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Më §Çu 
Viªm n·o lµ mét bÖnh truyÒn nhiÔm cÊp tÝnh, triÖu chøng l©m sµng 

nÆng nÒ, tû lÖ tö vong cao, 70% bÖnh ®Ó l¹i di chøng ¶nh h−ëng ®Õn søc 
khoÎ vµ kh¶ n¨ng lao ®éng cña bÖnh nh©n, chi phÝ cho mét ca bÖnh cao… 
Trong sè nh÷ng vi rót g©y héi chøng n·o cÊp (HCNC) vµ sèt kh«ng râ 
nguyªn nh©n ë Ch©u ¸, n¨m 2005 t¹i ViÖt Nam ph©n lËp ®−îc mét chñng vi 
rót míi tõ dÞch n·o tuû bÖnh nh©n HCNC ë tØnh Gia Lai, T©y Nguyªn b»ng 
tÕ bµo muçi Aedes albopictus dßng C6/36. Chñng vi rót nµy cã ký hiÖu lµ 
05VN255 vµ ®−îc x¸c ®Þnh lµ vi rót Colti nhãm B, cïng nhãm gien víi vi 
rót Banna ph©n lËp ë Trung Quèc tõ n¨m 1987. §©y lµ chñng vi rót  thuéc 
hä Reoviridae ®Çu tiªn ®−îc ph©n lËp tõ bÖnh nh©n HCNC ë ViÖt Nam. Lµ 
mét vi rót míi ®−îc ph¸t hiÖn nªn nhu cÇu cÇn cã sinh phÈm chÈn ®o¸n lµ ®iÒu 
cÇn thiÕt, do nhu cÇu thùc tiÔn trªn chóng t«i thùc hiÖn ®Ò tµi “Nghiªn cøu chÕ 
t¹o IgG kh¸ng vi rót Colti nhãm B hä Reoviridae cho bé sinh phÈm ELISA 
Sandwich" víi  môc tiªu: 

1. ChÕ t¹o IgG thá kh¸ng vi rót Colti nhãm B chñng 05VN255 vµ bé sinh phÈm 
ELISA Sandwich chÈn ®o¸n vi rót Colti nhãm B (vi rót Banna - BAV). 

2. §¸nh gi¸ sù æn ®Þnh, hiÖu qu¶ ph¸t hiÖn vi rót Colti nhãm B (vi rót 
Banna - BAC)  cña bé sinh phÈm ELISA Sandwich. 

Nh÷ng ®ãng gãp míi cña luËn ¸n: 
- ChÕ t¹o thµnh c«ng kh¸ng thÓ IgG kh¸ng vi rót Colti nhãm B (mét vi rót 

míi ph¸t hiÖn vµ g©y bÖnh ë ViÖt Nam) vµ céng hîp IgG g¾n enzym 
HRPO. 

- Gãp phÇn hoµn thiÖn bé sinh phÈm ELISA Sandwich chÈn ®o¸n vi rót 
Colti nhãm B, mét trong nh÷ng vi rót míi ph¸t hiÖn gÇn ®©y ë ViÖt 
Nam. B−íc ®Çu gi¸m s¸t ph¸t hiÖn thÊy sù xuÊt hiÖn cña vi rót ë mét 
sè tØnh thµnh trong c¶ n−íc.  

Bè côc cña luËn ¸n: 
LuËn ¸n ®−îc tr×nh bµy trong 110 trang, gåm cã 4 ch−¬ng vµ 110 tµi liÖu 

tham kh¶o (bao gåm 27 tµi liÖu tiÕng ViÖt, 83 tµi liÖu tiÕng Anh) 
§Æt vÊn ®Ò: 2 trang; Ch−¬ng 1: Tæng quan tµi liÖu: 34 trang; Ch−¬ng 2: 

§èi t−îng, vËt liÖu vµ ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu: 20 trang; Ch−¬ng 3: KÕt qu¶ 
nghiªn cøu: 28 trang; Ch−¬ng 4: Bµn luËn: 24 trang; KÕt luËn: 1 trang; KiÕn 
nghÞ: 1 trang. 
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Ch−¬ng 1 

Tæng quan 
1.1. Vi rót Colti 
1.1.1.  H×nh thÓ, cÊu tróc  

Vi rót Colti  cã vá capsid vµ lâi lµ ARN, kh«ng cã bao ngoµi. C¸c 
virion h×nh cÇu víi nhiÒu mÆt ®èi xøng, ®−êng kÝnh kho¶ng 80 nm,  virion 
®−îc ph¸t hiÖn b»ng ph−¬ng ph¸p nhuém ©m b¶n. BÒ mÆt vi rót cã c¸c gai, 
vËt liÖu di truyÒn cña vi rót lµ ARN sîi kÐp (ds ARN), cã 12 ph©n ®o¹n 
ký hiÖu lµ  Seg-1 ®Õn Seg-12, träng l−îng ph©n tö lµ 2,5 x106 Kdal. ChiÒu 
dµi vËt liÖu di truyÒn (genome) cña BAV vµ KDV lµ 21 Kb, chiÒu dµi c¸c 
ph©n ®o¹n dao ®éng trong kho¶ng tõ 862 bp ®Õn 3.747 bp. C¸c protein ®−-
îc s¾p xÕp trong c¸c líp ®ång t©m, theo cÊu tróc ®èi xøng cña vi rót. Vi rót 
Colti nhãm B cã 7 protein cÊu tróc, 5 trong sè ®ã ë lâi. Líp capsid ngoµi 
chøa protein VP4 vµ VP9. Bao quanh lâi vi rót cã 3 protein cÊu tróc chÝnh lµ 
VP2 (subcore shell), VP8 (core-surface layer), VP10 vµ cã 2 protein phô lµ 
VP1, VP3.  
1.1.2. Qu¸ tr×nh nh©n lªn cña vi rót 

Qu¸ tr×nh nh©n lªn cña vi rót x¶y ra trong bµo t−¬ng tÕ bµo chñ:  Vi rót 
b¸m vµo c¸c thô thÓ ë bÒ mÆt tÕ bµo c¶m thô nhê mét protein ë líp capsid ngoµi. 
Sù x©m nhËp cña chóng cßn ch−a ®−îc biÕt râ. C¸c t¸c gi¶ cho r»ng chóng vµo 
tÕ bµo theo c¬ chÕ Èm bµo vµ qua sù h×nh thµnh c¸c lç h×nh èng mµng tÕ bµo. 
Sau khi vµo trong bµo t−¬ng tÕ bµo, vi rót ®−îc cëi vá trong lysosome. ARN sîi 
©m ®−îc dïng lµm khu«n ®Ó sao chÐp ARN sîi d−¬ng (ARNm) nhê 
enzyme ARN polymerase phô thuéc ARN cña vi rót. Sîi d−¬ng nµy dïng 
®Ó tæng hîp c¸c protein, ®ång thêi phiªn m· t¹o ARN sîi ©m (c¸c ®o¹n 
ARN sîi kÐp hay c¸c ARN ®¬n sîi ©m kh«ng bao giê tån t¹i tù do trong c¸c 
tÕ bµo nhiÔm). Qu¸ tr×nh sao m· vµ dÞch m· lóc ®Çu ®· t¹o nªn c¸c protein 
sím cña vi rót nhê c¸c enzyme ARN polymerase phô thuéc ARN, ARN 
triphosphatase, guanyltransferase (cap), methyltransferase vµ helicase. Giai 
®o¹n tiÕp theo lµ qu¸ tr×nh tæng hîp protein capsid cña vi rót. Qu¸ tr×nh sao 
chÐp tõ sîi m¹ch (-) vµ sîi m¹ch (+) cña ARN t¹o nªn genome cña vi rót. Sau 
khi c¸c thµnh phÇn ®−îc tæng hîp sÏ  l¾p r¸p thµnh vi rót míi, vi rót tho¸t ra 
ngoµi do ph¸ huû tÕ bµo vµ x©m nhËp tÕ bµo c¶m nhiÔm míi.  
1.1.3. §Æc ®iÓm kh¸ng nguyªn  

T¹i Trung Quèc, ViÖt Nam vµ Indonesia ®· ph©n lËp ®−îc c¸c chñng 
(genotype) vi rót Colti nhãm B nh−  sau: (1) ë Trung Quèc: M14, HN59, 
HN131, HN199, HN295, Banna, Sx-44 ; (2) ë ViÖt Nam: 02VN018b, 02VN178b, 
02VN009b, 02VN078b, 02VN180b; (3) ë Indonesia: JKT- 6423, JKT- 6969, 
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JKT- 7041, JKT- 7075; (4) Riªng JKT- 7075 cã 2 d−íi týp lµ JKT- 7075 
B1-S & B2-R. 

1.1.4. BÖnh sinh 
Vi rót x©m nhËp vµo ng−êi qua da do muçi  ®èt, khi vi rót vµo ng−êi, 

nã sÏ ®−îc nh©n lªn trong hÖ b¹ch huyÕt, c¸c virion ®−îc di chuyÓn mét 
c¸ch thô ®éng qua néi m« cña m¹ch m¸u hoÆc qua ®¸m rèi mµng m¹ch, sau 
®ã vµo hÖ thÇn kinh trung −¬ng g©y tæn th−¬ng c¸c vi m¹ch, lµm xuÊt huyÕt 
vi thÓ ë n·o, cuèi cïng vi rót  tån t¹i ë trong dÞch n·o tuû. TrÎ em khi nhiÔm 
vi rót, bÞ bÖnh nÆng cã thÓ dÉn tíi tö vong, do tæn th−¬ng hÖ thÇn kinh trung 
−¬ng nh− bÞ viªm n·o, viªm mµng n·o, viªm n·o- mµng n·o. §èi víi phô n÷ 
cã thai, nhiÔm vi rót cã thÓ g©y x¶y thai vµ nÕu khái th× khi sinh cã thÓ lµm 
cho trÎ s¬ sinh bÞ sèt. 

1.1.5. L©m sµng  
1.1.5.1. TriÖu chøng l©m sµng 

Khi bÖnh nh©n bÞ nhiÔm vi rót Colti nhãm B  sÏ g©y viªm n·o, thÓ ®iÓn 
h×nh ®−îc m« t¶ nh− sau:  

Thêi kú khëi ph¸t: kÐo dµi 1-2 ngµy (tuy nhiªn còng khã x¸c ®Þnh khi 
bÖnh nh©n kh«ng nhí) víi triÖu chøng sèt cao ®ét ngét, ín l¹nh, ®au ®Çu, 
®au c¬ khíp, ch¸n ¨n. Thêi kú toµn ph¸t: sau 3-6 ngµy, bÖnh nh©n sèt rÊt 
cao cã thÓ mª s¶ng, rèi lo¹n thÇn kinh thùc vËt, dÊu hiÖu cøng g¸y, thê ¬ víi 
ngo¹i c¶nh, khã thë, sî ¸nh s¸ng, ch¸n ¨n, buån n«n, cã thÓ h«n mª. C¸c 
triÖu chøng tæn th−¬ng thÇn kinh ngo¹i vi nh− liÖt, móa vên, móa giËt… 
Giai ®o¹n nµy nÕu kh«ng cÊp cøu vµ ch÷a trÞ kÞp thêi bÖnh nh©n dÔ tö vong 
nhÊt. Thêi kú tiÕn triÓn b¸n cÊp:  tõ ngµy thø 7-9, c¸c triÖu chøng gi¶m nh− 
t×nh tr¹ng sèt gi¶m, m¹ch nhiÖt æn ®Þnh, héi chøng thÇn kinh trung −¬ng vµ 
ngo¹i vi gi¶m. Tuy nhiªn thêi kú nµy cÇn ph¶i chó ý c¸c biÕn chøng nh− 
viªm phæi, loÐt, nhiÔm khuÈn tiÕt niÖu, t¸o bãn… do n»m l©u. Thêi kú håi 
phôc: bÖnh nh©n cßn sèt nhÑ, tØnh t¸o dÇn, cã c¶m gi¸c thÌm ¨n, chØ cßn l¹i 
c¸c di chøng tuú thuéc vµo møc ®é nÆng nhÑ cña bÖnh nh−: liÖt, xuÊt huyÕt, 
viªm c¬ tim, viªm mµng ngoµi tim, trÝ nhí kÐm. 
1.1.5.2. §iÒu trÞ  

Cho ®Õn nay ch−a cã thuèc ®iÒu trÞ ®Æc hiÖu cho nhiÔm vi rót Colti, chñ 
yÕu lµ ®iÒu trÞ triÖu chøng, phßng vµ h¹n chÕ biÕn chøng. VÊn ®Ò ch¨m sãc 
vµ t¨ng c−êng nu«i d−ìng ®ãng vai trß quan träng cho sù b×nh phôc cña 
bÖnh nh©n sau nhiÔm vi rót. 
1.1.6. DÞch tÔ häc 

Tû lÖ nhiÔm vi rót vµ m¾c bÖnh  ph©n bè theo mïa, sè ca bÖnh cã thÓ 
dao ®éng nhÑ tõ n¨m nµy qua n¨m kh¸c phô thuéc vµo thêi tiÕt v× cã liªn 
quan ®Õn mËt ®é muçi. 
1.1.6.1.  C¬ chÕ l©y truyÒn  
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Tõ c¸c loµi muçi lµ vec-t¬ truyÒn vi rót Colti nhãm B, vi rót tõ tuyÕn n-
−íc bät cña muçi sÏ x©m nhËp vµo ®éng vËt c¶m thô. §éng vËt c¶m thô sÏ 
bÞ nhiÔm vi rót huyÕt trong mét thêi gian vµ ®ãng vai trß lµ æ chøa vi rót. 
Ng−êi nhiÔm vi rót tõ muçi hót m¸u ®éng vËt c¶m thô trong giai ®o¹n nhiÔm 
vi rót huyÕt vµ sÏ lµ vËt chñ cuèi cïng víi vi rót, g©y nªn HCNC vµ sèt. 
1.1.6.2. Phßng bÖnh  

Nguyªn lý : ChØ cÇn c¾t ®øt 1 trong 3 m¾t xÝch cña vßng sinh häc tù nhiªn 
cña vi rót lµ æ chøa vi rót, vÐc t¬ truyÒn bÖnh, ®èi t−îng c¶m nhiÔm.  
1.2. C¸c ph−¬ng ph¸p  xÐt nghiÖm chÈn ®o¸n vi rót Colti nhãm B 
1.2.1. Ph−¬ng ph¸p hiÓn vi ®iÖn tö 
1.2.1.1. Ph−¬ng ph¸p nhuém ©m b¶n 

Dùa vµo ®é phãng ®¹i nhiÒu lÇn cña kÝnh hiÓn vi ®iÖn tö (KHV§T), cho 
phÐp quan s¸t nh÷ng cÊu tróc vi sinh vËt cã kÝch th−íc v« cïng nhá bÐ mµ 
d−íi kÝnh hiÓn vi th−êng kh«ng thÓ quan s¸t ®−îc (®¬n vÞ nanomet).  
1.2.1.2. Ph−¬ng ph¸p miÔn dÞch hiÓn vi ®iÖn tö nhuém ©m b¶n g¾n vµng 

Dùa vµo sù kÕt hîp kh¸ng nguyªn- kh¸ng thÓ, khi cã kh¸ng thÓ ®Æc 
hiÖu th× kh¸ng nguyªn sÏ g¾n vµo phÇn Fab cña kh¸ng thÓ, sau ®ã sö dông 
chÊt ®¸nh dÊu lµ PrA-Au, lµ chÊt ®¸nh dÊu cã kh¶ n¨ng g¾n víi phÇn Fc cña 
kh¸ng thÓ. Ph−¬ng ph¸p cã ®é nh¹y vµ ®Æc hiÖu cao nÕu hiÖu gi¸ kh¸ng thÓ 
cao. Nh−ng ph−¬ng ph¸p nµy cÇn cã ®ñ l−îng kh¸ng thÓ cÇn cho xÐt nghiÖm 
vµ cÇn cã trang thiÕt bÞ vµ sinh phÈm ®¾t tiÒn, kü thuËt thùc hiÖn phøc t¹p 
®ßi hái ng−êi cã kinh nghiÖm.  
1.2.1.3. Ph−¬ng ph¸p l¸t c¾t cùc máng 

MÉu lµ tÕ bµo nu«i cÊy vi rót sau  khi g©y nhiÔm bÖnh phÈm ®−îc ly 
t©m lo¹i bá n−íc næi. KÕt qu¶ ®−îc quan s¸t b»ng KHV§T truyÒn qua, cho 
thÊy vÞ trÝ cña vi rót nh©n lªn trong tÕ bµo. Ph−¬ng ph¸p cã ®é ®Æc hiÖu cao 
nh−ng ph¶i cã trang thiÕt bÞ vµ sinh phÈm ®¾t tiÒn. 
1.2.1.4. Ph−¬ng ph¸p miÔn dÞch  hiÓn vi ®iÖn tö g¾n vµng trªn l¸t c¾t cùc 
máng 
     MÉu lµ tÕ bµo sau g©y nhiÔm vi rót lo¹i bá n−íc næi, thùc hiÖn c¸c b−íc kü 
thuËt cÇn thiÕt... Quan s¸t kÕt qu¶ b»ng KHV§T thÊy vi rót nh©n lªn trong tÕ 
bµo, ®−îc ®¸nh dÊu bëi c¸c h¹t vµng 10 nm. Ph−¬ng ph¸p  cã ®é ®Æc hiÖu cao, 
kÕt qu¶ râ rµng. Nh−ng cÇn cã trang thiÕt bÞ vµ sinh phÈm ®¾t tiÒn, kü thuËt 
thùc hiÖn phøc t¹p ®ßi hái ng−êi cã kinh nghiÖm. 
1.2.2. Ph−¬ng ph¸p ph©n lËp vi rót. 

Dïng tÕ bµo muçi aedes albopictus dßng C6/36 ®Ó ph©n lËp vi rót. §©y 
lµ tiªu chuÈn vµng, ®Ó chÈn ®o¸n chÝnh x¸c nguyªn nh©n vi rót g©y bÖnh, sö 
dông tÕ bµo ®Ó ph©n lËp vi rót cã −u ®iÓm lµ kh«ng cÇn diÖn tÝch réng r·i 
nh− khi sö dông ®éng vËt thÝ nghiÖm ®Ó ph©n lËp. Nh−ng lµ ph−¬ng ph¸p rÊt 
khã ®¹t kÕt qu¶, do phô thuéc vµo qu¸ nhiÒu yÕu tè…MÆt kh¸c, sù nh©n lªn 
cña vi rót trªn tÕ bµo cã thÓ t¹o ra hiÖn t−îng huû ho¹i tÕ bµo, hoÆc kh«ng 
g©y ra biÓu hiÖn nªn kh«ng thÓ quan s¸t ®ù¬c.  
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1.2.3. Ph−¬ng ph¸p huyÕt thanh miÔn dÞch häc 
Do tÝnh −u viÖt cña kü thuËt ELISA, lµ an toµn vµ c¸c thao t¸c kh«ng 

phøc t¹p nªn kü thuËt ELISA ngµy cµng trë nªn phæ biÕn. 
1.2.3.1. Kh¸i niÖm vÒ kü thuËt ELISA 

ThuËt ng÷ ELISA dïng ®Ó chØ kü thuËt miÔn dÞch enzyme, trong ®ã 
kh¸ng nguyªn hoÆc kh¸ng thÓ hoµ tan ®−îc g¾n vµo mét polimer– gi¸ ®ì 
pha r¾n nh−ng vÉn gi÷ ®−îc ho¹t tÝnh miÔn dÞch. §Ó ph¸t hiÖn phøc hîp kh¸ng 
nguyªn- kh¸ng thÓ cã g¾n enzyme, sö dông c¬ chÊt thÝch hîp. Khi ph¶n øng 
enzyme c¬ chÊt x¶y ra sÏ g©y chuyÓn mµu, qua ®ã ®¸nh gi¸ sù cã mÆt cña 
kh¸ng nguyªn hoÆc kh¸ng thÓ cÇn xÐt nghiÖm. 
1.2.3.2. C¸c kü thuËt ELISA cã thÓ øng dông trong chÈn ®o¸n vi rót Colti 
nhãm B 

- Kü thuËt  ELISA- Sandwich ph¸t hiÖn vi rót hoÆc kh¸ng nguyªn vi rót 
Colti nhãm B. 

- Kü thuËt ELISA ph¸t hiÖn IgM kh¸ng vi rót Colti nhãm B. 
- Kü thuËt ELISA gi¸n tiÕp ph¸t hiÖn IgG kh¸ng vi rót Colti nhãm B.  

1.2.4. Ph−¬ng ph¸p sinh häc ph©n tö 
Thö nghiÖm RT-PCR cho vi rót cã ARN sîi kÐp víi cÆp måi ®Æc hiÖu 

vi rót Colti nhãm B th−êng ®−îc sö dông ®Ó ph¸t hiÖn vi rót nµy: §©y lµ ph-
−¬ng ph¸p chÈn ®o¸n nhanh, ®Æc hiÖu, cho kÕt qu¶ chÝnh x¸c, nÕu ®−îc 
kiÓm so¸t tèt. Cã thÓ sö dông ®Ó ph¸t hiÖn vËt liÖu di truyÒn cña vi rót trùc 
tiÕp tõ mÉu bÖnh phÈm l©m sµng. Nh−ng nÕu kh«ng kiÓm so¸t ®−îc sù l©y 
nhiÔm cña c¸c t¸c nh©n ngo¹i lai, th× viÖc t¹o ra c¸c kÕt qu¶ d−¬ng tÝnh gi¶ 
lµ khã tr¸nh khái. MÆt kh¸c, nÕu vi rót bÞ ®ét biÕn th× cã thÓ cho kÕt qu¶ ©m 
tÝnh gi¶. 
1.3. C¸c ph−¬ng ph¸p s¶n xuÊt vµ tinh chÕ  kh¸ng thÓ 
1.3.1. C¸c ph−¬ng ph¸p s¶n xuÊt kh¸ng thÓ 

- S¶n xuÊt kh¸ng thÓ ®a cl«n 
- S¶n xuÊt kh¸ng thÓ ®¬n cl«n 
- S¶n xuÊt kh¸ng thÓ t¸i tæ hîp 

1.3.2. C¸c ph−¬ng ph¸p c« ®Æc vµ tinh chÕ kh¸ng thÓ  
1.3.2.1. Ph−¬ng ph¸p c« ®Æc vµ tinh s¹ch s¬ bé kh¸ng thÓ (protein) 

C¸c protein tr−íc khi tinh chÕ ®Òu lÉn c¸c protein t¹p ë d¹ng hçn dÞch, 
thÓ tÝch lín, rÊt khã kh¨n khi tinh chÕ trùc tiÕp. ChÝnh v× thÕ mµ cÇn tinh 
s¹ch s¬ bé lo¹i bá c¸c t¹p chÊt vµ c« ®Æc, b»ng c¸c ph−¬ng ph¸p kh¸c nhau 
nh−: siªu läc, tña, s¾c ký trao ®æi ion.  
1.3.2.2. C¸c ph−¬ng ph¸p tinh chÕ kh¸ng thÓ cã ®é tinh s¹ch cao 

- C¸c ph−¬ng ph¸p s¾c ký cét 
- Ph−¬ng ph¸p siªu ly t©m 

1.3.2.3. C¸c ph−¬ng ph¸p tinh chÕ IgG hiÖn nay 
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- S¾c ký i̧ lùc cét sö dông protein A- Sepharose  hoÆc protein G- Sepharose. 
- Tinh chÕ b»ng tña amonium sulfate vµ s¾c ký läc gel.   

1.3.3. X¸c ®Þnh hµm l−îng protein kh¸ng thÓ 
- §Þnh l−îng theo ph−¬ng ph¸p Lowry 
- §Þnh l−îng b»ng ph−¬ng ph¸p quang phæ 

 
 

Ch−¬ng 2 
§èi T−îng, vËt liÖu vμ ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu 

 
2.1. §èi t−îng nghiªn cøu  

- §èi t−îng nghiªn cøu: c¸c mÉu ph©n lËp trªn tÕ bµo muçi C6/36, cã hiÖn 
t−îng huû ho¹i tÕ bµo sau g©y nhiÔm ®−îc chän ®Ó nghiªn cøu. 

- §Þa ®iÓm nghiªn cøu: Phßng nghiªn cøu vµ s¶n xuÊt sinh phÈm, 
phßng thÝ nghiÖm vi rót Arbo/viªm n·o, ViÖn VÖ sinh DÞch tÔ Trung −¬ng- 
Hµ Néi. 

- Thêi gian nghiªn cøu: Tõ  10/2007- 10/2009. 
2.2. VËt liÖu nghiªn cøu 
2.2.1. §éng vËt nghiªn cøu 

Thá tr−ëng thµnh: 2 con, träng l−îng trªn 1,8 kg, do trung t©m ch¨n nu«i 
®éng vËt chuÈn thøc viÖn VÖ sinh DÞch tÔ Trung −¬ng cung cÊp. 
2.2.2. Sinh phÈm 

TÕ bµo muçi Aedes albopictus dßng C6/36, kh¸ng nguyªn chuÈn vi rót 
Colti nhãm B chñng 05VN255 cã hiÖu gi¸ vi rót lµ 107PFU/ml, mÉu kh¸ng 
nguyªn vi rót VNNB cã hiÖu gi¸ vi rót lµ 107 PFU/ml, mÉu kh¸ng nguyªn 
vi rót Rota cã hiÖu gi¸ vi rót lµ 107 PFU/ml, mÉu chøng ©m lµ n−íc næi 
nu«i cÊy tÕ bµo kh«ng g©y nhiÔm vi rót, t¸ chÊt, cÆp måi ®Æc hiÖu vi rót 
Colti nhãm B cña ph©n ®o¹n gen sè 8, sè 5, bé sinh phÈm QIAamp Viral 
RNA mini kit, c¸c sinh phÈm cÇn thiÕt kh¸c cho thùc hiÖn c¸c kü thuËt 
nghiªn cøu cña ®Ò tµi. 
2.2.3. C¸c dung dÞch ®Öm chuÈn vµ ho¸ chÊt 

C¸c dung dÞch ®Öm chuÈn ®−îc pha chÕ  theo th−êng quy chuÈn thøc 
cña viÖn VÖ sinh DÞch tÔ Trung −¬ng vµ  ViÖn Y häc NhiÖt ®íi Nagasaki, 
NhËt B¶n  
2.2.4. C¸c dông cô 
2.3. Ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu  
2.3.1. ThiÕt kÕ  nghiªn cøu: ®©y lµ nghiªn cøu thùc nghiÖm trong phßng thÝ 
nghiÖm dùa trªn c¸c nguyªn lý kü thuËt ®Ó thùc nghiÖm.  
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2.3.2.  C¸c kü thuËt chÕ t¹o kh¸ng thÓ g¾n b¶n vµ céng hîp, cho bé sinh 
phÈm ELISA Sandwich ph¸t hiÖn vi rót Colti nhãm B 
2.3.2.1. Kü thuËt chÕ t¹o IgG kh¸ng vi rót Colti nhãm B 
-  G©y miÔn dÞch cho thá t¹o kh¸ng thÓ kh¸ng vi rót Colti nhãm B 
-   Tinh chÕ s¬ bé b»ng amonium sulfate b·o hoµ thu IgG th« 
-  Tinh chÕ IgG th« b»ng s¾c ký ¸i lùc sö dông cét protein G- Sepharose  
-  KiÓm tra ho¹t tÝnh miÔn dÞch cña IgG sau tinh chÕ b»ng kü thuËt ELISA 

gi¸n tiÕp  
-   KiÓm tra ®é tinh s¹ch cña IgG b»ng ®iÖn di trªn gel SDS - PAGE 
2.3.2.2. ChÕ t¹o céng hîp (IgG thá kh¸ng vi rót g¾n enzyme HRPO) 
   Theo ph−¬ng ph¸p  cña Wilson vµ Nakan cã c¶i tiÕn  
2.3.2.3.  G¾n b¶n IgG kh¸ng vi rót  cho kü thuËt ELISA – Sandwich. 
2.3.2.4. Kü thuËt miÔn dÞch enzyme gi¸n tiÕp kiÓm tra hiÖu gi¸ IgG kh¸ng 

vi rót Colti nhãm B (Indirect- ELISA) 
2.3.2.5. Kü thuËt ELISA Sandwich 
2.3.3. Ph−¬ng ph¸p chuÈn ®é, x¸c ®Þnh hiÖu gi¸, x¸c ®Þnh ®é ®Æc hiÖu, 
x¸c ®Þnh ®é nh¹y cña sinh phÈm chÕ t¹o 
2.3.3.1. ChuÈn ®é hiÖu gi¸ IgG kh¸ng vi rót Colti nhãm B vµ kh¸ng thÓ g¾n 
enzyme HRPO  b»ng  kü thuËt ELISA-Sandwich. 
 2.3.3.2.  X¸c ®Þnh hiÖu gi¸ céng hîp (IgG g¾n enzyme HRPO). 
2.3.3.3.  X¸c ®Þnh ®é ®Æc hiÖu cña sinh phÈm s¶n xuÊt. 
2.3.3.4. X¸c ®Þnh ®é nh¹y (ng−ìng ph¸t hiÖn vi rót) cña sinh phÈm.  
2.3.4. So s¸nh kÕt qu¶ ph¸t hiÖn vi rót b»ng kü thuËt ELISA vµ PCR 
2.3.4.1. Kü thuËt ELISA Sandwich 
         Sö dông sinh phÈm chÕ t¹o ®−îc cho kü thuËt ELISA Sandwich  
2.3.4.2. Kü thuËt RT-PCR 
2.4. Xö lý sè liÖu 

Sè liÖu ®−îc xö lý b»ng Test Anova, toµn bé gi¸ trÞ thùc (X) ®Òu n»m trong 
kho¶ng X ± 2SD vµ gi¸ trÞ CV giao ®éng trong kho¶ng 0,05-9,8.  
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Ch−¬ng 3 

KÕt qu¶ nghiªn cøu 
 

3.1. KÕt qu¶ chÕ t¹o IgG thá kh¸ng vi rót Colti nhãm B vµ céng  hîp   
3.1.1. KÕt qu¶ chÕ t¹o IgG thá kh¸ng vi rót 
3.1.1.1. KÕt qu¶ g©y miÔn dÞch cho thá 

B¶ng 3.1. HiÖu gi¸ kh¸ng thÓ thá tr−íc vµ sau g©y miÔn dÞch víi kh¸ng 
nguyªn vi rót Colti nhãm B chñng 05VN255 

Thêi gian lÊy m¸u thá HiÖu gi¸ 
ELISA- IgG 

Tr−íc khi g©y miÔn dÞch (N1) ¢m tÝnh 
Sau khi g©y miÔn dÞch mòi thø 
hai (N14) 

100 ®¬n vÞ 
ELISA 

Sau khi g©y miÔn dÞch mòi thø 6 
hai tuÇn (N56) 

10000 ®¬n vÞ 
ELISA 

NhËn xÐt: Thá cã ®¸p øng miÔn dÞch tèt, hiÖu gi¸ t¨ng tõ 100 ®¬n vÞ ELISA 
lªn 10000 ®¬n vÞ, huyÕt thanh ®¹t tiªu chuÈn chÕ t¹o kh¸ng thÓ. 

3.1.1..2. KÕt qu¶ tinh chÕ IgG thá kh¸ng vi rót Colti nhãm B 
B¶ng  3.2. HiÖu gi¸ IgG kh¸ng vi rót Colti nhãm B tr−íc vµ sau khi s¬ chÕ 

Protein toµn 
phÇn (mg) 

HiÖu gi¸ kh¸ng 
(EU) 

 

Trong 1 
ml 

Tæng 
sè 

Trong 1 
ml 

Tæng 
sè 

HuyÕt 
thanh Thá  64,3 2572 10000 400000 

Sau s¬ chÕ  44,7 1788 10000 400000 
HiÖu suÊt 
s¬ chÕ Lo¹i bá 30,5% 100% 

NhËn xÐt: HiÖu gi¸ kh¸ng thÓ ®¹t 100% nh−ng ®· lo¹i bá ®−îc mét l−îng 
protein t¹p kh¸ cao trong huyÕt thanh thá (30,5%), tæng thÓ tÝch IgG sau s¬ 
chÕ thu ®−îc lµ 40ml.  
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B¶ng 3.3. KÕt qu¶ tinh chÕ IgG b»ng protein G qua cét Hi Trap 

Ph©n ®o¹n OD 280 OD 260 Nång ®é IgG  
(mg/ ml) 

ThÓ tÝch 
(ml) 

1 0,337 ± 
0,01 

0,174± 0,02 0,132± 0,2 1 

2 0,637 ± 
0,02 

0,123± 0,13 1,442± 0,31 1 

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 

 
NhËn xÐt: Hµm l−îng trung IgG ®¹t ®Ønh ë c¸c ph©n ®o¹n 7,8,9,10 vµ ®−îc lÆp 
l¹i qua 4 lÇn tinh chÕ. Toµn bé c¸c gi¸ trÞ X ∈ X ± 2SD; CV < 10. 
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Nång ®é IgG ë c¸c ph©n ®o¹n tinh chÕ b»ng 
protein G - sepharose 

Thö nghiÖm 1

Thö nghiÖm 2

Thö nghiÖm 3

Thö nghiÖm4

 
BiÓu ®å 3.1 : Tinh chÕ IgG thá b»ng bé sinh phÈm Mab  Trap  

NhËn xÐt: Thu ho¹ch IgG tõ c¸c ph©n ®o¹n 7, 8, 9, 10, tæng thÓ tÝch IgG 
tinh khiÕt t¸ch chiÕt tõ 40ml IgG th«, ®· s¬ chÕ ë giai ®o¹n 1 ®¹t ®−îc lµ 16 
ml.  IgG thá kh¸ng vi rót Colti nhãm B chñng 05VN255 sau tinh chÕ cã 
hµm l−îng protein ®¹t 18,70 mg/ml. 
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B¶ng 3.4. HiÖu suÊt tinh chÕ vµ tinh s¹ch IgG qua hai giai ®o¹n 

 s¬ chÕ vµ tinh chÕ 
 Protein (mg) HiÖu gi¸ (EU)

 
Trong 
1ml 

Tæng 
sè 

§· 
lo¹i 
bá 

Trong 
1ml 

Tæng 
sè 

HiÖu 
suÊt 
tinh 
chÕ

HuyÕt 
thanh thá 

64,3 2572 - 10000
4000
00 

- 

S¬ chÕ 
IgG 

(giai ®o¹n 
1) 

34,47 1788 30,5% 10000
4000
00 

100%

Tinh chÕ 
IgG  

(giai ®o¹n 
2) 

18,70 299,2 88,4% 20000
3200
00 

80%

NhËn xÐt:  Giai ®o¹n 1 hiÖu suÊt tinh chÕ ®¹t 100%, giai ®o¹n 2 hiÖu suÊt 
tinh chÕ ®¹t 80% 
 
3.1.1.3.  KÕt qu¶ kiÓm tra chÊt l−îng IgG thá kh¸ng vi rót Colti nhãm B 

B¶ng 3.5. X¸c ®Þnh ho¹t tÝnh cña IgG thá sau tinh chÕ 
 
Lo¹i 
mÉu  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 0,021 0,023 0,022 0,023 0,023 0,028 0,025 0,024 0,020 0,029 0,026 0,028
Blank 

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

C 0,023 0,021 0,022 0,021 0,023 0,025 0,028 0,024 0,015 0,023 0,024 0,030Chøng 

©m D 0,021 0,030 0,029 0,023 0,025 0,022 0,026 0,029 0,017 0,021 0,029 0,029

E 1,813 1,773 1,807 1,797 1,738 1,776 1,750 1,763 1,799 1,766 1,770 1,819Chøng 
d−¬ng F 1,736 1,756 1,829 1,769 1,753 1,789 1,785 1,745 1,812 1,809 1,828 1,810
 
Hµng A, B: Blank (PBS) 
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Hµng C, D: Chøng ©m (n−íc næi nu«i cÊy tÕ bµo kh«ng g©y nhiÔm vi rót) 
Hµng E, F:  Chøng d−¬ng (kh¸ng nguyªn vi rót Colti nhãm B)  
 
NhËn xÐt: Ho¹t tÝnh cña IgG sau tinh chÕ víi hiÖu gi¸ kh¸ng thÓ tham gia 
ph¶n øng pha lo·ng 1/20000. ë c¸c giÕng chøng ©m vµ blank, gi¸ trÞ OD lÇn 
l−ît lµ 0,0233 ± 0,004 vµ 0,0215 ± 0,0037, c¸c giÕng chøng d−¬ng gi¸ trÞ 
OD ®¹t 1,781 ± 0,026.  
3.1.1.4. KÕt qu¶ x¸c ®Þnh ®é tinh s¹ch cña IgG sau tinh chÕ 

                                   
¶nh  3.1. KÕt qu¶ x¸c ®Þnh ®é tinh s¹ch cña IgG thá ®· tinh chÕ 

GiÕng sè 1:  Thang protein chuÈn cã träng l−îng ph©n tö 14- 98 KD 
GiÕng 3:  IgG sau s¬ chÕ 
GiÕng 2, 4, 5, 6, 7, 8: IgG ë ph©n ®o¹n 8, 5, 6, 7, 9, 10. 

NhËn xÐt: IgG sau tinh chÕ  t−¬ng ®èi tinh s¹ch, v× ngoµi 2 v¹ch cña chuçi nhÑ 
vµ chuçi nÆng cña IgG thÊy cã rÊt Ýt v¹ch kh¸c cña c¸c protein t¹p. 

3.1.2. KÕt qu¶ chÕ t¹o IgG thá kh¸ng vi rót Colti nhãm B chñng 05VN255 
g¾n enzyme HRPO.  

Sö dông 1 ml IgG thá kh¸ng vi rót Colti nhãm B chñng 05VN255 ®· 
tinh chÕ cã hµm l−îng protein lµ 10 mg/ml, ®Ó t¹o céng hîp ®Æc hiÖu kh¸ng 
vi rót Colti nhãm B chñng 05VN255. Quy tr×nh t¹o céng hîp ®−îc thùc 
hiÖn trong 4 ngµy liªn tôc, kÕt qu¶ ®· t¹o ®−îc 2 ml céng hîp ®Ó sö  dông 
cho kü thuËt ELISA Sandwich, ph¸t hiÖn vi rót hoÆc kh¸ng nguyªn vi rót 
Colti nhãm B. 

3.1.3. KÕt qu¶ x¸c ®Þnh hiÖu gi¸ cña IgG thá kh¸ng vi rót Colti nhãm B vµ  
céng hîp g¾n enzyme HRPO cho bé sinh phÈm ELISA Sandwich 

3.1.3.1. ChuÈn ®é hiÖu gi¸ IgG thá kh¸ng vi rót Colti nhãm B vµ céng hîp 
g¾n enzyme HRPO cho kü thuËt ELISA-Sandwich ¸p dông ph−¬ng ph¸p 
chuÈn ®é bµn cê.   

NhËn xÐt: (d−íi b¶ng 3.6) Nång ®é céng hîp 1/2000 lµ ®iÓm gi÷a cña ®êng 
biÕn thiªn, cßn hiÖu gi¸ kh¸ng thÓ g¾n b¶n cã thÓ ®−îc lùa chän víi nhiÒu 
®é pha lo·ng kh¸c nhau tõ 1/200 ®Õn 1/25600.  

Chuçi nhÑ 

Chuçi nÆng 
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B¶ng 3.6. KÕt qu¶ chuÈn ®é IgG thá kh¸ng vi rót Colti nhãm B vµ céng hîp 
cho bé sinh phÈm ELISA Sandwich 

§é pha lo·ng céng hîp  
 

1/1
00
0 

1/2
00
0 

1/4
00
0 

1/8
00
0 

1/1
600
0 

1/3
200
0 

1/1
00
0

1/2
00
0

1/4
00
0

1/8
00
0

1/1
600
0

1/3
200
0

HR
PO 

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

1/2
00 

>3,
00
0 

2,2
97 

1,9
57 

0,9
67 

0,7
09 

0,4
41 

0,1
44

0,0
74

0,0
44

0,0
58

0,0
29

0,0
10

1/4
00 

>3,
00
0 

1,5
05 

0,7
54 

0,5
20 

0,4
18 

0,2
19 

0,1
34

0,0
64

0,0
34

0,0
20

0,0
34

0,0
60

1/8
00 

>3,
00
0 

1,2
47 

0,3
24 

0,2
69 

0,2
20 

0,1
18 

0,1
56

0,0
56

0,0
56

0,0
29

0,0
21

0,0
07

1/1
600 

>3,
00
0 

1,1
27 

0,1
73 

0,1
22 

0,1
19 

0,0
56 

0,1
38

0,0
58

0,0
38

0,0
22

0,0
19

0,0
09

1/3
200 

>3,
00
0 

0,9
19 

0,1
48 

0,0
85 

0,0
78 

0,0
37 

0,1
56

0,0
56

0,0
56

0,0
25

0,0
21

0,0
06

1/6
400 

2,7
45 

0,8
52 

0,1
17 

0,0
56 

0,0
47 

0,0
36 

0,1
25

0,0
55

0,0
52

0,0
26

0,0
17

0,0
07

1/1
280
0 

1,5
77 

0,8
50 

0,1
51 

0,0
45 

0,0
26 

0,0
26 

0,1
20

0,0
59

0,0
50

0,0
25

0,0
12

0,0
10

1/2
560
0 

1,9
55 

0,7
82 

0,1
00 

0,0
25 

0,0
16 

0,0
15 

0,1
14

0,0
64

0,0
64

0,0
25

0,0
19

0,0
08

  Chøng d−¬ng (chñng vi 
rót 05VN255) 

Chøng ©m ( n−íc næi tÕ 
bµo kh«ng  

g©y nhiÔm vi rót) 
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3.1.3.2. X¸c ®Þnh hiÖu gi¸ IgG g¾n b¶n ®Ó t¹o bé sinh phÈm 
B¶ng 3.7. KÕt qu¶ x¸c ®Þnh hiÖu gi¸ IgG g¾n b¶n cho bé sinh phÈm 

Chøng d−¬ng Nång ®é 
IgG 

g¾n b¶n 
107 

PFU/ml 
105 

PFU/ml
103 

FU/ml

Chøn
g ©m

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

 
NhËn xÐt: Céng hîp ë ®é pha lo·ng 1/2000, hiÖu gi¸ cña IgG kh¸ng vi 

rót Colti nhãm B cÇn ®−îc sö dông ë ®é pha lo·ng 1/1600 ®Ó g¾n b¶n cho 
bé sinh phÈm ELISA Sandwich.  
3.1.3.3. X¸c ®Þnh hiÖu gi¸ céng hîp g¾n enzyme ®Ó t¹o bé sinh phÈm 

B¶ng 3.8. X¸c ®Þnh hiÖu gi¸ céng hîp g¾n enzyme HRPO cho bé sinh phÈm 

Chøng d−¬ng 
Nång ®é 

céng 
hîp 

Chøng d−¬ng 
m¹nh (107 
PFU/ml) 

Chøng d-
−¬ng yÕu 

(103 
PFU/ml) 

Chøng 
©m 

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 
0,180 0,040 0,012 
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NhËn xÐt: Nång ®é céng hîp cã kh¶ n¨ng ph¸t hiÖn  vi rót cã nång ®é 
lµ 103FFU/ml. Nh− vËy nång ®é céng hîp IgG thá kh¸ng vi rót Colti nhãm 
B - PO lùa chän sÏ lµ 1/2000.  
3.1.4. ThiÕt kÕ bé sinh phÈm ELISA Sandwich dïng ®Ó ph¸t hiÖn vi rót hoÆc 
kh¸ng nguyªn vi rót Colti nhãm B 

Bé sinh phÈm ®−îc thiÕt kÕ bao gåm nh÷ng thµnh phÇn sau: 
1. Thanh nhùa ®· phñ IgG thá kh¸ng vi rót Colti nhãm B. 
2. C¸c lä sinh phÈm vµ dung dÞch cÇn thiÕt cho kü thuËt.  
3. B¶n h−íng dÉn c¸ch pha chÕ, chuÈn bÞ c¸c dung dÞch, sinh phÈm vµ 

c¸c b−íc thùc hiÖn kü thuËt còng nh− nhËn ®Þnh kÕt qu¶. 
Thµnh phÇn bé sinh phÈm chÈn ®o¸n vi rót Colti nhãm B  

1) Thanh nhùa ®¸y b»ng 2x8 giÕng g¾n IgG kh¸ng vi rót Colti nhãm B 
chñng 05VN255. B¶o qu¶n ë -200C. 

2) Chøng d−¬ng: Kh¸ng nguyªn vi rót Colti nhãm B chñng 05VN255, cã 
hiÖu gi¸ vi rót lµ 107 PFU /ml: 200μl/ lä ®· bÊt ho¹t b»ng formalin 
0,006 %. B¶o qu¶n ë -200C. 

3) Chøng ©m: N−íc næi nu«i cÊy tÕ bµo Aedes albopictus dßng C6/36, 
kh«ng g©y nhiÔm vi rót. B¶o qu¶n -200C. 

4) Céng hîp: IgG thá kh¸ng vi rót Colti nhãm B g¾n enzyme HRPO ®Æc 50 
lÇn, 50μl/lä lµ  B¶o qu¶n ë – 200C.   

5) C¬ chÊt hiÖn mµu: 2 mg OPD (Ortho- Phenylendiamin) tinh thÓ, ®ãng 
lä mµu n©u ®Ó tr¸nh ¸nh s¸ng. B¶o qu¶n 4oC. 

6) Dung dÞch ®Öm pha c¬ chÊt: 4 ml dung dÞch ®Öm phosphate citrate cã 
chøa 0,03% H2O2 pH 5.0. B¶o qu¶n 40C . 

7) Dung dÞch pha lo·ng: 10 ml PBS-T cã 0,1% Tween vµ ®á phenol. B¶o 
qu¶n 40C 

8) Dung dÞch röa PBS-T (x10): lä 20 ml khi dïng pha víi n−íc cÊt võa ®ñ ®Ó 
cã 200 ml dung dÞch PBS-T dïng cho kü thuËt. B¶o qu¶n 40C 

9) Dung dÞch dõng ph¶n øng: 2ml H2SO4.1N. B¶o qu¶n 40C 
10) B¶n h−íng dÉn sö dông bé sinh phÈm. 
3.1.5. KiÓm tra chÊt l−îng bé sinh phÈm 

 
B¶ng 3.9. KiÓm tra  dung dÞch ho¸ chÊt sö dông ®Ó t¹o bé sinh phÈm 

Lo¹i thµnh 

phÈm 
D¹ng 

TÝnh chÊt lý 

ho¸ 

KÕt qu¶ 

kiÓm tra 

Dung dÞch 

pha lo·ng 

Dung 

dÞch 

Mµu ®á nh¹t, 

pH 7.2 

§¹t yªu 

cÇu 

Dung dÞch Dung Kh«ng mµu, §¹t yªu 
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PBS-T dÞch pH 7.2 cÇu 

Dung dÞch 

pha c¬ chÊt 

Dung 

dÞch 

Kh«ng mµu, 

pH 5.0 

§¹t yªu 

cÇu 

C¬ chÊt OPD Bét Mµu n©u nh¹t 
§¹t yªu 

cÇu 

 

3.1.5.1. KÕt qu¶ x¸c ®Þnh ®é nh¹y cña bé sinh phÈm cho kü thuËt  ELISA-
Sandwich. 
 

B¶ng 3.10. KÕt qu¶ x¸c ®Þnh ®é nh¹y cña bé sinh phÈm cho kü thuËt 
 ELISA- Sandwich 

Nång ®é kh¸ng nguyªn vi rót Colti nhãm B 
(PFU/ml) 

 

107 106 105 104 103 102 101

Chøng 
©m Blank 

OD 
trung 
b×nh 

2,569 0,779 0,502 0,351 0,345 0,158 0,145 0,059 0,053 

SD 0,1 0,04 0,03 0,025 0,017 0,09 0,005 0,002 0,003 
CV 3,89 5,13 5,97 7,12 4,9 5,6 3,4 3,35 5,66 

 
MÉu ®−îc x¸c ®Þnh d−¬ng tÝnh cã nång ®é vi rót  thÊp nhÊt (103 PFU) 

cã mËt ®é quang häc lµ 0,345 ± 0,017, mËt ®é quang häc cña mÉu d−¬ng 
tÝnh nµy phï hîp víi yªu cÇu cña kü thuËt  ELISA Sandwich ph¸t hiÖn 
kh¸ng nguyªn (Tiªu chuÈn kü thuËt yªu cÇu OD mÉu d−¬ng tÝnh ph¶i > 
0,300). Thö nghiÖm ®−îc thùc hiÖn 3 lÇn. TÊt c¶ c¸c gi¸ trÞ X ∈ X ± 2SD, 
CV tõ 3,4 – 7,12. 
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3.1.5.2.  Ng−ìng ph¸t hiÖn kh¸ng nguyªn vi rót Colti nhãm B cña kü thuËt  
RT- PCR 
              

 
¶nh 3.2. H×nh ¶nh ®iÖn di s¶n phÈm PCR x¸c ®Þnh ®é nh¹y cña kü thuËt RT – 

PCR ph¸t hiÖn ARN cña vi rót Colti nhãm B chñng 05VN255.  
NhËn xÐt: Kü thuËt RT-PCR cã kh¶ n¨ng ph¸t hiÖn vi rót Colti nhãm B cã 
hiÖu gi¸ ≥ 102 PFU/ml, ®èi víi mÉu cã hiÖu gi¸ vi rót thÊp ≤ 102 PFU/ml, kü 
thuËt RT-PCR kh«ng ph¸t hiÖn ®−îc vi rót.  

 
B¶ng 3.11.  So s¸nh ng−ìng ph¸t hiÖn vi rót Colti nhãm B b»ng bé sinh 

phÈm ELISA Sandwich víi kü thuËt RT-PCR . 
 

HiÖu gi¸ vi rót 
( PFU/ml ) 

ELISA 
Sandwich 

RT - 
PCR 

107 D−¬ng tÝnh D−¬ng 
tÝnh 

106 D−¬ng tÝnh D−¬ng 
tÝnh 

105 D−¬ng tÝnh D−¬ng 
tÝnh 

104 D−¬ng tÝnh D−¬ng 
tÝnh 

103 D−¬ng tÝnh D−¬ng 
tÝnh 

102 ¢m tÝnh D−¬ng 
tÝnh 

101 ¢m tÝnh ¢m tÝnh 
 
NhËn xÐt: Kü thuËt RT-PCR víi cÆp måi sö dông trong nghiªn cøu nµy cã 
®é nh¹y cao h¬n kü thuËt ELISA Sandwich. 

  1     2      3     4     5      6     7      8   9   10

776 bp 



 17

3.1.5.3. KÕt qu¶ x¸c ®Þnh ®é ®Æc hiÖu cña bé sinh phÈm ELISA Sandwich. 
B¶ng 3.12. KÕt qu¶ x¸c ®Þnh ®é ®Æc hiÖu cña bé sinh phÈm  

C¸c lo¹i kh¸ng nguyªn vi rót 
LÇn thö 
nghiÖm Colti 

nhãm B 
Rota VNNB Chøng 

©m 
1 2,869 0,093 0,093 0,057 
2 2,779 0,054 0,076 0,036 
3 2,080 0,074 0,061 0,042 
4 2,134 0,063 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 0,051 0,041 0,040 
8 2,055 0,090 0,059 0,047 

OD trung 
b×nh 2,528 0,072 0,057 0,044 

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

NhËn xÐt: Kh«ng thÊy cã ph¶n øng chÐo cña IgG thá kh¸ng vi rót Colti 
nhãm B vµ céng hîp g¾n enzyme HRPO víi kh¸ng nguyªn vi rót Rota, vi 
rót VNNB vµ mÉu chøng ©m. 
3.2. KÕt qu¶ ®¸nh gi¸ ®é æn ®Þnh  vµ hiÖu qu¶ chÈn ®o¸n vi rót Colti 
nhãm B cña bé sinh phÈm míi chÕ t¹o 
3.2.1. KiÓm tra  sù æn ®Þnh cña bé sinh phÈm ELISA Sandwich.  
B¶ng 3.13. Nghiªn cøu sù æn ®Þnh cña bé sinh phÈm ELISA Sandwich  theo 

thêi gian  b¶o qu¶n qua kÕt qu¶ kiÓm tra lo¹t 01 

Thêi gian kiÓm ®Þnh sau khi s¶n xuÊt 
(th¸ng)  

OD 
0 3 6 9 12 15 

X  

Chøng 
©m 0,054 0,050 0,051 0,053 0,056 0,051 0,053±0,002

Blank 0,058 0,055 0,059 0,057 0,055 0,055 0,057±0,001
Chøng 
d−¬ng 0,950 0,957 0,945 0,956 0,952 0,959 0,953±0,005

KÕt 
luËn §¹t §¹t §¹t §¹t §¹t §¹t  
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B¶ng 3.14. Nghiªn cøu sù æn ®Þnh cña bé sinh phÈm ELISA Sandwich          

theo thêi gian  b¶o qu¶n qua kÕt qu¶ kiÓm tra lo¹t 02 

Thêi gian kiÓm ®Þnh sau khi s¶n xuÊt 
(th¸ng)  

OD 
0 3 6 9 12 15 

X  

Chøng 
©m 0,051 0,050 0,054 0,055 0,053 0,051 0,052±0,002 

Blank 0,055 0,059 0,065 0,054 0,065 0,065 0,061±0,005 
Chøng 
d−¬ng 0,952 0,954 0,935 0,947 0,943 0,951 0,947±0,007 

KÕt 
luËn §¹t §¹t §¹t §¹t §¹t §¹t  

 
B¶ng 3.15. Nghiªn cøu sù æn ®Þnh cña bé sinh phÈm ELISA Sandwich  theo 

thêi gian  b¶o qu¶n qua kÕt qu¶ kiÓm tra lo¹t 03 
Thêi gian kiÓm ®Þnh sau khi s¶n xuÊt 

(th¸ng) OD 
0 3 6 9 12 15 

X  

Chøng 
©m 

0,054 0,053 0,054 0,057 0,057 0,058 0,055±0,002 

Blank 0,056 0,055 0,055 0,056 0,066 0,067 0,059±0,005 
Chøng 
d−¬ng 

0,958 0,964 0,955 0,957 0,953 0,950 0,956±0,005 

KÕt 
luËn §¹t §¹t §¹t §¹t §¹t §¹t  

 
NhËn xÐt: 03 lo¹t bé sinh phÈm rÊt æn ®Þnh vÒ gi¸ trÞ OD cña c¸c mÉu chøng 
d−¬ng, chøng ©m vµ blank víi tÊt c¶ c¸c gi¸ trÞ X ∈ X ± 2SD, CV < 10.  
3.2.2. øng dông bé sinh phÈm ELISA Sandwich ®Ó ph¸t hiÖn vi rót Colti 
nhãm B. 
3.2.2.1. KÕt qu¶ ph¸t hiÖn vi rót tõ c¸c mÉu ph©n lËp 
B¶ng 3.16. KÕt qu¶ sö dông bé sinh phÈm chÕ t¹o ph¸t hiÖn vi rót vµ kh¸ng 

nguyªn vi rót Colti nhãm B  b»ng kü thuËt ELISA Sandwich 
KÕt qu¶ thö nghiÖm Sè l−îng Tû lÖ % 
D−¬ng tÝnh 29 40,27 
¢m tÝnh 43 59,73 
Céng 72 100 
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NhËn xÐt:  XÐt nghiÖm 72 mÉu n−íc næi nu«i cÊy tÕ bµo ph©n lËp vi rót tõ 
muçi kÕt qu¶ x¸c ®Þnh cã 29 mÉu d−¬ng tÝnh, 43 mÉu ©m tÝnh. Tû lÖ ph¸t 
hiÖn d−¬ng tÝnh b»ng bé sinh phÈm ELISA Sandwich lµ 40,27%. 

 
B¶ng 3.17.  KÕt qu¶ xÐt nghiÖm c¸c mÉu bÖnh phÈm b»ng ph−¬ng ph¸p RT- 

PCR víi cÆp måi ®Æc hiÖu vïng gien sè 8 cña vi rót Colti nhãm B 
 

KÕt qu¶ thö nghiÖm Sè l−îng Tû lÖ % 
D−¬ng tÝnh 27 37,50 
¢m tÝnh 45 62,50 
Céng 72 100 

 
NhËn xÐt: Kü thuËt RT-PCR víi cÆp måi ®Æc hiÖu vi rót Colti nhãm B  xÐt 
nghiÖm 72 mÉu n−íc næi nu«i cÊy tÕ bµo ph©n lËp vi rót Colti nhãm B tõ  
c¸c mÉu muçi. KÕt qu¶ cã 27 mÉu vi rót ph©n lËp ®−îc x¸c ®Þnh d−¬ng tÝnh, 
45 mÉu ®−îc x¸c ®Þnh ©m tÝnh,  tû lÖ d−¬ng tÝnh ®−îc x¸c ®Þnh b»ng kü 
thuËt RT-PCR lµ 37,50%.  
3.2.2.2. §¸nh gi¸ sù phï hîp vÒ kÕt qu¶ chÈn ®o¸n vi rót Colti nhãm B 
b»ng bé sinh phÈm míi chÕ t¹o so s¸nh víi kü thuËt RT-PCR 

B¶ng 3.18. So s¸nh kÕt qu¶ cña  ELISA Sandwich vµ RT – PCR 
  

ELISA 
PCR 

D−¬ng 
tÝnh ¢m tÝnh Céng 

D−¬ng tÝnh 27 0 27 
(37,50%) 

¢m tÝnh 2 43 45 
(59,73%) 

Céng 29 
(40,27%) 

43 
(62,50%)

72 
(100%) 

 
NhËn xÐt: Cã 70 mÉu cã sù  phï hîp kÕt qu¶ gi÷a 2 kü thuËt kh¸c 

nhau, víi ®é phï hîp Kappa cã k = 0,94 (®é phï hîp rÊt cao). Sù kh¸c biÖt 
gi÷a hai kü thuËt kh«ng cã ý nghÜa thèng kª (víi p > 0,05). 
 
3.2.3.3. KÕt qu¶ øng dông bé sinh phÈm ELISA Sandwich chÕ t¹o ®Ó x¸c 
®Þnh sù l−u hµnh cña vi rót Colti nhãm B  ë mét sè ®Þa ph−¬ng.  
 

Khu vùc N¨m §Þa 
ph−¬ng 

Sè mÉu 
xÐt 

nghiÖm

Sè 
(+)

Sè 
(-)
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2002 Hµ T©y 02 02 0 
2006 
- 
2008 

B¾c 
Giang 

21 07 14
 
 

MiÒn B¾c 

2007 Hµ 
Nam 

01 0 01

MiÒn 
Trung 

2002 Qu¶ng 
B×nh 

01 01 0 
 

2004 
- 
2006 

Gia Lai 13 09 04

2006 
- 
2007 

§¾c 
N«ng  

04 02 02

2006 
- 
2007 

Kon 
Tum 

10 06 04

2007 §¾c 
L¾c 

04 0 04

 
 

T©y 
Nguyªn 

2007 B¶n 
M©y 

01 0 01

2005 CÇn 
Th¬ 

12 02 10MiÒn 
Nam 

2005 Long 
An 

02 0 02

TæNG Sè 72 29 43
NhËn xÐt: Nh÷ng mÉu ph©n lËp sö dông chñ yÕu cho môc ®Ých kiÓm tra 

bé sinh phÈm, nªn nã kh«ng cã tÝnh ®¹i diÖn theo vïng ®Þa lý, nh−ng kÕt 
qu¶ nghiªn cøu b−íc ®Çu nµy sÏ ®Þnh h−íng cho nh÷ng nghiªn cøu tiÕp theo 
vÒ sù l−u hµnh cña vi rót còng nh− c¸c loµi muçi lµ vÐc-t¬ cña vi rót Colti 
nhãm B ë ViÖt Nam. 
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Ch−¬ng 4 

Bμn luËn 
 

4.1. ViÖc chÕ t¹o IgG kh¸ng vi rót Colti nhãm B chñng 
05VN255  vµ céng hîp   
4.1.1. ChÕ t¹o IgG thá ®Æc hiÖu kh¸ng vi rót 
4.1.1.1. G©y miÔn dÞch cho thá 

Khi g©y miÔn dÞch cho ®éng vËt t¹o kh¸ng thÓ th× c¸c vÊn ®Ò cÇn quan 
t©m ®Ó ®¹t ®−îc hiÖu qu¶ ®¸p øng miÔn dÞch cao, kh¸ng thÓ ®−îc t¹o ra cã 
®é nh¹y vµ ®é ®Æc hiÖu cao ®ã lµ 

Kh¸ng nguyªn: lo¹i kh¸ng nguyªn bao gåm toµn bé vi sinh vËt, kh¸ng 
nguyªn tiÓu ®¬n vÞ, ë d¹ng epitop, d¹ng kh¸ng nguyªn, ®é tinh s¹ch.  LiÒu 
g©y miÔn dÞch, sè lÇn g©y miÔn dÞch, t¸ chÊt vµ ®−êng g©y miÔn dÞch.  Lùa 
chọn loài động vật phï hợp vµ kh«ng g©y miễn dịch víi một loại kh¸ng 
nguyªn kh¸c nhau.  

Trong nghiªn cøu nµy, chóng t«i sö dông kh¸ng nguyªn vi rót Colti 
nhãm B chñng 05VN255 rÊt tinh khiÕt vµ bao gåm tÊt c¶ c¸c thµnh phÇn 
kh¸ng nguyªn cña h¹t vi rót hoµn chØnh. Do ®ã kh¸ng thÓ ®−îc t¹o ra sÏ cã 
®é nh¹y vµ ®é ®Æc hiÖu cao. 

Hµm l−îng kh¸ng nguyªn ®Ó g©y miÔn dÞch cho thá còng nh− sè lÇn 
g©y miÔn dÞch lµ rÊt quan träng 

§Ó kÝch thÝch kh¶ n¨ng sinh miÔn dÞch cña ®éng vËt, th−êng sö dông t¸ 
chÊt Freund hoµn chØnh vµ kh«ng hoµn chØnh (complet vµ incomplet) ®Ó 
trén víi kh¸ng nguyªn t¹o thµnh d¹ng nhò t−¬ng (emulsion) tiªm cho ®éng 
vËt  theo tû lÖ 1:1, trong nghiªn cøu nµy, kh¸ng nguyªn vi rót Colti nhãm B 
tinh chÕ ®−îc kÕt hîp víi hai lo¹i t¸ chÊt lµ Freund vµ Titermax classic. 
Titermax classic lµ lo¹i t¸ chÊt ®Æc biÖt cã thµnh phÇn CRL 89- 41 lµ mét 
chÊt lµm t¨ng ®¸p øng miÔn dÞch m¹nh h¬n t¸ chÊt Freund, do ®ã gióp thá cã 
®¸p øng miÔn dÞch ®Ó sinh kh¸ng thÓ tèt h¬n. KÕt qu¶ qu¸ tr×nh g©y miÔn dÞch 
cho thÊy tr−íc khi g©y miÔn dÞch, thá kh«ng cã kh¸ng thÓ ®Æc hiÖu kh¸ng vi 
rót Colti nhãm B, sau khi g©y miÔn dÞch hiÖu gi¸ kh¸ng thÓ ®· t¨ng lªn tíi 
10000 lÇn. KÕt qu¶ nghiªn cøu nµy cña chóng t«i phï hîp víi nh÷ng nghiªn 
cøu tr−íc ®©y cña Phan ThÞ Ngµ vµ NguyÔn H¹nh Phóc n¨m 2006.  
4.1.1.2. Tinh chÕ IgG thá kh¸ng vi rót Colti nhãm B chñng 05VN255 vµ  
g¾n b¶n kh¸ng thÓ IgG 

Cã rÊt nhiÒu ph−¬ng ph¸p tinh chÕ IgG víi møc ®é tinh khiÕt kh¸c nhau 
nh− tinh chÕ b»ng ph−¬ng ph¸p tña víi amonium sulphat, tinh chÕ b»ng s¾c 
ký ¸i lùc miÔn dÞch, sö dông cét kh¸ng nguyªn ®Æc hiÖu hoÆc tinh chÕ b»ng 
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protein A, protein G g¾n sepharose... Tuú theo yªu cÇu vÒ ®é tinh khiÕt cña 
IgG mµ cã thÓ lùa chän mét trong nh÷ng ph−¬ng ph¸p phï hîp. 

Tr−íc ®©y c¸c phßng thÝ nghiÖm trªn thÕ giíi hay dïng ph−¬ng ph¸p cæ 
®iÓn ®Ó tinh chÕ IgG trong huyÕt thanth ®ã lµ ph−¬ng ph¸p tña IgG b»ng 
amonium sulfate b·o hoµ trong ®Öm photphate pH=7,4 vµ sau ®ã ch¹y qua 
cét trao ®æi ion, IgG tinh chÕ tõ ph−¬ng ph¸p nµy cã ®é tinh s¹ch kh«ng cao. 
GÇn ®©y, cã nhiÒu bé kÝt t¸ch chiÕt IgG ®−îc th−¬ng m¹i ho¸ trªn thÞ tr−êng 
víi viÖc sö dông protein A hoÆc protein G lµm cét Hi Trap ®Ó tãm b¾t IgG 
tõ huyÕt thanh vµ thu håi IgG tinh khiÕt. Trong ®Ò tµi nghiªn cøu nµy, tinh 
chÕ IgG ®Æc hiÖu kh¸ng vi rót Colti nhãm B chñng 05VN255 tõ huyÕt thanh 
thá toµn phÇn, ®−îc thùc hiÖn qua hai giai ®o¹n: giai ®o¹n 1 sö dông muèi 
amonium sulfate b·o hoµ ®Ó lo¹i bá bít albumin tõ huyÕt thanh vµ IgG thu 
®−îc ë d¹ng th«; giai ®o¹n 2 sö dông protein G ®Ó tãm b¾t IgG thá, sau ®ã 
t¸ch IgG thá ra khái protein G b»ng dung dÞch t¸ch chiÕt ®Ó thu IgG thá 
kh¸ng vi rót tinh khiÕt. 

Qua thùc hµnh chóng t«i thÊy viÖc phèi hîp hai ph−¬ng ph¸p tña IgG 2 
lÇn b»ng amonium sulfate b·o hoµ vµ tiÕp ®ã lµ s¾c ký cét ¸i lùc, sö dông 
phøc g¾n protein G- sepharose ®Ó tinh chÕ IgG tõ huyÕt thanh thá lµ ph−¬ng 
ph¸p −u viÖt.  
4.1.2. ViÖc chÕ t¹o IgG kh¸ng vi rót Colti nhãm B g¾n enzyme HRPO 
4.1.2.1. Sù lùa chän enzyme HRPO ®Ó t¹o céng hîp  

HRPO th−êng ®−îc sö dông v× nh÷ng lý do sau: C¸c enzyme nãi chung 
®Òu rÊt ®¾t, nh−ng enzyme HRPO rÎ h¬n c¶, do nguån vËt liÖu ®Ó s¶n xuÊt 
HRPO rÊt th«ng dông; §é nh¹y vµ ®Æc hiÖu cña kü thuËt ELISA ®−îc ®¸p 
øng do khi dïng HRPO kh«ng xuÊt hiÖn mµu do enzyme néi sinh, nªn 
kh«ng g©y nhiÔu ph¶n øng miÔn dÞch, ®iÒu nµy thÓ hiÖn ë c¸c giÕng chøng 
©m vµ giÕng blank, nÒn cña kü thuËt ELISA cã mËt ®é quang thÊp OD < 
0,100. 

Do vËy, trong nghiªn cøu nµy chóng t«i sö dông enzyme HRPO vµ c¬ 
chÊt OPD cho kü thuËt ELISA.  
4.1.2.2.  ViÖc dïng natriperiodat (NaIO4) ho¹t ho¸ enzyme HRPO t¹o céng 
hîp kh¸ng thÓ 

Cã nhiÒu lo¹i ho¸ chÊt sö dông ®Ó ho¹t ho¸ enzyme HRPO, nh− ph−¬ng 
ph¸p dïng glutaraldehyd, nh−ng ho¹t ho¸ b»ng lo¹i ho¸ chÊt nµy chØ cã 
kho¶ng 10% enzyme ®−îc ho¹t ho¸. Cßn nÕu sö dông ho¸ chÊt lµ natriperiodat 
th× cã Ýt nhÊt 80 - 90% enzyme ®−îc ho¹t ho¸. Do vËy, natriperiodat ®· ®−îc 
sö dông ®Ó ho¹t ho¸ enzyme HRPO trong nghiªn cøu nµy. Ph−¬ng ph¸p oxy 
ho¸ enzyme b»ng natriperiodat, ®Ó xóc t¸c ph¶n øng gi÷a enzyme vµ kh¸ng 
thÓ ®−îc thùc hiÖn qua cÇu nèi gi÷a nhãm –NH2 cña IgG víi nhãm –CHO 
cña enzyme t¹o ra 1 base schiff. Nhãm –CHO cña enzyme t¹o thµnh do sù 
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oxy ho¸ chøc alcool cña phÇn hydrat cacbon cña enzyme víi mét chÊt oxy 
ho¸. 

 
4.1.3. ChuÈn ®é c¸c thµnh phÇn IgG vµ IgG – HRPO t¹o bé sinh phÈm 
ELISA Sandwich vµ ®¸nh gi¸ ®é nh¹y, ®é ®Æc hiÖu cña bé sinh phÈm 

§Ó s¶n xuÊt bé sinh phÈm, viÖc chuÈn ®é, lùa chän nång ®é IgG g¾n 
b¶n vµ céng hîp IgG – PO lµ rÊt quan träng ®Ó ®¶m b¶o ®é nh¹y vµ ®é ®Æc 
hiÖu còng n− sù æn ®Þnh cña bé sinh phÈm. Dùa trªn kÕt qu¶ chuÈn ®é víi 
nh÷ng mÉu chøng d−¬ng cã hiÖu gi¸ vi rót kh¸c nhau bao gåm chøng d−¬ng 
tÝnh m¹nh, d−¬ng tÝnh trung b×nh, d−¬ng tÝnh yÕu (ng−ìng ph¸t hiÖn) ®Ó lùa 
chän hiÖu gi¸ kh¸ng thÓ g¾n b¶n phï hîp ®¶m b¶o ®−îc ®é nh¹y (giíi h¹n 
ph¸t hiÖn cña bé sinh phÈm ®¹t 103PFU/ml). Dùa trªn kÕt qu¶ chuÈn ®é, tõ 
sinh phÈm gèc, nång ®é IgG g¾n b¶n tèi −u ®−îc lùa chän lµ 1/1600 (t−¬ng 
®−¬ng 0,5 μg/ml) vµ nång ®é céng hîp tèi −u ®¹t ®−îc ë ®é pha lo·ng 
1/2000.  

§é nh¹y vµ ®é ®Æc hiÖu: §Ó ®¸nh gi¸ ®é nh¹y vµ ®é ®Æc hiÖu cña bé 
sinh phÈm trong xÐt nghiÖm, th−êng sö dông  mét trong hai c¸ch ®ã lµ: (1) 
Dïng panel mÉu chuÈn (cßn gäi lµ dµn mÉu chuÈn) ®Ó kiÓm tra hoÆc (2) So 
s¸nh víi mét bé sinh phÈm chuÈn kh¸c. 
4.2. §é æN §ÞNH Vµ hiÖu qu¶ chÈn ®o¸n vi rót Colti 
nhãm b cña sinh phÈm chÕ t¹o so s¸nh víi  ph−¬ng 
ph¸p kh¸c 
4.2.1. Sù æn ®Þnh cña bé sinh phÈm ELISA Sandwich 

Theo dâi ®é æn ®Þnh cña bé sinh phÈm ELISA Sandwich ®−îc chÕ t¹o 
trong nghiªn cøu nµy ®−îc tu©n thñ theo quy ®Þnh chung lµ 2 ®Õn 3 th¸ng 
mét lÇn, thêi ®iÓm cuèi cïng kiÓm tra lo¹t sinh phÈm ®−îc thùc hiÖn sau 
thêi gian Ên ®Þnh h¹n sö dông sinh phÈm Ýt nhÊt lµ trªn 1 th¸ng. Do vËy, 
trong nghiªn cøu nµy c¸c thêi ®iÓm theo dâi ®Þnh kú sù æn ®Þnh cña bé sinh 
phÈm sau chÕ t¹o lµ:  th¸ng 0, 3, 6, 9, 12 vµ 15. KÕt qu¶ nghiªn cøu ®· x¸c 
®Þnh, trong ®iÒu kiÖn b¶o qu¶n bé sinh phÈm theo yªu cÇu, bé sinh phÈm 
ELISA Sandwich cã sù æn ®Þnh vÒ kÕt qu¶ xÐt nghiÖm trong c¸c thêi ®iÓm 
kh¸c nhau cho ®Õn thêi ®iÓm th¸ng thø 15 thêi gian sau chÕ t¹o sinh phÈm. 
Do vËy, chóng t«i ®Ò xuÊt h¹n sö dông bé sinh phÈm chÕ t¹o trong nghiªn 
cøu nµy lµ 12 th¸ng, ®iÒu kiÖn b¶o qu¶ theo h−íng dÉn sö dông sinh phÈm 
(c¸c sinh phÈm gåm cã thanh nhùa g¾n kh¸ng thÓ, céng hîp, c¸c mÉu chøng 
cÇn b¶o qu¶n ë – 200C, dung dÞch, ho¸ chÊt cña bé sinh phÈm b¶o qu¶n ë 40C). 

4.2.2. Ph¸t hiÖn vi rót Colti nhãm B b»ng bé sinh phÈm ELISA Sandwich 
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Thùc hiÖn song song kü thuËt ELISA Sandwich, sö dông bé sinh phÈm 
chÕ t¹o vµ kü thuËt RT – PCR víi cÆp måi ®Æc hiÖu cho ph©n ®o¹n gien 8 ®Ó 
x¸c ®Þnh vi rót Colti nhãm B trong 72 mÉu n−íc næi tÕ bµo cã hiÖn t−îng 
bÖnh lý. Cã 2 mÉu d−¬ng tÝnh  khi ¸p dông kü thuËt ELISA Sandwich, nh−-
ng l¹i ©m tÝnh khi ¸p dông kü thuËt RT-PCR.  Khi  sö dông hai cÆp måi 
kh¸c, ®Æc hiÖu víi vi rót Colti nhãm B ë vïng gen sè 5 ®Ó kiÓm tra víi hai 
mÉu vi rót nµy. KÕt qu¶ x¸c ®Þnh hai mÉu nµy d−¬ng tÝnh. ChÝnh v× vËy, 
nghiªn cøu ph¸t triÓn kü thuËt PCR ®a måi ®· ®−îc nhiÒu nhµ khoa häc 
quan t©m, ®Ó tr¸nh hiÖn t−îng ©m tÝnh gi¶ khi sö dông kü thuËt nµy trong 
chÈn ®o¸n. §iÒu ®ã cho thÊy, kü thuËt PCR sÏ kh«ng thÓ thay thÕ ®−îc c¸c kü 
thuËt miÔn dÞch ELISA vµ kü thuËt ph©n lËp trong chÈn ®o¸n vi sinh vËt.  

So s¸nh kÕt qu¶ x¸c ®Þnh vi rót Colti nhãm B b»ng kü thuËt RT-PCR vµ 
ELISA Sandwich, cho thÊysù phï hîp kÕt qu¶ xÐt nghiÖm cña hai kü thuËt 
nµy rÊt cao trªn 70/72 mÉu cã kÕt qu¶ xÐt nghiÖm gièng nhau (cïng ©m tÝnh 
hoÆc cïng d−¬ng tÝnh). Nh− vËy bé sinh phÈm cña chóng t«i s¶n xuÊt 
kh«ng cã sù kh¸c biÖt vÒ ®é nh¹y vµ ®Æc hiÖu gi÷a hai ph−¬ng ph¸p RT-
PCR vµ ELISA-Sandwich v× tÝnh theo ®é phï hîp Kappa cã k = 0,94, ®©y 
lµ ®é phï hîp cao vÒ kÕt qu¶ chÈn ®o¸n cña sinh phÈm. 
4.2.3. ¦u ®iÓm cña viÖc sö dông bé sinh phÈm ELISA trong xÐt nghiÖm.  

ViÖc chÕ t¹o thµnh c«ng bé sinh phÈm ph¸t hiÖn vi rót Colti nhãm B 
b»ng kü thuËt ELISA Sandwich, sö dông kh¸ng thÓ g¾n b¶n lµ IgG thá 
kh¸ng vi rót tinh chÕ vµ céng hîp g¾n enzyme HRPO trong nghiªn cøu nµy 
sÏ lµ tiÒn ®Ò cho nh÷ng nghiªn cøu tiÕp theo vÒ lo¹i vi rót míi xuÊt hiÖn  ë 
ViÖt Nam. Chóng ta sÏ kh«ng ph¶i nhËp sinh phÈm tõ n−íc ngoµi cho nh÷ng 
nghiªn cøu vÒ vi rót Colti nhãm B vµ c¸c vi rót míi ph¸t hiÖn kh¸c. ViÖc t¹o 
®−îc sinh phÈm cã ®é nh¹y, ®é ®Æc hiÖu vµ æn ®Þnh vÒ hiÖu gi¸ sÏ gióp 
chóng ta chñ ®éng trong gi¸m s¸t dÞch tÔ häc sù l−u hµnh cña vi rót ë ViÖt 
Nam, gãp phÇn ®−a ra nh÷ng ®Þnh h−íng ®Ó dù phßng bÖnh cã hiÖu qu¶.  
4.2.4. Nh÷ng ®Þnh h−íng cho nghiªn cøu tiÕp theo 

Trong nh÷ng thËp kû tr−íc ®©y, cã mét sè t¸c nh©n vi rót míi xuÊt hiÖn 
råi l¹i “im lÆng” trong mét kho¶ng thêi gian dµi gÇn 30 n¨m. VÝ dô nh− vi 
rót  viªm n·o thung lòng Murray, xuÊt hiÖn ë ch©u óc vµo ®Çu nh÷ng n¨m 
1920 vµ l¹i t¸i xuÊt hiÖn vµo n¨m 1951, hoÆc vi rót  g©y sèt O’nyong nyong 
ë ch©u Phi “im lÆng” trong kho¶ng thêi gian gi÷a 1959 vµ 1996. Cßn trong 
c¸c thËp kû gÇn ®©y, sù xuÊt hiÖn cña vi rót Nipah g©y HCNC cho bÖnh 
nh©n ë Malaysia vµo n¨m 1999, nh−ng tõ n¨m 2009 cho ®Õn nay ch−a ph¸t 
hiÖn thªm ®−îc t−êng hîp nµo bÞ bÖnh do vi rót  Nipah. HoÆc nh vi rót  
SARS Corona, xuÊt hiÖn vµ lan truyÒn rÊt nhanh cho 32 n−íc trªn thÕ giíi 
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trong mét thêi gian rÊt ng¾n víi sè ng−êi m¾c bÖnh kho¶ng 8437 vµ tö vong 
813 (tÝnh ®Õn th¸ng 7 n¨m 2003).  

§èi víi vi rót Colti nhãm B, sù ph¸t hiÖn thÊy vi rót nµy ë Trung Quèc 
®−îc ghi nhËn trong rÊt nhiÒu n¨m tõ sau n¨m 1987. Cßn ë ViÖt Nam, vi rót 
®−îc ph¸t hiÖn ®Çu tiªn tõ bÖnh nh©n HCNC vµo n¨m 2005. Ngoµi ra, khi 
kiÓm tra nh÷ng mÉu ph©n lËp vi rót tõ muçi ë miÒn B¾c tõ n¨m 2002 cho 
®Õn n¨m 2008 còng ®Òu ph¸t hiÖn thÊy vi rót nµy. Nh− vËy, sù hiÖn diÖn vµ 
l−u hµnh réng r·i cña vi rót Colti nhãm B kh«ng nh÷ng chØ ë ViÖt Nam mµ 
cßn ë mét sè n−íc kh¸c trong khu vùc ch©u ¸, cho thÊy cÇn cã nh÷ng 
nghiªn cøu ®Ó x¸c ®Þnh sù l−u hµnh cña vi rót Colti nhãm B vµ c¸c loµi 
muçi truyÒn vi rót, còng nh− vai trß g©y bÖnh cña vi rót nµy ë ViÖt Nam.  
Nh÷ng h¹n chÕ cña nghiªn cøu 

- Vi rót Colti nhãm B míi ®−îc ph¸t hiÖn lÇn ®Çu tiªn tõ bÖnh nh©n ë 
Trung quèc n¨m 1987 vµ ë ViÖt Nam n¨m 2005 nªn nh÷ng nghiªn cøu vÒ vi 
rót häc ch−a ®−îc quan t©m ®Çy ®ñ. §©y lµ mét khã kh¨n, th¸ch thøc ®èi 
víi nhãm nghiªn cøu v× thiÕu sù trao ®æi kinh nghiÖm vµ tµi liÖu tham kh¶o. 

- V× thêi gian cã h¹n nªn míi chØ theo dâi ®é æn ®Þnh cña bé sinh 
phÈm trong thêi gian 15 th¸ng, ch−a ®ñ thêi gian ®Ó thö nghiÖm kÐo dµi ®Ó 
x¸c ®Þnh ®é æn ®Þnh cña bé sinh phÈm ®Õn 24 – 30 th¸ng. 
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KÕt luËn 
1. §· chÕ t¹o ®−îc IgG thá kh¸ng vi rót Colti nhãm B chñng 05VN255, 
céng hîp IgG g¾n enzyme peroxidase vµ tõ ®ã chÕ t¹o ®−îc bé sinh 
phÈm ELISA sandwich ph¸t hiÖn vi rót Colti nhãm B (vi rót Banna) 

- Qui tr×nh g©y miÔn dÞch liÒu thÊp nh¾c l¹i nhiÒu lÇn víi kh¸ng nguyªn 
tinh chÕ cña vi rót Colti nhãm B chñng 05VN255 t¹o hiÖu gi¸ kh¸ng thÓ 
trong huyÕt thanh thá cao trªn 10000. IgG ®−îc t¸ch chiÕt vµ tinh s¹ch tõ 
huyÕt thanh thá b»ng ph−¬ng ph¸p kÕt tña víi ammonium sulfate vµ s¾c ký 
¸i lùc víi protein G. S¶n phÈm IgG thu ®−îc t−¬ng ®èi tinh khiÕt qua kiÓm 
tra b»ng ®iÖn di SDS-PAGE; cã ho¹t tÝnh m¹nh vµ ®é ®Æc hiÖu cao víi 
kh¸ng nguyªn vi rót Colti nhãm B khi ®¸nh gi¸ b»ng kü thuËt ELISA ë ®é 
pha lo·ng 1/20000. 

- G¾n ®−îc enzyme peroxidase ho¹t ho¸ b»ng natriperiodat lªn kh¸ng 
thÓ IgG. Céng hîp IgG-HRPO t¹o ra gi÷ ®−îc ho¹t tÝnh kh¸ng thÓ vµ ho¹t 
tÝnh enzyme peroxidase. 

- Sö dông IgG tinh chÕ ë ®é pha lo·ng 1/1600 lµm kh¸ng thÓ g¾n b¶n vµ 
céng hîp IgG-HRPO ë ®é pha lo·ng 1/2000 lµm kh¸ng thÓ ph¸t hiÖn t¹o 
®−îc bé xÐt nghiÖm ELISA sandwich ph¸t hiÖn vi rót Colti nhãm B chñng 
05VN255 víi ng−ìng ph¸t hiÖn lµ 103 PFU/ml vµ kh«ng ph¶n øng chÐo víi 
c¸c vi rót Rota cïng hä Reoviridae vµ vi rót viªm n·o NhËt B¶n kh¸c hä. 
2. §· chÕ t¹o ®−îc ba lo¹t sinh phÈm ELISA sandwich, ®¸nh gi¸ ®−îc ®é 
æn ®Þnh vµ hiÖu qu¶ ph¸t hiÖn vi rót Colti nhãm B cña s¶n phÈm.  

- Ho¹t tÝnh cña bé sinh phÈm ELISA gi÷ ®−îc æn ®Þnh sau 15 th¸ng b¶o 
qu¶n ë ®iÒu kiÖn thÝch hîp. 

- B−íc ®Çu øng dông bé sinh phÈm ph¸t hiÖn vi rót Colti nhãm B ë 72 
mÉu ph©n lËp tõ mét sè tØnh miÒn B¾c, miÒn Trung, miÒn Nam vµ T©y 
Nguyªn. HiÖu qu¶ ph¸t hiÖn vi rót Colti nhãm B khi so s¸nh víi kü thuËt 
RT-PCR cã ®é phï hîp cao, kÕt qu¶ ®ång nhÊt 70/72 mÉu xÐt nghiÖm (hÖ 
sè phï hîp Kappa = 0,94).  

 
KiÕn nghÞ 

- Nªn sö dông s¶n phÈm ®· chÕ t¹o ®−îc trong nghiªn cøu nµy bao 
gåm sinh phÈm vµ bé sinh phÈm cho c¸c kü thuËt miÔn dÞch ®Ó tiÕp tôc 
nghiªn cøu sù l−u hµnh, vect¬ truyÒn vµ vai trß g©y bÖnh cña vi rót Colti 
nhãm B ë ViÖt Nam. 

- CÇn nghiªn cøu x©y dùng dµn mÉu chuÈn, ®Ó kiÓm ®Þnh bé sinh phÈm 
ELISA Sandwich ph¸t hiÖn kh¸ng nguyªn vi rót Colti nhãm B theo tiªu 
chuÈn chung, còng nh− dµn mÉu chuÈn ®Ó ®¸nh gi¸ n¨ng lùc xÐt nghiÖm 
b»ng kü thuËt nµy cho môc ®Ých ph¸t triÓn kü thuËt ë c¸c phßng xÐt nghiÖm 
kh¸c. 
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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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