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(54) PHUONG PHAP PHAT HIEN TRUONG HQP NHIEM VIRUT FLAVIVIRIDAE

(57) Sang ché dé cap dén phuong phap phat hién truong hop nhiém virut Flaviviridae bao
gom cac budc chuan bi mau sinh hoc chira phtre hop bao gom it nhat hai protein, protein
phi ciu trac 1 va thrombin hodc protein phi cau trac 1 va prothrombin, chuan bi khang thé
bat giit gan két voi mot trong hai protein ndy, chuan bi khang thé phat hién gan két voi
protein con lai trong hai protein nay va xac dinh truong hop nhiém virut béng két qua phan
Ung cua khang thé bat giit khi ca hai khang thé gan voi phtc hop. Sang ché ciing dé cap
dén mot phuong phap khac dé phat hién trudng hop nhiém virut Flaviviridae.
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Linh vyre k¥ thuit dwoc dé cip

Sang ché dé cap dén phuong phap phét hién truong hop nhim virut, dic biét 12
~ phuong phép phat hién trudng hop nhiém virut Flaviviridae.

Tinh trang ky thuit ciia sing ché

Céac virut thudc ho Flaviviridae giy bénh viém ndo, sét Dengue va cic bénh
nhiém tring toan than khac anh hudng 16n dén sirc khoe cong ddng, ludn 1a ddi tugng
ma cac chuyén gia lo ngai va luu tdm. Virut Dengue (Dengue virus - DENV) thudc ho
Flaviviridae, chi flavivirus, c6 thé dugc chia thanh bén kiéu huyét thanh gém DENV-1,
DENV-2, DENV-3 v DENV-4 theo su khac biét vé& khang nguyén ciia chiing.

Bénh sét xuit huyét Dengue / hdi ching séc Dengue, (DHF / DSS) hoic sbt
Dengue (Dengue Fever - DF) va c4c triéu ching khéc s& xuit hién khi co thé bi nhiém
virut Dengue. Triéu chimg 14m sang cta st xuit huyét Dengue / hoi chimg sbc
Dengue bao gdm mét dich co thé, ting hematocrit, giam tiéu cau, va sé¢ do giam luu
lugng mau. Mic dit nguyén nhan sinh bénh hoc ctia sét xuit huyét Dengue / hoi chimg
sdc Dengue van chua dugc biét, nhung c6 nhidu bang chimg cho thy viéc chay mau
va giam tiéu cdu ciia bénh nhan DHF ¢6 lién quan dén tinh trang giam tiéu ciu trong

mau, thicu hut cac yeu to ctia hé thong do6ng mau va ton thuong hé thong bi€u mo.

Virut Dengue chira khoang 1100 cip bazo chi yéu ma hoa ba protein ciu tric:
protein v6 C, protein mang M, protein 40 ngoai (Mantle protein) E, cling nhu bay
“protein phi ciu tric khac: NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4A, NS4b va NS5. Theo cac
nghién ctru hién nay, NS1 khéng chi 13 protein quan trong trong co ché nhiém virut -
Dengue, ma con c6 lién quan mat thiét v6i cac triéu chimg do virut dengue giy ra,
ching han DHF.

NS1 1a protein da glycosyl hda, cé kich thuéc 46 ~ 50 kDa. Protein NS1 loai c6
lién quan dén mang va loai tiét trong md cia dong vét cé v bi nhiém ludn duoc tim
thdy. Do do, viéc phat hién xem protein NS1 c6 tdn tai trong co thé bénh nhan hay
khong 13 cach thirc kha hiéu qua dé phat hién xem bénh nhén d6 c6 bj nhiém virut
Dengue hay khong.
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T4t ca cac k§ thuat hodc b kit phét hién trudng hop nhiém virut Dengue cé trén
thi truong déu chi phu thudc vao tinh dic hiéu cia khang thé khang NSI va phuong
phép mién dich. Tuy nhién, k¥ thuit thong thuong, cho du d6 1a tach virut khéi co thé
bénh nhan hay RT-PCR (reverse transcription-polymerase chain reaction - phan ing
chudi polymeraza-phién ma nguoc) dé xac dinh loai virut nhiém déu cuc ky ton thoi
gian, chi phi cao, va phu thudc nhiéu vao thiét bi thi nghiém, vi viy pham vi img dung
rat hep.

Ngoai ra, phuong phap phat hién néu trén cin phai dugc thuc hién trong cac diéu
kién méi trudng nghiém ngit dé tranh giy nhidm v6 ¥ & muc d6 nho anh hudng dén
cac két qua chin doan. Quan trong hon, cac phuong phéap phét hién NS1 néu trén déu
thiéu tinh nhay va khong thé cung cip két qua thir nghiém vé6i d6 chinh x4c cao dbi véi
c4c nhidm tring sém hodc nhe, tir 46 din dén cac hau qua nghiém trong ching han

chan dodn sai hodc chidm bit dau qua trinh dicu tri.

Do @6, viéc dé xudt phuong phap phat hién trudng hop nhiém virut Flaviviridae
(bao gﬁ“)m virut dengue) c¢6 do nhay va d¢ chinh xac cao trd thanh mdt trong cac muc

tidu quan trong trong linh vuc y hoc va y té cong cong.

Ban chét k§ thuit ciia sang ché

Dé khéc phuc cic vin dé trén, mot muc dich clia sang ché nay 14 dé xuét phuong
phap phat hién virut Flaviviridae c6 d§ nhay cao, 30 chinh xac cao va nhanh chdng,
dic biét tp trung vao phuong phép phat hién virut Dengue.

Protein phi cdu tric 1 (NS1) thudng xuét hién trong co thé sinh vat hoic cac té
bao bj nhiém virut Flaviviridae. Ngoai ra, phan 16n protein NS1 s& két hop véi cac yéu
t6 ddng mau trong mau nhu thrombin hoic prothrqmbin nhu dugc xac nhén trong sang
ché ndy. Do d6, viéc phat hién td hop ciia NS1 va thrombin, hoac & hop cia NS1 va
prothrombin trong co thé bénh nhén s& 1a phuong phap hiéu qua dé phét hién trudng
hop nhiém virut Flaviviridae. Nghia 13, sing ché dé xuét phuong phép phat hién
truong hop nhiém virut Flaviviridae qua t6 hop ciia NS1 va thrombin hoic ctia NS1 va
prothrombin. ’ ‘

Sang ché dé xuét phuong phap phat hién truomg hop nhiém virut Flaviviridae, bao
gdm: chuin bi thrombin hodc prothrombin d& tao ra phirc hop chira it nhit hai protein
gdm protein phi c4u tric 1 va thrombin, hogc hai protein gdm protein phi ciu tric 1 va

prothrombin; chuén bi khang thé bét gitt gﬁn két v&i mot trong hai protein nay; chudn
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bi khang thé phat hién gén két v6i protein con lai trong hai protein niy; va x4c dinh két
qua phan tmg ctia khang thé phat hién khi ca khang thé bat giir va khang thé phat hién
gén vai phirc hop.

Sang ché & xut phuong phdp khac dé phat hién trudng hop nhiém virut
Flaviviridae, bao gdbm: chuin bi mau sinh hoc chira phirc hop, phirc hgp nay bao gdm
it nhat hai protein gdm protein phi cdu tric 1 va thrombin, hoic hai protein gdém
protein phi cdu tric 1 va prothrombin; chuin bi khang thé bét giit gin két voi mét
trong hai protein ndy; chuén bi khang thé phat hién gin két vai protein con lai trong
hai protein ndy; va x4c dinh két qua phan g ctia khang thé phat hién khi c4 khang thé
bét giir va khang thé phat hién gén véi phirc hop.

Theo mét trong cac phuong an cia sang ché, protein phi ciu triic 1 va thrombin

hodc protein phi cau triic 1 va prothrombin duoc gai vao nhau.

Theo mot trong c4c phuong 4n cla sang ché, mau sinh hoc ¢é ngudn goc tir dong
vat co vi.

Theo mot trong cac phuong 4n ctia sang ché, mau sinh hoc ¢ ngudn goc tir ngudi.

Theo mét trong cac phuong an, protein phi cdu triic 13 protein ché tiét hodc annexin.

Theo mét trong cac phuong 4n cuia sang ché, khang thé bét giir 1a khang thé don

dong hoic khang thé da dong.

Theo mdt trong cac phuong 4n cia sang ché, khang thé phat hién 13 khang thé don

dong hogc khéng thé da dong.

Theo sang ché, thuat ngit “virut Flaviviridae” 13 virut biéu hién chu yéu protein
phi chu tric 1 (NS1); t6t hon 13, chi Flavivirus va chi virut Pestivims; t6t hon nita 13,
Flavivirus, nhu virut sét vang da hodc virut Dengue (DENV). Theo mdt trong céc
phuong an, virut Flaviviridae 13 virut Dengue, va bao gdm céac kiéu huyét thanh khac
nhau nhu DENV-1, DENV-2, DENV-3 va DENV-4.

Theo sang ché, thuat ngir “sinh hoc” trong mau sinh hoc chi yéu bao gdm dong
vét chi c6 thé bi nhidm virut Flaviviridae, t6t hon 13 bao gdm dong vat c6 vi, nhu
ngudi, khi, chudt, gia stuc, ctru, chd, meéo, hoic lon. Theo mdt trong cdc phuong én,
sinh vat nay 1a nguoi.

Theo sang ché, thuat ngir "mAu sinh hoc" c¢6 thé c6 dang bét ky, chi yéu 13 vat thé
bét ky c6 thé bi anh hudng béi virut Flaviviridae trong c4 thé, dic biét bao gdm mau,

huyét trong, nude ti€u, hodc bach huyet v.v., hodc mo6 hodc cac t€ bao xung quanh ma
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méu, huyét trong, nude tiéu, hoic bach huyét chay qua. Tét hon 13, cAc miu sinh hoc
bao gdm cac té bao c6 thé bi nhidm virut Flaviviridae, it nhit bao gdm té bao than kinh,
té bao co, té bao gan, t€ bao ndi mo, té bio mau, hoic té bao limpho; t6t hon 13, miu
sinh hoc bao gﬁ‘)m t& bao ndi md hoic t& bao mau cla dong vat c6 vu. Cac mau sinh
hoc ¢6 thé 13 mAu tuoi, dugc nudi cdy mo, hoic duoc 1am lanh hosc dong lanh. Ngoai
ra, mau sinh hoc con c6 thé duoc danh gia ty 18 ndng dd cua hai protein NSI va

thrombin hoic NS1 va prothrombin bing cich tinh ché, ly tam, chiét, c¢6 dic, v.v..

Tém lai, phuong phap phat hién trrong hop nhiém virut Flaviviridae dugc dé xuit
theo sang ché 1a phuong phap gin két khang thé trong cic miu sinh hoc bao gém phirc
hop hai protein NS1 va thrombin, hodc NS1 va prothrombin. Ngoai ra, so sanh voi giai
phép k¥ thuat di biét str dung NS1 lam dich phat hién duy nhét, phuong phap phat
hién theo sang ché 13 phuong phap c6 do nhay va do chinh x4c cao hon trong viéc phat

hién virut Flavivirus.

MBS ta viin tit cac hinh vé

Fig. 1 1a so dd thé hién phuong phép phéat hién trudng hop nhiém virut
~ Flaviviridae theo sang ché;

Fig. 2 1a so d6 thé hién phuong phap khac dé phat hién trudng hop nhiém virut
Flaviviridae theo sang ché;

Fig. 3 thé hién s6 liéu v& 3 hop ciia tNSI véi thrombin hogc véi prothrombin
theo mot trong cac phuong an;

Fig. 4A 13 bang sb liéu théng ké v& thir nghiém véi t6 hgp NS1-thrombin va NS1
* khong gén két trong huyét thanh do bing phwong phép theo sang ché.

Fig. 4B 13 bang sb liéu théng ké vé thir nghiém trén huyét thanh ciia bénh nhan bi
nhiém virut dengue do bing phwong phép theo sang ché va bang bo kit Platelia TM
Dengue NS1 Ag ELISA c6 trén thi trudong.
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M ta chi tiét sang ché
Mot trong cac phuong phép c6 dd nhay va do chinh xac cao dé phat hién virut

Flaviviridae theo sang ché dugc mo ta dudi diy dua trén cac Fig. lién quan.

Céc budc cia phuong phap phat hién virut Flaviviridae theo sang ché thé hién
trén Fig. 1 bao gdm: chudn bi mau sinh hoc chira phirc hop, phitc hgp nay bao gbm it
nhét hai protein gdm protein phi ciu tric 1 va thrombin, hodc hai protein gbm protein
phi cu tric 1 va prothrombin; chudn bi méu sinh hoc chita phitc hgp, phirc hop nay
bao gdm it nhét hai protein gdm protein phi cu tric 1 va thrombin, hodc hai protein
gdm protein phi cdu tric 1 va prothrombin (Budc S11); chuén bi khang thé bat giir gin
két v6i mot trong hai protein nay (Bu6e S12); chudn bi khang thé phat hién gén két voi
protein con lai trong hai protein nay (Budc S13); va xac dinh két qua phan tng clia
khang thé phat hién khi ca khang thé bat giir va khang thé phat hién gin véi phiic hop
(Budce S14).

O bude S11 cia phwong an niy, mau sinh hoc dwge lay tir c4 thé bi nghi ngd
nhidm virut Flaviviridae, mau sinh hoc nay chtra phirc hop néu c4 thé duing 1a bi nhiém
virut, trong d6 phirc hop nay chtra it nhét hai protein, c6 thé 1a NS1 va thrombin, hoic
NS1 va prothrombin. Theo phuong 4n nay, hai protein trong phtrc hop 1a khép voi
nhau, nghia 1a ca hai cdu tric ¢6 thé két hop véi nhau hodc c6 cac phin dugc gin két
ddng hoéa tri. Trong khi theo cic phuong 4n khéac, nhung khong gidi han & do, hai
protein ciing c6 thé dugc gin két gian tiép qua cac phan tir khac. Cac phén tir cta phirc
hop nay c6 thé 1a NS1 va thrombin cling nhu NS1 va prothrombin, va s6 lugng cac
phén tir 1a khong gidi han khong phu thudc vao sb luong ctia NS1, thrombin, hodc
prothrombin, vi vy phtrc hop niy c6 thé gdbm mot NS1 véi hai thrombin hodc v6i hai
prothrombin, hodc gém hai hodic nhiéu NS1 dugc két hop v6i thrombin hodc v6i

prothrombin. T4t ca nhitng diéu dugc mo ta nay khong giéi han pham vi cia séng ché.

Theo phuong 4n nay, mau sinh hoc 1a huyét thanh cua ngudi, va dong thoi c6
chira nhidu phirc hgp, mét sd trong chung chira NS1 va thrombin, mot s6 chtra NS1 va
prothrombin. Ngoai ra, cin luu y rang NS1 khong bi gi6i han & dang ctia nd, n6 c6 thé
co dang ché tiét trong do6 protein dugc tiét ra ngoai bio, hodc dang lién quan dén mang
trong d6 protein dugc két hop v6i mang bé mit té bao vét chu, ngoai ra, NS1 co6 thé 1a
dang khong cai bién sau dich m3, hodic co cai bién sau dich md nhu dang dugc
glycosyl hoa, hodc phosphoryl hoa. T4t ca nhimg didu dugc mo ta nay khong gidi han

pham vi cia sang ché.
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Tiép theo, phuong phap phat hién niy bao gbm budc chuin bi khang thé bt gitr
(dugc th hién & budc S12 trén Fig. 1), va khang thé phat hién (dugc thé hién & budc
S13 trén Fig. 1) va 14n luot két hop ching véi phirc hgp gdm NS1 va thrombin. Nghia
13, khang thé bét giit s& két hop v6i mot trong hai protein trong phirc hop, va khang thé
phat hién s& két hop véi protein kia. Tién hanh twong ty khi phitc hop gbm NS1 va
prothrombin.

Khéng thé bt giit va khang thé phat hién cé thé 13 khang thé don dong hoic
khang thé da dong, trong vi du thir nghiém theo sang ché, hau hét trong ching 1a
khéng thé da dong. D8 tao thuén loi cho viéc tién hanh phét hién, khang thé bét giir
duge c¢b dinh trudc trén chit nén rén, nhu chit nén duge ché tao tir niloéng, polystyren,
polyvinyl clorua (GB 5023.7-1997) hodc nitroxenluloza, poly vinyliden florua (PVDF),
va chit nén nay c6 thé c6 cic dang khic nhau, nhu tAm c6 13, c6t, hodc bang thir. Tuy
nhién, khong bi giéi han & chd khang thé bt giir c6 thé duoc két hop véi miu sinh hoc
& dang huyén phu, khi d6 viéc lwa chon chi phu thudc viao phurong phép tich khéng thé
bét giir duge gén két va khong dugc gin két véi phic hop sau d6, va ciling phu thudc
vao tinh thuit tién cia thao tic cta ngudi dung. T4t ca nhimng diéu dugc mo ta nay

khong gi6i han pham vi ctia sdng ché.

Theo phwong 4n thuc hién nay, tét hon 1a méu sinh hoc truée tién duge két hop
v6i khang thé bét gitr, va sau d6 b sung khang thé phét hién vao dé phan tng. Cu thé,
theo phuong an thyuc hién niy, khang thé bét giir 13 khang thé khang NS1, va khang thé
phat hién 13 khang thé khang thrombin hodc khang prothrombin. Khi miu sinh hoc
dugc bd sung vao chit nén da ¢b dinh khang thé bt gitt, truéc tién khang thé bét gitr
s& gin két dic hiéu voi NS1, va sau d6 khang thé phat hién dugc bd sung, duoc két
hop v6i thrombin hodc prothrombin. T4t nhién, khang thé bét giit theo sang ché ciing
c6 thé gip khang thé khang thrombin hodc khang prothrombin, ba protein ndy c6 thé
ddng thoi dugc két hop cing véi nhau khi khang thé bat giir 13 khang thé khang NS1,
hodc khi thuc hién trong huyén phu.

Dé tao thuan loi cho viéc phat hién va phén tich sau d6, khang thé phét hién t6t
hon 12 duoc két hop véi mot chit khac cé chirc nang nhan biét, vi du, & dang tiép hop
voi enzym'cé thé tao huynh quang hoic phat quang khi phan {ng v6i chat nén, nhu
enzym luxiferaza cia dom d6m, enzym phat quang cla vi khudn, phosphataza kiém,
catalaza, peroxidaza cu cai nguya (HRP), enzym [-galactosidaza, uricaza, hodc sira,
hodc thubc nhuém huynh quang va céc chi ddu nhu floresxein isothioxynat (FITC),

5-carboxyfloresxein, 6-carboxyfloresxein, cac anthoxyanin (anthoxyanin) hodc
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phycoerytrin, hodc rodamin v.v., hodc c4c chit ddng vi phéng xa dé phat hién bang
phong xa nhu H3, C11, C14, P32, S35, 1123, 1124, 1125, 1131, Tcl11, hodc Lul77 v.v.,
hodc c4c phén tir bit giit dd gin két c6 thé duoc sir dung nhu biotin, v.v.. Theo phurong
4n thyc hién cta sang ché, c6 thé, nhung khong giéi han &, HRP duoc sir dung & dang
tiép hop dé phat hién khang thé. Ky thuét tiép hop gin két khéng thé va phan tmg phét
quang thudng 12 da biét d6i voi chuyén gia trong linh vuc ndy, vi vy khong cin mé ta
& day. Tuy nhién, khang thé phat hién c6 thé khong & dang tiép hop, nhung két hop véi
mot khang thé khac, gin két dic hiéu véi khang thé phat hién theo sang ché, trong d6
khang thé ndy & dang tiép hop va 13 chét tao tin hidu. Khi khang thé phat hién duoc két
hop véi phtrc hop, khang thé ndy gin v6i khang thé phat hién va duoc phan tich. TAt

cé nhiing di€u dugc mo ta nay khdng gidi han pham vi cla sang ché.

O budc S14, khi khang thé bit giir va khang thé phat hién duoc két hop vé6i phirc
hop, két qua phét hién c6 thé dugc xac dinh bang phan tng cta khang thé phat hién.
Cu thé hon, do chi khang thé bt giit dugc cb dinh trén chit nén, va khang thé phat
hién duoc két hop vai khang thé bét gitt qua phirc hop, do d6, néu dbi twong phat hién
khong dugc chita trong miu sinh hoc, tirc 13 chira phitc hop NS1 va thrombin, hodc
NS1 va prothrombin, thi sau budc loai bd s&€ khong c6 tin hi¢u cé thé phat hién duogc.
Do d6, protein NS1 cia virut Flaviviridae va mtrc d6 nhiém dugc x4c dinh trong miu
sinh hoc bing cach xac dinh xem c6 tin hidu dugc phat hién hay khong va cudng do
tin hidu dé khang dinh c thé c6 bi nhiém virut Flaviviridae khong.

Nguyéﬁ 1y ctia séng ché dugc mé ta trén ddy c6 thé dugc ap dung nhu thir nghiém
hép thu mién dich dugc lién két enzym (enzyme-linked immunosorbent assay - ELISA) .
hoic phuong phép thim diém, t&t hon 13, nhu thir nghiém hép thu mién dich dugc lién
két enzym dang kep (ELISA kep).

Ngoai ra, sang ché ciing dé xuit phuong phap khac dé phat hién truong hop
nhim virut Flaviviridae, dugc thé hién trén Fig. 2, bao gém céc budc chudn bi miu
sinh hgc chira protein phi ciu trac (Budc S21); chuin bi thrombin hodc prothrombin
dé tao ra phirc hop chira it nhat hai protein gdm protein phi c4u triic 1 va thrombin,
hodc hai protein gdm protein phi cdu tric 1 va prothrombin (Buéc S22); chuin bi
khéng thé bét giit gén két véi mot trong hai protein nay (Buéc S23); chuin bj khang
thé phat hién gin két véi protein con lai trong hai protein nay (Budc S24); va (Budc
S25).

Phuong phép phat hién ndy phin 16n 12 giéng v6i phuong phép phat hién néu trén
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va c6 thé tham khao phin mé ta chi tiét trén. Su khac biét clia phuong phép nay 13 &
chd, & bude S21, miu sinh hoc chira protein NS1, va protein NS1 c6 thé 13 protein ban
dau dugc két hop véi thrombin hodc prothrombin, hodc ¢ thé 1 protein doc lap véi

thrombin hodc prothrombin.

Sau d6, & budc S22, lugng du twong ddi ciia thrombin hodc prothrombin duge
chuin bi, vd NS1 & dang phirc hop véi thrombin hogc prothrombin 13 ddi tugng phat
hién, vi vAy NS1 khéng gén két véi thrombin hoic prothrombin trong mau sinh hoc ¢6
thé dugc phat hién mot cach hidu qua trong co thé hoic 1am ting kha ning phat hién
phirc hop ban ddu. Ngoai ra, thrombin hodc prothrombin ndy c6 thé dugc phan 1ap
hoic tinh ché tir sinh vét va ciing c¢6 thé 13 mot vai protein chirc ning duoc tao ra bing
cach tdng hop nhan tao. T4t ca cac ki thudt nay 1a di biét dbi véi chuyén gia trong linh

vuc.

Duéi ddy, sang ché dua ra nhiéu vi du v& virut Dengue, trong d6 md ta phuong
phép phat hién truong hop nhidm virut Flaviviridae, va chimg minh su cai thién vé do

nhay va d9 chinh xé4c ctia phuong phéap phat hién nay.

Vi du thwc hién sdng ché

Vi du 1: Protein NS1 cia virut Dengue cé thé duoc két hop véi thrombin hosc

prothrombin
Tao ra NS1 t4i td hop (recombinant NS1 - rNS1)

Nhim dich trén kiéu huyét thanh cta virut Dengue typ II (ching PL046), doan
mdi  xudi: CATATGGTGTCACTAGTATT GGTGGG va doan mdi nguoc:
CTCGAGTCCGGCTGTGACCAAGGA dugc khuéch dai trinh ty ADN c6 chiéu dai
day di cia NS1 va dugc gin két vdi vecto pET-43.1a (+) (Novagen, Madison, WI) tao
thanh plasmit t4i t5 hop. Sau do, plasmit tai té hop dugc chuyén sang E. coli (ching
Rosetta), va gdy ra su biéu hién protein dung hop rNS1 dugc dénh déu bang (His) 6
trong E. coli dudi tic dung cdm tUng cua isopropyl-B-D-thio-pyran-galactosidaza
(IPTG) 1 mM. Sau d6, plasmit tai tb hc_)p duoc tinh ché bing gel agaroza (Sepharose,
GE Healthcare, Sweden, chelat coban clorua & ndng do 500 mM). Cudi cling, st dung
phuong phap BCA (axit bixinconinic) (Thermo Scientific, Rockford, IL) d& dinh lrong
ndng do protein INS1. Cac chi tiét tién hanh khac cta phuong phép néu trén thuong 13

da bi€t doi voi chuyén gia trong linh vuc vi vdy khong can dé cap dén & day.
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Kiém tra t& hop ciia INS1 va thrombin hogc prothrombin bing ELISA

50 pl thrombin bo (2 don vi NIH/ml) (NIH - National Institute of Health - Vién y
té qudc gia), prothrombin (2 pg/ml), Haematologic Technologies (VT, USA), a-casein
(10pg/ml, sigma-Aldrich, CA, USA) chita dung dich dém phu cacbonat/bicacbonat
(0,5 M, pH=9,6) duoc phu trén dia ELISA 96 16 (GeneDireX, Las Vegas, NV) va duoc
dit vao mdi trudng 4°C qua dém va sau d6 phong bé bing albumin huyét thanh bo (1%,
BSA) chira dung dich nuéc mudi dém phosphat (phosphate buffer saline - PBS).
Protein NS1 tinh ché duogc két hop vdi biotin bang bd kit biotin héa ImmunoProbTM
(Sigma-Aldrich, CA, USA), va bb sung rNS1 duoc biotin héa tai tb hop vé6i cac ndng
d6 khac nhau vao cac 18 va dé phan mg trong 1 gio & nhiét d6 37°C, sau d6 bd sung
steptavidin-HRP duoc pha lodng 200 1in (R&D Systems, Minneapolis, MN). Cubi
cung, 3,3°,5,5’-tetrametylbenzidin (TMB) dugc sir dung 1am chét nén dé do mau trong
10 phtit va ngimg bing axit sulfuric 2N, sau d6 do hé sb hip thu & 450 nm (OD450).

Két qua dugc thé hién trén Fig. 3, cho the‘iy so véi a-casein, 16 chtra thrombin va
prothrombin thu dugc gia tri OD450 cao hon. Piéu nay chimg t6 ring thrombin va
prothrdmbin tao thanh td hop véi INS1. Ngoai ra, cling v6i mic ting ndng d6 rNS1, -
murc d6 tao thanh t6 hop ciia thrombin va prothrombin ciing ting. Piéu nay ching
minh ring INS1 c6 thé dugc tao thanh td hop vé6i thrombin va prothrombin dé tao ra
phtrc hop. '

Vi du 2: Thir nghiém d4nh gid do nhay ctia phuong phép phét hién truong hgp nhiém
virut Flaviviridae theo sang ché
Thu cic mAu thir nghiém

Cac miu huyét thanh tir 80 bénh nhan bi nhiém virut Dengue duoc thu lai, trong
d6 32 bénh nhin bi nhiém DENV-2 va 48 bénh nhan bj nhiém DENV-3. 22 miu huyét
thanh khac tir bénh nhan bj bénh viém gan C (HCV) va 12 miu huyét thanh tir c4c c&
thé khée manh dugc ding lam nhém dbi chung.
So sanh NS1 khong gén két va phirc hop NS1-thrombin

55 pl thrombin bd (2 don vi NIH/ml) chtra hO_ZaC 55 wl a-casein (10 pg/ml,
sigma-Aldrich, CA, USA) chia dung dich dém pha cacbonat/bicacbonat (0,5 M,
pH=9,6) dugc sir dung lam nhém dbi ching, va dugc phu trén dia ELISA 96 15
(GeneDireX, Las Vegas, NV) va dugc dit vao méi trudng 4°C qua dém va sau d6 dugce
phong bé bing gelatin 0,25% chira dung dich nuwéc mubi dém phosphat (PBS) trong 1
gid, sau d6 rira bing PBST ba lan.
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Phtrc hop NS1-thrombin cta huyét thanh bénh nhan dugc phat hién bing mét
phuong phap phat hién khac theo sang ché. Pia ELISA 96 18 dugc phi khang thé da
dong khang thrombin cia tho (GeneTex, 2 pg/ml, San Antonio, TX), khéng thé nay 13
khang thé bét giit. Sau d6, bd sung huyét thanh néu trén vio phan tmg. Sau d6, bd sung
huyét thanh khang NSI clia chudt (dugc pha lodng 10000 1in) vio 15, va bd sung
peroxidaza ct cai ngua dugc tiép hop khang thé globulin mién dich G dé khang chudt
(dugc pha logng 5000 14n, Zymed, San Francisco, CA) 1am khang thé phét hién. Sau
d6 so mau va giai thich gidng nhu vidul.

Huyét thanh ctia bénh nhan bj nhim virut dengue va huyét thanh ciia nhém dbi
chimg duoc pha losing bang PBST 10 14n, va sau d6 b sung vio 15 trong 1 gir & nhiét
d6 méi trudng 37°C. Sau d6, bd sung khang thé da dong khang NS1 ciia thé (dugc pha
lodng 1000 14n, Genetex, San Antonio, TX) trong 1 gior & nhiét do moi trudng 37°C.
Sau d6, bd sung peroxidaza ct cai ngua duoc tiép hop khang thé globulin mién dich G
dé khang tho (dugc pha lodng 5 000 1dn, Zymed, San Francisco, CA) dé phan tng va
rira, sau d6 bd sung 50 pl 3,3°,5,5°-tetrametylbenzidin (TMB) 1am chit nén dé so mau,
va doc gia tri OD450 biang may doc dia vi thé VersaMax (Molecular Devices, Crawley,
West Sussex, UK).

Két qua thir nghiém dugc phén tich thdng ké, trong d6 ngudng gia tri 13 dua trén
trung binh cong gia tri thir nghiém ciia huyét thanh cia cac c4 thé khoe manh + 2SD
(d6 1éch chuén). Fig. 4A 13 bang sb liéu thdng ké két qua thu dugc véi phitc hop
NS1-thrombin va NS1 khéng gin két trong huyét thanh do duoc biang phuong phap
theo sang ché. Nhu dugc thé hién trén Fig. 4A, khoing 30% bénh nhéan bi nhiém virut
dengue c6 huyét thanh c6 thé duoc danh gia bing protein NS1 khong gin két, tuy
nhién, c6 t6i 78,8% bénh nhan bi nhidm virut dengue c6 huyét thanh c6 thé dugc danh
gi4 bang phic hop NS1-thrombin bang phuong phap theo sang ché, ngoai ra, chi it
‘hon 18% bénh nhan cé huyét thanh khong thé dugc phat hién bing protein NS1 khong
gén két va phtrc hgp NS1-thrombin.

So sanh két qua thu dugc bing phuong phap phat hién theo sang ché va bang bo kit c6
trén thi truong

Protein NS1 cia 59 miu huyét thanh khéc tir bénh nhan bi nhiém virut dengue
dugc phat hién bing bo kit PlateliaTM Dengue NS1 Ag ELISA c6 trén thi truong
(Biorad Labdratories, Marnes-La-Coquette, France). B9 kit nay st dung phuong phap
ELISA kep, d4nh gi4 biang khang thé don dong dé bt gitr NS1. Phuong phap phat hién
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theo sang ché duoc md ta nhu trén day.

Fig. 4B 12 bang sb liéu thdng ké vé thir nghiém trén huyét thanh ctia bénh nhan bi
nhidm virut dengue dugc danh gia bing phuong phéap theo sing ché va bing b kit
Platelia TM Dengue NS1 Ag ELISA c6 trén thi truong. Trong d6 tiéu chudn 13 trung
binh cong + 2SD (d6 1éch chuén) ciia cic gia tri do dugc thu dugc tir huyét thanh cta

cac ca theé khoe manh.

Cac két qua cho thdy ring, trong huyét thanh ctia 59 bénh nhan, xap xi 80% huyét
thanh cta bénh nhan bi nhiém virut dengue'éé thé duogc phét hién bing phic hop
NS1-thrombin bing phuong phép theo sang ché; so v6i két qua thu duge tir bo kit co
trén thi truong, chi phat hién duoc khoing 42% bang protein NS1 trong huyét thanh
thu dugc tir bénh nhan bi nhidm virut dengue. Két qua ndy cho thiy ring phuong phap
phat hién theo sang ché 13 nhay va chinh x4c hon so vé6i k§ thuat thong thuong. (*** P
<0,001; ** bidu thi P <0,01; * biéu thi P <0,05 trén mdi Fig.).

Tém lai, phuong phap phat hién trudng hop nhiém virut Flaviviridae theo sing
ché duoc thyuc hién bang cach gin két khang thé trong cic mau sinh hoc bao gdm phirc
hop hai protein NS1 va thrombin, hodc NS1 va prothrombin. Ngoai viéc phat hién xem
di trong c6 bi nhiém flavivirus hay khong, diéu quan trong hon 13 so véi phuong
phép thong thuong dung NS1 lam dich phat hién, phuong phap phat hién theo sang

ché c6 d6 nhay va d6 chinh xé4c cao hon.
Tuy sang ché d3 duoc mb ta bing cac phuong an minh hoa cu thé va cac vi du,
can hi€u rang céc phuong an dugc bdc 19 trong bdn mo6 t& nay chi nham muc dich

minh hoa va cac cdi bicn va bién doi khac nhau c6 thé dugc chuyén gia trong linh vuc

tao ra ma khong di 1éch khéi ¥ tuéng va pham vi ciia sang ché nhu dugc néu trong

phén yéu ciu bao ho dudi day.
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Yéu ciu bio hd
1. Phuong phép phat hién trudng hop nhiém virut Flaviviridae, bao gdm céc buéc:

chuin bi miu sinh hoc chira phirc hop, phirc hop niy bao goém it nhét hai
protein gdm protein phi c4u tric 1 va thrombin, hogc hai protein gdm protein phi

cAu triic 1 va prothrombin;
chudn bj khang thé bt giir gin két v6i mét trong hai protein niy;

chudn bj khang thé phat hién gén két voi proteiﬁ con lai trong hai protein nay;
va

xéc dinh két qué phan g cia khang thé phat hién khi ca khang thé bét giit
va khang thé phat hién gén véi phirc hop.

2. Phuong phap theo diém 1, trong d6 protein phi cu tric 1 va thrombin hodc protein

phi chu tric 1 va p}othrombin dugc gai vao nhau.

3. Phuong phéap theo diém 1,-trong d6 virut Flaviviridae thudc chi Flavivirus.

4. Phuong phap theo diém 1, trong d6 virut Flaviviridae 13 virut dengue.

5. Phuong phép theo diém 1, trong d6 mAu sinh hoc ¢6 ngudn gdc tir ddng vét c6 vi.
6. Phuong phap theo diém 1, trong 6 miu sinh hoc ¢6 ngudn gdc tir ngudi.

7. Phuong phap theo diém 1, trong d6 protein phi cdu tric 13 protein ché tiét hoic

annexin.

8. Phuong phép theo diém 1, trong d6 khang thé bt gitr 13 khang thé don dong hoic
khang thé da dong.

9. Phuong phap theo diém 1, trong d6 khang thé phat hién 13 khang thé don dong hodc
khang thé da dong.

10. Phuong phap theo diém 1, trong d6 miu sinh hoc 13 mau, nudc tiéu hoic bach

huyét.
11. Phuong phap phét hién truong hop nhidm virut Flaviviridae, bao gdm cac budc:
chuin bi mAu sinh hoc chira protein phi cau trac 1;

chudn bi thrombin hoic prothrombin dé tao ra phirc hop chia it nhét hai
protein gdm protein phi c4u triic 1 va thrombin, hodc hai protein gdm protein phi

cau tric 1 va prothrombin;
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chuén bi khang thé bt giir gin két véi mot trong hai protein ndy;
chuén bi khang thé phat hién gén két v6i protein con lai trong hai protein nay;
va
xac dinh két qua phan ung cta khang thé phat hién khi ca khang thé bét giir
va khéang thé phat hién gén véi phirc hop.

12. Phuong phép theo diém 11, trong d6 protein phi cdu tric 1 va thrombin hoic

protein phi c4u tric 1 va prothrombin dugc gii vio nhau.

13. Phuong phap theo diém 11, trong d6 virut Flaviviridae thudc chi Flavivirus.

14. Phuong phap theo diém 11, trong d6 virut Flaviviridae 13 virut dengue.

15. Phuong phép theo diém 11, trong d6 mau sinh hoc c6 ngudn gbc tir déng vt c6 vi.
16. Phuong phap theo diém 11, trong d6 miu sinh hoc c6 ngudn gbc tir ngurdi.

17. Phuong phép theo diém 11, trong d6 protein phi céu triic 12 protein ché tiét hodc
annexin.

18. Phuong phép theo diém 11, trong d6 khang thé bét giir 13 khang thé don dong hoic
khang thé da dong.

19. Phuong phap theo diém 11, trong d6 khang thé phét hién 13 khang thé don dong
hoic khang thé da dong. -

20. Phuong phap theo diém 11, trong d6 miu sinh hoc 1a mau, nuéc tiéu hoic bach

huyét.
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Chuén bj miu sinh hoc chira phu’c hop, phire
hop nay bao gom it nhét hai protein gbm
protein phi cau tric 1 va thrombin, hodc hai
protein gbm protem phi cau tric 1 va
prothrombin; chufn bi mau sinh hoc chira phirc
hop, phire hop ndy bao gdm it nhét hai protein
gom protein phi cau tric 1 va thrombin, hogic
hai protein gom protein phi chu triic 1 va

prothrombin

Chuén bj khang thé bat gitt gin két véi mot
trong hai protein nay

? 2 ' ’ 4 - .
Chuéin b1 khang thé phat hién gan két vdi protei
con lai trong hai protein nay

l

Xac dinh két qua phan ting ctia khang thé phat

hién khi c khang th8 bét gitt va khang thé phat ~_s14

hién gin véi phire hop

FIG.1
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Chuén bi mau sinh hoc chita protein phi c4u

triic 1 (NS1) |
|

Chuén bi thrombin hoiic prothrombin dé tao ra

phitc hop chira it nhit hai protein gdm protein
-2

phi céu tric 1 va thrombin, hodc hai protein.

i

Chuén bi khang thé bt giir gan két v6éi mét

trong hai protein nay

Chun bi khang thé phat hién gin két vdi protein

con lai trong hai protein nay

l

Xac dinh két qua phén g cia khang thé’phét
hién khi ca khang thé bat giit va khang thé phat

hién gin véi phirc hop

FIG2
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Phirc hop NS1-thrombin
duong tinh am tinh tong cong
duongtinh  21(26,3%) 3 (3.8%) 24 (30%)
NST| 4 tinh 42(52.5%) 14 (17.5%) 56 (70%)
tong céng  63(78,8%) 17 (21,3%) 80 (100%)

FIG4A
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Phirc hop NS1-thrombin

duong tinh

B6 kit ELISA dlro‘n.g tinh 20 (33,9(}%})
bit gitt NS1 ¢6

e amtinh 28 (47,46%)
trén thi trudng

té)ng cong 48 (81,36%)

FIG4B
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