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(57) Sang ché dé cap dén thiét bi phan tich sac ky mién dich ma cho phép chan doan nhiém
virut Zika don gian va nhanh, va muc tiéu ctia sang ché 1a tao ra thiét bi phan tich sac ky
mién dich ma co6 thé lam giam phan tmg chéo vé6i virut thudc ho Flaviviridae ma khong
phai 13 virut Zika va c6 thé phat hién virut Zika mot cach dic hiéu. Sang ché dé cap toi
thiét bi phan tich sac ky mién dich dé phat hién virut Zika bao gdm bd phan thém mau (1),
bo phan gitr chat danh dau (2), bd phin moi truong sac ky (3) c6 bo phan phat hién (4) va
bd phan hap thy (5), trong do moi bd phan gitt chat danh dau (2) va bo phan phat hién “
c6 chira khang thé nhan biét protein khong c6 cau triic NSI cua virut Zika co SEQ ID s0 1.
Sang ché ciling dé cap dén bo kit va phuong phap phén tich sic ky mién dich dé phat hién
virut Zika.
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Linh vire k§ thuat dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén thiét bi phan tich sic ky mién dich dé phat hién virut
Zika, bo kit phan tich sic ky mién dich va phuong phép phan tich sic ky mién dich.

Tinh trang ki thuit ciia sang ché

Virut Zika, ma gdy ra nhiém virut Zika, 13 virut thuéc ho Flaviviridae
(Flavivirus) cung véi virut dengue, virut gy viém ndo Nhat Ban, virut West Nile va
céc loai trong tw. Biét ring virut Zika c6 miat phd bién & dong vat c6 xwong séng
bao gdm con ngudi va lan truyén qua cic vat chil trung gian nhu 1a mudi va ve. Da
c¢6 bao cdo rang virut Zika lan truyén bing dudng truyén doc tir me sang con, lay

truyén qua dudng tinh duc, l4y truyén qua dudng mau va cac dudng tuong tu.

Khi mot ngudi bi nhiém virut Zika, ngudi bi s6t cdp tinh (duoc goi 1a sét
Zika) sau giai doan U bénh tir ba dén muoi hai ngay va ¢ nhiéu triéu ching khac
nhau nhu 13 viém mang két khong mung mu, dau dau, dau co va dau khép.

Céc loai dugc pham hodc vic xin hiéu qua chdng x4m nhidm virut Zika cho
dén nay chua duoc tao ra. pé ngédn chdn sy lan truyén lay nhiém virut Zika, viéc
chin dodn nhidm virut Zika & giai doan sém dugc mong mudn.

Phép chin doan nhidm virut Zika cho dén nay da duoc thuc hién bang cach
phat hién ARN ctia virut Zika qua xét nghiém mau, xét nghiém nudc tiéu hodc xét
nghiém nuédc bot (Tai liéu phi sang ché 1). Khang thé (IgM hoic IgG) chdng lai virut
Zika ma bénh nhan nhiém virut Zika c6 trong co thé duoc phat hién bdi ELISA hodc
k¥ thuat khang thé huynh quang (Tai liéu phi sang ché 2) 1am phwong phap huyét thanh.
Tai liéu trong tinh trang k§y thuét ciia sang ché
Tai liéu phi sang ché

Tai liéu phi sang ché 1: Chen, LH; Hamer, DH (ngay 2 thang 2 ndm 2016).
“Zika Virus: Rapid Spread in Western Hemisphere.” Annals of Internal Medicine

Tai liéu phi séng ché 2: Hayes, Edward B. “Zika Virus Outside Africa”.
Emerging Infectious Diseases 15 (9): 1347-50
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Vén dé k¥ thuat duoc giai quyét boi sang ché

Tuy nhién, viéc chan doan nhiém virut Zika thong qua viéc phéat hién ARN
yéu cAu thiét bi, cac hoa chét dic biét va tuong tu va vi vay cé chi phi cao. Béng thoi,
viée kiém tra ndy can c6 thoi gian tir nira ngay dén khoang mot ngay, va mat thoi

gian lau dé cé dugc ket qua kiém tra.

Trong phuong phap phat hién khang thé chdng lai virut Zika, viéc chin doan
nhiém virut Zika duoc thuc hién gian tiép bang cach phat hién IgM hoic IgG ma
dugc tao ra trong co thé nguoi sau mot thoi gian nhat dinh sau khi nhiém virut Zika,
chit khong truc tiép phét hién virut Zika. Vi vy, phuong phép nay khong phu hop dé
chin doan nhidm virut Zika & giai doan sém. Hon nita, boi vi phwong phép nay
khong nhim truc tiép phat hién virut Zika, nén trong sudt qua trinh chin doan, kho
phan biét viéc nhidém virut ndy véi, vi du, nhiém virut dengue va virut West Nile, ma
thudc ho Flaviviridae gidng nhu virut Zika. Theo d6, phuong phap chin doan nhiém
virut Zika tlr giai doan nhidm virut sém bang cach truc tiép phat hién virut Zika duoc

mong mudn.
Ban chit k§ thuét ciia sing ché

Vi vay, muc dich cua séng ché 1a tao ra thiét bi phén tich séc ky mién dich
ma cho phép chin doan nhidm virut Zika don gian va nhanh chéng. Hon nita, muc
dich khac ctia sang ché 12 tao ra thiét bj phan tich sic ky midn dich ma c6 thé phat
hién nhidm virut Zika & giai doan sém bang cach truc tiép phat hién chinh virut Zika
va c6 thé lam giam phan tmg chéo véi virut thude ho Flaviviridae ma khong phai
virut Zika va phat hién virut Zika mot cach déc hiéu.

Giai phap cho vén dé

Nho thanh qua cia nghién ciru chuyén sau dé giai quyét cac van dé nay, cac
tac gia sang ché phat hién duoc ring cic van dé nay cé thé dwoc giai quyét khi cac
khang thé ma nhan biét protein khong c¢6 cdu tric NSI cia virut Zika duge sir dung
trong thiét bi phan tich sic ky mién dich, va nhd d6, cac tic gia sang ché da hoan

thanh sang ché.

Cu thé 13, sang ché dugc mo ta dudi day.
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1. Thiét bi phan tich sic ky mién dich dé phat hién virut Zika trong chit phén tich,
bao gdm bd phan thém mAiu, bd phan gitt chit danh ddu, bd phin mdi trudong sic ky

¢6 bo phan phat hién va bd phan hép thy,

trong d6 mdi by phan gitt chat d4nh dau va bo phan phét hién c6 chira khang
thé nhan biét protein khong c6 cdu triic NS1 cta virut Zika c6 trinh trr néu trong SEQ
ID NO: 1.

2. Thiét bi phan tich sic ky mién dich theo muc 1 & trén, trong d6 it nhit mot trong
hai bo phén gilt chit d4nh d4u va bo phan phat hién chira khang thé nhan biét it nhat
mdt trinh tw axit amin trong s6 ba trinh tu axit amin SEQ ID tir 2 dn 4 ma c6 mit

trong toan by cac trinh tu axit amin ctia protein khong cé ciu tric NS1.

3. Thiét bi phan tich séc ky mién dich theo muc 2 & trén, trong d6 mdi bd phén gitr
chit d4nh ddu va bd phan phét hién ¢6 chira khang thé nhan biét it nhat mot trinh tu
axit amin trong sd ba trinh tu axit amin SEQ ID tir 2 dén 4 ma c6 mit trong toan bd

cdc trinh ty axit amin clia protein khong cé cau truc NSI.

4. B6 kit phan tich sic ky mién dich bao gdm thiét bi phan tich sic ky mién dich theo
muc bt ky trong s6 cac muc tir 1 dén 3 va dung dich pha lodng chét phén tich dé pha

lodng va nhudm mau chét phan tich.

5. Phuong phap phan tich sic ky mién dich d& phat hién virut Zika trong chét phan
tich str dung bo kit phan tich sic ky mién dich theo muc 4 & trén trong d6 phuong
phap phén tich sic ky mién dich nay bao gdm cac budc tir (1) dén (4) sau day:

(1) budc bd sung dung dich chira chét phan tich thu dwoc bang cach pha
lodng chat phan tich bang dung dich pha lodng chit phén tich 1am mAu vao bd phin
thém mau,

(2) bude lam cho khang thé nhan biét protein khéng c6 ciu triic NSI ctia
virut Zika duoc gift trong bo phén gitt chit danh ddu dé& nhéan biét virut Zika trong
chat phén tich,

(3) budc nhudm mau chit phén tich va khang thé 1a pha dong trén bd phan
moi truong sic ky, va

(4) budc phat hién virut Zika trong pha dong di dwoc nhudm mau bing
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khang thé nhan biét protein khong c6 ciu trac NS1 cua virut Zika cé chia trong bd

phén phat hién.
Hiéu qua clia sang ché

Theo sang ché, viéc sir dung cac khang thé ma nhan biét protein khéng c6
cdu tric NS1 ma virut Zika c6 trong thiét bi phéan tich sic ky mién dich, phan tng
chéo vai virut hodc loai twong tw ma khong phai virut Zika cé thé duoc trc ché, va
virut Zika c6 thé duoc phét hién mét cich nhanh chéng va dic hiéu. Cu thé 1a, sir
dung khéng thé ma nhan biét it nhit mot trinh ty axit amin trong s ba trinh tu axit
amin SEQ ID tir 2 dén 4 ma c6 mit trong toan bd céc trinh tu axit amin cia NS1 cia

virut Zika, virut Zika c6 thé dugc phat hién mot cach ddc hiéu hon.
Mo ta vin tit hinh vé

Fig.1 1a mat cit ngang dé giai thich két cu ctia thiét bi phan tich sic ky mién

dich theo phurong an ctia sang ché.
M3 ta chi tiét sing ché
Céc phuong 4n thuc hién sang ché dugc giai thich dudi dy.

Theo ban md ta nay, “cd dinh” nghia 13 khang thé dugc bd tri trén chit mang
nhur 14 mang theo cich thitc ma khéng thé khong di chuyén, va “tiép tuc” nghia 1a
khang thé dugc bd tri theo cach thirc ma khang thé c6 thé di chuyén trong chit mang

nhu 12 mang hodc trén bé mét ctia nd.

Theo ban mb ta nay, khang thé “nhan biét” protein dic hiéu nghia 1a khang
thé gin v&i mot phan clia cic trinh tw axit amin ma thong qua d6, protein nay cé
phan tmg khang nguyén-khang thé. Hon nita, khang thé “nhan biét” trinh tu axit
amin ddc hi€u nghia la khang thé gén voi toan by hodc mot phﬁn trinh ty axit amin
dic hidu thong qua phan ung khang nguyén-khang thé.

Chét phan tich

Thiét bi phan tich séc ky mién dich cta sang ché phét hién virut Zika trong
chit phan tich. Chét phan tich ma c6 thé duoc sit dung cho sang ché khong bi gidi
han cu thé, mién 1a chat phén tich co thé c6 chtra virut Zika. Cu thé 13, chét phén tich

1a huyét thanh, huyét tuong, mau toan phan, tinh dich, dich tiy hoic tuong tu cia c4
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thé bi nhifm virut Zika. M4u toan phén, huyét thanh va huyét twong duoc wu tién khi

xét vé viéc chin doan nhanh.
Thiét bi phén tich sic ky mién dich

Thiét bi phan tich sic ky min dich d& phat hién virut Zika cta sang ché c6
b6 phan thém miu ma mau c¢6 chira chit phan tich (duéi day, don gian duoc goi la
mau) duge dua vao d6, bo phan gitt chit danh diu gitr chit d4nh dau, bd phan moi
trudng sic ky c6 bd phan phat hién dé phat hién virut Zika va bo phan hap thu dé hap
thu chét léng da di qua b phén phat hién, va thiét bi nay khac biét & chd mdi bo
phén gift chit danh diu va bd phén phat hién c6 chita khang thé nhan biét protein

khong c6 cdu trac NS1 cua virut Zika.
Khang thé

Céc khang thé duoc str dung cho thiét bi phan tich sic ky mién dich cta sang
ché 14 cac khang thé ma nhan biét protein khong c6 ciu trac NSI cta virut Zika

(dudi day cling don gian dugc goi 1a NS1).

NS1 cua virut Zika bao gdbm 352 gbc axit amin c6 SEQ ID sb 1. Mic du
khuyén nghi ring NS1 cta virut Zika la protein tham gia vao viéc sao chép virut
hodc twong tw nhu trong cac loai vi rut thuc ho Flavivirus khac, nhung céac chirc

nang chi tiét va cdu trac chua duoc biét dén.

Theo sang ché, st dung céc khang thé nhan biét dic biét NS1 trong sd cac
loai protein khac nhau ma virut Zika cd, phan tng chéo véi virut hodc tuong tw ma
khong phai 1a virut Zika c6 thé bi trc ché, va virut Zika cé thé dugc phat hién mot
cach dac hi€u. Khi cac khang thé cta sang ché dugc st dung, vi du, phan tng chéo
véi virut dengue, ma thudc ho Flaviviridae giéng nhu virut Zika, hodc tuong tu co
thé dugc giam. Cu thé 13, nhu duoc thé hién trong céc vi du dugc mo ta dudi day,
phan tmg chéo véi protein khong ¢ cau trac NSI ctia virut dengue c6 SEQ ID s6 6
khong bi gay ra.

Cu thé 13, t6t hon 14 it nhit mot trong hai bo phén giit chit d4nh diu va bo
phan phét hién cta thiét bi phan tich séc ky mién dich c6 chira khéng thé nhan biét it
nhit mot trinh ty axit amin trong s6 ba trinh ty axit amin SEQ ID tir 2 dén 4 ma ¢6

mat trong toan bd cac trinh ty axit amin ciia NS1 cua céc khang thé nhén biét NS1.
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Khi khang thé nhan biét it nhit mot trong s6 céc trinh ty axit amin dugc st dung,
phén g chéo véi khang nguyén chir khong phai virut Zika cé thé dwoc giam hon

nita, va virut Zika c6 thé duoc phéat hién mot cach dac hiéu hon.

Trinh ty axit amin SEQ ID s6 2 (ENGVQLTVVV GSVKNPMWRG
PQRLPVPVNE LPHGWKAWGK) twong tng véi trinh tu axit amin ctia céc gdc tir
thtr 81 dén 120 cta toan bo trinh tu axit amin ctia NS1, va trinh tu axit amin SEQ ID
s6 3 (SYFVRAAKTN NSFVVDGDTL KECPLEHRAW NSF) twong tmg v&i trinh
tur axit amin cua cac géc tir thir 121 dén 153 clia toan b trinh tw axit amin cia NS1.
Trinh ty axit amin c¢6 SEQ ID s6 4 (GP LSHHNTREGY RTQVKGPWHS
EELEIRFEEC PGTKVYV) tuong tmg véi trinh ty axit amin ctia cac gdc tir thir 249
dén 287 clia toan bo trinh tr axit amin ctia NS1. Mic di cing c6 thé phét hién bang
cach sir dung khang thé nhén biét SEQ ID s6 5 (CGTRGPSLRS TTASGRVIEE
WCCRECTMPP), ma gin ddu C hon va twong tng voi trinh tu axit amin clia céc
gdc tlr thir 291 dén 320 ciia toan b¢ trinh tw axit amin ctia NS1, nghién ctru dugc
rang cac dic tinh twong ddng véi cac protein NS1 cta cac virut khac cao va vi vay,

tinh ddc hi¢u khong thoa dang.

Céc vi du vé cac khang thé theo sang ché bao gém céac khéng thé ty nhién
nhu 12 cac khang thé da dong va cac khang thé don dong, cac khang thé kham, cac
khéng thé duoc lam giéng nhu ctia ngudi  hodc cac khang thé chudi don ma c6 thé
duoc tao ra bing cach sir dung tai tb hop gen, céc khang thé & nguoi ma c6 thé dugc
tao ra béng cach str dung dong vat chuyén gen tao ra khang thé & ngudi hoic twong
tu, cac khang thé duoc tao ra béng cach hién thi thé thuc khuén va cac phdn manh

ctia né v6i kha ning gin két. Cac khang thé don dong 14 t6t hon khi xét vé& d6 nhay.
Phuong phép tao ra khang thé

Céc vi du vé phuong phap tao ra khang thé ma nhan biét NS1 cua virut Zika
dugc giai thich duai day.

V& loai dong vat tao ra khang thé, vi du, con ngudi, chuot nhét, chudt cong,
thd, dé, ngua va tuong tu c6 thé duoc sir dung. Globulin mién dich c6 thé 1a loai bat

ky trong s6 IgG, IgM, IgA, IgE va IgD.

Theo modt phuong 4n, peptit NS1 cua virut Zika 14 chit sinh mién dich c6 thé
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duoc tao ra bang phwong phap san xuét da biét thong thuong. Cu thé 13, peptit NS1
cua virut Zika ma dugc tach va tinh sach tlr virut Zika, peptit NS1 cua virut Zika ma
thu duoc bang cach biéu hién gen da tach dong cua NS1 cia virut Zika trong vat cha
nhu 14 Escherichi coli bang k¥ thuat di truyén va tach va tinh sach peptit nay hoic
polypeptit ma bao gdm mét phan ctia peptit NS1 cua virut Zika c6 thé duoc sir dung

1am chét sinh mién dich.

Déi voi khang thé don dong, theo phuong phép chung, sau khi lai cac té bao
14 lach ctia chudt dugc tao mién dich bing chét sinh mién dich va cac té bao u tay, té
bao lai ma tao ra khang thé dich dugc chon loc, va thu dugc khang thé don dong
duoc tao ra boi té bao lai (vi du, xem k¥ thudt ctia Kohler va Milstein (Nature 256
(1975) 495-497)). Khang thé da dong thu dugc bang cach tich khang thé dich tir
huyét thanh mién dich thu dugc béng cach lam mién dich dong vat dé tao ra khang
thé (vi du, con nguoi, chudt nhit, chu6t céng, tho, d€, ngua hodc tuong tw) bé‘mg chét

sinh mién dich theo phwong phép chung.

Sang loc dé thu duoc dong t€ bao lai ma tao ra khang thé don dong c6 thé
duoc tién hanh bing cich nudi cy cac té bao lai, vi du trong khay vi thé va do cac
d6 phan tng cia cac dich ndi nudi ciy cla cac giéng, trong d6 su sinh trudng duoc

quan sat v6i chat sinh mién dich bing xét nghiém mién dich enzym nhu 13 ELISA.

Té bao lai ¢6 thé dwoc nudi cy sir dung méi trudng (vi du, DMEM c6 chira
10% huyét thanh thai bo), va dich ndi nuéi ciy thu duoc bing cach quay ly tdm c6
thé duoc st dung lam dung dich khang thé don dong. Pdng thoi, hién twong cb
truéng c6 thé do viée tiém t& bao lai vao khoang bung cta dong vat géc, va hién
tuong cd trudng thu dugce céd thé duoc st dung 1am dung dich khang thé don dong.

Khang thé don dong t6t hon 1a duoc phén lap va’hodc dugc tinh sach.

Theo cach thirc nay, khang thé ma nhan biét NS1 cua virut Zika c6 thé duogc

tao ra.

V& van d nay, cac khang thé thuong mai ma nhan biét NS1 cta virut Zika
¢6 thé cling duoc mua va st dung. Vi du, dong 2801116 (khang thé don dong chéng
protein Ns1 cua virut Zika, Aalto Bio Reagent), dong 2901126 (khang thé don dong

chéng protein Ns1 ctia virut Zika, Aalto Bio Reagent) hodc twong tw c6 thé dugc
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mua va st dung.

Khi céc khang thé ma nhén biét NS1 cua virut Zika dugc tao ra theo cach
thirc néu trén, vi du, cac khang thé ma nhén biét it nhit mot trinh ty axit amin trong
s4 ba trinh ty axit amin c6 SEQ ID tir 2 dén 4, clia cdc khang thé ma nhan biét NS1
ctia virut Zika, c6 thé thu duoc va duoc sit dung béng cach lya chon cac té bao lai ma
tao ra cac khang thé biéu hién do phan tng manh hon véi ba trinh ty axit amin SEQ
ID tir 2 dén 4 tir céc té bao lai ma tao ra cic khang thé nhan biét NS1 cua virut Zika
bang xét nghiém ELIS, k§ thuat western blot hodc twong tu st dung cdc phin manh
peptit twong tmg v&i ba trinh ti axit amin c¢6 SEQ ID tir 2 dén 4.

Thiét bi phén tich sic ky mién dich

Tiép theo, phwong 4n cia thiét bi phén tich sic ky mién dich cta sing ché

duoc giai thich c6 tham chiéu dén hinh vé.

Theo phuong 4n, thiét bi phan tich séc ky mién dich ctia sang ché gdm c6 bd
phan thém mAiu (1), bd phan gitr chit danh du (2), bd phan méi trudng sic ky (3),
bo phan phét hién (4), bo phan hdp thu (5) va tm day (6) nhu duoc thé hién trén
Fig.1.

B6 phan thém mAu (1) 1a bd phan trong thiét bi phan tich sic ky mién dich
méa mau c6 chira chit phan tich duoc dua vao d6. B phan thém mau (1) c6 thé gdm
c¢6 tAm c6 16 rdng c6 céc tinh chit ma hdp thu nhanh chéng miu nhung cho phép
mAu di chuyén nhanh chéng. Céc vi du v& tim c6 16 rdng bao gdm gidy loc xenluloza,
s¢i thuy tinh, polyuretan, polyaxetat, xenluloza axetat, ni 16ng, vai s¢i bong va twong

tu.

B6 phan gift chit danh déu (2) gitr khang thé dugc danh diu ma dwoc danh
ddu bang chéat danh du duoc mé ta dudi ddy (dudi day con don gian dugc goi la
khéng thé duoc danh ddu) va 1a bd phin ma trong d6 khang thé dugc dénh diu gén
v6i chit cin dugc phat hién trong chit phan tich. Khang thé dugc dénh dau 13 khang
thé ma nhén biét NS1 cua virut Zika, va khang thé gén v6i NS1 ctia virut Zika trong

chit phan tich khi mAu di chuyén trong b phéan gitt cht danh dau (2).

D6i voi bd phan giit chit danh déu (2), mang lam bang soi thiy tinh,

xenluloza hodc tuong tu thuong dugc st dung.



33666

Luong khang thé dwoc déanh diu trong bo phén gift chat danh dAu (2) thudong
14 tir 0,05 pg/thiét bi dén 0,5 pg/thiét bi, tot hon 1a tir 0,05 pg/thiét bi dén 0,25
ng/thiét bi, t6t hon nita 1a tir 0,07 pg/thiét bi dén 0,1 pg/thiét bi. Luong khang thé
duoc danh diu trén mot don vi dién tich ctia bd phan giit chét danh diu (2) thuong 14
tir 0,05 pg/em? dén 1,0 pg/cm?, tdt hon 14 tir 0,1 pg/em?® dén 0,8 pg/cm?, tét hon nita
14 tlr 0,17 pg/cm? dén 0,6 pg/cm?.

Enzym hoic twong tv cing thudng duoc sir dung 1am chét danh dau dé danh
du khang thé trong qua trinh phan tich sic ky mién dich, nhung chat mang khong
tan t&t hon 1a dugc sir dung 1am chit d4nh dAu bdi vi chit mang khong tan phu hop
dé xac dinh béng mét sy c6 mit cla chit can dugc phat hién. Ttc 13, theo sang ché,
khang thé duoc dénh ddu ma duge ddnh ddu bing cach 1am nhay khang thé nhan biét
NS1 ctia virut Zika béi chat mang khoéng tan t6t hon duoc sir dung lam khang thé ¢
chtta trong bd phan giit chit d4nh ddu (2). V& mit nay, phuong phap da biét c6 thé
duoc st dung 1am phuong phédp lam nhay khéng thé nhan biét NS1 cta virut Zika

boi chit mang khong tan.

Céc hat kim loai nhu 1a vang, bac hodc platin, cac hat oxit kim loai nhu 1a
oxit sét, cac hat phi kim nhu 1a Ivu huynh, cac hat nhya mu polyme tbng hop hoic
céc chit mang khong tan khéc c6 thé dugc st dung 1a chit mang khong tan duoc sir
dung 1am chét danh ddu, Nhu dwoc mo ta & trén, chit mang khong tan 13 chit danh
d4u ma phu hop dé x4c dinh béng mét su ¢6 mit ctia chit cdn dugc phat hién va ot
hon 1 ¢6 mau dé 1am cho viéc x4c dinh bang mét duoc d& dang. Chinh céc hat kim
loai va cédc hat oxit kim loai ¢ mau tu nhién riéng biét theo duong kinh hat, va céc

mau c6 thé dugc sir dung lam dau hiéu.

Chét mang khong tan duoc sir dung 1am chit danh du dic biét tdt hon la cac
hat vang bdi vi cac hat vang don gian dé dugc phat hién va khong dé dang dinh vao
nhau va bdi vi sy tao ra mau khong dac hiéu khéng c6 kha ning xay ra. Dudng kinh
hat trung binh ctia céc hat vang 13, vi dy, 10 nm dén 250 nm, t6t hon 1a 35 nm dén
120 nm. Pudng kinh hat trung binh c6 thé duoc tinh todn bang cach do cac dudng
kinh twong duong duong tron dién tich dugc chidu cua 100 hat bét ky st dung cac
buc anh duge chiéu duoc chup bing kinh hién vi dién tir truyén qua (TEM: sén xudt

bai JEOL Ltd., JEM-2010) va tinh tlr gid tri trung binh. Lugng céc hat vang trong bo
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phan gitt chit danh ddu thuong 1a 0,006 pg/em? dén 0,42 pg/cm?, tét hon 1a 0,01
png/cm? dén 0,3 pg/cm?, tdt hon nita 12 0,01 pg/cm? dén 0,2 ug/cm? tinh trén dién tich
ctia bd phén gitr chit danh ddu. Pidu nay 14 boi vi, bing cach xac dinh lugng trong
khoang nay, cac hat dugc danh du c6 thé duoc nhudm mau trong khi cac hat duge

phan tan, va céc vi tri nhan biét khang thé khong bi e ché, din dén ting d¢ nhay.

Bo phan moi trudng sic ky (3) 12 bd phan d& nhudém mau sic ky. Bo phan
moi trudng séc ky (3) 1a mang tro gdm co cac chit c6 16 rdng rat nhd ma gay ra hién
tuong mao dan. Vi du, cac mang lam bang nitroxenluloza (duéi dy cling dugc goi 1
cac mang nitroxenluloza) va cdc mang lam bang xenluloza axetat (dudi day ciing
dwoc goi 14 cac mang xenluloza) 14 t6t hon, va cac mang nitroxenluloza 1a t6t hon
nita, boi vi cac mang khong c6 tinh chit phan tng véi chét phat hién hodc chit c¢b
dinh dugc str dung cho séc ky hodc véi chit cAn duge phat hién hodc twong tu va boi
vi c4c hidu qua cia sang ché dugc ning cao. V& mit ndy, cdc mang xenluloza, céc
mang ni 16ng va cac vai lam tir chat déo c6 18 réng (vi dy, polyetylen, polypropylen

hoic tuong tur) c6 thé cling dugc st dung.

Céac mang nitroxenluloza c6 thé 1a cac mang nitroxenluloza bat ky mién 1a
cac mang chu yéu cd chta nitroxenluloza, va cdc mang c6 chira nitroxenluloza lam
vat liéu chinh, nhu 1la san pham tinh khi€t hodc san pham duoc trén lan

nitroxenlulozat, c6 thé dugc str dung.

Céc mang nitroxenluloza c¢6 thé cling c6 chira chit ma nang cao hon nita
hién trong mao din. Chét nay 5t hon 14 chit ma 1am giam strc cing bé mat cia bé
mét mang va cé tinh wva nude. Vi duy, chit ma c6 hai tac dong, vira ua nude, vira ky
nudc, twrong ty cac sacarit, cac dAn xudt cla axit amin, c4c este cua axit béo, cac chét
hoat dong bé mat téng hop khac nhau, cac loai rugu hodc tuong tu, va chit ma
khong anh hudng dén su di chuyén ctia chat cin dugc phat hién va khong anh huong
dén sy nhudm mau cta chit danh diu 1a t5t hon.

C4c mang nitroxenluloza c6 15 rdng va gy ra hién twong mao dan. Chi sb
ctia hién twong mao dan cé thé dugc x4ac nhan bang cach do tbc d6 hép thu nudc
(thdi gian hip thu nudc: thoi gian dong mao dan). Téc d6 hap thu nudc anh hudng

dén d6 nhay phat hién va thoi gian thi nghiém.
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Dang va kich thudc cta bd phan mdi truong sic ky (3), ma thuong 13 mang
bat ky trong s6 cac mang nitroxenluloza hoic cic mang xenluloza dugce mé ta & trén,
khong bi gidi han cu thé va c6 thé 13 bat ky dang nao hodc bat ky kich thudc nao

mién 13 chiing phit hop cho van hanh thyc t& va d& quan sét cac két qua phan tmg.

Pé lam cho viéc van hanh don gian hon, bé do lam bang chét déo hodc
tuong ty tot hon dugc tao ra trén bé mit day ctia bd phan madi truong sic ky (3). Cac
tinh chat va trang thai clia bé do khong bi gidi han cu thé, nhung khi céc két qua do
dwoc quan sat bang cach danh gia bing mét, bé do t6t hon 14 bé d& c6 mau ma khong
twong tw véi mau thu duoc boi chit danh déu, va bé d& thuong tot hon 1a khong mau

hodc mau trang.

Dé ngan chin sy suy giam do6 chinh xéac cia phép phan tich do hép thu khong
dac hiéu trén bd phan moi truong sic ky (3), bd phan moi trudng sic ky (3) co thé
trai qua xir Iy phong téa bang phuong phap di biét theo nhu ciu. Péi véi xtr ly
phong tda, thong thudng, protein nhur 14 huyét thanh bo albumin, sita gdy, cazein
hodc gelatin t&t hon dugc st dung. Sau khi xtr Iy phong toa, bd phan mbi trudng sic
ky (3) c6 thé duoc rira bing mot hodc sy két hop cua hai hoic nhiéu hon hai chit
hoat dong bé mat nhu 12 Tween 20, Triton X-100 hoic SDS theo nhu cu.

B0 phan phat hién (4) dugc tao ra & vi tri bét ky trén by phan mdi truong séc
ky (3) va ¢6 chira khang thé ma nhan biét NS1 cta virut Zika. Khéng thé ma nhan
biét NS1 ctia virut Zika c6 thé dugc cb dinh trén by phan phat hién (4) theo phuwong
phép chung.

Trong bd phan phat hién (4), virut Zika trong chit phan tich ma di di qua
trén bo phan moi truong sic ky 1a pha dong gin mot cach dic hidu theo cach thirc ma
virut Zika bi kep & gifta khang thé nhan biét NS1 ctia virut Zika ma duoc ¢ dinh
trén bd phan phat hién (4) va khang thé nhan biét NS1 cua virut Zika ma chit danh
dAu gin véi né.

Luong khang thé nhén biét NS1 cta virut Zika chira trong bd phén phat hién
(4) thuong 1 0,1 pg/thiét bi dén 3,0 pg/thiét bi, tot hon 1a 0,3 pg/thiét bi dén 2,0
ng/thiét bi, tot hon nita 13 0,3 pg/thiét bi dén 1,0 pg/thiét bi. Luong khéng thé nhan

biét NSI ctia virut Zika trén don vi dién tich cta bd phan phat hién (4) thuong la
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0,04 pg/cm? dén 1,0 pg/ecm? 6t hon 14 0,125 pg/cm? dén 0,8 pg/cm?, t6t hon nita 1a
0,125 pg/em? d&n 0,42 pg/cm?.

B phan hép thu (5) duoc tao ra & d4u ctia bd phan méi trudong sic ky (3) dé
hép thu chat 1ong nhu 13 chit phén tich va dung dich nhuém mau ma da di qua bd
phéan phat hién (4). Theo sang ché, vi du, soi thuy tinh, bot gidy, soi xenluloza hogc
céc loai vai khong dét niy ma polyme nhu 14 céc polyme acrylic va chit ua nudc c6
nhom etylen oxit hodc twong tu dugce bd sung vao d6 dugc st dung cho bd phan hép

thu (5), va soi thily tinh dic biét tot hon.

TAm day (6) 1a vat liéu dé. Mot bé mit ctia né dinh bdi vi chat dinh duge boi
16n bé mat hodc bing dinh dugc gin vao, va bd phan thém mau (1), bd phan giit chit
d4nh du (2), bd phan moi trudong séc ky (3), bd phan phat hién (4) va bd phan hip
thu (5) dugc gén chat mdt phé“m hodic toan bd va dugc tao ra trén bé mit dinh. VAt
liéu dé khong bi giéi han cu thé mién 1a tAm day (6) khong thdm thdu hoic khong
cho dung dich miu di qua do c¢é chat dinh.

Thiét bi phén tich sic ky min dich ciia sang ché thuong trai qua x ly sdy
khé trude khi duge hoan thién thanh san phém. Nhiét do say kho, vi du, 20°C dén
50°C, va thoi gian sdy kho 13 tir 0,5 gior dén 1 gio.

Trong thiét bi phan tich sic ky mién dich cia séng ché, it nhat mot trong hai
b6 phén gitt chit danh ddu va bd phan phat hién t&t hon 1a ¢ chita khang thé nhan
biét it nhit mot trinh tu axit amin trong s6 ba trinh tu axit amin c6 SEQ ID tir 2 dén 4
ma ¢b mat trong toan bd céac trinh tu axit amin ctia NS1 cua virut Zika. Khi khang
thé nhan biét it nhat mot trong s6 cac cac trinh tur axit amin dwoc st dung, phan tmg
chéo v6i khang nguyén khac c6 thé dugc gidm hon nita, va virut Zika c6 thé duoc

phat hién mot cach dic hiéu hon.

J day, ngay ca khi chi mot trong hai b phén giit chit danh déu va bd phan
phat hién ¢6 chita khang thé nhan biét it nhit mét trinh tw axit amin trong sd ba trinh
ty axit amin c¢6 SEQ ID tir 2 dén 4 ma c6 mit trong toan bd cac trinh tu axit amin cta
NS1 ctia virut Zika, bd phan con lai trong hai bd phéan gitt chét danh d4u va bd phéan
phét hién, ma khong chira khang thé, ¢6 thé c6 chira khang thé nhan biét cac trinh ty

axit amin bat ky trong c4c trinh tu axit amin c6 SEQ ID s6 1.
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Tét hon nita 14 ca bd phan git chat danh ddu va bd phan phét hién c6 chia
khang thé nhan biét it nhat mot trinh ty axit amin trong s6 ba trinh tu axit amin c6
SEQ ID tir 2 dén 4 ma c6 mit trong toan bd céc trinh ty axit amin cua NS1 cua virut
Zika.

Céc khang thé chtra trong ca bd phan gitt chit ddnh ddu va bo phan phat hién
c6 thé 14 cac khang thé nhan biét it nhat mot trinh tu axit amin trong sb ba trinh t
axit amin c¢6 SEQ ID tir 2 dn 4 ma c6 mit trong toan bd céc trinh ty axit amin cua
NS1 cua virut Zika, va cac khang thé chira trong ca bd phén gift chit danh dau va b
phan phat hién c6 thé 1a cac khang thé ma nhan biét cac trinh tw axit amin thudc cling
s6 SEQ ID. Trong trudng hop nay, nghién ctru ring khang thé chira trong bd phan
gift chit danh ddu va khang thé chua trong bd phan phét hién gin véi cc trinh tw céc

axit amin & cdc vi tri khac nhau trong céc trinh ty axit amin thudc cung s6 SEQ ID.

Thiét bi phan tich séc ky mién dich ctia sang ché c6 thé ciing dugc thiét ké
nhu duge giai thich duéi ddy dé cho thiét bi ¢ thé phat hién virut Zika trong chét
phan tich va dong thoi phat hién khang thé (IgM & ngudi va/hodc IgG & ngudi)
chdng virut Zika trong chat phan tich.

Trong thiét bi phan tich sic ky mién dich cua sang ché, khang thé nhan biét
khéng thé (IgM & ngudi va/hodc IgG & ngudi) trong chit phan tich chira riéng biét
trong bd phén gitt chit danh déu (2) ngoai khang thé nhan biét NS1 ctia virut Zika.

Trong trudng hop nay, bd phan phat hién ma cé chira peptit c6 toan bo cac
trinh tu axit amin cia NS1 cua virut Zika ¢é SEQ ID s6 1 hodc cac trinh tu axit amin
¢6 SEQ ID s6 1 d3 mAt, thay thé, thém tir mot dén mot vai gde axit amin, peptit thu
duoc bang cach bd sung protein khac hoic twong tu cho peptit hodc twong tw duoc
tao ra riéng biét trén b phan méi truong sic ky (3) ngoai bd phan phat hién (4) dugce
mo ta & trén. TSt hon 13, bd phan phat hién ma c¢6 chira it nhit mot peptit trong s6 cac
peptit ¢6 trinh ty cac axit amin c6 SEQ ID tir 2 dén 4 dugc md ta & trén, bat ky pepti
ndo trong sb cac peptit ¢6 trinh twr cac axit amin c6 SEQ ID tir 2 dén 4 bi x6a, thay
thé hodc bd sung tir mot dén mot vai gbe axit amin hodc it nhit mot peptit trong sb
céc peptit thu dugc bang cach bd sung protein khac hodc twong tu vao cac peptit

duoc tao ra riéng biét ngoai bd phan phat hién (4) dugc mo ta ¢ trén.
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Khi thiét bi phan tich sc ky mién dich ¢6 cAu truc nhu véy, khang thé chéng

virut Zika trong chat phén tich c6 thé ciing duoc phét hién.

Didu nay nghia 13, khi mau hodc twong tw dwoc thu thip tir c4 thé nhiém
virut Zika dugc st dung lam chét phan tich vi duy, khang thé (IgM & ngudi va/hoic
IgG & nguoi) nhan biét NS1 cia virut Zika chira trong chit phén tich dwoc nhan biét
boi khang thé nhan biét IgM & ngudi va/hodc IgG & ngudi chita trong b phan gitt
chit danh diu (2), va khang thé nhan biét IgM & ngudi va/hodc IgG & ngudi gén véi
peptit chira trong b phin phat hién ma dugc tao ra riéng bi€t trén bd phén moi
truong sic ky (3) ngoai bd phan phét hién (4), diéu nay cho phép phat hién khang thé
chéng virut Zika trong chat phén tich.

Nhu duoc mé ta & trén, khi thiét b phén tich sic ky mién dich duoc st dung,
virut Zika trong chét phén tich c6 thé dugc phét hién truc tiép, va, déng thoi, nhidm
virut Zika c6 thé duoc chin doan gian tiép bing cach phat hién khang thé (IgM &

ngudi va/hoic IgG & ngudi) chéng virut Zika trong chat phan tich.

Boi vi ti 1& cua virut Zika trong chét phén tich so véi khang thé chéng virut
Zika ciing phu thudc vao thoi gian (ngay) tir khi nhiém virut Zika hodc twong tu, nén
thdi gian (ngay) tir khi nhiém virut Zika c6 thé dugc du doén tuong d6i bang cach
phat hién dong thoi ca hai.

V& mit nay, khi bd phan gitt chit danh ddu c6 chtra ca khang thé nhan biét
NS1 ctia virut Zika va khang thé nhéan biét khang thé chéng virut Zika nhu duge mo
ta & trén, tot hon 1a lva chon cac khang thé ma khong phan tng v6i nhau hodc dinh
vao nhau lam c4c khang thé. Khi cac khang thé phan tmg véi nhau va dinh vao nhau,
thiét bi c6 thé duoc thiét ké theo cach thirc ma céc khang thé khong tiép xtc véi

nhau gita bd phan gitt chat danh ddu va bd phéan phét hién.
Bo kit phan tich sic ky mién dich

B kit phan tich séc ky mién dich cta sang ché bao gém thiét bi phan tich
sdc ky mién dich va dung dich pha lodng chit phan tich dé pha lodng va nhuém mau
chit phan tich.

Trong b kit phén tich séc ky mién dich cta sang ché, dung dich pha loéng

chit phan tich c¢6 thé ciing duge st dung 1am dung dich nhuém mau. Nudc thudng
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duoc str dung lam dung madi cua dung dich pha lodng chét phén tich, va dung dich
dém, mudi va chat hoat dong bé mat khong ion chira. Mot hoac hai hoéac nhiéu hon
hai loai protein, hop chit polyme (nhw 13 PVP), chit hoat dong bé mit ion hoic
polyanion d&, vi du, thuc d4y phan tmg khéng nguyén-khang thé hoic tc ché phan
tng khong dic hiéu, chit khang khudn, chét tao chelat va twong tw c6 thé duogc bd

sung thém.

Khi dung dich pha logng chat phan tich duoc st dung lam dung dich nhuém
mau, cht phan tich va dung dich nhuém mau c6 thé dugc trén 14n trude va sau d6
dugc cung cép/dua va0, 1am mAu, bd phan thém mau dé nhudm mau hoic dung dich
nhudém mau c6 thé duoc cung cip/dua vao bd phan thém mau dé nhuém mau sau khi
cung cip/bd sung mau c6 chira chit phén tich vao bo phan thém miu trude dé.
Phuong phép phan tich sic ky mién dich

Phuong phéap phan tich sic ky min dich cta sang ché bao gdbm cac budc tir
(1) dén (4) sau day, va virut Zika chira trong chat phén tich dugc phat hién s dung
b6 kit phan tich sac ky mién dich.

(1) Budc bd sung dung dich chira chét phén tich thu dugc bang céch pha
lodng chét phan tich bing dung dich pha lodng chat phan tich lam mAu vao bd phan
thém mau

(2) bude 1am cho khang thé nhin biét protein khéng c6 ciu tric NS1 cla
virut Zika duoc giit trong bd phan gitt chét d4nh d4u dé nhan biét virut Zika trong
chat phén tich

(3) Budc nhudm mau chit phéan tich va khang thé 14 pha dong trén bd phan
mdi trudng sac ky

(4) Bu6c phat hién virut Zika trong pha déng di dugc nhuém mau bang
khang thé nhan biét protein khéng c6 cdu trac NSI cta virut Zika chira trong bd
phan phat hién.

MOi bude duoc giai thich dudi day.
(1) Bu6c bd sung dung dich chira chat phén tich thu dugc bing cach pha lodng chét

phén tich bing dung dich pha loang chit phan tich 1am mAu vao bo phan thém méu
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Trong budc (1), dau tién, dung dich chira chét phan tich t&t hon 1a thu duoc
bing cach didu chinh hoic pha lodng chét phan tich bing dung dich pha loing chét
phan tich d&n ndng d6 ma & d6 chét phan tich di chuyén nhe nhang trong mdi trudng
sic ky mién dich ma khong 1am suy giam d¢ chinh xac ctia phép do. Cac chat dugc
mo ta & trén c6 thé duge st dung 1am dung dich pha lodng chét phan tich. Thit hai,
luong nhét dinh (thuong 14 tir 0,1 ml dén 2 ml) dung dich chtra chit phan tich duoc
dua vao bd phan thém méu (1) 1dm mAu. Khi miu dugc dwa vao bd phan thém mau

(1), mau bit dau di chuyén trong bd phan thém mau (1).

Chét phén tich duoc st dung trong sang ché 1a chét phan tich ma c6 thé co
chtra virut Zika, ma 1 chit can duoc phat hién, nhu dugec mo ta & trén. Cac vi du cu
thé bao gdm huyét thanh, huyét twong, méu toan phén, tinh dich, dich tiy hoic trong
tu ctia bénh nhan nhiém virut Zika, nhung chét phén tich khong bi gi¢i han & cac vi

du nay.

(2) Budc 1am cho khang thé nhén biét protein khong c6 ciu tric NS1 cta virut Zika
dugc gitr trong b phén git chat danh déu dé nhan biét virut Zika trong chit phan
tich

Bude (2) 1a budc chuyén miu di duoc dua vao bd phan thém mau trong
budce (1) dén bd phén giit chit danh ddu (2) va lam cho khang thé nhan biét NS1 cta
virut Zika ma chét danh ddu duoc gén vao d6 va dugc gift trong bo phan giit chit
d4nh d4u dé nhan biét virut Zika, ma Ia chét can dwoc phat hién, trong chét phan tich.
Céc chit duoc mé ta & trén c6 thé dugc sir dung 1am chit danh dau.
(3) Budc nhuém mau chit phén tich va khang thé 13 pha dong trén bd phan mdi
truong sic ky

Bude (3) 1a budce trong d6, sau khi virut Zika, ma 14 chit cin dugc phat hién,
da dugc nhan biét boi khang thé nhan biét NS1 cua virut Zika ma chit d4nh déu
duoc gén vao do trong bd phén gift chit danh ddu trong budc (2), chit phan tich va
khéang thé duoc 1am cho di qua trén bd phan méi trudong sic ky lam pha dong.
(4) Budc phat hién virut Zika trong pha dong da dugc nhudém mau bang khang thé

nhan biét protein khéng c6 ciu tric NS1 cua virut Zika chira trong bd phan phat hién

Bude (4) 1a budce trong d6 virut Zika trong chit phan tich ma da di qua trén
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b6 phan mdi truong séc ky lam pha dong gin mot cach dic hiéu boi phan tng gén
khang nguyén-khang thé dic hiéu theo cich thirc ma virut Zika & gitta khang thé
nhan biét NS1 ctia virut Zika ma bi ¢6 dinh trén bd phan phat hién va khang thé nhan
biét NS1 cia virut Zika ma chét d4nh dau da duoc gén vao do trong budc (2), din

dén bd phéan phat hién c6 mau.

Khi virut Zika, ma 12 chit cin duoc phat hién, c6 mit, chit danh diu duoc
hoa tan trong ham lwong nuée ciia mau khong gy ra phan ing gan dic hiéu ngay ca
khi chit danh du di xuyén qua bo phan phat hién trén bd phan méi trudng sic ky, va

vi vy bd phan phat hién khong cé mau.

Cubi cung, ham luong nudc trong dung dich chira chat phan tich di chuyén
dén bd phan hép thu (5).

Céc vi du thuc hién sang ché

Sang ché duoc giai thich thém dudi day voi cac vi du, nhung sang ché khong

bi gidi han & cac vi du sau.
Vidu taora 1 (tao ra cac khang thé)
Céac khéang thé ma nhan biét NS1 cta virut Zika duogc tao ra nhu sau.

Dau tién, peptit co trinh tw axit amin ctia NS1 ctia virut Zika c6 SEQ ID s6 1
duoc tdng hop. VAt chu trung gian biéu hién His-tag, pET302/NT-His, bi cit bang
enzym gidi han, EcoRI, sau d6 duoc xir ly bing phosphataza c6 tinh kiém 1a xt ly
khir photphat va duoc tron 1An voi peptit, va phan tng thit dugc gdy ra ma st dung
b6 kit thit DNA phién ban. 2 (Takar Bio Inc.).

Plasmit NS1 t4i t6 hop ma gen dich da dwoc két hop vao duge dua vao vat
cha biéu hién protein tai t5 hop, E. coli BL(DE3)pLysS (Novagen). Vi khuén duoc
chuyén dwoc nudi cdy trén khay thach aga, va khuén lac thu duoc nudi cAy bang moi
truong chit 1ong LB. Su biéu hién ctia NS1 tai tb hop dugc gay ra bang cach bé sung
1 mM IPTG (Takar Bio Inc.), va sau d6 E. coli dugc thu thap. Vi khudn duoc thu
thap dugc dé lo limg mat 14n nita trong dém hoa tan [0,5% Triron X-100 (sigma), 10
mM imidazol, 20 mM phosphat va 0,5 M NaCl (pH 7,4) (Amersham)] va duogc hoa
tan bang xi Iy siéu am, va NS1 t4i t6 hop dugc lam tinh khiét str dung bo kit Histrap
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(Amersham). Protein d4 duoc 1am tinh khiét dugc phan tich st dung nudc mubi dém

phosphat (duéi day duoc goi 1a PBS), va vi vay thu dugc NS1 tai tb hop dich.

Céc khang thé don dong chéng NS1 tai t hop duoc tao ra biang cich sir
dung NS1 tai t6 hop thu duoc lam khang nguyén dé tao mién dich. Céc khang thé
don dong duoc tao ra nhu sau theo phwong phap chung. NSI téi t6 hop véi lwong
100 pg va luong twong duong ta chit Freund hoan chinh (Difco) dugc tron 14n, va
chudt (BALB/c, nam tudn tudi, J apan SLC, Inc.) dugc tao mién dich ba lan. Céac té
bao 14 lach duoc st dung dé dung hop té bao. Céc té bao u tily ctia chudt, cac té bao
Sp2/0-Agl4 (Shulman va cdng sw, 1978) dugc sit dung d& dung hop té bao. Moi
truong nudi cdy thu dugc bing cach bd sung 0,3 mg/ml L-glutamine, 100 U/ml
penicillin G kali, 100 pg/ml streptomycin sulfat va 40 pg/ml Gentacin vao moi
truong Eagle bién d6i ctia Dulbecco (Gibco) (DMEM) va bd sung thém huyét thanh
thai bo (JRH) & néng do 10% duoc stir dung dé nuoi céy cac té bao. Céc té bao duge
dung hop bang cach trén 13n cac té bao 14 lach ctia chudt duge tao mién dich va céc
té bao Sp2/0-Agl4 va bd sung dung dich polyetylen glycol (Sigma) vao d6. Céc té
bao di dung hop duoc nudi cdy trong HAT-DMEM [huyét thanh c¢6 chira DMEM
chra natri hypoxantine 0,1 mM, aminopterin 0,4 uM va thymidine 0,016 mM
(Gibco), va viéc tao ra cac khang thé trong chét ndi trén mit nudi céy duoc xac nhan
bing xét nghiém hip thu mién dich lién két v6i enzym (ELISA). Céc té bao duong
tinh tao ra khang thé dwoc nudi cdy trong HI-DMEM [huyét thanh-c6 chira DMEM
¢6 chtra natri hypoxantine 0,1 mM va thymidine 0,16 mM] va dugc nudi ciy thém
trong huyét thanh c¢6 chita DMEM.

Céac té bao dugc tich dong dugc tiém vao 6 bung cta cac con chudt
(BALB/c, sbng 4n dat, Japan SLC, Inc.) ma 2,6,10,14-tetramethylpentadecane
(Sigma) da duoc tiém vao d6, va cac vét xung cd trudng duoc thu thap. Cac vét xung
c¢d trudng duoc dua vao cot G protein, va cic khang thé don dong duoc lam tinh
khiét.

Cac khang thé don dong vi vay thu duoc dugc sang loc bing phuong phap
ELISA truc tiép ma st dung khay 96 giéng trong d6 NS1 tai tb hop dugc cb dinh.

Két qua 13, thu dugc ba loai khang thé nhan biét NS1 ctia virut Zika. Ba loai
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khang thé duoc goi 14 cac khang thé tir s6 1 dén sb 3 trong phan giai thich sau day.
Vi du tham chiéu 1 (xét nghiém ELIS)

Céc khang thé nhan biét NS1 cta virut Zika duge kiém tra xem c6 duoc tao
ra trong vi du tao ra 1 hay khong (cac khang thé tir s6 1 dén s6 3) nhan biét it nhit
mot trinh ty axit amin trong sb ba trinh tw axit amin SEQ ID tir 2 dén 4 bing xét
nghiém ELIS. Céc peptit dugc st dung cho xét nghiém ELISA la ba loai peptit c6
céc trinh tu axit amin SEQ ID tir 2 dén 4 (c4c peptit tir 1 dén 3 duoc thé hién dudi
day) va duoc tao ra bang cach tdng hop peptit pha rin, ma 1a phuong phap chung dé
téng hop peptit bang phuong phap héa hoc.

Peptit 1: ENGVQLTVVV GSVKNPMWRG PQRLPVPVNE LPHGWKAWGK
(SEQID s6 2)

Peptit 2: SYFVRAAKTN NSFVVDGDTL KECPLEHRAW NSF (SEQ
ID sé: 3)

Peptit 3: GP LSHHNTREGY RTQVKGPWHS EELEIRFEEC PGTKVYV
(SEQID s6 4)

Déu tién, hdn hop cua cac peptit tir 1 dén 3 (dudi day duoc goi 1a hdn hop
peptit) dugc c6 dinh & ndng d6 100 ng/mL trong cic md-dun Nunc Immuno (sén
xuét boi Thermo Fisher Scientific, ma 469949) khay 96 giéng ELISA.

La cac khang thé so cip, 100 uL c4c dung dich ciia cac khéng thé tir s6 1 dén
s6 3 duoc tao ra & trén (1 pg/mL) duoc cho vao céac giéng riéng biét va dugc nudi
chy & 37°C trong mot gid. Sau d6, cac dung dich khang thé so cip duoc loai bo, va
cac giéng duoc rira ba 14n bang 300 uL PBST (Tween 20 0,05% trong PBS). Tiép
theo, 100 uL dung dich BS 1% duoc bd sung vao cac giéng, va khay dugc nudi cdy &
7°C trong 1,5 gid. Sau d6, dung dich BS dugc loai bo, va cic giéng dugc ria ba lan
bing 300 pL PBST (Tween 20 0,05% trong PBS). Céc chét 1éng con lai trong cac
giéng duoc loai b bing cach dap khay vao khin gidy.

La khang thé tht cdp, 100 pL khang thé khang chudt IgG (H+L) 1 mg/mL,
tho, IgG Whole (toan bd phan ti), peroxidaza tiép hop (san xuit boi Wako Pure

Chemical Industries, Ltd., ma 014-17611) duoc bd sung vao cac giéng, va khay duogc
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nudi céy & 37°C trong 1,5 gio. Sau d6, dung dich khang thé thu cép duoc loai bo, va
cac giéng duoc rira ba 14n bang 300 uL PBST (Tween 20 0,05% trong PBS). Céc
cht 1ong con lai trong cac giéng duoc loai bé bing cach dép khay vao khin gidy.

Co chét Sure Blue Reserve TMB Microwell peroxidaza (1 thanh phén) (san
xuét béi KPL, ma 53-00-01) véi lwong 100 pL duge bd sung vao cac giéng lam co
chit tao mau, va phan tmg duoc ddy manh trong 15 phut. Phan tmg bi nging lai
bing cach bd sung 100 pL axit sulfuric 2N. Sau d6, cac dd hép thu & 450 nm duoc
do ma sir dung may doc khay vi thé (san xudt boi BIORAD). Dau + dugc dua ra khi
phan tng dwoc quan sat so sanh véi mau tring va ddu — dugc dua ra khi phan tGng

khong dugc quan sat. Cac két qua duoc thé hién trong Bang 1.

Béang 1
Khang thé Sb 1 S62 S6 3
Hon hop peptit + + -

Tir céc két qua trén, phat hién ra ring cac khang thé s6 1 va s6 2 nhan biét it
nhit mot trinh ty axit amin trong sd ba trinh tur axit amin SEQ ID tir 2 dén 4.

Vidul

Bo kit phan tich sic ky mién dich gdm c6 dung dich pha lodng chét phan tich
va thiét bi phén tich sic ky mién dich bao gdm bd phan thém mau (1), by phén gift
chit danh d4u (2), bd phan méi truong sic ky (3) c6 bd phan phat hién (4) va bd
phén hép thu (5) duoc tao ra.

Khéng thé s6 1 dugc tao ra & trén duogc st dung lam khing thé chua trong bd
phén giit chit danh déu, va khang thé s6 2 duoc tao ra & trén dugc st dung lam
khang thé chura trong bo phén phat hién. Chi tiét dugc giai thich dudi day.

(1) Tao ra bd phan thém mau

Vai khong dét 1am bing soi thiy tinh (san xuit boi Millipore Corporation:

300 mm x30 mm) duoc st dung lam bd phan thém mau.

(2) Tao ra bd phan giit chit danh du

0,1 ml khang thé s§ 1 ma da duoc pha loing dén ndng do 0,05 mg/ml béng
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dém phosphat (pH 7,4) duoc bd sung vao 0,5 ml huyén phil vang dang keo (san xuét
boi Tanak Kikinzoku Kogyo K.K.: LC 40 nm), va hdn hop dugc dé yén & nhiét do
phong trong 10 pht.

Tiép theo, 0,1 ml dém phosphat (pH 7,4) c6 chtra huyét thanh bd albumin
(BSA) 1% tinh theo khdi lugng duge bd sung vao, va hdn hop duoge dé yén tiép &
nhiét 6 phong trong 10 phut. Sau d6, sau khi khudy k¥, hdn hop duoc quay ly tim &
8000x g trong 15 phut, va chit ndi trén mit dugc loai bd. Sau d6, 0,1 ml dém
phosphat (pH 7,4) c6 chita BS 1% tinh theo khéi luong dugc bd sung vao. Dung dich

chat danh dau duoc tao ra bang cac qua trinh néu trén.

Dung dich thu dugc bing cich bd sung 300 uL dung dich nudc trehalose
10% tinh theo khdi lwvong va 1,8 mL nuéc cit vao 300 pL dung dich chit ddnh du
duoc tao ra & trén dugc bdi déu 1én miéng soi thay tinh ¢6 kich thuse 12 mm x300
mm (san xuét boi Millipore Corporation) va sau d6 duoc siy kho bing may siy chan

khong, va bd phan gitt chét danh d4u vi vay duogc tao ra.
(3) Tao ra bd phan méi trudng sic ky va bo phan phét hién

T4m nay 1am bang nitroxenluloza (san xu4t béi Millipore Corporation, tén

san phém: HF120, 300 mm x25 mm) dugc stt dung lam mang.

Tiép theo, 150 pL dung dich thu duoc bang cach pha lodng khang thé s6 2
dén ndng d6 1,0 mg/ml bang dém phosphat (pH 7,4) c6 chira ruou isopropyl 5% tinh
theo khdi luong dugc dua vao bd phan phét hién trén mang di duoc sdy kho theo
hang vé6i chidu rong 1 mm ma st dung dng dinh lwong ding cho sic ky mién dich

“XYZ3050” (san xuat boi BIODOT) ¢ luong 1 pL/mm (25 pL trén mdi tm).

Hon nita, dé kiém tra xem chét danh du hat nano vang c¢6 duoc nhuém mau
hay chua va kiém tra tdc d6 nhuém mau, dung dich thu duoc bing cach pha lodng
huyét thanh mién dich din xuét tir dé ¢ khoang 4i luc rong véi chit danh d4u hat
nano vang véi dém phosphat (pH 7,4) dugc dua vao phan dbi ching (vach déi
ching) & phia dong ra ctia bo phan phat hién. Sau d6, bang cach siy khd & 50°C
trong 30 phut va sy khé & nhiét d6 phong qua dém, b phan mdi trudng séc ky va bd

phén phat hién dugc tao ra.
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(4) Tao ra thiét bi phan tich sic ky mién dich

Tiép theo, bd phan thém mau, bd phan giit chat danh diu, bd phan moi
truong séc ky c6 bd phan phat hién va vai khong dét 1am bang soi thiy tinh 1am bd
phan hip thu d& hip thu miu da dugc nhudm mau va chit danh ddu duoc gin 1an
luot tiing chat mot vao vat lidu dé gém co tAm day. Sau do, san phém thu duoc duoc
cit v6i chiéu rong 5 mm béng thiét bi cét, va vi vay thu dugc thiét bi phéan tich séc
ky mién dich. Chiéu dai ctia bd phén gift chit danh d4u theo huéng nhudém mau mau
dugc didu chinh dén 12 mm.

(5) Piéu ché dung dich pha lodng chét phan tich

50 mM dém HEPES (pH 7,5) c6é chita 1% tinh theo khéi luong chit hoat
dong bé mit khong ion (hdn hop 1:1 ctia NP-40 san xut bdi Nacalai Tesque, Inc. va
Nonidet MN-811 san xuét boi NOF Corporation) dwoc didu ché va dugc sit dung
1am dung dich pha lofing chit phan tich d pha lodng chat phan tich.

Vidu2

B§ kit phan tich séc ky mién dich cta vi du 2 dugc tao ra theo cung cach
thirc nhu trong vi du 1 ngoai trir viéc khang thé s6 2 duoc tao ra & trén duoc st dung
lam khéng thé chira trong bo phan gitt chat danh déu va ngoai trir viéc khang thé s6 1
duoc tao ra & trén dugc sir dung 1am khang thé chira trong bo phan phét hién trong vi
dul.

Vidu3

B kit phan tich séc ky mién dich cta vi du 3 dugc tao ra theo cung cach
thirc nhu trong vi du 1 ngoai trir viéc khang thé sb 2 duoc tao ra & trén duoc st dung

lam khéang thé chira trong bd phén gift chat d4nh d4u trong vi du 1.
Vidu4

B6 kit phan tich séc ky mién dich cta vi du 4 dugc tao ra theo cung céch
thirc nhu trong vi du 2 ngoai trir viéc khang thé sb 3 duoc tao ra & trén duoc st dung

1am khang thé chira trong bd phén gitt chit danh dau trong vi du 2.
Vidu5

B6 kit phan tich séc ky mién dich cta vi du 5 dugc tao ra theo cung cach
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thirc nhu trong vi du 1 ngoai trir viéc khéng thé s6 3 duoc tao ra & trén duge st dung

1am khéng thé chira trong bd phan gift chat ¢anh d4u trong vi du 1.
Vi du thir nghiém 1 (Phép do st dung khang nguyén tai to hgp NS1 ctia virut Zika)

Trong thi nghiém nay, phép do dugc thyc hién sir dung céc bd kit phén tich
séc ky mién dich ctia cac vi du tir 1 dén 5 duogc tao ra & trén va st dung khang
nguyén tai t& hop NSI cta virut Zika 1am chit phan tich. Khang nguyén tai td hop
NS1 ctia virut Zika (san xuit boi MeridianLife Science) dwoc sir dung 1am chat phan
tich, va cac dung dich chira cht phan tich dugc didu ché bing cach pha lodng chat
phan tich d&n ndng d6 5 ng/mL hodc 20 ng/mL bang dung dich pha lodng chét phan

tich va duge st dung 1am c4c mau phén tich duong tinh.

MB&i dung dich chira cht phan tich d4 dwoc didu ché voi lwong 90 UL duoc
dwa vao cac bd phan thém mau cia cac thiét bi phan tich sic ky mién dich va dugc
nhudm mau, va céc vach phat hién dwoc quan sat bing mét sau 15 phut. Bt ky dau
nao trong sb cac diu sau duoc dua ra: “+++” khi vach phat hién mau do hién thi 13
nét hon; “++” khi vach mau do hién thi rd nét; “+” khi duong mau dé hién thi; “+”
khi vach mau do hién thi m& nhat; va “-” khi vach mau d6 c6 thé khong quan sat
duoc. Céc két qua duoc thé hién trong Bang 2.

Cac mau chat phén tich lam dbi ching am dugc tao ra ma st dung PBS va
huyét thanh ngudi chudn (san xuit bdi Access Bio) thay vi cac chét phan tich lam dé6i
ching duong, va thir nghiém gidéng nhau dugc tién hanh. Cac két qua dugc thé hién

trong Bang 2.
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Béang 2
Vidul |Vidu2 |Vidu3 |Vidu4d4 |Vidu5
B6 phan gitt chit danh ddu Sb 1 S62 S63
B6 phén phat hién S62 | S61 | s62 | séb1 | sé2
Chéat NSI1 cua virut Zik
e 4 + - -

phéan tich | 5 ng/mL
1am d6i

NSI1 cua virut Zik
chiing +++ ++ ++ + +

20 ng/mL
duong
Chat  |PBS - - - - -
phén tich

lam d6i |Huyét thanh nguoi
chimg  |chuén

A

am

Két qué 13, phat hién ra ring virut Zika trong chat phén tich c6 thé dugc phat
hién khi c4c thiét bi phan tich sic ky mién dich cia sang ché ma sir dung cac khéng
thé nhan biét NS1 cua virut Zika dugc sit dung. Cu thé 14, phét hién ra rang cac thiét
bi phan tich sic ky mién dich cua cc vi du tir 1 dén 3, trong d6 bd phan giit chit
danh d4u va b phan phat hién ¢6 chira khang thé s§ 1 hodc sd 2 nhan biét it nhat
mdt trinh ty axit amin trong s ba trinh tw axit amin SEQ ID tir 2 dén 4, c6 thé phat
hién virut Zika véi @6 nhay cao hon.

Vi du thir nghiém 2 (phép do st dung virut Zika bét hoat)

Trong thi nghi€m nay, phép do dugc thuc hién ma st dung cac bo kit phan
tich sic ky mién dich cta céc vi du tir 1 dén 4 duoc tao ra & trén va st dung virut
Zika bét hoat 1am chét phan tich. Virut Zika bi bt hoat bang nhiét (san xuit bsi
ZeptMetrix, ndng do cua dung dich ban dau: TCIDse=1x10%?3 U/mL) dugc st dung
1am chét phan tich, va céc dung dich chita chat phan tich duogc didu ché bing cich
pha lodng chét phan tich d c6 dwoc ndng d6 ban diu, pha loing 10 lan, pha lodng
100 14n va pha logng 1000 14n bang dung dich pha lodng chét phan tich.

Phép do dugc thyc hién theo cung cach thirc nhu trong vi du thtr nghiém 1

-25-



33666

ma str dung céc dung dich chtra chit phéan tich d4 duoc diéu ché 1am cdc mau. Cac

két qua duoc thé hién trong Bang 3.

Béang 3
Vidul Vidu?2 Vidu3 Vidu4

B0 phéan gitt £ £ £
chitddnhddu | 0! 502 503
B9 phan phit sé2 | sé1 S62 61
hién
«1 A+ -+ ++ ++

Tile «10 o+ T + +

pha

loing | X100 ++ ++ + ;
x1000 ++ ++ + -

Két qua 13, cac bd kit phan tich sic ky mién dich cta cac vi du tir 1 dén 4, ma
thé hién phan tmg duong tinh khi chit phan tich 1a khang nguyén tai t hop NSI ctia
virut Zika, cfing thé hién phan tGng duong tinh khi chit phan tich 14 virut Zika bét
hoat.

Cu thé 13, phat hién ra réng cac bo kit phan tich sdc ky mién dich cua cac vi
du tir 1 dén 3, trong d6 bd phan giit chat danh ddu va bd phan phat hién c6 chira
khang thé s6 1 hodc s6 2 nhan biét it nhdt mot trinh ty axit amin trong sb ba trinh tu
axit amin SEQ ID tir 2 dén 4, c6 thé phét hién virut Zika bét hoat véi d6 nhay cao
hon.

Vi dy thir nghiém 3 (phép do st dung virut dengue)

Trong thi nghiém nay, phép do dugc thyc hi€n ma st dung cac bg kit phan
tich séc ky mién dich cta cic vi du tir 1 dén 4 duoc tao ra & trén va st dung virut
dengue bét hoat 1am chét phén tich. Virut dengue loai 2 AbD (san xuét bdi serotec)
dwoc st dung 1am chét phén tich, va dung dich chira chit phan tich dugc didu ché
bang cach pha lodng chit phén tich dén ndng d6 1x107 pfu/mL bing dung dich pha
loding chét phan tich.

Phép do duogc thuc hién theo cung céch thic nhu trong vi du thtr nghiém 1
ma st dung dung dich chtra chit phan tich dugc diéu ché lam mau. Cac két qua duoc

thé hién trong Bang 4.
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Béang 4
Vidul | Vidu2 | Vidu3 | Vidu4
B phan gitt chit d4nh diu S6 1 S62 S63
B6 phan phat hién S62 S6 1 S6 2 S6 1

Virut dengue

Két qua 13, phét hién ra rang cac bo kit phan tich sic ky mién dich clia sdng
ché khong gy ra phan tmg chéo véi virut dengue, ma twong ddng cao véi virut Zika,
va c6 thé phat hién virut Zika mdt cach dac hiéu.

Tir cac két qua ciia céc vi du & trén, phat hién ra ring virut Zika trong chét
phén tich ¢6 thé dugc phat hién khi cac thiét bi phén tich sic ky mién dich ctia sang
ché sir dung cac khang thé nhan biét NS1 cua virut Zika dugc st dung. Cu thé 13,
phat hién ra ring cac bo kit phan tich sic ky mién dich trong d6 mdi bo phan gitt
chit danh ddu va bd phan phét hién c6 chira mot trong hai khang thé sé 1 va sb 2, ma
1a cac khang thé nhan biét it nhat mot trinh tw axit amin trong sd ba trinh tu axit amin
SEQ ID tir 2 dén 4, c6 thé phat hién virut Zika v6i do nhay dic biét cao.

Hon nita, phat hién ra ring virut Zika c6 thé dwoc phat hién mot cach dic
hiéu khong gdy ra phan tmg chéo vé6i virut khac ma tuong ddng cao véi virut Zika
khi c4c thiét bi phan tich séc ky mién dich cia sang ché ma sir dung cac khang thé
nhan biét NSI ctia virut Zika duoc st dung.

Mic du séng ché da duoc giai thich chi tiét ma sir dung cac phwong an cu thé,
nhung diéu hién nhién dbi véi ngudi ¢ hiéu biét trong linh vuc k¥ thuat 1a cac thay
dbi va cac bién thé khac nhau c6 thé duoc thyc hién ma khong xa roi tinh thin va
pham vi ctia sang ché. Sang ché dua trén don sang ché Nhat Ban ndp ngay 17, thang
5 nam 2016 (don sang ché sb 2016-098845), ma duoc két hop & day bing cach vién
dan tinh toan ven cua no.

Danh séach s chi din

1 B6 phan thém mau

2 Bo phan giit chat danh dau

3 Bo phan moi truong sic ky

4 B phan phat hién

5 B6 phan hip thu

6 TAm day
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YEU CAUBAO HO
1. Thiét bi phan tich séc ky mién dich dé phat hién virut Zika trong chét phén tich,
bao gdm bd phan thém mAiu, bd phén gift chit danh d4u, bd phan moi truong sic ky
c¢6 bo phan phat hién va bd phan hép thy,

trong d6 mdi bd phan gt chét danh diu va bd phén phat hién c6 chtra khang
thé nhan biét protein khong c6 cu tric NS1 cua virut Zika ¢6 SEQ ID s6 1.

2. Thiét bi phan tich sic ky mién dich theo diém 1, trong d6 it nhit mot trong hai bd
phan gitt chit d4nh ddu va bd phan phat hién c¢6 chira khang thé nhan biét it nhat mot
trinh ty axit amin trong s6 ba trinh tu axit amin c¢6 SEQ ID tir 2 dén 4 ma c6 mit
trong toan bd trinh tyr axit amin ctia protein khong c6 cdu tric NS1.

3. Thiét bi phan tich sic ky mién dich theo diém 2, trong d6 m&i bd phan giit chat
danh d4u va bo phén phat hién c6 chira khang thé nhan biét it nhdt mot trinh tu axit
amin trong s6 ba trinh tu axit amin c6 SEQ ID tir 2 dén 4 ma c6 mait trong toan bo
trinh tu axit amin ca protein khéng ¢6 cau trac NSI.

4. B6 kit phén tich sic ky mién dich bao gém thiét bi phan tich sic ky mién dich theo
diém bt ky trong s cac diém tir 1 dén 3 va dung dich pha lodng chat phan tich dé
pha loéng va nhudm mau chét phén tich.

5. Phuong phéap phan tich sic ky mién dich dé phét hién virut Zika trong chat phan
tich st dung bo kit phan tich sic ky mién dich theo diém 4, trong d6 phuong phap
phan tich séc ky mién dich bao gdm céc budc tir (1) dén (4) sau day:

(1) budc bd sung dung dich chtra chét phan tich thu dwoc bang cich pha
lodng chét phén tich bang dung dich pha lodng chét phén tich 1am mAu vao bo phan
thém mau,

(2) budc lam cho khang thé nhan biét protein khong c6 céu tric NS1 clia
virut Zika duoc giit trong bd phén gitt chit danh ddu ¢ nhan biét virut Zika trong
chit phan tich,

(3) budc nhudm mau chit phén tich va khang thé 1a pha dong trén by phan
mdi trudng séc ky, va

(4) budc phat hién virut Zika trong pha dong dd duoc nhuém mau bing
khang thé nhan biét protein khoéng ¢ cdu trac NS1 ctia virut Zika chia trong bd

phén phat hién.
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DANH MUC TRINH TU

<110> TANAKA KIKINZOKU KOGYO K.K.
<120> THIET BI, BO KIT VA PHUONG PHAP PHAN TICH SAC KY MIEN DICH BE PHAT HIEN VIRUT ZIKA

<130> W522652

<150> 1P2016/098845
<151> 2016-5-17

<160> 6

<170> Séng ché phién ban 3.5
<210> 1

<211> 352

<212> PRY

<213> Virut Zika

<400> 1

1A5p Val Gly Cys Se; Val Asp Phe Ser Lys Lys Glu Thr Arg Cys Gly
10 15

Thr Gly Val Phe tte Tyr Asn Asp Val Glu Ala Trp Arg Asp Arg Tyr
20 25 30

Lys Tyr His Pro Asp Ser Pro Arg Arg Leu Ala Ala Ala Val Lys Gin
35 40 45

Ala Trp Glu Glu Gly lie Cys Gly lle Ser Ser Val Ser Arg Met Glu
50 55 60

Asn tle Met Trp Lys Ser Val Glu Gly Glu Leu Asn Ala 1le Leu Giu
65 70 75 80

Glu Asn Gy Val Gin Leu Thr Val Val Val Gly Ser Val Lys Asn Pro
85 90 95

Met Trp Arg Gly Pro Gln Arg Leu Pro Val Pro Val Asn Glu Leu Pro
100 105 116
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His Gly Trp Lys Ala Trp Gly Lys Ser Tyr Phe Val Arg Ala Ala Lys
115 120 125

Thr Asn Asn Ser Phe Val Val Asp Gly Asp Thr Leu Lys Glu Cys Pro
130 135 140

Leu Glu His Arg Ala Trp Asn Ser Phe Leu Val Glu Asp His Gly Phe
145 150 155 160

Gly Val Phe His Thr Ser Val Trp Leu Lys Val Arg Glu Asp Tyr Ser
165 170 175

Leu Glu Cys Asp Pro Ala Val lle Gly Thr Ala Val Lys Gly Arg Glu
180 185 190

Ala Ala His Ser Asp Leu Gly Tyr Trp Ile Glu Ser Glu Lys Asn Asp
195 200 205

Thr Trp Arg Leu Lys Arg Ala His Leu Ile Glu Met Lys Thr Cys Glu
210 215 220

Trp Pro Lys Ser His Thr Leu Trp Thr Asp Gly Val Glu Glu Ser Asp
225 230 235 240

Leu lle Ile Pro Lys Ser Leu Ala Gly Pro Leu Ser His His Asn Thr
245 250 255

Arg Glu Gly Tyr Arg Thr Gln Val Lys Gly Pro Trp His Ser Glu Glu
260 265 270

Leu Glu Ile Arg Phe Glu Glu Cys Pro Gly Thr Lys Val Tyr Val Glu
275 280 285

Glu Thr Cys Gly Thr Arg Gly Pro Ser Leu Arg Ser Thr Thr Ala Ser
290 295 300

Gly Arg Val lle Glu Glu Trp Cys Cys Arg Glu Cys Thr Met Pro Pro
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305 310 315 320

Leu Ser Phe Arg Ala Lys Asp Gly Cys Trp Tyr Gly Met Glu Ile Arg
325 330 335

Pro Arg Lys Glu Pro Glu Ser Asn Leu Val Arg Ser Met Val Thr Ala
340 345 350

210> 2

211> 40

<212> PRT

<213> Virut Zika

<400> 2

Glu Asn Gly Val GIn Leu Thr Val Val Val Gly Ser Val Lys Asn Pro
1 5 10 15

Met Trp Arg Gly Pro GIn Arg Leu Pro Val Pro Val Asn Glu Leu Pro
20 25 30

His Gly Trp Lys Ala Trp Gly Lys
35 40

Q210> 3

211> 33

<212> PRT

<213> Virut Zika

<400> 3

Ser Tyr Phe Val Arg Ala Ala Lys Thr Asn Asn Ser Phe Val Val Asp
1 5 10 15

Gly Asp Thr Leu Lys Glu Cys Pro Leu Glu His Arg Ala Trp Asn Ser
20 25 30

Phe

210> 4
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Q211> 39
<212> PRT
213> Virut Zika

<400> 4
Gly Pro Leu Ser His His Asn Thr Arg Glu Gly Tyr Arg Thr Gin Val
1 5 10 15

Lys Gly Pro Trp His Ser Glu Glu Leu Glu Ile Arg Phe Glu Glu Cys
20 25 30

Pro Gly Thr Lys Val Tyr Val
35

10> 5

211> 30

<212> PRT
<213> Virut Zika

<400> 5
Cys Gly Thr Arg Gly Pro Ser Leu Arg Ser Thr Thr Ala Ser Gly Arg
1 5 10 15

Val lle Glu Glu Trp Cys Cys Arg Glu Cys Thr Met Pro Pro
20 25 30

Q10> 6

Q211> 380

<212> PRT

<213> Virut Dengue

<400> 6
Met Asn Ser Arg Ser Thr Ser Leu Ser Val Ser Leu Val Leu Val Gly
1 5 10 15

Val Val Thr Leu Tyr Leu Gly Val Met Val GIn Ala Asp Ser Gly Cys
20 25 30

Val Val Ser Trp Lys Asn Lys Glu Leu Lys Cys Gly Ser Gly lle Phe
35 40 45
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Ile Thr Asp Asn Val His Thr Trp Thr Glu GIn Tyr Lys

50 55

Glu Ser Pro Ser Lys Leu Ala
65 70

Gly Ile Cys Gly lle Arg Ser
85

Lys GIn Ile Thr Pro Glu Leu
100

Lys Leu Thr lle Met Thr Gly
115

Lys Arg Ser Leu GIn Pro Gln
130 135

Thr Trp Gly Lys Ala Lys Met
145 150

Phe Leu Ile Asp Gly Pro Glu
165

Ala Trp Asn Ser Leu Glu Val
180

Thr Asn lle Trp Leu Lys Leu
195

Ser Lys Leu Met Ser Ala Ala
210 215

Asp Met Gly Tyr Trp lle Glu
225 230

Ser Ala

Val Thr

Asn His
105

Asp lle
120

Pro Thr

Leu Ser

Thr Ala

Glu Asp
185

Arg Glu
200

lle Lys

Ser Ala

33666

Phe GlIn Pro
60

His Glu Glu
80

lle GIn Lys Ala
75

Arg Leu Glu Asn
90

Leu Met Trp
95

Ile Leu Ser Glu Asn Glu Val
110

Lys Gly Ile Met GIn Ala Gly
125

Glu Leu Lys Tyr
140

Ser Trp Lys

Thr Glu Ser His
155

Asn GIn Thr
160

Glu Cys Pro Asn Thr Asn Arg
170 175

Val Phe Thr
190

Tyr Gly Phe Gly

Lys Gln Asp Val
205

Phe Cys Asp

Asp Asn Arg Ala Val His Ala

220

Leu Asn Asp Thr Trp Lys lle
235 240
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Glu Lys Ala Ser Phe lle Glu Val Lys Ser Cys His Trp Pro Lys Ser
245 250 255

His Thr Leu Trp Ser Asn Gly Val Leu Glu Ser Glu Met Ile Ile Pro
260 265 270

Lys Asn Phe Ala Gly Pro Val Ser GIn His Asn Tyr Arg Pro Gly Tyr
275 280 285

His Thr GIn Thr Ala Gly Pro Trp His Leu Gly Lys Leu Glu Met Asp
290 295 300

Phe Asp Phe Cys Glu Gly Thr Thr Val Val Val Thr Glu Asp Cys Gly
305 310 315 320

Asn Arg Gly Pro Ser Leu Arg Thr Thr Thr Ala Ser Gly Lys Leu lle
325 330 335

Thr Glu Trp Cys Cys Arg Ser Cys Thr Leu Pro Pro Leu Arg Tyr Arg
340 345 350

Gly Glu Asp Gly Cys Trp Tyr Gly Met Glu lle Arg Pro Leu Lys Glu
355 360 365

Lys Glu Glu Asn Leu Val Asn Ser Leu Val Thr Ala
370 375 380
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