinh hai mau nay duong tinh. Chinh vi vay,
nghién citu phét trién ky thuat PCR da méi da dugc nhiéu nha khoa hoc
quan tam, dé tranh hién tugng am tinh gia khi st dung k¥ thuat ndy trong
chan dodn. Diéu do cho thdy, k§ thuat PCR s& khong thé thay thé duoc céc k§
thuat mién dich ELISA va k¥ thuét phan 1ap trong chan doan vi sinh vat.

So sdnh két qua xdc dinh vi rit Colti nhém B bang k¥ thuat RT-PCR va
ELISA Sandwich, cho thaysu phu hgp két qua xét nghiém cuta hai ky thuat
nay rat cao trén 70/72 mau c6 két qua xét nghiém giong nhau (cung am tinh
hodc cung duong tinh). Nhu vay bo sinh phdm ctia ching toi san xut
khong c6 su khéac biét vé do nhay va dac hiéu gitta hai phuong phdp RT-
PCR va ELISA-Sandwich vi tinh theo do phu hop Kappa c6 k = 0,94, day
12 do phu hop cao vé két qua chan dodn cta sinh pham.

4.2.3. Uu diém cua viéc sir dung bo sinh pham ELISA trong xét nghiém.

Viéc ché tao thanh cong bo sinh phdm phat hién vi rit Colti nhom B
bang k§ thuat ELISA Sandwich, st dung khang thé gin ban la IgG tho
khéng vi rut tinh ch€ va cong hop gin enzyme HRPO trong nghién citu nay
s€ 1a tién dé cho nhiing nghién ctu ti€p theo vé loai vi rit mdi xuat hién &
Viét Nam. Ching ta s€ khong phai nhap sinh pham tir nuéc ngoai cho nhiing
nghién ctu vé vi rit Colti nhém B va cac vi rit méi phat hién khac. Viéc tao
duoc sinh phdm c6 do nhay, do dic hiéu va 6n dinh vé hiéu gid s& giup
chiing ta cht dong trong giam sat dich t€ hoc su luu hanh cua vi rit & Viét
Nam, gép phin dua ra nhitng dinh hudéng dé du phong bénh ¢6 hiéu qua.
4.2.4. Nhirng dinh huéng cho nghién citu tiép theo

Trong nhitng thap ky trude day, cé mot s6 tdc nhan vi rit méi xuét hién
roi lai “im lang” trong mot khoang thoi gian dai gan 30 nam. Vi du nhu vi
rit viém ndo thung ling Murray, xudt hién & chau Uc vao ddu nhiing nim
1920 va lai tai xuat hién vao nam 1951, hoac vi rit gay sot O’nyong nyong
6 chau Phi “im lang” trong khoang thoi gian gitta 1959 va 1996. Con trong
cac thap ky gan day, su xuit hién cua vi rit Nipah gdy HCNC cho bénh
nhan ¢ Malaysia vao nam 1999, nhung tir nam 2009 cho dén nay chua phat
hién thém dugc tuong hop nao bi bénh do vi rit Nipah. Hodc nh vi rut
SARS Corona, xuat hién va lan truyén rat nhanh cho 32 nuéc trén thé gi6i
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trong mot thoi gian rat ngan véi s6 ngudi mac bénh khoang 8437 va tir vong
813 (tinh dén thang 7 nam 2003).

Doi v6i vi rit Colti nhém B, su phat hién thay vi rit nay ¢ Trung Quoc
dugc ghi nhan trong rat nhi€u nam tir sau nam 1987. Con & Viét Nam, vi rit
dugc phat hién dau tién tir bénh nhan HCNC vao nam 2005. Ngoai ra, khi
kiém tra nhitng mau phan 1ap vi rit tr mudi 0 mién Béc tir nam 2002 cho
dén nam 2008 ciing déu phat hién thdy vi rdt nay. Nhu vay, su hién dién va
luu hanh rong rai cta vi rit Colti nhém B khong nhitng chi & Viét Nam ma
con & mot s6 nudc khic trong khu vuc chau A, cho thdy cin c6 nhiing
nghién cttu dé xac dinh su Iuu hanh cta vi it Colti nhém B va cdc loai
mudi truyén vi rdt, cling nhu vai trd gy bénh cta vi rit nay & Viét Nam.
NHOUNG HAN CHE CUA NGHIEN CUU

- Vi rit Colti nhom B méi duge phat hién 1an dau tién tir bénh nhan &
Trung quoc nam 1987 va & Viét Nam nam 2005 nén nhiing nghién ctu ve vi
rit hoc chua duge quan tam day da. Day 1a mot kho khan, thach thic doi
v6i nhom nghién citu vi thi€u su trao d6i kinh nghiém va tai liéu tham khao.

- Vi thoi gian ¢6 han nén méi chi theo ddi do 6n dinh cua bo sinh
pham trong thoi gian 15 thang, chua du thoi gian dé thir nghiém kéo dai dé
xdc dinh do 6n dinh ctia bo sinh phdm dén 24 — 30 thang.
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KET LUAN

1. Pa ché tao duoc IgG tho khang vi rut Colti nhém B chung 05VN255,
cong hop IgG gan enzyme peroxidase va tir dé6 ché tao duoc bo sinh
pham ELISA sandwich phat hién vi raut Colfi nhom B (vi rit Banna)

- Qui trinh gy mién dich lidu thap nhéc lai nhiéu lan véi khang nguyeén
tinh ch€ cha vi rit Colti nhém B ching 05VN255 tao hiéu gla khéing thé
trong huyét thanh tho cao trén 10000. IgG dugc tach chiét va tinh sach tu
huyet thanh thé bang phu’dng phdp két tua v6i ammonium sulfate va sac ky
ai luc v6i protein G. San pham IgG thu duoc tuong doi tinh khiét qua kiém
tra bang dién di SDS-PAGE; c6 hoat tinh manh va do dic hiéu cao véi
khang nguyén vi rit Colri nhém B khi danh gid bang k§ thuat ELISA & do
pha loang 1/20000.

- Gan dugc enzyme peroxidase hoat hod bang natriperiodat 1én khang
thé IgG. Cong hop IgG-HRPO tao ra giit duoc hoat tinh khang thé va hoat
tinh enzyme peroxidase.

- Str dung IgG tinh ch€ 6 d¢ pha loang 1/1600 1am khang thé gan ban va
cong hop IgG-HRPO & do pha loang 1/2000 1am khang thé phat hién tao
dugc bo xét nghiém ELISA sandwich phat hién vi rdt Colti nhém B chung
05VN255 véi nguong phat hién 1a 10° PFU/ml va khong phan tng chéo véi
c4c vi rit Rota cling ho Reoviridae va vi rit viém ndo Nhat Ban khac ho.

2. ba ché tao dugc ba loat sinh pham ELISA sandw1ch danh gia duogc do
on dinh va hiéu qua phat hién vi rit Colti nhém B cua san pham.

- Hoat tinh ctia b sinh phadm ELISA giit dugc 6n dinh sau 15 thdng bao
quan & diéu kién thich hop.

- Budc dau ing dung bo sinh pham phat hién vi rit Colti nhém B 672
mau phan 1ap tr mot so tinh mién Béc, mién Trung, mién Nam va Tay
Nguyén. Hiéu qua phat hién vi rit Colti nhém B khi so sanh véi ki thuat
RT-PCR ¢6 d6 phu hop cao, két qua dong nhat 70/72 mau xét nghiém (hé
sO phu hop Kappa = 0,94).

KIEN NGHI

- Nén st dung san pham da ch€ tao dugc trong nghién ctu nay bao
gdm sinh phdm va bo sinh pham cho cac ky thuat mién dich dé ti€p tuc
nghién ctu su luu hanh, vecto truyén va vai trd gay bénh cta vi rit Colti
nhém B & Viét Nam.

- Can nghién ctu xay dung dan mau chudn, dé kiém dinh bo sinh pham
ELISA Sandwich phat hi¢n khang nguyen vi rat Coln nhém B theo tiéu
chuén chung, cling nhu dan mau chuan dé danh gla nang luc xét nghiém
bang k¥ thuat ndy cho muc dich phat trién k¥ thuat & cdc phong xét nghiém
khac.
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24,1,2,23,22,3.4,21,20,5,6,19,18,7,8,17
16,9,10,15,14,11,12,13
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