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Linh vuwe k§ thuit dwgc dé cip

Giai phap hitu ich thudc linh vuc céng nghé sinh hoc tmg dung trong y hoc, cu
thé 1a d& cap t6i kit va quy trinh san xuét kit d& tach chiét ADN cta vi khuan lao
Mycobacterium tuberculosis (MTB). Kit theo gii phap két hop hat nano tir dugc boc
silica (viét tit 12 MagSi nano) va céc dém thich hop dé tach chiét ADN cta vi khuén
lao Mycobacterium tuberculosis trong cac mau bénh phim. Giai phap hitu ich ciing dé
cap téi quy trinh tinh sach ADN cua vi khuén lao trén co sé tir tinh bing kit theo giai
phép dé phéat hién mau bénh phdm bing k§ thuit tring hop chudi polymeraza
(Polymerase Chain Reaction - PCR).
Tinh trang Ky thuit cia gidi phap hiru ich

Trong k§ thuat chn doan bénh lao bing PCR hoic real time PCR, diéu quan
trong nhét 1a phai tach chiét dugc ADN ctia vi khuén lao Mycobacterium tuberculosis
(MTB) véi ham lugng du 16n va dam bao do tinh sach khong bi tap nhiém boi cac dai
phan tr sinh hoc khac nhu 14 protein, enzym, lipit hay polysacarit khac. Do cdu trac
thanh t& bao cia MTB rét dic biét, bao gdm 16p peptidoglycan duge bao boc bdi 16p
lipit kha day nén kho khén trong viéc phd v& té bao dé giai phong ADN hé gen. Hon
nita, do cac mAu bénh phidm xét nghiém bénh lao thudng cé dd nhot rat cao (dich khép
gbi, dich mang phdi, dich phé quan, dom, v.v.) va ndng d6 vi khuan lao trong mau
bénh phim thuong rit thp, nén viéc tich chiét ADN ctia vi khuan lao hién van gip
nhidu khé khin. Thong thuong, cdc mau bénh phdm c6 dd nhét cao thudng phai tién
xit Iy v6i dung dich kiém manh dé pha v& chu triic cia 16p muxin mang nhay trudce khi

tién hanh tach chiét ADN.

D4 c6 nhiéu phuong phap tach chiét ADN cua vi khuén lao da dugc cong bd nhu
dun sbi vi khudn lao trong dém TE trong khoang thoi gian tir 10 dén 30 phut (Tortoli
va cong su, 2001; Svastova va cdng su, 2002), str dung enzym proteinaza K cung voi
cac dung mdi hitu co phenol — cloroform — rugu isoamylic (24:25:1, PCI) (Hill va
cong su, 1972; Rodriguez va cong su, 1997), hay phuong phap két hop enzym
proteinaza K clng voi song si€u 4m lam v& té bao vi khuén lao (Englund va cong su,

2001), hay két hop cac phuong phap dun sbi, sau d6 xir ly enzym lysozym, proteinaza
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K va dung moi hitu co (Somerville va cong su, 2005). Tu nhitng ndm dau ctia thap ky
19 tr& vé ddy, phuong phép tach chiét ADN bing vat liéu silica dang trd nén phd bién
vi hiéu qua tach chiét tdt, it 1an céc tap chit va tiét kiém thoi gian. Phuong phap nay
dua trén kha ning lién két bén vimg thong qua luc hit tinh dién gitta cdc nhém
phosphat mang dién tich &m ctia phan tir ADN v6i bé mit silica tich dién dwong trong
mdi trudng c6 ndng d6 mudi cao va stc cing bé mit thap (Kathryn va cong su, 1996;
Huijun va cong su, 2000). Cac vat liéu silica dugc st dung dé tich chiét ADN bao
gém silica gel (Padhye va cong su, 1997), hat silica (Dederich va cong sy, 2002),
mang xJp silica (Esser va cong su, 2005) va méi phat trién gan day 1a hat tir boc silica
(Berensmeier va cong su, 2006; Nargessi va cong su, 2005). Viéc st dung mang xp
silica, ciing nhu hat tir boc silica da dugc phat trién thanh kit tach chiét ADN/ARN va
duoc thuong mai hoa boi nhidu cong ty nhu Qiagen, Promega, Invitrogen, v.v.. Tuy
nhién, phuong phap st dung mang x6p silica khong pht hop vé6i nhitng miu bénh
phim c6 d nhot cao, dic biét 1a cic miu dom lao, do bude ly tim miu dé ADN cla

MTB bam 1én mang xbp va loai bo dich thudong gip phai hién tuong tic nghén mang.

Trong khi d6, phuong phap str dung hat tir boc silica cho phép tach chiét ADN
clia cic mAu c¢6 do nhét khac nhau véi hidu qua tdt do hat tir boc silica s& gén v6i
ADN ctia vi khuan lao va dugc tach khoi hdn dich biang luc tir. Phuong phép sir dung
hat tlr boc silica con ¢ uwu diém 1a d& thao tac, tiét kiém thoi gian va higu qua cao do
c6 thé ty dong hoéa qud trinh tach chiét. P c6 mot sé nhém nghién ctru trude diy
nghién ciru kha ning tach chiét ADN cua hat micro tlr boc silica, vi du: R. Caldarelli-
Stefano, L. Vago, S. Bonetto, M. Nebuloni, G. Costanzi, Use of magnetic beads for
tissue DNA extraction and IS6110 AMycobacterium tuberculosis PCR, Molecular
Pathology, vol. 52, pp. 158-160, 1999.

Mot sd kit tach chiét ADN cua vi khudn str dung cong nghé hat tir boc silica da
duogc cac cong ty nhu Life Technologies, Omegabiotek, Geneaid Biotech, Chemicell,

Stratec Molecular thuong mai hoa.
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Bang 1. Kit tach chiét ADN cuia vi khudn thuong mai sir dung hat tlr boc silica

STT Tén kit Hang san xut Dia chi web
1 Cgﬁie i/})rrlff]};?c teria Life Technologies, | http://products.invitrogen.com/ivg
Igﬁ ; Hoa Ky n/product/CS11301
) Mag-Bind® Bacterial | Omegabiotek, Hoa | http://www.omegabiotek.com/pro
DNA 96 Kit Ky ducts.php?CatelD=12
Magnetic Beads http://www.geneaid.com/products
3 Genomic DNA Geneaid Biotech, /magnetic-beads/magnetic-bead-
Extraction Kit Hoa Ky genomic-dna-purification-kit-
(Bacteria) bacteria
GeneMAG-DNA / . . http://www.chemicell.com/produc
4 Bacteria kit Chemicell, Dirc ts/purification/dna/index.html
. . http://www.invitek.de/e1531/e165
5 | IviMag® Bacteria | STRATEC 8/e3410/e7041/e5209/¢5596/e559
DNA Mini Kit Molecular, Ptrc .
7/index_eng.html

Trong céc kit’dﬁ néu trén, cac hat tir boc silica va hé d€m tach chiét duoc tdi wu
d8 sir dung chiét ADN cua vi khuin néi chung ma khéng dugc t61 uu dé pha vo thanh
va mang t& bao cua vi khuén lao Mycobacterium tuberculosis. Do do, ddi voi miu
bénh phim dé xét nghiém vi khudn lao, can xir ly enzym lyzozym va/hodc enzym
proteinaza K dé phé v& thanh va mang té bao ctia vi khuan nay. Ngoai ra, kich c¢& hat
nano va cuong do tir va cac hé dung dich dém, dung dich rira, dung dich ddy anh

huéng rat 1én dén kha ning va hiéu suat chi€t ADN cuta vi khuén.

Tai liéu CN1535979 A di md ta phuong phép tao ra hat nano tir composite va kit
chiét tich ADN, trong d6 kit bao gdm hat nano tir boc silica kich ¢& khoang tir 50 nm
dén 300 nm, dém pha voi té bao va lién két ADN, dém rira 1-2, va dém chiét day. Tai
liéu nay thyc hién phan tng tao mAm hat nano sit tir Fe;O, & nhiét d6 phong nén
khéng tao ra duoc hat nano c6 kich ¢& nho va do béo hoa tir 16n va qua trinh bao 16p
vo khong duoc diéu khién nén 16p vo 16n 1am gidm do tir ctia hat nario va tang kich ¢&
hat (tir 50-300 nm) nén hi€u qua phan tén, tao lién két v6i ADN khong cao va dién tich
b& mit téng cong tiép xuc véi ADN khéng 16n, ham lugng ADN thu hoi khong duoce
cai thién ro rét.

Do d6, cin c6 quy trinh san xudt va kit chiét ADN cua vi khuin lao

Mycobacterium tuberculosismét cach hiéu qua, sao cho khong can st dung enzym dé
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phé v& 16p thanh va mang té bao, ddng thoi ting hidu suét chiét ADN dé c6 thé chén
doan vi khudn gay bénh lao véi mat do thdp. Ngoai ra, can cai tién quy trinh san xuét
nhu tdng cudng hi¢u suit tao hat nano tir ciing nhu do tir dé vira dé don gian héa quy
trinh san xudt cling nhu ning cao ning lyc xét nghiém bénh phédm chira vi khuan lao.
Ban chit k§y thuit ciia gidi phdp hitu ich

Muc dich cta giai phap hitu ich nhim giai quyét vin d€ néu & trén, theo do, gii
phap hitu ich d& cap dén kit dé tach chiét ADN cua vi khuan lao Mycobacterium
tuberculosis va quy trinh san xudt kit dé tach chiét ADN cta vi khuin lao
Mycobacterium tuberculosis. Theo d6 giai phap hitu ich sir dung hat nano tir boc silica
va cac dung dich dém thich hop d& chiét dic hitu ADN cia vi khudn lao

Mycobacterium tuberculosis ma khdng cin str dung enzym pha v& thanh/mang té bao.

Theo khia canh thtt nhit, giai phap hiru ich dé cap dén kit dé tich chiét ADN cua

vi khudn lao Mycobacterium tuberculosis, trong d6 kit nay bao gom:

hat MgSi nano bao gém hat nano oxit sét tir Fe;04 dugc boc silica kich ¢& tir 10
nm dén 100 nm, ndng dé tir 25 mg/ml dén 50 mg/ml, tir 4 tir S0 emu/g dén 60 emu/g
dé tao lién két ADN-MgSi nano;

dung dich dém RB bao gém dém Tris-HCI ndng d6 ndm trong khoang tir 200 nM
dén 300nM, EDTA ndng d6 tir ImM dén 2,5mM, pH tir 6 dén 8 dé trung hoa va lam

loging mau vi khuan;

dung dich dém BB bao gdm dém Tris-HCl ndng d¢ tir 40 mM dén 60 mM, pH tir
5,0 dén 7,5, bd sung guanidin thiocyanat hodc guanidin hydroclorua ndéng do tir 2M
dén 4 M, CaCl, ndng do tir 4 mM dén 6 mM, EDTA ndng do tir 30 mM dén 50 mM,
Trixton X-100 ndng do tir 2% dén 5% dé pha v& té bao vi khuén va lién két ADN;

dung dich d¢m WBI1 bao gém dém Tris-HCI nong d6 tir 30 mM dén 50 mM, pH
tir 5,0 dén 7,5, bd sung guanidin thiocyanat hodc guanidin hydroclorua noéng do tr 1 M
dn 3 M, NaCl ndng d6 tir 0,5 M dén 2 M, etanol ndng do tir 40% dén 60% dé rira
phttc hé¢ ADN-MagSi nano lan 1;

dung dich dém WB2 bao gbm dém Tris-HCI ndng d6 tir 10 mM dén 30 mM, pH
fir 5,0 dén 7,5, bd sung NaCl ndng do tir 0,1 M dén 0,5 M, etanol ndng dd tir 60% dén
80% dé rtra phitc hé ADN-MagSi nano lan 2; va
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dung dich dém EB bao gdm dém Tris-HCI ndng d6 tir 25 mM dén 35 mM, pH tir
7,5 dén 9,0, bd sung EDTA ndng d6 tir 1 mM dén 2 mM dé chiét diy ADN ra khéi
phttc h¢ ADN-MagSi nano.

Theo khia canh thi hai, giai phap hitu ich dé cap dén quy trinh san xuét kit dé
tach chiét ADN cia vi khuin lao Mycobacterium tuberculosis néu trén, trong d6 quy

trinh nay bao gom cac budc:

a) tao hat MagSi nano bing cach cho 3 thanh phan FeCl,.4H,0, FeCl;.6H,0 va
NH,OH phéan ¢mg v6i nhau & nhiét 6 nim trong khoang tir 50°C dén 70°C d tao
mAm hat nano oxit sét tir Fe;04, tiép d6 boc mam hat nano nay bang hén hop NH,OH
va tetraethyl orthosilicat dé thu dugc hat Fe;0,4-Si0, (hat MagSi) ¢6 kich ¢& ndm trong
khoang tir 10 nm dén 100 nm, ndng d6 tir 25 mg/ml dén 50 mg/ml, tir d khoang tir 50
emu/g dén 60 emu/g;

b) tao dung dich dém RB béng cach pha dém Tris-HCl néng do nim trong
khoang tir 200 nM dén 300nM v6i EDTA ndng d6 tir ImM dén 2,5mM, pH tir 6 dén 8
thu dugc dung dich dém RB;

¢) tao dung dich dém BB béng cach pha dém Tris-HCl néng d6 tir 40 mM dén 60
mM, pH tir 5,0 dén 7,5, bd sung guanidin thiocyanat hodc guanidin hydroclorua nong
d6 tir 2M dén 4 M, CaCl, ndng do tir 4 mM dén 6 mM, EDTA ndng do tir 30 mM dén
50 mM, Trixton X-100 néng do tr 2% dén 5% thu dugc dung dich dém BB;

d) tao dung dich dém WB1 bing cach pha dém Tris-HCI ndng d6 tir 30 mM dén
50 mM, pH tir 5,0 dén 7,5, b6 sung guanidin thiocyanat hodc guanidin hydroclorua
ndng do tir 1 M dén 3 M, NaCl ndng d6 tir 0,5 M dén 2 M, etanol ndng dd tir 40% dén
60% thu dugc dung dich dém WB1;

e) tao dung dich dém WB2 béng cach pha dém Tris-HCl ndng do6 tir 10 mM dén
30 mM, pH tir 5,0 dén 7,5, bd sung NaCl ndng d¢ tir 0,1 M dén 0,5 M, etanol néng do
tr 60% dén 80% thu dugc dung dich dém WB2;

f) tao dung dich dém EB bang cich pha dém Tris-HCI ndng do tir 25 mM dén 35
mM, pH tir 7,5 dén 9,0, bd sung EDTA ndéng d6 tir 1 mM dén 2 mM thu duoc dung
dich dém EB; va
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g) tao kit bang cach khir tring c4c thanh phin bao gdm hat MgSi nano, dung dich
dém RB, dung dich d&m BB, dung dich &m WBI, dung dich dém WB2 va dung dich
dém EB thu dugc tir budce a) dén budc f) & trén, sau d6 déng vao cac lo, ddn nhan thu
duoc kit dung dé tach chiét ADN cua vi khuin lao Mycobacterium tuberculosis.

M5 ta vin tit cdc hinh vé

Hinh 1 1a két qua dién di ADN san phim PCR nhan doan gen 250 bp ddc hiéu
theo Vi du 2. Trong d6: 1: thang chuédn ADN 1Kb. 2: Péi ching dwong véi khudn 1a
ADN ctia Mycobacterium Bovis (M. bovis) chuén tir vacxin BCG phong ngira lao. 3:
d6i chimg am khong co khuén ADN. 4-6: 14n luot 1a san phdm ADN cta phan mg
PCR véi khudn 1a ADN ctia M. bovis tach chiét tir 100 pl vacxin c6 ndng d6 10°, 10*
va 10° vi khuén/ml bang kit theo gidi phép hitu ich.

Hinh 2 1a két qua dién di san phdm phan tng so sanh véi kit thuong mai, trong
do:

Hinh 2A 1a két qua dién di ADN san phim PCR nhén doan gen 250 bp chiét bang
cac kit khac nhau: (1): chiét bing kit ADN Mini (hing Qiagen, (2): chiét bang kit
ChargeSwitch gDNA Mini Bacteria (hiing Life Technologies) va (3): chiét béang kit
theo giai phap. M: thang chuén ADN 1 Kb. 1-12: san pham ADN cua phan ung PCR
v6i khuon 14n Tuot 1a ADN tach chiét duge tir 12 mAu bénh phdm. (+): dbi chimg
duong véi khudn 1a ADN cua M. bovis chudn. (-): d6i chirng 4m khéng c6 khuén ADN
duoc bd sung. '

Hinh 2B 1a ty 18 twong ddng cua 3 kit chiét tich ADN bao gdm kit Mini (hang
Qiagen), kit ChargeSwitch gDNA Mini Bacteria (hdng Life Technologies), va kit theo
giai phép hitu ich (MagPure) theo két qua ctia hinh 3A.

M3 té chi tiét giai phap hitu ich

Sau day, giai phap hitu ich dugc mo ta chi tiét v6i cac phuong an thuc hién cu
thé, tuy nhién, cdc phuong 4n nay chi nhdm minh hoa d& 1am 13 ban chét ctia giai phap
hitu ich chi khong nham gii han pham vi yéu ciu bao ho clia giai phap hitu ich.

Theo khia canh thit nhat, giai phép hitu ich d& cap dén kit dé tach chiét ADN cia

vi khudn lao Mycobacterium tuberculosis, trong dé kit nay bao gbém hat MgSi nano,
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dung dich dém RB, dung dich dém BB, dung dich dm WBI1, dung dich dém WB2 va
dung dich dém EB.

Hat MgSi nano c6 ban chét 14 hat nano oxit st tir Fe;04 dugc boc silica kich c&
tir 10 nm d&n 100 nm, ndng do tir 25 mg/ml dén 50 mg/ml, tir d6 tir SO emu/g dén 60
emu/g. Hat MgSi nano nay d& tao lién két ADN-MgSi nano.

Dung dich dém RB bao gbém dém Tris-HCl ndng d6 nim trong khoang tir 200
nM dén 300nM, EDTA ndng d6 tir ImM dén 2,5mM, pH tir 6 dén 8. Dung dich dém

RB nay duoc ding lam dém trung hoa va 1am loding mau vi khuan.

Dung dich dm BB bao gém dém Tris-HCl ndng do tir 40 mM dén 60 mM, pH tir
5,0 dén 7,5, bd sung guanidin thiocyanat hodc guanidin hydroclorua nbéng do tir 2M
dén 4 M, CaCl, ndng do tir 4 mM dén 6 mM, EDTA ndng do tir 30 mM dén 50 mM,
Trixton X-100 ndng do tir 2% dén 5%. Dung dich dém BB nay dugc ding dé pha v t
bao vi khudn va lién két ADN.

Dung dich dém WB1 bao gbm dém Tris-HCl ndng do tir 30 mM dén 50 mM, pH
tir 5,0 dén 7,5, bd sung guanidin thiocyanat hoic guanidin hydroclorua nong d tir 1 M
dn 3 M, NaCl ndng do tir 0,5 M dén 2 M, etanol ndng do tir 40% dén 60%. Dung dich
dém WB1 nay duoc ding dé rira phirc hé ADN-MagSi nano 1an 1.

Dung dich dém WB2 bao gdm dém Tris-HCI ndng d¢ tir 10 mM dén 30 mM, pH
tir 5,0 dén 7,5, bd sung NaCl ndng do tir 0,1 M dén 0,5 M, etanol ndng d¢ tir 60% dén
80%. Dung dich dém WB2 nay dugc dung dé rira phitc h¢ ADN-MagSi nano nhim
loai bd hoan toan GuSCN va GuHCI con sét lai tir BB va WB1.

Dung dich &m EB bao gdm dém Tris-HCl ndng d6 tir 25 mM dén 35 mM, pH tir
7,5 dén 9,0, bd sung EDTA ndng d6 tir | mM dén 2 mM. Dung dich dém EB nay dugc
dung dé chiét ddy ADN ra khoi phitc hé ADN-MagSi nano.

Theo khia canh thir hai, giai phép hitu ich d& cdp dén quy trinh san xuét kit dé
tach chiét ADN cta vi khudn lao Mycobacterium tuberculosis, trong d6 quy trinh nay
bao gém cac budc: a) tao hat MagSi nano; b) tao dung dich dém RB; c) tao dung dich
dém BB; d) tao dung dich dém WBI; e) tao dung dich dém WB2; f) tao dung dich dém
EB; va g) tao kit.
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Trong budc tao hat MagSi nano, hat MagSi nano duoc tao ra bang cach cho phan
{mg gifta 3 thanh phin FeCl.4H,0, FeCl3.6H;0 va NH,OH & nhiét d6 ndm trong
khoang tir 50°C dén 70°C d tao mam hat nano oxit sit tir Fe;0,. Sau d6, boc mam hat
nano ndy bang hdn hop NH,OH va tetraethyl orthosilicat d& thu duoc hat Fe;04-SiO,
(hat MagSi) ¢6 kich c& nim trong khoang tir 10 nm dén 100 nm. Chuén héa nong do
hat MagSi tir 25 mg/ml dén 50 mg/ml, tir d6 khoang tir 50 emu/g dén 60 emu/g.

Hoa tan 1an luot mudi sét II clorua ngdm nudc (FeCl,.4H,0) va mudi sat 111
clorua ngdm nudc (FeCl;.6H,0) trong nude cét, tiép do tron déu hai dung dich nay tao

thanh dung dich ddng nhit va gia nhiét dén khoang tir 50 dén 70°C.

Hoa tan NH,OH (25%) véi nudc tao thanh dung dich ddng nhit va gia nhiét dén
khoang tir 50 dén 70°C, tiép d6 phéi tron dung dich nay véi dung dich mudi sat thu
duoc & trén, khqu tron déu trong khoang tlr 30 dén 40 phut dé phén Ung tao mam hat
nano tir c6 kich c¢& nho va tir dd cao xay ra hoan toan, thu dugc dung dich chira hat
nano tir Fe;0, ¢6 kich ¢& trong khodng tir 10 nm dén 100 nm A. Sau d6, loc rira hat tir
béng cach st dung nam cham két tu va rira sach bé‘mg nudc cat, lap lai dén khi thu

duoc hat nano oxit sét tir sach.

Boc hat nano oxit sét tir béng 16p silica béng cach rtra sach va hoa hat nano oxit
st tir bang etanol theo ty 1& khoang 1-2g/100 ml. Tiép d6 bd sung NH,OH (25%) va
tetraethyl orthosilicat (TEOS) va nuéc ct va khudy déu trong khoang tir 8 dén 16 giv
dé phan ting xay ra hoan toan, thu dugc dung dich chtra hat oxit sét tir c6 16p boc silica
Si0, day khoang tir 2 nm dén 5 nm (hat MagSi nano). Sau khi loc rira bing nuéc ct,
thu duoc hat MagSi nano. Hat MagSi nano nay dugc chudn héa va bio quan trong
dung dich Tris-HC1 10 mM, pH trong khoang tir 5,0 dén 7,5. Hat MagSi nano dugc st
dung d& pha v& té bao va tao lién két ADN-MgSi dé thuan lgi cho qué trinh chiét
ADN.

Trong budc tao dung dich dém RB, tién hanh pha dém Tris-HCI ndng d6 nim
trong khoang tir 200 nM dén 300nM v6i EDTA ndng @9 tir ImM dén 2,5mM, pH tir 6
dén 8 thu duoc dung dich dém RB. Pém nay c6 tdc dung trung hoa kiém & miu bénh
phim lao c6 d§ nhét cao dd dugc tidn xtr ly bdng NaOH va tao hdn dich vi khuén c6

d6 dam dic thich hop d& ly giai pha v t& bao vi khuan & budc tiép theo bang dém BB.
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Trong bude tao dung dich dém BB, tién hanh pha dém Tris-HCI ndng do tir 40
mM dn 60 mM, pH tir 5,0 dén 7,5. Tiép d6, bd sung guanidin thiocyanat hoic
guanidin hydroclorua néng do tir 2M dén 4 M, CaCl, néng do tr 4 mM dén 6 mM,
EDTA ndng do tir 30 mM dén 50 mM, Trixton X-100 ndng d6 tir 2% dén 5% thu dugc
dung dich dém BB. Dung dich dém BB nay c6 vai trd pha v& mang t& bao vi khudn dé
giai phong ADN hé gen, déng thoi tao moi truong dém thuan loi va ciu nbi ion Na”

trung gian lién két gitta ADN hé gen ctia MTB va SiO, ctia hat MagSi nano.

Trong budc tao dung dich dém WBI1, tién hanh pha dém Tris-HCI ndng do tir 30
mM dn 50 mM, pH tr 5,0 dén 7.5, bd sung guanidin thiocyanat hodc guanidin
hydroclorua n6ng dotr1 M dén 3 M, NaCl néng dgotr0,5M dén 2 M, etanol néng do
tir 40% dén 60% thu dugc dung dich dém WB1. Pém nay c6 tac dung rira, loai bo céc
~ thanh phdn khong phai 14 axit nucleic, vi du nhu protein, chit béo, hydrocacbon bdm

khong dac hiéu Ién hat MagSi nano.

Trong bude tao dung dich dém WB2, tién hanh pha dém Tris-HCI nong d6 tir 10
mM dén 30 mM, pH tir 5,0 dén 7,5, b6 sung NaCl ndng d6 tir 0,1 M dén 0,5 M, etanol
ndng do tir 60% dén 80% thu duoc dung dich dém WB2. Pém ndy cé tic dung rira lai,
loai bd céc thanh phin khong phai 1 axit nucleic, vi du nhu protein, chit béo,
hydrocarbon con s6t lai sau khi rira bing dung dich dém WB1 ma vin con bdm 1én hat
MagSi nano.

Trong budc tao dung dich dém EB, tién hanh pha dém Tris-HCI ndng do tir 25
mM dén 35 mM, pH tir 7,5 dén 9,0, bd sung EDTA néng do6 tir | mM dén 2 mM thu
duoc dung dich dém EB. Dung dich dém EB nay c6 tac dung déy ADN ra khoéi phuc
hé ADN-MagSi nano dé thu ADN tinh sach.

Trong budc tao kit, tién hanh khir tring cac thanh phﬁn bao gdm hat MgSi nano,
dung dich dém RB, dung dich dém BB, dung dich dém WB1, dung dich dém WB2 va
dung dich dém EB thu dugc ¢ trén, sau d6 dong vao cac lo, dan nhéin thu dugc kit
ding dé tach chiét ADN ciia vi khudn lao Mycobacterium tuberculosis.

Vi du thwe hién giai phap hitu ich
Vi du 1. Tao kit tach chiét ADN cua vi khuén lao Mycobacterium tuberculosis

a) San xuét hat nano tir Fe;0, boc silicagel (hat MagSi)
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Hoa tan lan luot 0,858 g mudi sit II clorua ngdm nudc FeCly.4H,0 va 1,866 g
mubi sét TIT clorua ngdm nuée FeCly.6H,0 vao khoang tir 50 ml dén 100 ml nudc cat.
Khudy déu trong khoang 10 dén 20 phut. Sau do, tron du hai dung dich mubi sit nay
thanh dung dich déng nhét, sau d6 gia nhiét dung dich nay dén 70°C.

Hoa tan khoang tir 10 ml dén 30 ml NH;OH (25%) vio khoang tir 30 ml dén 50
ml nudc cét, sau d6 gia nhiét dén 70°C va phéi trdn véi dung dich mudi sit da duoc
gia nhiét & trén. Tién hanh khudy déu trong 30 dén 40 phut d&& phan tng tao mam
hatnano tir c6 kich ¢& nhé va tir 40 cao xay ra hoan toan ta thu duoc dung dich chua 1

gam hat nano tir Fe;0,4 ¢6 kich ¢& trong khoang tir 10 nm dén 100 nm.

Dung nam chdm manh dé ¢ day cbe dung dung dich chtra hat nano tir Fe;0,4
trong 10 phat va hut bo phan dich trong. Bo nam cham ra khoi day cbe, bd sung nude
cét rdi khudy déu dung dich trong 5 phut rdi lai @& nam cham vao dé hut hat tir. Lip lai

budc rira nay 10 14n, thu dugc dung dich chira hat nano oxit sét tir sach trong nudc cAt.

Dit dung dich chira hat nano tlr trong nuGe cét 1én nam cham cho dén khi dung
dich bén trén trong rdi hut dung dich trong phia trén bo di. Bé nam chém ra khoi ddy
cbc. Bb sung etanol, lic rira nhu trén. Qud trinh nay duoc 13p lai 3 1an va 1an cubi bd
sung c¢dn dé thu dugc tir 50 ml dén 100 ml dung dich chira 1g hat nano oxit sdt tir trong

con.

Tiép d6 tron 10 ml NH,OH (25%) v6i khoang 12 ml tetraethyl orthosilicat vao
khoang 100 ml dung dich cbn chita hat oxit st tir d& duoc chuén bi sén ¢ budc trén.
B6 sung khoang tir 30 ml nude ct vao dung dich va khuéy déu trong khoang tir 8 gity
dén 16 gio dé phan tng x4y ra hoan toan va thu dugc dung dich chira hat nano oxit sat
tlr ¢6 16p boc silica SiO, day khoang tir 2 nm dén 5 nm. Sau khi loc rira, thu duge dung
dich chira hat MagSi nano. |

Hat MagSi nano dugc chuin héa dén ndng d6 nim trong khoang tir 25 mg/ml
dén 50 mg/ml. Sau d6 ldy 11 ml dich chira hat MagSi nano ndéng d6 25 mg/ml cho vao
6ng falcon 15 ml. D4t 1én nam cham tap trung hat tlr trong thoi gian 3 phat rdi hut dich
trong bo di. B6 sung 5,5 ml dung dich dém 2-amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-
propanediol, hydroclorua (Tris-HCI) 10 mM, pH trong khoang tir 5,0 dén 7,5 va tron
déu. Chia nhé vao mdi 6ng nhua d3 khir tring ¢6 dung tich 2 ml luong 1,8 ml hat

MagSi nano, sau d6 dan nhén. Nhu vy, ndng d6 hat tir thu dugc 1a khoang 50 mg/ml.
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b) San xuét cac dung dich dém
- Tao dung dich dém RB

Tron khoang tir 4 ml ¢én 6 ml dém 2-amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propanediol,
hydroclorua (Tris-HCI) 1M c¢6 pH=7 véi 5 ml etylenediaminetetraaxetat natri (EDTA)
20 mM ¢6 pH 8,0. Cudi cing bd sung khoang tir 10 ml dén 14 ml H,O khit ion d thu
duoc téng cdng 20 ml dém RB.

- Tao dung dich dém BB

Hoa tan tr 5g guanidin hydroclorua (GuHCI) va tir 2g NaCl v6i 10 ml dém 2-
amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propanediol, hydroclorua (Tris-HCI) ndéng d6 100 mM,
c6 pH=7. Tiép theo, bd sung va hoa déu tir 2 ml etylenediaminetetraaxetat natri
(EDTA) 500 mM, pH=8,0 va tir 0,5 ml CaCl, 200 mM vao trong dung dich. Cubi ciing
bd sung va tron déu dung dich véi tir 0,8 g Triton X-100 (Merck, Birc) dé thu duoc 20
ml dém BB.

- Tao dung dich dém WB1

Hoa tan tir 15g GuHCI va tir 8 g NaCl trong 45 ml dém Tris-HCl 100 mM, pH=
7. Cudi ciing, bd sung tlr 55 ml etanol 96°vao dung dich va tron déu dé thu duogc 100

ml dung dich WB1.
- Tao dung dich dém WB2

Hoa tan tir 2g NaCl véi 20 ml dém Tris-HCI 100 mM, pH=7. B sung thém nudc
cAt khir tring khtr ion dén 30 ml. Cudi cling thém khoéng tir 70 ml etanol 96° vao dung

dich va tron déu dé thu dugc 100 ml dung dich WB2.
- Tao dung dich dém EB

Tron 6 ml Tris-HCI 100 mM cé pH=8 vdi khoang tir 1,5 ml EDTA 20 mM c6
pH 8,0. Cudi ciing bd sung khoang tir 12,5 ml H,O khr ion dé thu duoc téng cong 20
ml dung dich dém EB.

¢) Tao kit tach chiét ADN ctia vi khuén lao Mycobacterium tuberculosis

Tién hanh khtr tring cac thanh phan bao gdm hat MgSi nano, dung dich dém RB,
dung dich dém BB, dung dich dém WBI1, dung dich d¢ém WB2 va dung dich dém EB
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thu dugc & trén, sau do dong ting thanh phén vao céc lo kin, dan nhén, thu dugc kit

ding dé tach chiét ADN cua vi khudn lao Mycobacterium tuberculosis.

Thanh phén kit theo giai phép hitu ich thu duoc & trén sir dung cho 100 phén tng
chiét tich ADN vi khuén lao, bao gém 3 1o x 18 ml chira hat MagSi nano, 1 lo 20 ml
chtra dung dich dém RB, 1 lo 20 ml chtra dung dich dém BB, 1 lo 100 ml chira dung
dich dém WB1, 1 lo 100 ml chita dung dich dm WB2 va 1 lo 20 ml chira dung dich
dém EB.

Vi du 2: Téach chiét ADN cia vi khudn Mycobacterium tuberculosis

Pé thit nghiém chiét tach ADN ctia vi khuén bing kit theo giai phép hitu ich, tién

hanh thtr nghiém v&i mAu vi khuan Mycobacterium tuberculosis.

MAu thir nghiém 12 miu vi khuan lao Mycobacterium bovis (M. bovis) 1a mot loai
thudc Mycobacterium tuberculosis (MTB) gy ra bénh lao phdi cho dong vit, cling nhu
cho ngudi. Mau Mycobacterium tuberculosis dugc st dung co ndng d6 10° vi
khudn/ml c6 ngudn gdc tirCong ty sinh pham véc xin s6 1 Vabiotech. ADN tach chiét
duoc sau d6 duoc kiém tra chit lugng bangphan g chudi polymeraza (PCR) dé doan

gen c6 kich thude 250 bp dac hiéu cho M. bovis.

Ht 100 pl mAu 14n lugt ¢6 ndng d6 10°, 10* va 10° vi khuan/ml cho véo 1an luot
3 dng eppendorft 1,5 ml vo trung. Bé sung 100 pl dung dich ddm RB vio cic ong va

tron deu.

B6 sung tiép 200ul dung dich dém BB d& pha v& t& bao vi khuan va lién két

ADN, tron déu miu va & miu & 70°C trong thoi gian 30 pht.

B4 sung 50 pl hat MagSi nano va 200 pl etanol 96° va tron déu méu. Sau khi 0
mau & nhiét d6 phong trong thoi gian 3 phut, dat dng mAu 1én gia tir (nam cham) dé tap

trung hat MagSi nano trong thoi gian 30 gidy. Sau d6 loai bo dich.

Bo 6ng ra khoi gid tur, tiép d6 bd sung 800 pl dung dich dém WBI1 va tron déu
hat MagSi nano. Tién hanh rira 13p lai, sau d6 bo éng ra khoi gid tir, bd sung 1000 pl
dung dich dém WB2 va tron d2u déu hat MagSi nano. Tién hanh lap lai budc rira bang
dung dich dém WB2 mot 14n nita va bd sung 100 pl dung dich dém EB va tron déu hat

MagSi nano.
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Sau khi t mau & 70°C trong thoi gian 5 phut, chuyén éng mau 1én gia tir va tap
trung hat MagSi nano trong thoi gian 30 gidy. Sau dé chuyén dich (chtta ADN) sang
bng eppendoft mai vo tring. MAu ADN thu duge nay duoc béo quan & 4°C hodc -20°C
cho dén khi nhan PCR.

P& kiém tra chét luong ADN tinh sach thu dugc, tién hanh chay PCR véi mau
ADN thu duoc 1am khuén dé nhan doan ADN dic hiéu cho vi khuan M. bovis. Thanh
phén master mix ctia mdt phan tng bao gbm 6 ul MgCl, 25 mM, 5 pl Go-Buffer 10X,
0,2 ul Go-Taq polymeraza (ctia hing Promega, M¥) 2,5 ul dNTPs (Ferments, MJ), 1
ul mdi xudi 16110 va 1 ul mdi nguoe IS6110 (IDT, M¥), nudc cat khir tring duge
cho vao vira du dé cho thé tich cia phan tng 1a 22 pl. B& sung 3 ul ADN di tach chiét

& trén lam khu6n cho moi Ong master mix.

Tién hanh PCR véi 40 chu ky, mdi chu ky bao gdm budc bién tinh ADN & 94°C
trong 1 phut, budc gin mdi & 65°C trong 45 gidy va budc kéo dai ¢ 72°C trong 1 phut.
San phdm PCR duoc kiém tra trén gel agaroza 2% sit dung thang chudn ADN 100 bp.

Két qua thé hién trén hinh 2, giéng s6 4-6 & hinh 2 d cho thiy bang ADN nhan
ban bang PCR c6 do séng, rd nét cao va co kich thudc khoang 250 bp phu hop voi tinh
toan 1y thuyét dat ra. Diéu nay cho thdy rang kit theo giai phéap hitu ich cho phép chiét
duoc ADN cua M. bovis v6i ndéng d6 va do tinh sach cao cho phép chin doan mau vai
ngudng ndng do vi khuén rat thip, khoang 10° vi khudn/ml.

Vi du 3. Thtr nghiém so sanh kha ning chiét ADN cua kit theo giai phap hitu ich voi
kit thuong mai

Dé danh gia hiéu qua cta kit theo giai phap hitu ich trong viéc chiét ADN tir vi

khuén lao, tién hanh thir nghiém so sanh v6i cac kit trén thi truong.

Thit nghiém duoc tién hanh v6i 12 mAu dom dugc 14y tir bénh nhan tai bénh vién
Quén d6i 103 bao gém 8 miu dom duoc chin doan 1a c6 mit cia vi khuén lao MTB
va 4 mau dom con lai khong c6 mat cta vi khudn nay bang phuong phap nhudém soi
AFB (Acid Fast Bacillus). Cac miu dom lao chiét ADN bang ADN Mini kit (hang
Qiagen, (2): chiét bang ChargeSwitch gDNA Mini Bacteria (hang Life Technologies)
va (3): chiét bing kit theo giai phap dé so sanh hiéu qua.

MAu dom ctia bénh nhan vao budi sang ngay sau khi bénh nhén thuc day, gifr
lanh & -80°C, tién hanh iy 3ml timg mau bénh phim cho vao éng falcon 15ml vo
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tring, sau d6 b sung 5ml dung dich SP2, lic nhe dé tan mAu bénh phém, sau d6 dé
yén & nhiét do phong trong 20 phut. Tiép d6 bd sung 5 ml dung dich SP3, léc nhe va ly
tim voOng/phut trong 20 phut. Bo dich ndi, thu cin (phén can va dung dich con lai

khoang 0,5 ml) d tach chiét ADN.

Tién hanh tach chiét ADN ctia ctia vi khuén lao trong timg mAu béng kit theo giai
phép hitu ich (MagPure) nhu m6 td & Vidu 2 va bang kit ChargeSwitch, ADN Mini kit

(Qiagen) theo huéng din ciia nha san xuat.

MAiu ADN thu dugc sau khi chiét bﬁng cac kit tuong ung dugc st dung lam
khuon cho PCR dé nhén doan gen 250 bp dic hiéu cho vi khuén lao d xac dinh kha
ning chiét ADN. Cac miu ADN nay cling dugc tién hanh xac dinh ndng d6 bing phép
do quang phd hép thu & budc séng 260 nm.

Két qua duoc thé hién trén Hinh 2, trong d6: (1): chiét bang ADN Mini kit (hang
Qiagen, (2): chiét bing ChargeSwitch gDNA Mini Bacteria (hing Life Technologies)
va (3): chiét bang kit theo giai phép. M: thang chuin ADN 1 Kb. 1-12: san pham ADN
cia phan tmgPCR véi khuon 14n lugt 13 ADN téch chiét duoc tir 12 mau bénh phim.
(+): d6i chimg duong v6i khuon 1a ADN cua M. bovis chuén. (-): d6i chimg 4m khong
¢6 khuén ADN duoc bd sung.

Panh gi4 san phdm PCR dugc tién hanh véi chargeSwitch kit va MagPure theo
giai phap. Két qua do dugc thuc hién & bude song 280 nm va 260 nm, sir dung mdy do

quang phd Nano Drop, M§. Két qua duoc thé hién trén Bang 2.

Bang 2. So sanh d¢ tinh sach cua cac mAu ADN tach chiét dugc
Mau Ti 1€A2601280
ChargeSwitch kit MagPure
(Life Technologies) (theo giai phap)

1 1,79 1,76

2 1,13 1,69

3 1,49 1,67

4 1,45 1,68

5 0,88 1,55

6 1,37 1,72

7 1,20 1,63
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1,67 1,80
9 1,49 1,77
10 1,33 1,86
11 1,67 1,74
12 1,13 1,57

V& mit 1y thuyét, miu ADN duoc coi la c6 d tinh sach t6t néu ty 1& Axs/Axso
nam trong khoang 1,7 - 2,3. Tur dit liéu cua bang 2, ¢6 3/12 (25%) mau ADN tach chiét
duoc bing kit ChargeSwitch dat do tinh sach 1& cac mau sé 1, 8 va 11, cac miu ADN
con lai bi tap nhiém protein do ti 18Ays0/Azgo nhd hon 1,7. Bang 2 ciing chi ra rang, c6
10/12 (83%) mAu ADN tach chiét dugc bing kit MagPure theo giai phap dam bao do
tinh sach. Nhu vy, cdc miu ADN thu dugc bang kit MagPure theo giai phap ¢6 do
tinh sach cao hon khi so sanh véi kit ChargeSwitch.

Két qua & hinh 2 cho thiy kit DNA Mini (Qiagen) cho phép phat hién cac mau
bénh phdm 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 11, 12 14 ¢6 mt ctia vi khuan lao MTB (¢t 1, hinh 2A),
tuy nhién & miu tir 3 &&n 5 xuét hién céc bang phu khong dac hiéu. Trong khi do, kit
ChargeSwitch (Life Technologies) chi cho phép phat hién cac mau bénh phém 1,3, 4,
6,8,9,10 va 11 la c6 mit cta vi khuén lao MTB (cot 2, hinh 3A). Riéng kit MagPure
theo giai phap cho thdy su xut hién ctia vi khuAn nay & hau hét cac miu bénh phdm
ngoai trir mau bénh phim s6 2 (hinh 2B). Nhu vay, két qua dwong tinh v&i vi khuan
lao khi str dung kit ADN Mini 1a 10/12 dat 75%, ChargeSwitch la 8/12 dat 67%, ngugc
lai két qua dwong tinh khi st dung kit MagPure 1a 11/12 dat 92%. Két qua nay cling
cho thdy and tinh sach béi kit MagPure cho phép phat hién vi khuén lao MTB bang k¥
thuat PCR véi hiéu qua cao hon so v6i ca hai kit ADN Mini va ChargeSwitch. So sanh
mirc d6 twong ddng gifta két qua phat hién MTB khi st dung ADN téch chiét bsi 3 kit
duoc trinh bay & hinh 2B cho thdy kit MagPure theo giai phap c6 do tuong dong véi
kit ADN Mini 1a 83%, v&i ChargeSwitch 1a 75%, trong khi kit DNA Mini va Charge
Switch c6 do twong ddng véi nhau thap hon, chi dat 67%.

Hiéu qua dat dwoc ciia gidi phap hiru ich

Kit tach chiét ADN cua vi khudn lao theo gidi phap hitu ich cho phép tach chiét
duoc ADN vi khudn lao Mycobacterium tuberculosis mét cich higu qua ma khong can

st dung enzym proteinaza K trong budc xit ly phd v& thanh va mang té bao. Viéc tng
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dung hat oxit sat tir duge boc silica véi kich ¢& thich hop cho phép dé dang tach va
tinh ché ADN tir vi khudn lao. Viéc chiét tach hiéu qua nay cho phép chin doan vi
khun lao bing phuong phap PCR véi mirc thip.

Phuong phép san xuit kit chiét ADN ciia vi khudn lao theo giai phép hitu ich cho
phép téng hop hat nano oxit st tir bang phuong phap tao mam hat nano tir Fe;0, ¢
kich ¢ nhd va tir 6 cao bing phuong phap ddng két ta & nhiét do tir 50°C dén 70°C,
sau d6 boc 16p silica bing hdn hop c¢6 2 thanh phan NH,OH va TEOS. Hat nano tlr boc
silica (MagSi nano) c6 kich c& nhé khoang tir 10 nm dén 100 nm c6 16p boc SiO, day
khoéng tir 2 nm dén 5 nm, c6 tinh chit siéu thuén tir, nén céc hat phan tin déu trong
dém ma khong bi két tu. Tinh chét nay gitip cho hat c6 dién tich bé mat tong cong
tuong tac vai ADN 16n, tang san lugng ADN gén két 1én hat. Cac dung dich dém duoc
tinh toan t8i wu cho phép xir ly duoc cic miu bénh phim c6 d nhét cao sau tién xir ly
bang NaOH va cho phép gén két, rira va ddy ADN ra khoi hat MagSi nano hiéu qua,
cho phép tinh sach dugc ADN cua vi khuén.

Quy trinh san xuét kit chiét ADN cta vi khuén lao theo giai phap hitu ich cho
phép san xuét ra kit chiét ADN hé gen cta vi khuén v6i higu suét cao. Quy trinh don
gian, khong can cac bude xit Iy phic tap gitip gidm gia thanh san xudt kit va don gian
héa quy trinh xét nghiém bénh lao cho bénh nhén.

Kit chiét ADN cua vi khudn lao theo giai phap hitu ich c6 c4c hat nano oxit sat tir
véi tir 6 manh, cho phép chiét ADN tur vi khuén lao hiéu qua véi do chinh x4c 1én t&i
92%, cao hon véi kit thuong mai duoc st dung dé so sanh (67% va 75%). Kit chiét
ADN ctia vi khudn lao theo giai phap hitu ich cho ty 1¢ % tuong dong cao so véi kit
thuong mai. Kit theo giai phap dé dang st dung, thoi gian tich chiét ngén trén nhiéu
mAu bénh phim (75 phat cho khoang tir 12 dén 348 miu) c6 kha ning chiét thi cong
trén gia tr hodc tu dong hoa trén thiét bi chiét tu dong, d& dang tmg dung voi cac quy

mo xét nghiém khéac nhau.
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YEU CAUBAO HQ
1. Kit d& tach chiét ADN cua vi khudn lao Mycobacterium tuberculosis, trong do kit

nay bao gom:

hat MgSi nano bao gém hat nano oxit sét tir Fe;0, duoc boc silica kich ¢& tir 10
nm dén 100 nm, ndng d6 tir 25 mg/ml dén 50 mg/ml, tir d6 tir 50 emu/g dén 60 emu/g
dé tao lién két ADN-MgSi nano;

dung dich dém RB bao gém dém Tris-HCl néng d6 nam trong khoang tir 200
nM dén 300nM, EDTA ndng d6 tir ImM dén 2,5mM, pH tir 6 dén 8 d trung hoa va

lam lodng mau vi khuén;

dung dich dém BB bao gdm dém Tris-HCI ndng do tir 40 mM dén 60 mM, pH
tir 5,0 dén 7,5, bd sung guanidin thiocyanat hodc guanidin hydroclorua nong d¢ tir 2M
dén 4 M, CaCl, ndng do tir 4 mM dén 6 mM, EDTA ndng do tir 30 mM dén 50 mM,
Trixton X-100 ndng do tir 2% dén 5% & pha v& té bao vi khuan va lién két ADN;

dung dich dém WBI1 bao gdm dém Tris-HCI ndng d6 tir 30 mM dén 50 mM,
pH tir 5,0 dén 7,5, bd sung guanidin thiocyanat hodc guanidin hydroclorua nong do tir
1 M dén 3 M, NaCl ndng d6 tir 0,5 M dén 2 M, etanol ndng do tir 40% dén 60% dé rira
phirc hé ADN-MagSi nano lan 1;

dung dich dém WB2 bao gdm dém Tris-HCI nong d6 tir 10 mM dén 30 mM,
pH tir 5,0 dén 7,5, bb sung NaCl ndng do tir 0,1 M dén 0,5 M, etanol ndng d¢ tir 60%
dén 80% dé rira phirc hé ADN-MagSi nano 1an 2; va

dung dich dém EB bao gdm dém Tris-HCI néng d6 tir 25 mM dén 35 mM, pH
tir 7,5 dén 9,0, bd sung EDTA ndng d6 tir 1 mM dén 2 mM d chiét day ADN ra khoi
phtic h¢ ADN-MagSi nano.
2. Quy trinh san xuit kit dé tach chiét ADN cua vi khudn lao Mycobacterium
tuberculosis theo didm 1, trong d6 quy trinh niy bao gdm céc budc:

a) tao hat MagSi nano bing cach cho 3 thanh phan FeCl,.4H,0, FeCl;.6H,0 va
NH,OH phén tng v6i nhau & nhiét ¢ nim trong khoang tr 50°C dén 70°C dé tao
mam hat nano oxit sét tir Fe;04, tiép d6 boc mam hat nano nay bi‘mg hdn hop NH,OH

va tetraethyl orthosilicat d2 thu duoc hat Fe;0,4-Si0, (hat MagSi) ¢6 kich ¢& niam trong
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khoang tir 10 nm dén 100 nm, ndng do tlr 25 mg/ml dén 50 mg/ml, tir 46 khoang tir 50
emu/g dén 60 emu/g;

b) tao dung dich dém RB béng cich pha dém Tris-HCI noéng do nim trong
khoang tir 200 nM dén 300nM v&i EDTA ndng d6 tir ImM dén 2,5mM, pH tir 6 dén 8
thu dugc dung dich dém RB;

¢) tao dung dich dém BB bing cach pha dém Tris-HCI ndng d6 tir 40 mM dén
60 mM, pH tir 5,0 dén 7,5, bd sung guanidin thiocyanat hodc guanidin hydroclorua
ndng d6 tir 2M dén 4 M, CaCl, ndng d6 tir 4 mM dén 6 mM, EDTA ndng d6 tur 30
mM dén 50 mM, Trixton X-100 ndng dd tir 2% dén 5% thu dugc dung dich dém BB,

d) tao dung dich dém WB1 bang cach pha dém Tris-HCl ndng do tir 30 mM dén
50 mM, pH tir 5,0 dén 7,5, bd sung guanidin thiocyanat hodc guanidin hydroclorua
ndng do tir 1 M dén 3 M, NaCl ndng db tir 0,5 M dén 2 M, etanol nong do tir 40% dén
60% thu dugc dung dich dém WB1;

e) tao dung dich dém WB2 bing c4ch pha dém Tris-HCl ndng d¢ tir 10 mM dén
30 mM, pH tir 5,0 dén 7,5, bd sung NaCl ndng d6 tir 0,1 M dén 0,5 M, etanol nong do
tir 60% dén 80% thu duoc dung dich dém WB2;

f) tao dung dich dém EB bing cach pha dém Tris-HCI ndng do tir 25 mM dén
35 mM, pH tir 7,5 dén 9,0, bd sung EDTA ndng d6 tir | mM dén 2 mM thu dugc dung
dich @éém EB; va

g) tao kit bang cach khir tring c4c thanh phén bao gém hat MgSi nano, dung
dich dém RB, dung dich dém BB, dung dich dém WBI1, dung dich dém WB2 va dung
dich dém EB thu duogc tir budc a) dén bude f) ¢ trén, sau d6 déng vao cac lo, dan nhan

thu duge kit dung dé tach chiét ADN ciia vi khuan lao Mycobacterium tuberculosis.
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TOM TAT
Giai phap hitu ich d& cip dén kit tach chiét ADN cla vi khudn lao
Mycobacterium tuberculosis, trong d6 kit nay st dung hat nano oxit st tir (Fe;0y)
duge boc silicava cac dung dich dém thich hop @& giup tach ADN cua vi khuén lao
Mycobacterium tuberculosis ma khong cin st dung enzym chiét. Ngoai ra, giai phap
hitu ich con d cép dén quy trinh san xudt kit tach chiét ADN tir vi khuan lao

Mycobacterium tuberculosis.
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