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ii) tinh sach khang thé_ da dong thd va chuot lang khiang virut rota tit huyét
thanh thu duoc & buéc (i) dé thu duoc dung dich chita khéng thé da tinh sach;

iii) co dac dung dich chita khdng thé da tinh sach thu duoc & budc (ii);

iv) diéu ch€ dung dich nano vang;

v) tao dung dich cong hop khdng thé da dong tho khdng virut rota va hat nano
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vi) tao miéng thdm cong hgp bang cich ngadm miéng tham trong dung dich
cong hop thu dugce ¢ budce (v) va sdy kho;

vii) o dinh khang thé lén mang nitroxenluloza; va

viii) tao que thir phat hién nhanh virut rota.
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Linh vwe k¥ thuit dwoc dé cap

Giéi phép hitu ich thudc linh vuc cong nghé sinh hoc va y té, cu thé 1a dé cép

dén quy trinh san xut que thir phét hién nhanh virut rota.
Tinh trang ky thuit cta giai phap hitu ich

Virut rota 12 nguyén nhan gy tir vong do tiéu chay 16n nhét & tré em duéi 5 tudi.
Hang ndm virut ndy da lam cho khoang 25 tridu ngudi méc bénh trong d6 ¢ 2 triéu
ngudi phai nhap vién va da gy tir vong hon 600.000 tré, trong s6 nay hon 80% la &
cac nuéc dang phat trién. Tir nam 1999, tai Chau A, hé théng giam sat bénh tidu chay
~do virut rota d3 dugc thiét 1ap trong d6 c6 Viét Nam la mot thanh vién. Két qué cho
théy ty 1€ ti€u chay do virut rota chiém 55-60% truong hop. Mac du chua co sb litu
thdng ké vé ty 1& chét nhung theo wéc tinh ctia T6 chirc Y t& Thé gisi 4-8% tré em
dudi 5 tudi tir vong 12 do virut rota. Tidu chay do virut rota & tré em d4 thuc sy 1a génh
nang dbi v6i tat ca cac nudce trén thé gidi. Viéc cung cép nudc sach va cai thién didu
kién v¢ sinh cling khong lam giam tiéu chay do virut rota.

Cung v6i viée giam sat dich t& nhim tao ra mot vacxin hiéu qua thi viéc chén
doén nhitng bénh nhan tiéu chay do virut rota giy ra 13 vo ciing cén thiét dé bac sy co
thé ap dung phuong phap diéu tri thich hop va hidu qua nhit. Hién nay trén thé giGi c6
nhiéu phuong phép phét hién sy c6 mat virut rota: kinh hién vi dién tt, phét hién
" khang nguyén (mién dich enzym, ngung két latex va sic ky mién dich), phat hién axit
nucleic (dién di polyacrylamit — PAGE, khuéch dai axit nucleic RT-PCR, giai trinh tu
gen). Phan 16n cic phuong phap nay tuong déi hiéu qua cho xé4c dinh virut rota, mdi
phuong phap déu cé nhitng wu, nhuge diém riéng cua né. Cac phwong phap nay déu
duge WHO khuyén céo sir dung trong nhitng truong hop nhét dinh, trong d6 2 phuong
phap duoc khuyén céo sir dung trong xét nghiém tai cdc co s6 y té d6 1a ELISA va séc
ky mién dich (que thr).

ELISA 1a phuong phép phat hién khidng nguyén thich hop nhéit cho cac nghién
clru gidm sat qliy mo 16n. Phuong phéap nay st dung cac khang thé dic hiéu virut rota
4 dé bat gifr cac khang nguyén (VP6). Khang nguyén sau dé Ch;(_rc phat hién nho phan
ting mau bing cach sit dung mot khang thé dic hidu virut rota bac hai duge gin véi

enzym. Gi6i han phat hién clia phwrong phép 1a trén 8 x 10° hat virut/ml. Phuong phép
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ELISA c¢6 dd nhay, tinh dac hiéu cao va c6 thé phén tich mot lugng 16n mau, thoi gian
phén tich 2-3 gio. K§ thuat ndy c6 thé sir dung cac khang thé don dong dé xéc dinh cac

phén nhém dua vao VP6 va céc typ dua vao VP4, VP7. Phuong phap nay cho phép
' xdc dinh cac thong tin typ G va c6 thé dua ra thong tin sy khac nhau vé& mit khang
nguyén gifta cac chiing virut rota ctia cing mot typ. Tuy nhién m6t bt loi cia x4c dinh
typ st dung cac khang thé don dong d6 1a doi héi cac hat virut nguyén ven. Mat khac
su bién dbi tinh khang nguyén & cac typ phd bién lam cho ching khéng c6 hoat tinh
v6i cac khang thé don dong, va cac chit tc ché c6 mat trong mau phén lam thay doi
lién két ciia virut véi khang thé. Phuong phép nay twrong di kho, mat nhidu thoi gian,
doi héi cac thiét bi chuyén dung va cdc nhan vién phai dugc dao tao chuyén sau,
nguyén vat liéu twong dbi dat.

K§ thuat sic ky mién dich ciing duoc sir dung dé phat hién khang nguyén virut
_rota. Hién nay dang que nhiing da duogc thiét ké dua trén nguyén tic séc ky mién dich,
ching han nhu QuickTest™ Rotavirut Strip ctia hing Orgenics, que thir Rota-strip cua
hang Coris dugc st dung dé phat hién su c6 mit cia khang nguyén virut rota trong
mau phan. Que nhiing ndy c6 chira mot khang thé don dong khéng virut rota dwoc gin
cong hop véi cac hat vang dang keo tu (phitc cong hop vang). Khang thé khang virut
rota ngudn gdc tir thé dwogc cb dinh tai vi tri kiém tra cia que nhung (vach kiém tra).
Mot khéng thé khac khang khang thé trong phiic cong hop vang ¢ dinh tai vi tri dbi
chimg (vach d6i chimg). Néu dich chiét miu phan c6 chira khang nguyén virut rota thi
khi dua que nhung vao s€ tao thanh phi’xc hop khang nguyén - khing thé - hat vang.
Khi phirc hop nay di chuyén doc theo que nhing t6i vi tri kiém tra hinh thanh mot
“ vach mau hong tia va thé hién trang thai duong tinh (positive). Phin cong hop con lai
khong gin voi khang nguyén di chuyén téi vi tri d6i ching cho vach mau hdng tia
chimg t6 que nhing hoat déng binh thudng, két qua c6 gia tri. Nhu vay khi xuét hién
ca 2 vach hdng tia & vach kiém tra va dbi ching ching té miu duong tinh véi virut
rota, khi chi c6 mdt vach héng tia & vi tri d6i chiing két luan miu am tinh véi virut
rota. Phwong phéap nay nhanh, don gidn. K¥ thudt nay duoc danh gia la c6 do nhay va
d6 dic hiéu tdt, thoi gian phén tich rit nhanh 5-10 phut, d nhay va do dic hiéu dat
khoang tir 94-98%. Tuy nhién, hau hét cac kit chdn doan dang que thir hién nay déu sir
dung khang thé don dong. Viéc sir dung khang thé don dong c6 uu diém 14 c6 tinh dic

hiéu cao tuy nhién lai c6 nhugc diém 1a 46 nhay thép, dac biét trong trudng hop tac



2106

nhan gay bénh c6 su bién dbi v& khang nguyén. Virut rota 13 ching virut rit da dang
vé typ do d6 viée st dung kit chin doan st dung khang thé don dong s& c6 thé dan dén
két qua am tinh gia. Pic biét, cac kit nhip ngoai c6 gia thanh cao ddng thoi co thé
khong phti hop trong viéc chdn doan chung virut rota lru hanh tai Viét Nam do ¢6 sy
thay d6i vé khang nguyén.

Bén canh d6, hién nay da c6 nhidu quy trinh tmg dung phuong phap sic ki mién
dich dé tao que thir phat hién nhanh céc loai virut, trong d6 c6 virut rota. Bing doc
quyén sang ché Trung Québc sé CN 101339192 B ngay 04.07.2012 mb ta quy trinh tao
que thir phat hién nhanh virut gay tiéu chay & lon bang cach gdy mién dich dé thu
khang thé don dong khéang virut rota tir chudt, sau dé cong hop véi dung dich hat vang
keo tu. Quy trinh nay do ciing sir dung khang thé don dong nén do nhay cia que thir
ciing twong ddi thip.

Do d6, vin c6 nhu ciu vé viéc tao ra que thir phat hién nhanh virut rota & trong
nude nham khic phuc cic nhuge diém néu trén.

“Ban chit ky thuit clia giai phap hitu ich

Muc dich ciia giai phap hitu ich d& xuét quy trinh san xuit que thir phat hién
nhanh virut rota c6 gia thanh thép, d6 nhay va d§ dac hi€u dat cao, phu hop véi viéc
chin doan cac chung virut rota lwru hanh tai Viét Nam. Quy trinh nay bao gdm cac

budec:

i) chuan bi mau huyét thanh tir thd va chudt lang da dwoc gdy mién dich boi virut

rota toan phan;

ii) tinh sach khang thé da dong tho va chuét lang tir miu huyét thanh thu dugc &
bude (i) dé thu duoc dung dich chtra khang thé da tinh sach;

iii) ¢6 dic dung dich chtra khang thé da tinh sach thu dwgc & buéce (ii);

iv) didu ché dung dich nano vang ;

v) tao dung dich cong hop khang thé da dong thé khang virut rota va hat nano
vang;

vi) tao miéng thdm cong hop bing cich ngdm miéng thim trong dung dich cong
hop (v) va siy kho;

vii) c¢0 dinh khang the 1€n mang nitroxenluloza; va

4-



2106
viii) tao que thir phét hién nhanh virut rota.
M5 ta vin tit hinh vé
Hinh 1: C4u tao clia que thir phat hién nhanh virut rota theo giai phép hitu ich.
M0 ta chi tiét giai phap hitu ich
Quy trinh san Xudt que thir phat hién nhanh virut rota s& dugc md ta chi tiét
dué6i day 1an luot theo cac budce:

i) chun bj mau huyét thanh tir thd va chudt lang da duoc giy mién dich béi virut

rota toan phan;

ii) tinh sach khéng thé da dong tho va chudt lang khang virut rota tir mau huyét

thanh thu duoc & bude (i) dé thu duge dung dich chira khang thé da tinh sach;

iii) c6 dic dung dich chira khang thé da tinh sach thu duoc 6’ budce (ii);

iv) diéu ché dung dich nano vang ;

v) tao dung dich cong hop khang thé da dong tho khang virut rota va hat nano
‘ vang;

vi) tao miéng thiAm chira phirc cong hop bang cach ngdm miéng thim trong dung
dich cdng hop thu dugc & bude (v) va séy kho;

vii) ¢6 dinh khang thé 1én mang nitroxenluloza; va

viii) tao que thir phét hién nhanh virut rota.

Céac thiét bi va héa chit gdm protein A-sepharoza ciia Invitrogen - My, hé thong
tinh sach ty dong AKTA FPLC GE Healthcare - My. Cac hoa chit va vat liéu khac
duge st dung theo gidi phap hitu ich nay c6 ban trén thi truong do hing Sigma hoac
Merck cung cip. Virut rota toan phin duge sir dung dé giy mién dich do Trung tim

nghién ctru san xut vacxin va sinh phim y té Polyvac cung cép.
(i) chuén bi miu huyét thanh tir tho va chuét lang da dugc gdy mién dich bai virut
rota toan phan
Str dung virut rota toan phan giy mién dich trén thé bang 5 miii tiém mdi miii

tiém cach nhau 14 ngay va trén chudt lang bang 3 miii tiém mdi miii tiém cach nhau 14
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" ngay. Ly mau toan bd vao ngay 84 ddi véi tho va ngy 56 dbi véi chudt lang, sau do

trich ly 1iy huyét thanh.

(ii) Tinh sach khang thé da dong thé va chudt lang khang virut rota tir miu huyét
thanh thu duoc & bude (i) dé thu duge dung dich chira khang thé da tinh sach;

Khang thé da dong khang virut rota tir huyét thanh cta thé va chudt lang thu
duge & bude (i) duoc tinh sach bing cach st dung sic ky ai luc véi chét mang la
protein A-sepharoza trén hé thdng tinh sach tw dong AKTA FPLC. Qua trinh nay duoc

tién hanh nhu sau:

Nap chét mang Protein A-sepharoza 1én cot, cAn bing cot bang cach bd sung
dém Tris-HCI ndng d6 50 mM véi ti 1& chit mang Protein A-sepharoza:dém Tris-HCI
1a 1:10 (tinh theo thé tich), pH 7,5.

Nap huyét thanh chira khang thé 1én cot, trong d6 ti 18 huyét thanh:protein A-
sepharoza 13 1:1 (tinh theo thé tich), b6 sung dém Tris-HCI ndng d6 50 mM theo ti 16
huyét thanh:dém Tris-HCI 1a 1:30 (theo thé tich) & pH 7,5 dé rira giai thanh phin

khong bam cdt.

Tiép tuc bd sung dung dich glycin pH 2,7 theo ti 1& huyét thanh:dung dich
glycin 1a 1:1 (theo thé tich) dé thoi khang thé IgG ra khoi cot, sau d6 bd sung dém
Tris-HCI ndng d6 50mM theo ti 16 dém Tris-HCl:khang thé 14 3:100 (tinh theo thé
' tich), pH 9,0 dé trung hoa dé thu duge dung dich chira khang thé da tinh sach.

(iii) C6 dic dung dich chira khang thé da tinh sach thu duoc & budc (ii)

Dung dich chira khang thé da tinh sach thu dugc & budce (ii) duoc tién hanh cb
dic va dbi dém bang cot Amicon 30K (Sigma). Cong doan c6 dic dung dich khang thé
duogc thue hién nham co dic IgG @& sir dung cho cac cong doan tiép theo. Qua trinh ¢6
ddc nay dugc thuc hién nhu mo ta & dudi day.

Chuyén dung dich chira khang thé vao c6t Amicon 30K, ly tdm 7500 vong/phut
& 4°C trong 30 phut cho dén khi lwong dung dich con lai trén cot bang 20% so véi

lwong dung dich khang thé ban dau.

B6 sung thém dém PBS 1X 14n thir nhét véi lugng bang luong dung dich khang
thé ban du, pH 7.4, sau d6 tiép tuc ly tim 7500 vong/phut & 4°C cho dén khi luong

dung dich con lai trén ¢t bang 20% so v6i lugng dung dich khang thé ban dau.
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Tiép tuc bd sung thém dém PBS 1X 14n thir hai véi luong béng lrgng dung dich
khéng thé ban dau va l3p lai qua trinh ly tm mot 14n nita cho dén khi luvong dung dich
~con lai trén cOt béng 20% so v6i lugng dung dich khang thé ban diu dé thu duge dung

dich khang thé ¢b dic c6 ndng d6 Smg/ml.

Kiém tra d6 sach ctia khang thé biang dién di trén gel polyacrylamit SDS-PAGE
va dinh Iugng ham lugng khang thé bing phuong phap Bradford. Bao quan dung dich

chira khang thé & -20°C dé phuc vu nghién ctru tao que thur.
(iv) Piéu ché dung dich nano vang
Qua trinh diéu ché hat nano vang dugc tién hanh nhu sau:

B6 sung dung dich HAuCl, 1% véo nudc loai ion véi ty 16 1:100 tinh theo thé
_tich sau do6 dun dén sbi trén may khudy tir c6 khudy. Tiép d6, bd sung dung dich
trinatri carbonat 1% véi luqng. bing thé tich cta dung dich HAuCl, 1%. Khi dung dich
xudt hién mau tim do, tiép tuc dun sdi 15 phut c6 khudy. Tién hanh x4c dinh cuong do
hép thy 4nh sing cia dung dich nano vang & dai séng 450 - 600 nm. Hat nano vang

trong dung dich c6 kich thudc 1a 40nm.

(v) Tao dung dich cong hop khang thé da dong tho khang virut rota vé6i hat nano
vang

Pé tao dung dich cong hop khang thé da dong tho khang virut rota v6i hat nano
vang cin chudn pH cta dung dich nano vang thu dugc & budc (iv) vé gia tri 9,0 bing

dung dich K,CO;5 0,2M, sau d6 bd sung dung dich chira khang thé da dong thé khang
| virut rota thu dwoc & bude (iii) vao dung dich nano véng theo ti 1& khang thé:dung dich
nano vang 1a 3:100 (trong lwong:thé tich) va 0 & nhiét 6 phong 1 gid dé thu duoc
dung dich chira phirc cong hop khang thé da dong tho khang virut rota - hat nano vang.
V6i didu kién pH 1a 9,0 va ti 1& khang thé:dung dich nano vang néu trén, két quéa thuc
nghiém cho thiy ring cudong do tin hiéu hién 1én trén que thir 12 rd rang nhét.

Tiép 6, bd sung dung dich dém chira natri borat 20mM va BSA 10% vdi ti 18
dung dich chira phitc cong hop khang thé da dong thé khang virut rota-hat nano
vang:dung dich dém 14 1:10 (tinh theo thé tich) va & 25°C trong 30 phut, ly tim 7500
vong/pht & 4°C thu cin chira phitc cong hop khang thé - hat nano vang.
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Rira phirc cong hop khang thé da dong tho khang virut rota - hat nano vang
bang dém PBS 1X & pH 7,4, trong d6 thé tich dém PBS 1X gip 2 1in thé tich dung
dich chira phttc cong hop khéng thé da dong tho khang virut rota - hat nano vang, tiép
tuc ly tdm 7500 vong/phiut & 4°C thu cin chita phitc cong hop khang thé - hat nano
| vang.

Cubi ciing, hoa tan phirc cong hop khéang thé da dong tho khang virut rota - hat
nano vang trong dung dich dém chira natri borat 20mM, BSA 2%, sucroza 3%, NaCl
0,6M; Tween-20 0,2% véi ti 16 phirc cong hop khang thé da dong tho-nano vang:dung
dich dém 1a 1:1 (theo thé tich) thu dugc dung dich cong hop khang thé da dong thé
khang virut rota va hat nano vang. Pém hoa tan phirc dugc bd sung thém luc ion tir
mubi NaCl do d6 giam dwgc cac phan vmg khong didc hidu, do viy cudng do tin hiéu

cua que tht hién 1én 1o nhét khi dugc sir dung dung dich dém néu trén.
(vi) Tao miéng thdm chira phtrc cong hop khang thé va hat nano vang

Chuén bi miéng thdm, sau d6 ngdm miéng thdm trong dung dich phirc cong hop
khéng thé da dong tho khang virut rota va hat nano vang trong 5 phut. Sy kho miéng
thim & 42°C trong 30 phit thu dugc miéng thdm chira phirc cong hop khang thé va hat
nano vang.

(vii) C6 dinh khang thé 1én mang nitroxenluloza

Céc khang thé dwoc ¢ dinh 1én mang nitroxenluloza theo cic buéc duge mo ta
& dudi day.

Panh ddu vi tri vach kiém tra (T) trén mang nitroxenluloza va phun dung dich
~chira khang thé chuét lang khang virut rota ndng dd Smg/ml thu duge & bude (iii) 1én
vi tri vach kiém tra cta mang.

Chuén bj khang thé dé khang IgG thé (dugc mua thwong mai trén thi trudng) va
danh déu vi tri vach kiém chimg (C) trén mang nitroxenluloza, sau d6 phun dung dich
khang thé dé khang IgG tho ndng d6 Smg/ml 1én vi tri vach kiém ching trén mang.

Cubi ciing, siy kh6 mang nitroxenluloza & 42°C trong 30 phut.

(viii) Tao que thir phat hién nhanh virut rota
Gén mang nitroxenluloza da duge ¢ dinh khang thé 1én thanh d5. Gan miéng

tham cong hop (vi) vao mot dau cua mang nitroxenluloza (vii). Gdn miéng tham mau
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g6l 1én miéng tham cong hop. Gin mieéng tham hut vao dau kia cila mang
nitroxenluloza, doi dién véi vj tri gin miéng thim cong mau. Lap toan bd thanh phan

que thtr dugc tao ra nhu trén vao hop chira kém theo t& huéng dan st dung

Que thtt theo gidi phéap hitu ich 13 que thir hoat dong trén nguyén tic sic ky
mién dich chira hai khang thé da dong khang virut rota duoc san xuét trén hai dong vat

khac nhau 13 tho va chudt lang va mot khang thé da dong dé khang IgG tho.

Nguyén 1y nhu sau: khang thé thir nhét (khang thé thé khang virut rota) duge
gin cong hop véi cac hat vang dang keo tu va duoc hip phu trén miéng cong hop.
Khang thé thtr hai (khang thé chudt lang khang virut rota) dwoc ¢ dinh tai vi tri vach
kiém tra ctia que thir. Khang thé thir ba khang khang thé tht nhit trong phirc hop cong
hop vang dugc cb dinh tai vi tri vach kiém chimg. Néu dich chiét mAu phan c6 chira
khang nguyén virut rota thi khi nhé vao que thir s€ tao thanh phtrc hgp khang nguyén -
khang thé 1 (khang thé da dong thé khang virut rota) - hat nano vang. Khi phirc hop
nay di chuyén doc mang nitroxenluloza nhd dic tinh mao dén téi vach kiém tra s& tao
thanh phirc hop khang thé 2 (khang thé da dong chudt lang khang virut rota) - khang
" nguyén - khang thé 1 (khang thé da dong tho khang virut rota) - hat nano vang hinh
thanh mét vach mau hdng tia vé thé hién trang thai duong tinh. Phin cong hop con lai
khong gén véi khang nguyén di chuyén téi vach ddi chirng va bi bét lai boi khang thé
3 (khang thé dé khang IgG tho) s€ cho vach mau hdng tia chiing td que thir hoat dong
binh thudng. Nhu vay, khi xuét hién ca 2 vach hdng tia & vach kiém tra va vach kiém
chimg chimng t6 mau duong tinh véi virut rota, khi chi c6 mot vach h6ng tia & vi tri d6i
chirng két luAn mAu am tinh véi virut rota.

Cach thirc str dung que thir: dat que thir nim ngang, nho 0,1 ml mau (3-5 giot)
vao vi tri nap mau dugc danh déu trén que thir, quan sat va doc két qua sau 3-5 phit.

Que thir theo giai phap hitu ich hién dang dwoc luu giit trong tdi thiéc tai Trung
tdm Nghién ctru va Phat trién Cong nghé Sinh hoc, Vién Cong nghé Sinh hoc va Cong

nghé Thuc phém, Truong Dai hoc Bach khoa Ha Ndi.
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Vi du thwe hién giai phap hitu ich

Céc vi du dudi ddy chi nhim minh hoa cic phuong an thuc hién giai phap hitu

ich ma khong 1am han ché pham vi yéu ciu bao hd cia giai phap hitu ich.
Vi du 1: Quy trinh san xuét 100 que thir phat hién nhanh virut rota

i) Tao chudn bi mAu huyét thanh tir tho va chudt lang d3 dwoc gdy mién dich boi

virut rota toan phan

Gay mién dich v&i virut rota toan phin bang cach tiém tho bang 5 miii tiém va
- chudt lang bang 3 mili tiém, mdi miii tiém cach nhau 14 ngay. Liy mau toan phin vao
ngiy 84 dbi v6i thé va ngay 56 ddi véi chudt lang. Trich ly ldy huyét thanh bing
phuong phap ly tim 500-1000 vong/phit hodc dé lang.

ii) Tinh sach khang thé da dong tho va chudt lang tir huyét thanh thu dugc & bude
i) dé thu duge dung dich chira khang thé da tinh sach

Nap Iml chit mang Protein A-sepharoza lén cdt, can bang cot bang 10ml dém
Tris-HC1 50mM, pH 7,5. Nap 1ml huyét thanh chira khang thé 1én cot. Rira giai thanh
phan khong bam cot bang 30ml dém 50mM Tris-HCI, pH 7,5. Théi khang thé IgG ra
khoi cot bang 1ml dung dich glycin pH 2,7, sau d6 thu duoc 1ml dung dich khang thé.

Trung hoa dung dich khéng thé b.%lng 0,03 ml dém Tris-HCI, pH 9,0 dé thu dugc
dung dich chtra khang thé da tinh sach.

iii) C6 dic dung dich chira khang thé thu dugc & budc (i)
Chuyén Iml dung dich chita khang thé vao co6t Amicon 30K, ly tdm 7500
vong/phut & 4°C trong 30 phiit cho dén khi con lai 0,2ml dung dich trén cot.

B6 sung thém 1ml dém PBS 1X lan thi nhét, pH 7,4, sau d6 tiép tuc ly tdm 7500
vong/phut & 4°C cho dén khi cho con lai 0,2ml dung dich trén cét.

Tiép tuc bd sung thém 1ml dém PBS 1X lan thtt hai va lap lai qua trinh ly tim mot
l4n nita cho dén khi cho dén khi luong dung dich con lai trén cot b'fmg 0,2ml dé thu

" duge dung dich khang thé c6 dic.

Kiém tra d6 sach ciia khang thé bing dién di trén gel polyacrylamide SDS-
PAGE. Pinh luong ham luong khéng thé bang phwong phap Bradford. Bao quan
khéng thé & -20°C dé phuc vu nghién ctru tao que thu.
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iv) Diéu ché dung dich nano vang
Chuén bi cac dung dich: HAuCl, 1% va trinatri carbonat 1%.

Cho 1 ml dung dich HAuCl, 1% vao chai Duran dung tich 250 ml chira 100 ml
nude loai ion. Pun dén s6i trén may khudy tir c6 khudy. B sung 1ml dung dich
trinatri carbonat 1%. Khi dung dich xuét hién mau tim do, tiép tuc dun s6i 15 phut c6
khudy. X4c dinh cudng do hip thu anh séang cia dung dich nano vang & dai séng 450 —
600 nm. Kich thu6c hat nano vang trong dung dich 1a 40nm.

v) Tao dung dich cdng hop khang thé thé khang virut rota va hat nano vang:

Pidu chinh 1m] dung dich nano vang vé& pH 9,0 biang K,CO;. BS sung 30 pg
- khang thé da dong tho khang virut rota, tron déu va @ & nhiét do phong (25°C) trong 1
gio.

B6 sung 10ml dung dich dém chira natri borat 20nM va BSA 10% dat néng do
cubi ciing 1%, U & nhiét dd phong (25°C) trong 30 phut, ly tim 7500 vong/phut & 4°C
thu cin chira phirc cong hop khang thé da dong tho khang virut rota - hat nano vang.

Rira phtrc cong hop khang thé da dong tho khang virut rota va hat nano vang
(Ab-AuNP) bang 2ml dém 1X PBS, pH 7,4. Ly tam 7500 vong/phut & 4°C thu duoc
1ml cin chita phtic cong hop khang thé da dong thé khang virut rota - hat nano vang.

Hoa tan 1ml phtrc cong hop trong 1ml dém chira natri borat 20mM, BSA 2%,
- sucroza 3%, NaCl 0,6M va Tween-20 0,2% dé thu dugc 2ml dung dich cdng hop
khang thé da dong thé khang virut rota - hat nano vang.

vi) Tao miéng thdm chura phirc cong hop khang thé da dong thé khang virut rota -
hat nano vang.

Ngam miéng thdm c6 kich thuéc chidu dai 60cm, chiéu rong 0,3cm trong dung
dich cong hop khang thé da dong tho khang virut rota - hat nano vang trong 5 phit.

Siy kho & 42°C, trong 30 phit. Bio quéan trong ti chan khéng & didu kién 4-
30°C.

vii) C6 dinh khang thé 1én mang nitroxenluloza
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Péanh déu vi tri vach kiém tra (T) trén mang nitroxenluloza (kich thudc
30x2cm) va phun dung dich chira khang thé chudt lang khang virut rota ndng do

5mg/ml thu dugc & bude ii) 1én vi tri vach kiém tra ctia mang.

Chuén bj khang thé dé khang IgG tho (duoc mua thwong mai trén thi trudng) va
danh déu vi tri vach kiém chimg (C) trén mang nitroxenluloza, sau d6 phun khang thé

dé khang IgG tho ndng d6 Smg/ml 1én vi tri vach kiém ching trén mang.

Cudi cing, siy khd mang nitroxenluloza & 42°C trong 30 phut va bao quan

trong tai chan khong & diéu kién 4-30°C.
viii) Tao que thtr phéat hién nhanh virut rota

Gén miéng thdm chira phitc cong hop khang thé da dong thé khang virut rota -
hat nano vang (vi) vao vi tri xac dinh trén thanh d& sao cho miéng thim chiim 1én phén

mang nitroxenluloza (vii) Imm.

Gan miéng tham mau vao mdt dau cua thanh d& sao cho miéng thim mau chum

1én miéng thAm chira phirc cong hop (vi) khoang 3mm.

G#n miéng thAm hut d4u con lai cta thanh d& sao cho miéng thim hit chim 1én

phén mang nitroxenluloza (vii) Imm.

Pua toan bd phirc hop trén vao may cit, dat ché do cat véi kich thuée 3 mm

theo chiéu rong ctia que thir dé cat thanh 100 que thir.

Gan que thir vao hdp chira, dua vao tui thiec chira géi hit am va han kin kém

theo t& huéng dén st dung.
Bao quéan que thir & didu kién 4-30°C.
Vi du 2: Phat hién virut rota trong mau chuén str dung que thir

Cét tui thiéc da han kin, 14y que thir va dit nim ngang 1én mit phiang. Nho tir tir
3 giot dung dich virut chuén vao vi tri nap mau trén que thir. Quan sat két qua trong 3-
5 phut.

Két qua s& xuét hién hai vach mau hf”mg tia tai vi tri T (vach kiém tra) va C
(vach kiém chung) trén que thir. Néu chi xuét hién vach mau hong tia tai vi tri T (vach

kiém tra) hodc khong xuét hién vach nio trén que thir thi que thir 13 héng.

Vi du 3: Phat hién virut rota trong maiu phéan bénh phém st dung que thu
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Chuén bi dung dich dém chira PBS 1X, NaCl 0,1M va Tween-20 0,5%.

Cit tai thiéc da han kin, 14y que thir va d4t ndm ngang 1én mit phing. Dung tdm
bong 1y mot lugng nhod mAu phan (50-200 mg) nhing vao dng dung dich d&ém va
khudy déu. Dé dung dich lang trong 5 phut. Dung pipet pasteur hat dich trong nho tir

tir 3 giot vao vi tri nap mau trén que thir .
Poc két qua trong 3 - 5 phit.

+ Néu xuét hién hai vach mau héng tia tai vi tri T (vach kiém tra) va C (vach kiém

chimg) trén que thtr thi miu 13 duong tinh.

+ Néu chi xuét hién mot vach méau hdng tia tai vi tri C (vach kiém chimg) trén que
thtr thi mau 13 4m tinh.

+ Néu chi xuit hién mot vach mau hdng tia tai vi tri T (vach kiém tra) hodc khong

xuét hién vach nao trén que thtr thi que thir 1a hong.
Vi du 4: Kiém tra phan tng chéo ciia que thir
Chuin bi dung dich dém chira PBS 1X, NaCl 0,1M va Tween-20 0,5%.

Chuin bi cac dung dich vi sinh vét kiém nghiém (Salmonella enteritidis,
Proteus mirabilis, Clostridium sporogenes, Candida albicans, Vibrio haemolyticus,

Escherichia coli, Shigella flexneri, Poliovirut 1, 11, III).

Cit tai thiéc da han kin, 14y que thir va dit ndm ngang 1én mit phang. Ht dich
vi sinh vét kiém nghiém vao ng dung dich dém va khudy déu. Dung pipet pasteur hat

dich trong nho tir tir 3 giot vao vi tri nap miu trén thanh que thtr

Poc két qua trong 3 - 5 phit. Két qua chi thdy xuat hién vach mau hong tia tai
vi tri C (vach kiém chung) trén que thir. Piéu nay chimg t6 que thir khong phan tmg
" chéo vdi cac vi sinh vét kiém nghiém.
Hiéu qua dat dwoc cia giai phap hiru ich

Quy trinh theo giai phap hitu ich nhim tao ra dugc que thir phit hién nhanh
virut rota v6i cac cong doan don gian, sit dung ngudn khang thé da dong tu san xuét
pht hop véi cac typ virut rota hién dang luu hanh tai Viét Nam. Que thir duoc tao ra
theo quy trinh nay c6 kha ning phét hién nhanh (3-5 phut) virut rota trong mau phan

bénh phém. D0 nhay va d¢ dac hi€u dat 100%, cao hon so véi céc kit thwong mai hién
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nay (94-98%). Ngudng phét hién 1a 1,6 x 10* hat virut/ml. Do st dung ngudn khéng
thé tu sdn xuét nén c6 thé chu dong duoc ngudn sinh phdm dong thoi gid thanh thip
hon céc kit nhip ngoai dang luu hanh trén thi trrong nén co thé d& dang 4p dung trong

thuc té.
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YEU CAU BAO HQ
1. Quy trinh san xut que thir phat hién nhanh virut rota bao gbm céac budc:

i) chuén bi mau huyét thanh tir thé va chudt lang da duoc gdy mién dich boi virut

rota toan phan;

i) tinh sach khang thé da dong thd va chudt lang tir mau huyét thanh thu dugc &
budce (i) bang cach st dung sic ky 4i luc véi chit mang 13 Protein A-sepharoza trén hé
théng tinh sach tu dong AKTA FPLC:

nap chit mang Protein A-sepharoza 1én cot, cAn bang cot bang cich bd sung dém
Tris-HCI ndng d6 50 mM véi ti 16 chit mang Protein A-sepharoza:dém Tris-HCI 1a
- 1:10 (tinh theo thé tich), pH 7.,5;

nap huyét thanh chira khang thé 1én cot, trong d6 ti 1& huyét thanh:protein A-
sepharoza 14 1:1 (tinh theo thé tich), bd sung dém Tris-HCI néng d6 50 mM theo ti 18
huyét thanh:dém Tris-HCI 1a 1:30 (theo thé tich) & pH 7,5 @& rtra giai thanh phan
khong bam cot;

b6 sung dung dich glycin pH 2,7 theo ti 18 huyét thanh:dung dich glycin 1a 1:1
(theo thé tich) dé thoi khang thé IgG ra khoi cot;

bd sung dém Tris-HC1 ndng do 50mM theo ti 1& dém Tris-HCl:khang thé 1a 3:100
(tinh theo thé tich), pH 9,0 dé thu dugc dung dich chira khang thé da duoc tinh sach;

iii) c6 dac dung dich chira khang thé da tinh sach thu dwoc & buée ii) bing cach:

chuyén dung dich chtra khang thé thu duoc & bude ii) vao cot Amicon 30K, ly tim
7500 vong/phiit & 4°C trong 30 phut cho dén khi luong dung dich con lai trén cot bing
20% so v6i lugng dung dich khang thé ban dau;

bd sung thém dém PBS 1X l4n tht nhit voi luong bing luong dung dich khang thé
ban dau, pH 7,4, sau d6 tiép tuc ly tdim 7500 vong/phut & 4°C cho dén khi cho dén khi

luong dung dich con lai trén cot bang 20% so vé6i lwong dung dich khang thé ban dau;

tiép tuc bd sung thém dém PBS 1X l4n thir hai véi lugng béng luong dung dich
khang thé ban diu va lp lai qué trinh ly tm mot 14n nita cho dén khi cho dén khi

lwong dung dich con lai trén cot bang 20% so véi luong dung dich khang thé ban dau
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dé thu dugc dung dich khang thé c6 dic c6 ndng do Smg/ml, bao quan dung dich
khéng thé da ¢ dic & -20°C;

iv) didu ché dung dich nano vang bing cach bd sung dung dich HAuCI 1% vao
nude loai ion theo ti 1€ 1:100 (theo thé tich) va dun so6i, sau d6 bd sung dung dich
trinatri carbonat 1% véi lugng bang thé tich cta dung dich HAuClI 1%, trong d6 kich

thude hat nano vang trong dung dich 1a 40nm;

v) tao dung dich cong hop khang thé da dong thé khang virut rota va hat nano

vang bang cach

bd sung dung dich chira khang thé da dong tho khang virut rota thu dugc & budce

iii) vao dung dich nano vang thu dugc & buéc iv) theo ti 1é 3:100 (trong lugng:thé tich)

& pH 9,0; U phan ing & nhiét dd phong trong 1 gi¢ thu dwgc dung dich chira phitc cong
hop khang thé da dong tho khang virut rota - hat nano vang;

bb sung dung dich dém chira natri borat 20mM va BSA 10% véi ti 16 dung dich
chira phirc cong hop khang thé da dong tho khang virut rota-hat nano vang:dung dich
dém 13 1:10 (tinh theo thé tich) va 1 25°C trong 30 phut, ly tim 7500 vong/phit & 4°C
thu can chira phirc cong hop khang thé da dong thd khang virut rota - hat nano vang;

rira phitc cong hop khang thé da dong tho khang virut rota - hat nano vang bing
dém PBS 1X & pH 7,4, trong d6 thé tich dém PBS 1X gép 2 ldn thé tich dung dich
chira phtrc cong hop khéang thé da dong thé khang virut rota - hat nano vang, tiép tuc ly
tam 7500 vong/phut & 4°C thu cin chira phitc cong hop khang thé - hat nano vang;

. hoa tan phirc cng hop khang thé da dong tho khang virut rota-hat nano vang trong

dung dich dém chira natri borat 20mM, BSA 2%, sucroza 3%, NaCl 0,6M; Tween-20
0,2% véi ti 1 phirc cong hop khang thé da dong tho-nano vang:dung dich dém 1a 1:1
(theo thé tich) thu duoc dung dich cong hop khang thé da dong tho khang virut rota va

hat nano vang;

vi) tao miéng thidm chira phitc cong hop da dong tho khang virut rota - hat nano
vang bang cach ngadm miéng thdm trong dung dich cong hop khang thé da dong thé
khang virut rota va hat nano vang thu dugc & budc v) trong 5 phit va siy kho & 42°C

trong 30 phut;

vii) ¢b dinh khang thé 1én mang nitroxenluloza bang céach:
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danh déu vi tri vach kiém tra (T) trén mang nitroxenluloza va phun dung dich chta
khang thé chudt lang khang virut rota ndng d6 Smg/ml thu dwoc & bude iii) 1én vi tri

vach kiém tra cia mang;

chuén bi khang thé dé khang IgG tho va danh déu vi tri vach kiém chung (C) trén
mang nitroxenluloza, sau d6 phun khang thé dé khang IgG tho ndng d6 5mg/ml 1én vi
trf vach kiém chtng trén mang;

sdy kho mang nitroxenluloza & 42°C trong 30 phut; va

viii) tao que thir phat hién nhanh virut rota bang cach gin miéng thim cong hop
thu dugc & bude (vi) vao mot diu ciia mang nitroxenluloza thu dugc & budc (vii), sau
d6 gin miéng thAm mAu gbi 1én miéng thAm cong hop (vi) va miéng thdm hit vao dau
kia ctia mang nitroxenluloza (vii), cubi cling lap toan bd thanh phén que thir da duoc

tao ra nhu trén vio hop chira kém t& huéng din sir dung.
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