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CHU VIET TAT TRONG KHOA LUAN

WO
APS : Amonium persulfat
CVv : Hé s6 bién thién
Db : Dugc dién
DDVN : Dugc dién Viét Nam
ELISA : Enzyme - linked immuno sorbent assay

(Thir nghiém mién dich gén men)

FCA : T4 chat Freund Complete

FIA : T4 chat Freund Incomplete

HA : Haemagglutin

IgG : Immuno globulin G

IU : International Unit (Pon vi quéc té)

KN : Khang nguyén

KT : Khéng thé

LOD : Limit of detection (Gidi han phét hién)

LOQ : Limit of quantification (Gi6¢i han dinh lugng)
NA : Neuraminidase

OD : Optical density (Mat do quang)

PBS : Photphat buffer saline (Dung dich dém cua mubi Photphat)
SD : Standard Deviation (D6 1éch chuém)

SDS-PAGE : Sodium dodecyl sulphate — Poly acrylamide gel Electrophoresis
(Pién di gel Poly acrylamide c6 Sodium dodecyl sulphate)
Streptavidine — PO : Streptavidine — Peroxydase

RIA : Radial immuno assay (Thir nghiém mién dich phéng xa)
RNA : Ribonucleic Acide (Axit Ribonucleic)
TMB : 3,3°,5,5" — TetraMethyl Benzidine

TEMED : N,N,N’,N’- TetraMethylethylendiamin
WHO : World Health Organization (T6 chirc Y té thé giéi -TCYTTG)
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LOI NOI PAU

Bénh ctim A/H5N1 dugc xem la bénh truyén nhidém dic biét nguy hiém véi
su lay lan nhanh va ty 18 tr vong rat cao. Méi chi xuét hién tir cudi nim 2003 tai
mot s6 nudc chiu A, d&én nay dich cim A/H5N1 di lan rong ra nhiéu qudc gia trén
thé giGi voi 229 ngudi nhidém bénh, trong d6 131 ngudi tir vong chiém ty 1¢ 58% [6].
Cic trudng hop nhiém virus cim duoc phét hién mic du chi xay ra do 1ay nhiém
giita nguoi véi cdc loai gia cAm. Thé nhung, cdc chuyén gia trén thé gidi da khang
dinh, viéc virus cim A iy nhi®m tir ngudi sang nguoi chi con 1a van dé thoi gian.
Trudc nguy co bung phét cua dai dich, cic nudc, céc t6 chirc trén thé gidi da phai
vao cudc dé nhanh chéng tim ra phuong thirc phong bénh hiéu qua.

Vacxin ludn duge coi 1a phuong thirc hitu hiéu nhét trong viéc phong chdng,
giam ty 16 mac bénh va ty 1& chét do cdc dai dich gy ra. Cong nghé san xuét vacxin
ciim “thong thudng” da c6 tir 60 nam trude & cic nude chau Au va Bac My nhung
s6 luong it va muc gid cao [3] nén khong thé dap tng du cho thé gidi khi cé dai
dich xay ra, dic biét voi cdc nude ngheo, nude dang phit trién lai cang khé khin
hon.

T6 chuc Y té thé gi¢i (TCYTTG) di khuyén cdo cdc nudc nén tu nghién ctru
san xuat vacxin cim A/H5N1 dé c6 thé chii dong trong cong tac phong chdng dich,
bao vé stc khoé cong dong [3]. Cung véi viée tao ra cdc chung san xut vacxin cim
A/H5N1 thich hop bang k¥ thuat di truyén ngugc, cic trung tim nghién ctru bénh
cim qudc té ciing dua ra nhitng hudng san xudt vacxin cim khdc nhau (san xut
trén trimg ga c6 phoi, té bao dong vat...). Trén co sé d6, tuy thudc vao diéu kién
ctia ting qudc gia ma lya chon con dudng san xuét cho phit hgp nhung phai dam
bao tinh an toan va hiéu qua cao.

Tai Viét Nam, vién Vic xin va sinh pham y té Nha Trang d4 nghién ciru san
xudt vacxin cim A/HS5N1 cho ngudi bang phuong phdp nudi cdy trén trimg ga cé
phdi. Vién da san xuét thir 9 loat vacxin thanh coéng. Trudc khi dua vao sir dung,

vacxin cim phai dat duoc cdc tiéu chuan an toan, mién dich can thiét theo quy dinh



ctia B Y té Viét Nam va TCYTTG. Mot trong sb céc tiéu chuan d6 1a ham luong
ovalbumin, protein trong long tring trimg, 13 thanh phan c6 kha nang giy di tmg rat
cao. Theo tiéu chuan ctia TCYTTG, luong ovalbumin trong mdi liéu vacxin cim
A/H5N1 san xudt tir trimg ga c6 phdi khong dugc vuot qud 1 pg [10]. Chinh vi thé,
viéc tim ra mot phuong phap xdc dinh ham lugng ovalbumin véi d nhay va do
chinh xdc cao 1a mot diéu tién quyét. C6 nhiéu phuong phdp khac nhau dé dinh
luong ovalbumin nhu: ELISA, dién di mién dich...Tuy nhién, c4c nghién ciru trudc
d6 cho thay, phuong phap ELISA 1a phuong phdp cho d6 ddc hiéu va do chinh xdc
rat cao, c¢6 kha nang phat hién ovalbumin ¢ mirc do nanogam (ng) [10-13]. Cic bd
kit ELISA ding dé xdc dinh ham lugng ovalbumin rat dat tién va khong phit hop
khi tién hanh cdc kiém dinh trong qua trinh san xuat. Chinh vi vay, véi diéu kién
trang thiét bi hién c6, chiing ti tién hanh nghién ciru dé tai “ NGHIEN CUU SAN
XUAT KHANG THE THO KHANG OVALBUMIN DUNG PHAT HIEN
OVALBUMIN TRONG VACXIN CUM A/H5N1” .
Muc tiéu dé tai:
1. San xuét khang thé tho khdng ovalbumin.
2. Tinh ché khang thé (IgG) khang ovalbumin.
3. Ung dung khang thé khdng ovalbumin tinh ché dinh lugng ovalbumin trong
cdc mau vacxin cim A/H5N1 bang phuwong phap ELISA va phuong phap

dién di mién dich déi luu.
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CHUONG 1: TONG QUAN TAI LIEU




1.1. TINH HINH BENH CUM A/H5N1 [3], [6]

Cim ga hay cim gia cdm do virus cim typ A gdy nén. Chiing thuong giy
bénh trén cic loai gia cAm va c6 thé 1y nhiém sang mot sé loai dong vat cé vi.
Cim gia cdm lay lan rat nhanh va khé kiém soat. Chiing thudng Idy nhiém nhanh &
cdc loai 16ng vii va gdy chét trén dién rong.

Nam 1996, virus ctim A/H5N1 lan dau tién duoc phan 1ap ¢ ngdng tai tinh
Giang Pong, Trung Qudc. Sau d6 tiép tuc lan rong ra nhiéu nudc chau A va mot s6
nude chau Au.

Tt nam 2003, dich cum gia cam H5N1 bung phat manh tai Thai Lan, Viét
Nam, Han Qudc, Nhat Ban sau d6 lan khip chiau A. Théi Lan va Viét Nam 12 hai
qudc gia bi anh huéng ning né nhat. Khong chi giy bénh trén gia cam, virus cim
A/H5N1 con 1a mdi de doa cho sirc khoe con ngui.

Theo thong ké cia TCYTTG, tinh dén ngay 04/07/2006 di c6 229 ngudi bi
nhiém cim A/H5N1 & 10 qudc gia trong d6 ¢6 131 ngudi tir vong chiém ty 16 58%
[6]. Viét Nam van 1a nuéc c6 s ngudi nhiém ciim A/HS5N1 rat cao. Tinh dén thing
6/2007, tai 32 tinh thanh trong ca nudc c¢6 98 ngudi bi mic bénh, trong d6 c6 42
ngudi bi chét [3].

Tir nim 2003 dén nay, tinh hinh 1iy nhiém virus ciim A/H5N1 dién bién rat
phirc tap. Khong chi gdy bénh trén gia cim, né con gy nhiém sang mot sb dong vat
khéc nhu hd (Thai Lan), meo (Thai Lan, Indonesia, Iraq, Ptic), lon (Indonesia, Viét
Nam), chon (bién Baltic, Ptic). S6 ngudi nhiém do H5NI ciing gia ting khong
ngimg ca vé sd lugng 1an pham vi anh hudéng. Mic di cdc trudng hop nhiém virus
cim A/HS5N1 trén ngudi trong sudt nhitng mia dich vira qua cho thiy, sy nhiém
virus chi xay ra khi c¢6 sy tiép xdc khd chit ché giita ngudi voi cdc loai gia cam
bénh. Tuy nhién, vién canh xuat hién nhiing chiing virus cim c6 kha ning lay tir
ngudi sang nguoi 1a mot diéu c6 thé tién lidu duge.

TCYTTG da dua ra canh bdo rang dai dich ciim dang dén gan va nhiéu kha
ning 12 do mot bién chung cia virus cim gia cdm H5N1. Vi vdy, cong tic phong
chdng dich dang dién ra & nhiéu nudc trén thé gidi. Hién nay, giai phap duoc nhiéu

nudce trén the gidi dang thyc hién la sdn xuat vacxin phong ciim cho nguoi.



1.2. TINH HINH NGHIEN CUU SAN XUAT VACXIN CUM A/H5N1 HIEN
NAY [1], [3], [6]

Trudc nguy co dai dich cim dang dén gan, cong tic phong chdng dich dang
dién ra rat khin truong ¢ nhiéu nudc trén thé gidi. Dé phong chong dai dich thi viéc
sir dung vacxin 12 phuong thirc hitu hiéu nhit dé bao vé cong dong, lam giam ty 18
mic bénh va ty 18 chét.

Tinh hinh thé gidi:

TCYTTG va té chitc Nong luong thé gidi khuyén cdo tit ca cic nudc, dic
biét 1 cdc nudc dang phat trién phai tw nghién ctru va san xuét vacxin cim A/H5N1
dé chu dong nguén vacxin phuc vu cho nhu cAu bao vé strc khoe cong déng khi dai
dich xay ra.

TCYTTG da dua ra ba loai vacxin cim sau cho cac nudc lua chon san XUAL:
Vacxin bat hoat trén trimg ga c6 phoi va nudi cdy té bao; vacxin séng trén trimg ga
6 phoi va nudi cay té bao; vacxin séng dang phun mi, hit qua mdi [3].

Hién nay, trén thé gidi mic dit di c6 rit nhidu nudc nghién ciru va san xut
vacxin cim A/H5N1 nhung chua ¢6 nuéc nao duge cap gidy phép luu hanh. Nhiéu
hang san xudt vacxin 16n nhu hang Sanofi Pasteur (My, Phdp), hai hang Nobilon,
Sovay Pharmaceutials ctia Ha Lan vv...dang nghién ctru san xudt vacxin cim
A/H5N1 bang phuong phdp nudi cdy trén trimg ga c6 phdi hodc nudi ciy trén céc
dong té bao (nhu té bao Vero, MDCK .v.v...).

Tinh hinh Viét Nam:

Viét Nam 12 nuéc c¢6 khi hau nhiét doi gié mia nén rat dé cho dich ciim bung
phat va 14y lan ra dién rong. Ngoai ra, dan gia cam véi s6 lugng 16n ciing 1a mot
yéu t6 anh hudng rat 16n dén viéc bung nd dich cim. Trudc nguy co dai dich cim
dang dén gan, vin d& cin nhic va lya chon mot ddy chuyén san xuét vacxin cim
sao cho phit hop véi tinh hinh thuc té dat nuéc ma van dam bao chat luong dang 1a
mdi quan tim hang dau ciia nudc ta hién nay. Van dé cang tré nén gap rit hon khi

dich cim mdi ngiy mot tién gan hon. Trudc tinh hinh dé, cin ct vao wu nhuoc



diém cua timg phuong phdp ma hién nay & Viét Nam da c6 nhiéu don vi san xuat
vacxin cum H5N1 nhu:

Nim 2004, vién Vé sinh dich t& Trung uvong nghién ctru san xuat vacxin cim
A/H5N1 ding cho ngudi bang phuong phap nudi cdy trén té bao than khi.

Ngay 18/03/2006, vién Pasteur Tp.HCM phdi hop véi vién Vic xin va sinh
pham y té Nha Trang va vién Cong nghé sinh hoc Ha Noi dd bao vé thanh cong dé
tai cAp nha nudc mang tén “Nghién ctru quy trinh san xudt vacxin cim A/H5N1
diing cho ngudi bang k¥ thudt nudi cdy trén trimg ga c6 phdi va trén té bao Vero”
tai HOi déng Khoa hoc, Bo khoa hoc cong nghé [6].

Tiép theo d6, nam 2007, Vién Vic xin va sinh pham y té Nha Trang da xay
dyng quy trinh san xudt vacxin cim dat tiéu chuin GMP véi su hd tro cua
TCYTTG, quy mo san xuat 1a 1 triéu lidu/nam.

1.3. GIOI THIEU VACXIN CUM A/H5N1 SAN XUAT TREN TRUNG GA
CO PHOI [3], [4]
1.3.1. Nguyén liéu san xuét

Nguyén liéu san xudt vacxin cim theo phuong phép nay 1a trimg ga sach ¢
phoi 10 dén 11 ngay tudi. Trimg duge cung cap tir nhitng co so san xuat tring sach
dat tiéu chuan ¢ trong va ngoai nudc.

1.3.2. Chiing san xuit

Hién nay, Vién Vic xin va sinh pham y té Nha Trang dang sir dung ching
san xudt NIBRG-14 (Vién NIBSC-Anh), duoc téi to hop tir hai chung virus cim
A/VietNam/1194/2004 (HSN1) va A/PR/8/34 (HIN1), trong d6 gen ma héa HS va
N1 lay tir chung A/VietNam/1194/2004. Ving quyét dinh tinh dc trén gen H5 gdom
4 axit amin mang tinh kiém bi cat bo, 6 gen con lai 14y tir ching A/PR/8/34. Chiing
NIBRG-14 c6 khang nguyén bé mit (H5 va N1) gan giii voi ching virus cim
A/H5NT1 da phan lap dugc ¢ Viét Nam va dugc TCYTTG cho phép str dung lam

vacxin [3].



1.3.3. Quy trinh sin xuit va kiém dinh vacxin cim A/H5N1 trén trimg ga c6
phoi

Tring ga sach c¢6 phdi 10+11 ngay tudi duge cdy chung virus cim. Sau khi
va0 trong trimg, virus cim s& nhéan 1én véi s6 lugng 16n. Bén khi dua s6 lugng, tién
hanh tién hanh thu gat dich ni€u nang. Dich niéu nang dugc tinh ché sau d6 duoc
hoan nguyén va bat hoat bang formandehyde. San phim duoc dem di hap phu t4
chat va pha ban thanh phdm. Sau d6, san pham duoc déng 1o tao thanh vacxin thanh
pham.

Song song v4i quy trinh san xuat, quy trinh kiém dinh ciing dién ra theo so d6 (phu
luc 1).
1.3.4. Tiéu chuén chit lwong ciia vacxin cim A/H5N1 [10]

Mdi 16 vacxin cim A/HSN1 trong qué trinh san xuét ciing nhu khi thanh
pham, trude khi dua vao sir dung déu phai trai qua qué trinh kiém dinh rat chat ché.
Céc tiéu chi kiém tra déu dua trén céc tiéu chuan hién hanh cia Bo Y té Viét Nam
va cdc quy dinh cia TCYTTG cho vacxin ciim udng cho ngudi. Déi véi vacxin cim
san xudt trén trimg ga c6 phdi, c6 mot chi tiéu kiém tra dic trung ma dbi voi cédc
vacxin san xuat trén té bao khong c6 d6 1a kiém tra ham lugng ovalbumin. Pay Ia
mot chi tiéu rat quan trong trong s hang loat cdc chi tiéu kiém dinh vacxin cim san
Xut trén tring ga c6 phdi. Ovalbumin Ia protein c6 trong long trang tring, trong
qud trinh san xuat vacxin cdm trén trimg ga, thanh phan nay c6 thé con ton tai trong
vacxin ciim thanh pham. Ovalbumin 12 chat gdy di ung cho co thé ngudi va dong
vét nén viéc kiém tra ham lugng ovalbumin cta cic 16 vacxin cim thanh phém l1a
mot yéu cau bit budc. Theo TCYTTG (WHO/TRS 927/2005) thi ham luong
ovalbumin phai < 1 pg/1 liéu don cho ngudi [10], (phu luc 2).



1.4. OVALBUMIN
1.4.1. Pac tinh [17], [18], [19]
Ovalbumin 13 mdt protein chinh duoc tim thiy trong 1ong tring trimg (chiém

60:65% protein téng s6), c6 trong lwong phan tir 1a 45kDa [17]. Trong dién di

ovalbumin c6 diém dang dién (pHi) tai pH= 4,6 [19].

Hién nay da c6 mot s6 nghién curu vé ovalbumin trong mot sb linh vuc khac
nhau nhu:

— Nhitng nghién ctru chung vé cau triic va dic tinh

— Nhitng nghién ctru vé cau tric serpin va chirc ning

— Proteomic

— Nhitng nghién ctru trong linh vire mién dich hoc

Tuy nhién, ddy méi chi 1a nhitng nghién ctu ban dau, chic ning cua
ovalbumin van chua duge biét dén mic di né duoc du dodn 1a mot protein c6 nhiéu
tiém nang. Mot trong nhirng tng dung cta ovalbumin hién nay 1a ding trong dién di
trén gel, né duoc ding nhu mot phan tir chuan 1am méc danh ddu. Bén canh d6,
ovalbumin ciing dugc dung trong chita bénh. Trong trudng hop bi nghi ngd ngd doc
kim loai ning (vi dy nhu sit) ovalbumin cé thé chita tri dugc vi ovalbumin c¢6 kha
ning biy céc ion nay trong lién két sulfuhydrin cta né. Diéu nay da ngin can sy thu
hut kim loai xam nhdp vao trong hé ti€u hoa (da day va rudt) va ngan can su nhiém
doc [17].

Tuy nhién, trong linh vyc mién dich hoc thi ovalbumin 14 chat gy di ung ddi
v6i nguoi va dong vat. Do d6, ddy 1a thanh phan bat budc phai kiém tra d6i véi céc
san pham bi nghi ngd 12 ¢6 chtra ovalbumin nhu cdc duge pham: thude, vacxin...,
cdc san pham thuc pham c6 ngudn gdc tir: trimg, sira. ..

Ovabumin c¢6 thé 6n dinh trong thoi gian 1 nam khi bao quan ¢ nhiét do tir

2+8°C [19].



1.4.2. Céu tao [17], [18], [19]

Ovalbumin trong 1dng tring tring dugc cdu tao boéi 385 amino acid. N6 1a
mot glycoprotein v&i 4 vi tri gan glucoza. La mot protein tiét ra tir té bao mic di né
thiéu 1 dau nito (-N) trong trinh ty cta né.

CAu tric ciia ovalbumin thudc vé dang ciu tric serpin cta protein, mic du
khong gidng phan 16n céc serpin khac - ovalbumin khong c6 kha ning tic ché bat ki
mdt enzym thily phdn protein nao. Didu nay dwoc lam rd khi so sénh cau tric cua
nd vai cic serpin.

1.4.3. Tinh sinh mién dich [2], [5], [8]

Ovalbumin 12 mdt chit sinh mién dich manh vi né cé da cdc yéu td ctia mot
chét sinh mién dich. D6 la:
Tinh la:

Thong thudng mot chat duge goi 1a khdng nguyén trudc hét phai 1a mot chat
la d6i v6i co thé vi binh thuong co thé khong ddp ng bao vé voi mot chat ciia ban
than. Ovalbumin 12 mot protein c6 trong 10ong trang tring, do d6 ddi véi cic co thé
dong vat né la mdt protein la (chét la). Khi protein nay duogc dua vao co thé dong
vat (gdy mién dich) né sé& kich thich co thé dong vat san xuat ra khdng thé.

Trong luong phdn tu du lon:

Céac khang nguyén thong thuong c6 trong luong phan tr trén 6.000 dalton.
Véi trong lwong phan tir 45.000 dalton, ovalbumin du diéu kién tro thanh mot
khdng nguyén manh.

Céu triic phirc tap:

Bat ki mot chat sinh mién dich nao ciing phai c¢6 cau tric phin tir twong dbi
phirc tap. Céc chat c6 ciu tric cang phic tap thi tinh sinh mién dich cang cao,
ovalbumin ciing théa man tinh chat nay bdi vi ovalbumin c6 ban chat 1a protein.
Ciu tric ctia né phire tap do né dugc ciu tao tir cic acid amin sip xép theo cic to

hop khac nhau.
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Nhu vy, véi céc dic diém trén, ovalbumin 13 mot khang nguyén manh hay
né c6 tinh sinh mién dich manh. Do né 1a thanh phan gy di tmg dbi v6i co thé nén
dé dam bao an toan ddi v6i ngudi va déng vat, thi cdc san pham 1a thudc, vacxin cé
ngudn gdc tir trimg, sira bt budc phai kiém tra thanh phan nay.

1.5. CAC PHUONG PHAP PHAT HIEN OVALBUMIN VA KHUYEN CAO
VE CACH PHAT TRIEN VA THAM PINH PHUONG PHAP [5], [8], [14],
[15], [16]

1.5.1. Cac phwong phap phat hién ovalbumin [5], [8], [14]

So Vvéi céc tiéu chuan cdc chit va thanh phan khéc thi kiém tra ham luong
ovalbumin twong d6i khé. V&i ham luong phét hién thap < 1 pg/l lidu don cho
ngudi, doi hoi phai ¢c6 mot phuong phdp phat hién phi hop. Tir ban chét cua
ovalbumin 12 mot khang nguyén, khong thé thdy bang mit thuong nén chi cé thé
phat hién dugc khi gan véi khang thé dic hiéu. Do su lién két giira khang nguyén va
khéng thé ludn mang tinh dac hi¢u cao nén phat hi¢n su c6 mat va dinh lugng khéng
nguyén hay khang thé cho d6 chinh xéc cao.

C6 nhiéu phuong phdp khic nhau dung dé xdc dinh mdi tuong tic giira
khang nguyén va khang thé nhu:

— Phan tng két tia (Precipitation test)

— Phan ung ngung két (Agglutination test)

— Phan tng két hop b6 thé

— Mién dich dién di

— K thuat huynh quang mién dich (Immunofluorescent technique)

— Thi nghiém mién dich phéng xa (Radioimmunoassay-RIA)

— ELISA- K§ thuat chat hap phu gin enzyme (Enzyme-Linked immunosorbent

Assay).

Cic k¥ thuat nay déu dua vao su tuong téc giita khang nguyén va khang thé
dé x4c dinh sy c¢6 mit va dinh luong khdng nguyén hodc khdng thé trong miu
nghién ctru.

Trong pham vi dé tai nay, 4 phuong phap sau s& duoc miéu ta chi tiét hon.
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1.5.1.1. Phwong phap Ouchterlony (khuyéch tan mién dich kép) [5]
Nguyén ly:

K¥ thuat 1a sy ngung két ddc hiéu giita khang nguyén va khang thé xay ra khi
ching di chuyén trén gel agarose khi cho khdng nguyén va khang thé ¢ do pha
loang thich hop (6 ndng d6 du dé xay ra phan ung ngung két). Néu khdng thé va
khang nguyén ngung két dic hiéu s& cho cung két tia mau tring va nguoc lai, s&
khong c¢6 cung két tia néu khang nguyén va khang thé khong ngung két dic hiéu.
Uu diém: Day 1a k¥ thuat don gian nhat, dé thyc hién, it tén kém do khong phai sir
dung nhiéu may méc, hod chat.

Nhuoe diém: Thoi gian hoan thanh mot thir nghiém kéo dai tir 3 dén 4 ngay; su phat
hién khdng nguyén hoic khang thé chi mang tinh dinh tinh, khong dinh lugng chinh
xdc dugc ham lugng; ham lugng khang nguyén tbi da c6 thé phat hién duoc rat 16n

(tir 20:30ug/ml) nén khéng thé xdc dinh dugc nhitng mau c¢é ham lugng khang

nguyén nhé hon.

Véi nhitng wu va nhuge diém nhu trén, k¥ thuat nay duoc Gmg dung dé phat
hién khdng thé hodc khdng nguyén trong nghién ciru chuan dodn bénh, trong nhiing
truong hop xuat hién khang nguyén la.
1.5.1.2. Phwong phép dién di mién dich ddi luwu [5], [15]

Nguyén ly:

K¥ thuat nay twong ty nhu k¥ thuat khuyéch tin Ouchterlony nhung thay cho
khuyéch tdn ty nhién ngudi ta da dung mét luc dién di dé huéng dan cho khing
nguyén va khang thé gip nhau nhanh hon trén gel agarose. Trong phuong phdp nay,
khang thé IgG va IgM sé& di chuyén vé phia cuc 4m, dudi tdc dung ciia dong dién
khang nguyén va khang thé gip nhau trén gel.

Uu diém: Thoi gian cho két qua nhanh chi sau 1 gio.
Nhuwoc diém: Ciing giong phuong phap Ouchterlony, phuong phép nay chi mang

tinh dinh tinh; ton chi phi nhiéu hon vi phai str dung thém mdy méc, hod chét.



-12 -

1.5.1.3. Phuong phap mién dich phéng xa (Radioimmunoassay- RIA) [8]
Nguyén Iy:

Phuong phép dua trén sy canh tranh gitta khang nguyén dénh gidu dong vi
phéng xa voi khang nguyén khong ddnh diu dong vi phéng xa gin vao khdng thé
dac hiéu.

O 16 ddi ching 1ay mot lwong nhat dinh khang nguyén tinh khiét ddnh diu
phéng xa. Khang nguyén ndy ciing loai v6i mau thtr nghiém. Tron khing nguyén
danh dau trén voi luong khang nguyén tuong duong khang thé dic hiéu, rdi 0. Rira
khang nguyén danh diu tu do (khong gan véi khang thé). Do do phéng xa cua phirc
hé khang nguyén - khang thé (A).

O 16 kiém nghiém, ngoai khdng nguyén danh dau va khang thé nhu trén con
tron thém khdng nguyén can thir khéng danh dau gin vao khang thé. Rira khang
nguyén danh dau ty do. Po d6 phéng xa cua phirc hé khang nguyén - khang thé (B).

Dua vao ty 1¢ d0 phong xa do dugc A/B xdc dinh néng dd khang nguyén
trong mau thtr so véi dudng cong chuan.

Uu diém: Phuong phdp nay cho két qua nhanh va c6 do chinh xéc cao.

Nhwoc diém: Phuong phap nay rat tén kém, sir dung chat phéng xa nén khong an
toan voi nguoi thyc hién.

1.5.1.4. Phwong phap ELISA - K§ thuat chat hip phu mién dich gin enzyme
(Enzyme - Linked immunosorbent Assay) [5], [7], [8]

Enzyme — linked immunosorbent Assay (ELISA) 1a mot ki thuat sinh hoa
duoc st dung chinh trong linh vyc mién dich hoc dé tim ra mot khdng nguyén hoic
mot khang thé trong mau véi do chinh xdc cao. ELISA duoc dung nhu mét cong cu
hitu hiéu dé chuan dodn trong y hoc va tim cdc tic nhin giy bénh [5].

Vi ELISA c6 thé x4c dinh dugc lugng khdng nguyén va khdng thé trong mau
nén né 1a mot céng cu hitu ich dé xdc dinh ndng do cua khang thé c6 trong huyét
thanh [7]. N6 con duoc ding dé tim khang nguyén [8]. Trong cdng nghiép thuc
pham, ELISA dugc tng dung dé tim céc chat giy di tmg c6 trong mot sb loai thuc

pham nhu: stra, lac, qua 6c chd, qua hanh va trig.



- 13-

Nguyén ly:

Phuong phép 12 su két hop giita khdng nguyén - khang thé (trong d6, khing
thé da duoc gan enzyme). Khi cho co chat thich hop, enzyme s& thiy phin co chat
thanh mot chat ¢c6 mau. Thong qua cuong dd6 mau ma biét duge nong do khang
nguyén hay khang thé can phat hién.

Uu diém: Day 1a k¥ thuat khd nhay va don gian, cho phép xdc dinh khang nguyén
hodc khang thé & nong do rat thip (khoang 0,1ng/ml). So vé6i ki thuat phéng xa thi
k¥ thuat nay ré tién va an toan hon ma van dam bao su chinh xac nhu nhau.

Nhuwoc diém: Phéi trai qua nhiéu budc khdc nhau (phu thudc vao cic hé ELISA
khac nhau) can nhiéu hod chat. K¥ thuat nay doi hoi viée thuc hién céc thao téc phai
that chinh xdc vé thoi gian, ndng d6 cdc chat. ELISA 13 mot phan tng rat nhay do
d6 chi can thyc hién khong ding mot budce nho trong qué trinh thyc hién ciing anh
huong rat 16n dén két qua thu dugc.

Nhu vay, trong ciac phuong phdp phat hién khang nguyén da néu trén, chi c6
phuong phap ELISA 1a phuong phép c¢6 nhiéu vu diém nhét thé hién & chd:

- Phuong phép ELISA c6 thé phét hién khang nguyén & ndng do rat thap
(0,1ng/ml) nén co6 thé dinh lugng duogc luong ovalbumin cé trong mau vacxin cim
ma hai phuong phap Ouchterlony va dién di ddi lwu khéng phét hién duoc.

- Véi phuong phdp mién dich phéng xa (RIA) mic du ciing phat hién
nhanh va rat chinh x4c nhung rat tén kém vi trong qud trinh thuc hién str dung nhiéu
mdy moc, héa chat dit tién nén it dugc sir dung. ELISA 1a phuong phdp ré tién, hon
nita, ddy lai 1a ky thuat kha nhay va don gian nén dé thuyc hién. Cing mot thir
nghiém c6 thé kiém tra nhiéu mau vacxin khdc nhau nén s& lam giam chi phi san
xudt, ha gid thanh vacxin, day 1a diéu dwoc nhiéu nha san xuit quan tam.

- Cung véi cdc dic diém trén, phuong phap ELISA con an toan véi ngudi
thyc hién thir nghiém, diéu nay khic phuc dugce nhuge diém cia phuong phap RIA.
Thoi gian cho két qua nhanh va chinh xéc.

Vi nhitng 1i do trén, phuong phdp ELISA dugc chon dé dinh luong

ovalbumin trong vacxin cim A/HS5N1.
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1.5.2. Cac khuyén cdo vé cach phat trién va tham dinh phwong phap [10], [14],
(16 ]

Trong cdng tdc tiéu chuan, ching ta phai xdy dung céc quy trinh phan tich
hay ciing con goi 12 quy trinh thir nghiém dé gidp cho viéc kiém tra chét luong cua
tiéu chudn ciing nhu cdc chi tiéu dé ra cho tiéu chuan d6. Mdi quy trinh hay phuong
phdp dugc dua ra déu phai trai qua rat nhiéu nghién ctru dé phat trién va hoan thién
né. Bé biét dugc quy trinh dé xuét cé ddp tmg duoc yéu cau dy kién va dat tiéu
chuan ciia mot quy trinh phan tich hay khong thi né phai dugc tham dinh, danh gia.
Co so dé danh gid mot quy trinh phan tich dya vao cdc tiéu chuan sau:

— Tinh dac hi¢u (Specificity)

— Do chinh xac (Precision)

— D09 l1ap lai (Repeatibility)

— D9 chinh xdc trung gian (Intermediate Precision)

— D09 sao lai (Reproducibility)

— Do ding (Accuracy)

— Giéi han phat hién ( Limit of detection - LOD)

— Giéi han dinh luong (Limit of quantitation - LOQ)

— Tinh tuyén tinh (Linearity)

— Mién gi4 tri (Range)

Tuy nhién, cdc quy trinh phan tich dugc dé cap khong phai yéu ciu hét cic
chi tiéu da néu. Theo ICH (International conference on Harmonisation of technical
requirements for the registration of pharmaceuticals for humam use), nam 2003,
Quy trinh phan tich hay thir nghiém dugc phan lam 3 loai:

- Céc thir nghiém dinh tinh nhim dam bao xdc dinh ding chét can thir trong
mau thir.

- Céc thir nghiém vé do tinh khiét bao gdm thtr dinh luong hay thir gidi han
luong chit khong tinh khiét c6 trong mau thir.

- Céc quy trinh dinh lugng nham do luong mirc d6 ¢ mat cua chét can phan
tich c6 trong mau dem thir.

Phu thudc viao mdi quy trinh phén tich hay thir nghiém ma cé nhitng tiéu

chuan phai dé cap riéng.
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1.6. SAN XUAT KHANG THE VA CAC PHUONG PHAP TINH CHE [2], [4],
[51, [8], [15]

Thong thudng, cic khang thé c6 thé duoc san xuat dudi dang khang huyét
thanh (antiserum) da dong trong d6 chira nhiéu loai khdng thé da dong (polyclonal
antibodies) hoac dudi dang cic khing thé don dong (monoclonal antibodies). bé
san xudt khang thé da dong ngudi ta phai sir dung mét s loai khang nguyén dé gay
mién dich bang cich tiém vao dong vat dugc gdy mién dich sau d6 1dy mdu dé thu
khang huyét thanh ciia dong vat gdy nhidm [5].

Trong qud trinh gdy mién dich tao khdng thé da dong, dé qu4 trinh ddp tng
mién dich tét thi khdng nguyén 1a yéu t6 rat quan trong. Thong thuong, ngudi ta
thuong phdi hop khang nguyén va ta chat dé tang cuong ddp ng mién dich.

1.6.1. T4 chat [2], [4], [5], [8]

T4 chat 12 chat phu gia khi tron véi khang nguyén s& ting cuong dap tng
mién dich (hoic dap tng mién dich dich thé hodc dép tmg mién dich té bao) véi
khing nguyén doé.

T4 chat khong gidng nhu protein mang béi vi mot hapten néu cong thém voi
ta chat ciing khong tré thanh immunogen, nghia 12 khong thé giy ra dap tmg mién
dich. Nhu vdy mot ti chit s& lam ting cuong ddp ung mién dich ctia mot
immunogen nhung khéng thé bién hapten thanh mot immunogen [5].

Khi tron voi khdng nguyén, t4 chat s& gidp cho khdng nguyén ling cin hodc
luu lai cham tré trong co thé gdy mién dich, 1am ting manh mé& su dép tng tong hop
khang thé. T4 chit ting cudong ddp ing mién dich bang cach kich thich dai thuc bao
lam nhiém vu thyc bao hoic kich thich té bao T hodc B. P6 1a nhiing chét tro va
khé phan giai nhu: dau paraffin, hidroxit nhom...T4 chét ciing c6 thé 12 nhitng vi
khuan bi giét chét (B.pertusis, cic ching Mycobacterium, céc san pham cia vi
khuan, mot s ndi doc t5) [8].

C6 nhiéu ta chat quen thudc va théng dung nhu: Gel hydroxit nhém, cdc
phirc hop kich thich mién dich ISCOM), Lyposom, mudi nhom... M6t trong nhiing
loai t6t nhat 12 td chat day du Freund (FCA: Freund’s Complete Adjuvant) [2]. Hod
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chat nay gom hdn hop huyén dich dau khodng trong nudc voi vi khuan
Mycobacterium da bi giét. Huyén dich dau khodng tao ra su lan toa dinh khu va kéo
dai cua khang nguyén trong co thé giy mién dich. Vi khuin Mycobacterum bi giét
c6 tac dung 1am hép dan cdc dai thuc bao va nhitng loai té bao thich hop khic cua
hé mién dich dén vi tri tiém dé lam tang cudng ddp tmg mién dich. T4 chét day du
(hay dong bd) ding cho miii tiém ban dau. Cdc miii tiém nhic lai tiép theo chi sir
dung khéng nguyén tron véi td chat khong dy du (ta chat chi chira huyén dich dau
khodng, khong chta xédc chét vi khuan Mycobacterium goi 1a Freund’s incomplete
Adjuvant - FIA) [5].

1.6.2. Quy trinh giy mién dich co ban tao khang thé da dong [5], [8], [15]

Trong ty nhién khang nguyén c6 thé vao co thé qua nhiéu con dudng khic
nhau nhu qua dudng niém mac, dudng hd hép, sinh duc, qua da (do xay xudc hoidc
con tring d6t). Chinh vi thé, co thé s& c6 dap ung mién dich, tao khang thé chong
lai mot s6 tic nhan gdy bénh tir moi truong. Tuy nhién, dé thu duoc lwong nhit dinh
mot loai khdng thé dic hiéu khang lai mot khdng nguyén biét trudce thi phai chu
dong dua khang nguyén dé vao co thé dong vat da chon dé gy mién dich [5].

Sau khi da chon dugc loai ta chat phit hop, tién hanh phdi tron véi khang
nguyén va dua vao co thé dong vat. Nguoi ta ¢ thé chii dong tiém khang nguyén
vao trong da, dudi da, trong bap thit hay tinh mach, giip khdng nguyén nhanh
chéng tiép cén véi cic hé thong mién dich. Khi tiém vao bap va dudi da sé& kich
thich hach lympho ngoai vi, con tiém tinh mach, phiic mac s& kich thich hé mién
dich trong gan, 14 lach va tuy xuong. Tiém vao hach kheo chén, két mac mat sé& kich
thich tao khang thé toan thin manh. C6 truong hop khi tiém khdng nguyén vio tinh
mach khdng giy d4p trng mién dich nhung khi tiém vao tinh mach duéi da cling véi
phu gia 12 ta chat thi hiéu qua lai rdt manh [8]. D4y chinh 12 yéu t6 quan trong khi
gdy mién dich trén dong vat thi nghiém.

Mili tiém dau tién (ngay thi nhat, ta chat 1a FCA) d6i v6i dong vat 1a chudt,
tho c6 thé tiém dudi da bung. Ddi véi tho c6 thé tiém 8+10 vi tri khdc nhau. Céc 1an

tiém nhac lai sau 810 ngay tinh tir mii tiém trudc d6, nhung ta chat duoc ding Ia
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FIA hoac khdng nguyén dugc hoa trong PBS khong chira azide. Sau cic mili tiém
nhic lai tién hanh 1dy mé4u kiém tra hiéu gia khang thé, néu hiéu gia khdng thé dat
yéu cau thi tién hanh 1dy mé4u toan bd. Néu khong, tiép tuc tiém cic mii tiép theo
dén khi hiéu gid khang thé dat yéu cau thi tién hanh liy mdu toan bo thu huyét
thanh. Trong thoi gian gdy mién dich, dong vat dugc cham séc va nudi dudng bang
thirc dn thong thuong da dugc chi dinh [15].

Thoi gian giy mién dich ciia cdc loai dong vat khic nhau va céc loai khang
nguyén khac nhau thi khdc nhau. Cu thé nhu, thoi gian 1dy méu cua cdc dong vt
khic nhau dugc gay mién dich 12 khic nhau. Vi du: ¢ chudt tir 2+3 tudn, & tho tur
3+4 tudn, con ddi véi ciru, ngua, linh trudng sau 4 tudn hodc 1au hon [5].

1.6.3. Tinh ché khang thé IgG [5], [11]

Madu sau khi thu duoc dé dong ty nhién, sau dé i tim miu dé loai bo cac té

bao mdu va thu huyét thanh. Huyét thanh thu duoc chira rit nhiéu cdc loai protein

khéc nhau nhu: albumin (40:44mg/ml), y- globulin mién dich (20+25mg/ml) gém

c6: IgG, IgA, IgM, IgD va IgE va rat nhiéu cic protein khdc chiém ty 18 thap [5].
Trong khi d6, dé st dung cc huyét thanh nay vao céc phan tmg (vi du ELISA) thi
can c6 loai globulin tinh khiét, vi vdy can phai tién hanh tinh ché khang thé. Tuy
vao muc dich thi nghiém ma tinh ché loai khang thé mong mudn va chon phuong
phap tinh ché phit hgp. Trong dé tai nay, chiing t6i tién hanh tinh ché khing thé
IgG.

IgG la globulin mién dich rat giau trong huyét thanh ctia ngudi binh thudng
cling nhu ¢6 & céc loai dong vat bac cao. Cic IgG duoc tmg dung nhiéu trong diéu
tri cic bénh nhiém triing, trong mot sb cdc ki thuat mién dich nhu ELISA, chuyén
thAm mién dich (Immuno-Western Blotting). Dé sir dung IgG cho cdc ung dung trén
tir mau huyét thanh thu dugc thi huyét thanh phai duoc tinh ché. Hién nay, c6 mot
s& phuong phép tinh ché IgG nhur:

— Két tha IgG tir huyét thanh hodc dich sinh vat khac bang (NH,),SO,
— Tinh ché IgG nho sic ki trao ddi ion

— Tinh ché IgG nho cot di lyc protein A- hodc proteinG-sepharose 4B
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1.6.3.1. Két tiia IgG tir huyét thanh hodc dich sinh vit khdc bang (NH ,),SO,
Cdch lam:

C6 thé dung bot ran (NH4),SO, thém vao dich sinh vat dé dat d6 bao hoa
40+50%. U 30 phit trong mot gid ¢ 4°C 1i tim tir 10.000 xg trong 15 phuit. Rura két
tia béng dung dich mudi bdo hda amon sulfat. Hoa lai két tua béng mot lugng dém
tdi thiéu, tham tich ddi véi dém trude khi dung. C6 thé st dung mudi Sodium
Sulfate (18% bdo hoa) dé thay thé cho (NH,),SO,. Piéu bt loi 1a ché pham c6 1an
céc lop Ig khéc.

Theo kinh nghiém, nguoi ta ding néng do 40% (NH,),SOy4 bdo hoa dé két
tha IgG cua tho, va 50% ddi vai cdc loai khdc, hodc str dung 18% Na,SO, d6i véi
thd va 14% doi véi de.
1.6.3.2. Tinh ché IgG nho sic ki trao doi ion

Cic chat trao ddi ion thuong sir dung 1a DEAE-cellulose, DEAE-sephacryl,
hoic DEAE sephadex. Dang DEAE sephacel dya trén chét nén 1a hat cellulose c6
kha ning tich cdc phan tir protein c¢6 kich thudc 16n (1x10°) trong khi d6 chat trao
d6i ion trén nén sephadex, 1a lién két mang ludi (cross-linke dextran) thich hop cho
tinh ché protein c6 khéi luong 16n. DEAE-cellulose 6n dinh & pH 2+12 nhung dé bi
phé v& cau tric ¢ ndng do axit va kiém cao va can tranh céc tic nhan oxy héa manh.
Trao ddi ion nén sephadex khong tan trong tat ca cic dung moi, 6n dinh trong nudc,
trong dung dich mudi, dung dich kiém va dung dich axit lodng va yéu. Pic biét
tranh xtr 1y gel bang axit hoic kiém trong diéu kién nhiét d6 cao. Khi tdi sinh chat
trao d6i ion nay ngudi ta cAn ngadm gel trong NaOH 0,2 M khoang 30 phiit & nhiét
d6 phong va can bao quan huyén phii cot gel trong dém chira chit chong khuén azid
0,02% hoac merthiolate (thymerosal) 0,01%. bdi véi IgG Mw = 150 kDa), DEAE
sephadex A50 (46 phan giai tot cia DEAE-sephadex AS50 tir 30.000+100.000
dalton), thuong dugc str dung.

Phén két tua tir huyét thanh tho bang 40+-50% amon sulfat bido hoa s& duoc
hoa trong mot thé tich dém photphat 0,07M pH 6,4 va tham tich dbi v6i dém nay (2

lan thay dém moi lan 500 ml). Cho méu vao cdc cdt da duoc cin b'c"lng vol dém
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photphat & trén va rira chiét tiép tuc bang dém photphat va thu mdi phan doan Sml.
Theo dbi qud trinh rira chiét & bude séng 280nm. IgG duoc rira chiét bang dém
photphat & trén va rira chiét tiép tuc bang dém photphat, cdc chat khac lién két véi
cOt bi gilt lai va s€ dugc rit ra sau. Muc do tinh sach cta IgG cao & cac phan doan
dinh. Dbi v6i cac IgG cua ngudi, dém photphat natri 0,02M, pH 8,0 dugc st dung
¢6 hiéu qua tinh sach cao hon. Trong tit ca cc trudng hop ké trén, IgG déu khong
lién két voi cot nén khong can st dung gradient NaCl. C6 thé st dung phuong phdp
nay dé tinh ché IgG tir dich phiic mac.

1.6.3.3. Tinh ché IgG nho cét di luc protein A- hodc protein G-sepharose 4B

Protein A 12 mot thanh phan cta thanh té bao ctia mot s6 chung vi khuan
Staphylococcus aureus (tu cau vang). Protein A c6 dac tinh lién két 4i luc dic hiéu
cao voi nhiéu loai dudi 16p IgG (IgG3) va hau nhu khong lién két véi cdc 16p va céc
duéi 16p IgG khic cua nguoi. Trong khi d6, gan ddy ngudi ta ciing dd phat hién ra
protein G tir mot s6 ching vi khuan nhém C va G ctia mot sd Streptococcus chi lién
két dac hidu véi tat ca cdc dudi 10p IgG cua ngudi (IgG,, IgG,, 1gGs, 1gG,), dong
thoi cling c6 4i luc dac hiéu cao véi cac 16p IgG cua cac loai dong vat khéc.

Protein A va protein G déu c6 kha ning lién két v6i cling mot ving giira cdc
khu vuc CH, va CH; cua phén tir IgG. Protein A chi lién két dic hiéu véi IgG,
nhung protein G c¢6 phd lién két 4i luc rong hon. Cu thé 13, protein G khong chi lién
két véi céc IgG, con c6 i luc cao d6i v6i albumin va lién két voi mot sb chat tc ché
proteinase, marcogloblin va kininogen. Tuy nhién, cdc viing lién két d6i voi IgG va
albumin trén phan tir protein G nam tach biét nhau. Vi vy, nguoi ta d& dang thiét
ké dang protein G tdi to hop khong c6 vi trf lién két véi albumin.

Thong thudng, nguoi ta ding dém glixin-HC1 0,1 M pH 2,5+2,8 dé chiét rit
cic IgG ra khoi cot. Tuy vay, cdc khdng thé sau khi chiét rit can phai duoc trung
hoa tire khic bang Tris-HCI 1M (pH 8,0) dé tranh 1am hong hoat tinh IgG. Ngudi ta
ciing ¢ thé dung dung dich ure 2+8M hodc amoniac 1M, pH 11 dé chiét rit cic

IgG.



-20-

1.6.4. Kiém tra ndng d9 va do sach ciia huyét thanh sau tinh ché [5]

Huyét thanh sau khi tinh ché ¢6 thé con 1an mot s6 protein khac. Dé kiém tra
d6 sach, mot phuong phép rat thong dung va phd bién hién nay 1a phuong phép dién
di SDS-PAGE. Phuong phép nay cho phép phan tich hoan hao cac khidng nguyén va
khang thé do d6 né da nhanh chéng tré thanh phuong phdp thudng quy trong sinh
hoc 1am sang, chan doin bénh. C6 thé dién di theo mat phing nam ngang
(horizontal electrophoresis) ciing c¢6 thé dién di theo chiéu thiang dimg (vertical
electrophoresis). Céc gid thé duoc st dung cho dién di c6 thé 1a gidy thim, gel
agarose hoic gel polyacrylamide dugc tam dung dich dém cé pH thudng 1a kiém

(pH 8,3:8.6).

Khi dién di trén gidy thim hodc gel agarose, dudi tic dung cia dong dién
mdt chiéu, protein huyét thanh ngudi c6 thé chia thanh 5+6 thanh phan chu yéu, di
dong & cdc vi tri tach biét nhau la albumin a1, a2, B1, B2, y-globulin trong d6 phan
doan albumin 12 biang protein di chuyén nhanh nhét dén cuc dwong. Néu gid thé 1a
gel polyacrylamide thi sé lugng cdc phan doan protein c6 thé dat t6i trén 20. Tuy
thudc vao kich thudc protein phan tich ma chon nong do gel va cic chit cho phu

hop.
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CHUONG 2: VAT LIEU VA PHUONG PHAP
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2.1. THOI GIAN VA PIA PIEM NGHIEN CUU

Thoi gian: Tir thadng 08 nam 2007 dén thang 11 ndm 2007.

Dia diém: T6 Mién Dich, phong Kiém Dinh, Vién Vic xin va sinh pham y té Nha
Trang.

2.2. VAT LIEU

2.2.1. Sinh pham

Albumin huyét thanh bd (BSA), Sigma

— Casein, Sigma

— Cong hop khang IgG chudt gin biotin (antimose IgG biotinlated Species-
specific whole Antibody (froom sheep), Amersham

— Khiéng thé don dong khang ovalbumin tir chudt (Monoclonal anti-chicken
Egg Albumin (Ovalbumin) antibody procedure in mose), Sigma

— Marker high, Biorad

— Marker low, Biorad

— Ovalbumin tinh ché, Sigma

— Cong hgp Streptavidin Horseradish peroxidase, Amersham

2.2.2. Suc vat thi nghiém

— Tho khoé manh, trong lugng 2,5kg dugc trai chan nuoi Subi Dau, vién Vic

Xin va sinh pham y té Nha Trang cung cip
2.2.3. Hoa chit va dung dich chuin

— Acrylamid 30%, Biorad

— Agarose, Sigma

— Amonium persulfat (APS), Biorad

— Axit sulfuaric, Sigma

— Barbitone GPR, BDH

— Barbitone sodium GPR, BDH

— Coomassie brillant blue, Merck

— Ethalnol 96%, Sigma

— Glycine, Merck
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HCI, Merck

NaCl, H;PO,, Merck

Na,COs;, Sigma

Na,HPO,, NaH,PO,, Sigma

NaN3, Sigma

SDS, Biorad

T4 chit Freund complete (FCA); ta chit Freund incomplete (FIA), Difco
N,N,N’,N’ - TetraMethylethylendiamin (TEMED), Merck
Tetramethylbenzidine (TMB), Sigma

Trizma Base, Sigma

2.2.4. Thiét bi

Bo diéu nhiét, Biorad

Bo nguén dién di - Power Dac 300, Biorad
Budng dién di nam ngang, Biorad

Can phan tich, Sartorius

Cot HiTrap protein G HP, Amersham

Mgdy do pH, Seibold

Mady doc ELISA - Titertek Multiskal MCC/344, Merck
Mdy khudy tir, MSE

Mady lic, MS1

Nbi chung cach thity, LKB

Quang pho ké, Pharmacia Biotech

Tu 4m 37°C, Memmer

Tu lanh 4°C, Daewoo

Tu lanh - 40°C, Sanyo
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2.2.5. Dung cu

Ban cén bang voi dung cu do giot nuée, LKB

Chai thuy tinh 200 ml, 500 ml, 1000 ml, Duran

Céc thay tinh 50 ml, 100 ml, Duran

Dung cu duc gel 82 mm, hoac ¢3 mm, LKB

Dau con 100 ul, 1000 ul, Greiner

Hop inox ding dé nhudm va rira tiéu ban, LKB

Khay giit am, LKB

Micropipette 5+50 ul, 20:200 ul, 100+1000 ul, Biohit

Multichannel 200 ul, Biohit

Pipette F, Sarstedt

Pipette 5 ml, 10 ml, 25 ml, Facol

Phién nhua 96 giéng, Griener

Syringe 1 ml, 10 ml, Vinahankook

Tube nhua 1 ml, 2 ml, 15 ml, 50 ml, Grienner

Tube nhua 1,8 ml, Nunc

2.3. PHUONG PHAP
2.3.1. Mién dich thé thu huyét thanh khing ovalbumin

trong thdi gian 3 ngay. Can theo doi trong lugng true khi gy mién dich, trong

Tho sau khi van chuyén tir trai chan nu6i Sudi Dau, dugc cich ly va cho nghi

luong tho 2,5 kg 1a dat yéu cau.

tiém, mdi miii cdch nhau 10 ngay. Khang nguyén ovalbumin hoa tan trong nudc
mudi sinh 1i, tron thém t4 chat, lic trén mdy lic trong thoi gian 30 phiit dén khi

dung dich dong nhét. Sau d6 dem tiém cho tho. Nong d6 ovalbumin ting dan theo

Qud trinh gdy mién dich tho thu khdng thé khang ovalbumin gdm 4 miii

thtr ty cdc miii tiém (tr mii 1 dén miii 4).
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So d6 gdy mién dich tho dugc miéu ta ¢ hinh 2.1.

Miii 2 (Ngay +10) Miii 4 (Ngay +30)
Ovalbumin 0,5mg/ml Ovalbumin 0,’1 g/ml

Pha véi td chat FIA (1:1) Pha véi td chat FIA (1:1)

Vi trf tiém: 1 ml dui trdi, 1 ml Vi trf ti€m: 1ml dui trdi, 1ml
tiém dudi da lung chia thanh 5 tiém dudi da lung chia thanh
diém tiém 5 diém tiém

l .
i ] I ,

Ngay -3 . S . S
céch ly Miii 1 (N_gay 0) Miii 3 (N.gay +20)
thé, 6n Ovalbumin 0,25 mg/ml Ovalbumin 0,75 mg/ml
dinh Pha v¢i ta chat FCA (1:1) Pha v¢i ta chat FIA (1:1)
’ Vi tri tiém: 1ml dui phai, Vi tri ti€ém: 1ml dui phai,
Iml tiém dudi da lung chia Iml tiém dudi da lung chia
thanh 5 diém tiém thanh 5 diém tiém

Hinh 2.1. So @6 mién dich
Sau khi tiém mili thir hai va ba 7 ngay, ldy mdu tinh mach tai tho kiém tra
hiéu gid khang thé bang phwong phdp khuyéch tin kép trén thach (Ouchterlony).
Néu hiéu gid dat yéu cau s& ldy mdu toan bd thu huyét thanh mién dich, néu khong
dat phai tiém nhéc lai dé cho ddp ung khang thé dat yéu cau. So dd lay mau tho

duogc miéu ta ¢ hinh 2.2.

T1 T2 T3 T4

|
1

M17 M27 M37 M40

Hinh 2.2. So d6 1dy mdu



- 26 -

Chii thich hinh 2.2:

T; :Miiitiém khidng nguyén ovalbumin thtr i

M; : Mau mdu liy vio ngay thi j

M; : Ldy mdu sau khi tiém miii thtr hai 7 ngay (ngay tht 17)

M,; : Ly mdu sau khi tiém miii thir ba 7 ngay (ngy th 27)

M3, : Ly mdu sau khi tiém miii thtr tu 7 ngay (ngay thir 37)

My : Ly mdu toan bo sau khi tiém miii thir tu
2.3.2. Xac dinh hiéu gia khang thé thé khang ovalbumin bang phwong phap
Khuyéch tan mién dich kép (Ouchterlony)
2.3.2.1. Nguyén tic

Khang nguyén va khang thé ciing khuyéch tan trong gel va khi giap nhau s&
tao thanh duong tia. Nong do tai chd cta khiang nguyén hoic khing thé khong
nhitng phu thudc vao luong tuyét d6i ctia ching & trong mau ma con phy thudc vao
kich thudc phén tir va tc do khuyéch tdn trong gel.
2.3.2.2. Tién hanh

Lam duoc rira bang xa phong va trang qua nudc cat, sau d6 lau lai bang con/
aceton (1:1). Can 1,2g agarose pha trong 100 ml PBS pH7,2, cho thém chét bao
quan merthiolate véi ndng do 0,01%. Hon hop dugc chung trong ndi cich thity cho
dén khi agarose tan hoan toan. D6 thach 1én lam, phan thach con lai c6 thé bao quan
trong tu lanh dén khi sir dung. Dé 30 phut cho thach dong lai sau d6 ding khuén dé
duc céc hoa giéng. 1 lam c6 thé dyc tir 1 dén 3 cum hoa giéng. Dat vio mdi giéng
10 ul khang nguyén hodc khang thé.

Mau 1: Khing nguyén ovalbumin duoc pha ra thanh cdc d6 pha sau: 50
ug/ml, 40 pg/ml, 30 ug/ml, 20 pg/ml, 10 pg/ml, 5 pg/ml duge cho & 6 giéng xung
quanh. Giéng ¢ giira cho huyét thanh tho thd duoc 1iy sau miii tiém thir hai.

Mdu 2: Khang nguyén 20 ug/ml dugc cho vao giéng giita. Khang thé la
huyét thanh tho thd khdng ovalbumin 14y sau cdc miii tiém thr 3, 4 dugc pha lodng

ra cadc nong do khéic nhau cho vao cic giéng xung quanh.
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Tiéu ban duoc dit vao hop am ¢ nhiét do phong. Sau 24+48 gio doc két qua
s0 bo. Budc tiép theo, ngdm tiéu ban trong nudc mudi sinh 1i trong thoi gian tir
24+48 gid. Trong khoang thoi gian nay, thay dém mdi ngay hai 1an. Sau d6, rira
nhanh tiéu ban 1 lan bang nudc cit. Tiéu ban dugc phu 1én bang gidy loc whatman
dé & nhiét ¢ phong hogc 37°C dén kh.

Tién hanh nhuém mau bang thudc nhuém Coomassie brillant blue thodi gian
it nhat 10 phiit, tdy mau va rira sach v6i nudc cat, dé khd.

2.3.3. Tinh ché khang thé khang ovalbumin bang cot HiTrap protein G HP
2.3.3.1. Tinh ché

Str dung cot tinh ché IgG HiTrap protein G HP ctia Amersham Biociences.
Nguyén tic hoat dong ciia cot:

Cot tinh ché duge céu tao tir protein G, day la protein cé 4i luyc dac biét véi
IgG. Khi cho huyét thanh tho qua cot cic IgG duoc giir lai trong cot, con lai cic
protein khéc s& di ra ngoai v6i dung dich rira cot. Céc IgG nay duoc hoi giai khoi
cot bang dung dich dém phit hop.

Chudn bi cot

Cdc dung dich dém va cot duoc lam 4m dén nhiét d6 phong. Sau dé tién
hanh m¢ khéa phan dau cia cot.
Rita cét va bom khdng thé qua cét

Bom dﬁy syringe nhya 10 ml béng dung dich dém gén cot (Na,HPO,). Sau
d6 mo khéa phan dudi cta ct va rira cot bang 25ml dung dich trén. Huyét thanh
sau khi pha lodng 1/5 dugc cho vao syringe va bom qua cot véi toc do 1a

1+5ml/phit. Dung dich qua cot himg vao cdc thiy tinh. Sau d6, rira cot bang 50 ml

dung dich dém gén cot (téc d6 1a 1-5ml/phiit).
Thu nhan IgG

Chuan bi 10 tube nhya loai 15ml c6 ddnh s thir ty va cho vao mdi tube nhya
60 ul Tris-HC1. Thu nhan IgG bang dung dich dém hdi giai cot (elution buffer), tdc
d6 1-5ml/phiit. Cho qua lan luot 10 tube nhya da d4anh diu mdi tube nhya 2,5ml

dung dich qua cot. Huyét thanh sau khi tinh ché ¢ cdc tube phai duoc kiém tra lai 6



-28 -

pH. Vi chi thi 1a qiiy tim, tién hanh kiém tra va chinh pH ctia dung dich bang dung
dich H;PO, 1M hodc Tris-HCI 1M, sao cho pH ¢ khoang trung tinh (pH=7) la dat.

Bao quan huyét thanh sau tinh ché bang sodium azide 1%(w/v). Chia ra
thanh cdc tube nhya 1,8ml va bao quan ¢ -20°C.
Rira va bdo qudn cgt

Ngay sau khi thu nhan cic IgG, rira cot lai bang 25ml dung dich gan cot. Pha
ethanol 20% (10 ml) d¢ rira lai cot. Sau d6 cat va bao quan cot.
Do OD

Quang phé ké dugce bat trude khi do 1/2 gi0, cic cuvet dugc rira va trang lai
bang nudc cat. Cadc mau huyét thanh tinh ché duge do OD & budc séng A=280nm dé
dinh lugng protein tong s6 c6 trong huyét thanh tinh ché. Cho vao 1 cuvet 3ml dung
dich gén cOt do & ché dd Zero. Céc mau cdn lai cho vao céc cuvet khic mdi cuvet
3ml huyét thanh tinh ché va tién hanh do OD. Néu ham lugng protein ¢ phan doan
nao cao (>max) thi tién hanh pha loang va do. Tur d6, tinh dugc ham luong khang
thé trong mau huyét thanh tinh ché.
2.3.3.2. Phwong phéap dién di SDS-PAGE Kkiém tra d6 sach ciia huyét thanh
sau tinh ché

e Nguyén tic
Cic phan tir protein tich dién s& dugc di chuyén trén dién trudng trén mot gid thé

ran hodc long tuy theo dic tinh tich dién 4m hodc duong va ciing tuy thudc vao kich
¢& cua ching. Dya vao marker chudn c6 thé x4c dinh duoc loai protein trong mau.

e Tién hanh

Chudn bi gel
Pha running gel 10%
Nudc cat
4ml
Acrylamide 30% 3,3ml
1,5M Tris pHS,8 2,5ml

SDS 10% 0,1ml
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Amonium persulphate (APS)  0,1ml

TEMED 4ml

Sau khi cho TEMED vao lic nhe trdnh tao bot. Dung dich running gel duogc
cho vao khoang giita hai phién kinh sao cho mirc gel trong khuan thap hon lcm.
20ul isobutanol dugc cho thém vao khudn gel dé phu 1én trén, ngin ngira 16p khi
ngodi va pha huy bot nudc. Pé khoang 30 phiit sau d6 ding nudc cit rira lai 5 1an,

diing gidy thdm thdm hét nudc.

Pha Stacking gel 5%

Nudce cét 2,7ml
Acrylamide 0,67ml
1,0M Tris pH6,8 0,5ml
SDS 10% 0,04ml
APS 10% 0,04ml
TEMED 4ml

Dung dich trén dugc cho vao ti€u ban (trdnh tao bot), lugc rang cua dugc
gdn vao gitt hai phién. Dé 30 phuit cho gel dong lai.
Pha huyét thanh chay dién di

Huyét thanh tho sau khi tinh ché ¢ cdc phan doan khéc nhau va huyét thanh
tho thd pha lodng 1/10: 10ul huyét thanh tho pha véi 90ul nude mudi sinh 1i. Sau d6
lay 20pl huyét thanh da pha loang véi 20ul Sample buffer tim. U & 100°C trong 5
phiit bang b diéu nhiét.
Rdp phién

Rap phién kinh mong & trong vao bo chay dién di, roi dit bo chay vao trong
ca chay dién di. Sau dé6 rit lugc rang cua ra tur tir. Cho dung dich chay dién di vao
ngap tran 2/3 binh chay, d6 tir trong ra ngoai. Bo 16t dugc cho vao giita hai phién
kinh nh¢ d6 cho dung dich chuin vao trude va cdc miu duogc cho vao theo thi ty.
Chay dién di

Sau khi cho mau, tién hanh chay dién di & 90 Vol trong 15 phiit, sau d6 chay
tiép 120 Vol trong 70 phiit.
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Nhuom tiéu bdn

Sau khi hét thoi gian chay dién di, tiéu ban duoc 14y ra va ngam trong dung
dich Xanh Coomasie 25% 500 ml trong thoi gian 24 gid hodc dé qua dém.
Tdy mau

Tiéu ban duoc 1ay ra khoi dung dich nhuém va ngam trong 500 ml dung dich
tay trong 12 gid. V6t ra, dé kho tu nhién.
Sau khi di tinh ché dugc khdng thé khang ovalbumin, viéc tiép theo 12 sir dung
khang thé nay trong cdc phuong phdp khac nhau dé dinh lugng ovalbumin.
2.3.4. Phuong phap dién di mién dich d6i luu
Chudn bi thach va mdu

Tam thiy tinh dugc rira bang xa phong va trang qua nude cit, lau lai bang
con acetone 50%. 1,5g agarose dugc hoa tan trong 100 ml dung dich Barbital. Pun
s0i nhe bang 10 vi séng cho dén khi agarose tan hoan toan. Loc dung dich trén bang
miéng vai gac tinh luong ding vira da. Ding pipet d6 thach 1én cdc tim thily tinh
(khoang 14+16ml/tdim kinh). Dé 30 phit cho thach d6ng cing. Sau khi thach da
déng, dung dung cu duc thach thanh hai diy va sé luong giéng tily theo miu kiém
tra, khoang céch giira cdc giéng khoang 10mm.

Dung dich ovalbumin cho vao ddy 16 c6t tht nhat (10 ul/giéng). Day 16 cot
thir 2 d6i dién cho khang nguyén ovalbumin (10 ul/giéng).
Chay dién di

Pit tiéu ban dd c6 khang nguyén va khang thé trén vao budng dién di. Day
¢6 khang nguyén nam vé phia cuc am, ddy c6 khang huyét thanh nim vé phia cuc
duong. Dung hai miéng gidy whatman thim néi tiép giita bé mit tiéu ban véi dung
dich chay dién di ¢ hai canh bén cua tiéu ban. Py nap budng dién di, cim phich
dién, bat cong tic bén hong may.

Piéu chinh dong dién chay vao vé6i hiéu dién thé 1a 150V (c6 thé tir
140+170V) va cuong do dong dién khong vuot qua 90mA. Thoi gian chay dién di
tu 3060 phuit.
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Rira va nhudm tiéu ban
Sau khi két thic chay dién di tiéu ban duoc ldy ra va ngdm trong NaCl
0,85% tir 16+24 gid. Trong giai doan nay, nén thay dung dich 3 lan. Pay 1a giai
doan rat quan trong, néu dé ngdm lau dudng tia s& bién mat. Rura tiéu ban lai bang
nude cit va ngdm tiéu ban trong nudc cat khoang 30 phit. Pat tiéu ban vao khay
gilt 4m. Sau d6, 1am kho tiéu ban. Lam kho c6 thé c6 thé bang hoi théi < 30°C. Ria
lai tiéu ban bang nuéc cat va dit tieu ban vao khay c6 chita dung dich nhudém
Coomasie 25% tu 5+10 phut.
D6 thude nhudm di va tdy tiéu ban bang dung dich tdy. Cir nhu vdy nhudém
rira ba 1an. Dé tiéu ban kho ty nhién.
2.3.5. Xay dung phwong phap ELISA dinh lwgng ovalbumin trong vacxin cim
A/H5N1.
2.3.5.1. Nguyén ly
Khing thé don dong khang ovalbumin tir chudt s& bat khang nguyén
ovalbumin da lién két véi khang thé trudc d6 tao thanh phirc hé khang thé - khang
nguyén - khang thé (KT-KN-KT). Cong hop khing IgG chudt gin biotin dugc thém
vao s& gan voi khang thé don dong khang ovalbumin tir chudt. Sau khi cho tiép
cong hop Streptavidin Horseradish peroxidase (Streptavidin-PO) vao né s& lién két
v6i cong hop khang IgG chudt gin biotin. Co chat thém vao xay ra phan tng
chuyén mau. Ding phan tmg bang dung dich H,SO, 2M va dya vao cuong d6 mau
dé dinh luong ham luong ovalbumin ¢6 trong mau.
2.3.5.2. Cdc budc tién hanh
Gin khdng thé khdng ovalbumin vao phién ELISA
- Huyét thanh khang ovalbumin tinh ché
- Pha lodng khéng thé trong dém carbonate pH 9,6
- Cho 100 pl khang thé da pha lodng vao tit ca céc giéng cua phién nhya
ELISA, u qua dém ¢ 37°C.
- Rura phién 4 lan bang dung dich rra 0,05% Tween 20 va khéa phién bang

dém casein 1%.
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U & 37°C, sau d6 rira 4 1an bang dung dich rta.

U véi khdng nguyén ovalbumin

Cho vao tat ca ca giéng 100 pl dém pha khéng nguyén ovalbumin.

Cho 100 ul ovalbumin chuan 20pg/ml va cdc mau thir ovalbumin vao céc
giéng & hai cot dau tién.

Tién hanh pha loéng bac hai tir cot 2 dén cot thir 11, cot 12 ding lam chig 4m.

Day phién bang biang keo, t 37°C trong mot gid.

Bt phirc hé KT-KN bang khdng thé don dong khdng ovalbumin tiv chuét

Rira phién 4 1an bang dung dich rira.

Pha khdng thé don dong khang ovalbumin tir chudt thanh néng do 1/5000
trong dung dich dém pha khéng thé.

Cho vao tat ca cédc giéng 100 pl khang thé don dong di pha lodng.

Day phién bang bang keo va u 37°C/1 gid.

Cho céng hop khdng chuét gén biotin

Rira phién 4 1an bang dung dich rira.

Pha cong hop IgG khang chudt gin biotin thanh ndng d6 1/2000 trong dung
dich dém pha khang thé.

Cho vio tat ca cdc giéng 100 pl cong hop khang chudt gin biotin da pha
loang.

Day phién bang bang keo va 1 37°C trong 1 gid.

Cho Streptavidine-PO két hop biotin trén pha rin

Rira phién 4 1an bang dung dich rira.

Cho vao tat ca cic giéng 100 pl dung dich Streptavidin-PO pha loang 1/5000
pha trong dung dich dém pha khéang thé.

Day phién bang bang keo va 1 37°C trong 1 gid.

Hién mau va tinh két qud

Rira phién 4 1an bang dung dich rira.
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Cho vao tat ca cac giéng 100 ul dung dich co chat di pha lodng trong dém
pha co chat.

Sau 10+15 phit phan tng hién mau. Ding phan Gng bang 50 pl H,SO,
2M/giéng.

Po mat do quang (OD) bang méy doc ELISA-Titertek Multiskal MCC/344 &
budc séng 450nm. Tinh két qua bang phan mém Kinetic calculator V2.03 (Bio-

Tek Instruments) va vé& dd thi (hinh 2.3)

2.3.6. Tham dinh phwong phap

2.3.6.1. Xay dung dwong chudn va dé nhay ciia phdn iing

Ovalbumin chuan 20 ug/ml dugc pha lodng béc hai tir cot 2 dén cot 11.
Khang thé dung phi phién 13 huyét thanh tho khang ovalbumin tinh ché, pha
loang 1/1000. Lap lai cdc do pha 24 lan

2.3.6.2. Xdc dinh d¢ chinh xdc ciia phwong phdp

D lap lai trong ciing mét lan phan ting

M4u chuan ovalbumin dugc Idp lai 6 1an trén cting mot phién, pha lodng bac
hai ndng d6 khang nguyén 20 pg/ml tir cot 2 dén cot 11.

Khing thé ding phi phién 1a huyét thanh tho khang ovalbumin tinh ché,
pha loang 1/1000.

D¢ diing va dp lip lai gidva cdc lan khdc nhau

Cé4c mau ovalbumin véi néng do da biét trude duoc Iya chon ng?lu nhién (30
pug/ml, 15 pg/ml, 12,5 pg/ml, 10 pg/ml, 8 pg/ml, 5 pg/ml, 1 pg/ml). Khing
nguyén dugc pha lodng bac hai tir cot 2 dén cot 11 cua phién ELISA.

Khang thé 1a huyét thanh thé khang ovalbumin tinh ché.

Lip lai 3 1an thi nghiém doc lap.
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Chii thich hinh 2.3.

Y Khang thé tho khang ovalbumin
0

Khéang nguyén ovalbumin

Khang thé don dong khang ovalbumin tir chudt

A
I Streptavidine-PO
R

Cong hop khang chudt gan biotin
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ﬁ
Phii phién véi khang thé MAiu c¢6 khang nguyén ovalbumin
tho khang ovalbumin
—

IS AIIYYY.

YYY Y

Cho cong hop khang chudt gin Bit phirc hé¢ KT-KN bing khang thé don
biotin dong khang ovalbumin tir chugt

}

i

Cho co chét, hién mau

Cho Streptavidin Horseradish-
peroxidase (Streptavidine-PO)

Poc mau trén may doc ELISA

buwéc séng 450nm, xir Ii két qua

bi“mg phfm mém Kinetic 1| li—
CalculatorV2.03 (Bio-Tek ST,
Instruments)

Hinh 2.3. K¥ thuat ELISA gidn tiép dinh luong khang nguyén ovalbumin
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-37-

3.1. PANH GIA QUY TRINH MIEN DICH VA SAN XUAT KHANG THE
THO KHANG OVALBUMIN

Qud trinh giy mién dich thoé gém 4 miii tiém vé&i nong do khdng nguyén
ovalbumin ting dan va dugc pha trong ta chit Freund. Sau miii thir nhat 7 ngay, 1ay
mdu kiém tra khang thé khang ovalbumin bang phwong phap khuyéch tan mién dich
kép (Ouchterlony). Huyét thanh tho thoé duoc cho & giita hoa giéng va cdc nong do
khang nguyén cho xung quanh. Két qua nay duoc tong hop & bang 3.1.

Bing 3.1. Két qud ddp iing khdng thé ciia thé sau miii tiém thir nhat.

Nong d6
ovalbumin ( 50 40 30 20 10 5
png/ml)

Két qua ngung
két KN-KT

Chi thich: (+) C6 ngung két KN-KT
(-) Khong c6 ngung két KN-KT

Két qua & bang 3.1 cho thiy, da c6 ngung két KN (ovalbumin)-KT (huyét
thanh tho thd) ching to trong huyét thanh tho da c6 khang thé khdng ovalbumin,
hay tho di c6 dap tmg khang thé v&i ovalbumin. Nong do khdng nguyén thip nhat
cho ngung két 12 20 pg/ml.

Sau khi phat hién c6 khang thé khang ovalbumin, tién hanh kiém tra hiéu gid
khang thé bang phuong phép trén. Khang nguyén ovalbumin 20 pg/ml duoc cho &
giita, khdng thé (1dy sau cdc miii tiém 7 ngay) duoc pha loang trong PBS pH7,2 véi

cdc nong d6 khac nhau. Két qua nay duogc tong hop boi bang 3.2
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Bing 3.2. Két qud higu gid khdng thé sau cdc miii tiém

D¢ pha loang Mau méu ngung két KN-KT
huyét thanh tho
M17 M27 M37

1/2 + + +

1/8 + + +
1/16 + + +
1/32 + + +
1/50 - + +
1/70 - + "
1/90 - + "
1/120 - - +
1/150 - - +
1/200 - - +
1/220 - - +
1/250 - - +
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Két qua & bang 3.2 cho thdy, ddp ung khang thé ¢ tho ting 1én sau cdc miii
tiém nhic lai. Ciing v6i viéc ting ham luong khdng nguyén theo cdc miii tiém, hiéu
gid khang thé ciing ting dan 1én. Diéu nay thé hién ¢ do pha lodng cudi cling cua
khang thé van cho ngung két KN-KT. D6 pha loang khang thé ting dan tir 1/32 sau
miii tiém tht hai dén 1/90 sau miii tiém thr 3 va 1én dén 1/250 van cho két qua duong
tinh v6i ndng do khiang nguyén ovalbumin 1a 20pg/ml. So sanh vdi tiéu chuan dénh
gid dat yéu ciu 1a it nhat & do pha loang 1/100 huyét thanh thd phan tmg Ouchterlony
cho két qua dwong tinh, két qua gay mién dich trén hoan toan phii hop.

Nhu vay, tho ¢é ddp tmg mién dich tét v6i ovalbumin va phac do mién dich

tho dugc st dung dat yéu cau dé ra.

Hinh 3.1. Tiéu ban nhu¢m Coomassie phuong phap Ouchterlony

phat hién khang thé khang ovalbumin
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3.2. TINH CHE KHANG THE THO (IgG) KHANG OVALBUMIN
Huyét thanh tho thd khdng ovalbumin duoc tinh ché bang cot tinh ché IgG

HiTrap protein G HP cia Amersham Biociences. Két qua tinh ché duoc thé hién
qua két qua do mat 46 quang (OD) huyét thanh sau tinh ché va két qua chay dién di
SDS-PAGE.

e Két qud do mat do quang
Mat d6 quang budc séng 280nm duoc ding dé x4c dinh ham lugng protein tong sd
¢6 trong mau huyét thanh tinh ché.

Két qua biéu thi & db thi 3.2.

3.5 7
3 —
2.5
=
E 2
R
[\
a 1.5
o
1 —
0.5 -
0 > ® * *~—
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Phan doan
Hinh 3.2 Do thi biéu dién céc phan doan thu dugc
khi tinh ché huyét thanh khang ovalbumin.
Tir hinh 3.2 cho thiy phan doan 3, 4, 5 cho két qiia OD cao. Cic phan doan
con lai c6 d6 OD thép.

Tir d6 OD thu duoc quy doi ra ham luong IgG trong mau theo cong thirc sau [9]:
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Ham luong khang thé (IgG)= (mg/ml).

Két qua nay duoc tong hop boi bang 3.3.
Bing 3.3. Két qud khdng thé sau khi tinh ché

Phan doan OD Nong do IgG Ham luong
(mg/ml) IgG (mg)

1 0,034 0,025 0,063

2 0,297 0,221 0,554

3 3,000 4,444 11,110
4 2,750 2,037 5,092

5 2,590 1,918 4,795

6 1,014 0,751 1,877
7 - - -

8 - - -

9 - - -

10 - - -

Theo bang trén ta thiy IgG dugc tip trung trong cdc phan doan 3, 4, 5 véi
ndéng d6 IgG lan luot 1a: 4,444mg/ml; 2,037mg/ml; 1,198mg/ml dung dich dém hdi
giai. Trong d6, tap trung nhiéu nhét 13 ¢ phan doan 3 v&i ham lugng IgG thu duoc
12 11,11mg. Téng lwong IgG thu dugc 1a 23,671mg. Nhu vay, véi 4ml huyét thanh
thd, ndng d6 IgG thu duoc 1a 5,378mg/ml. Cho thay, ham luong khang thé sau khi
tinh ché 1a dat yéu cau. Do do, chuing t6i da chon cadc phan doan 3, 4, 5 [am mau cho
cdc thir nghiém tiép theo.

Bén canh d6, ciing voi viéc do OD ciia cdc phan doan huyét thanh sau tinh
ché, tién hanh do OD ciia dung dich sau khi rira cc protein thira sau khi qua cot thu
dugc két qua: OD = 0,004. Nhu vy, ham lugng protein trong mau nay con rat thap
chtng t6 qué trinh rira da dam bao loai hét cdc protein thira khong lién két véi

protein G.
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e Két qud chay dién di SDS-PAGE
Két qua tinh ché con thé hién & do tinh sach ctia huyét thanh sau tinh ché. Do
tinh sach ctia cdc mau huyét thanh sau tinh ché sau khi kiém tra lai bang phuong

phdp dién di SDS-PAGE.

S
. R
:l.

10

Hinh 3.3. Tiéu ban nhuom Coomassie ban dién di
SDS-PAGE (10% SDS) céc mau huyét thanh.
1, 10: thang protein, 2: HT thd, 3: dich thu duoc sau khi qua cét, 4, 5, 6, 7, 8, 9:
phan doan 3, 4, 5, 6, 7, 8.

Hinh 3.2 cho théy, & cdc mau 4, 5, 6 (twong ung véi phan doan 3, 4, 5) c6
ham luong IgG nhiéu hon cdc mau khéc. Piéu nay hoan toan phit hop véi két qua
cho & bang 3.3. O miu huyét thanh thd, albumin c6 ham lugng rit 16n, nhung sau
khi tinh ché, & cdc phan doan 3, 4, 5, 6, 7, 8 thi thanh phan nay hau nhu khong cé.
Nhu vay, huyét thanh tinh ché c6 d6 sach cao dic biét 1a thanh phﬁn albumin duoc
loai bé gan nhu hoan toan.

Nhu viy, qud trinh tinh ché khdng thé khdng ovalbumin di thanh céng véi
ham luong khéng thé thu dugc 1a 5,873mg/ml huyét thanh thd. T4p trung chil yéu &
céc phan doan 3, 4, 5 nhiéu nhit 1a phan doan 3 véi 11,110 mg. Huyét thanh tinh
ché cling dam bao do sach khi chay dién di SDS-PAGE.
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3.3. XAY DUNG HE ELISA PINH LUQNG OVALBUMIN.
3.3.1. Chon hé dém khéa phién

Pé xdc dinh loai dém dung khéa phién thich hop tham gia vao phan tng
ELISA dinh lugng ovalbumin, da sit dung hai loai dém khic nhau la: BSA 1% va
Casein 1%. Nong d6 khang thé phu phién 12 1/1000, khang nguyén & cot dau tién
ctia phién c¢6 noéng d6 1a 20 pg/ml pha lodng bac hai tir cot 2 dén cot 11.

Két qua thé hién ¢ hinh 3.4.

OD 450

0 T T T T T T T T T T

N Q4 ™ ) © Q ] Se) © Q@ ™
N N N ’\\ \\ \\ ’\\\ \\Q/ ’\\G) ’\\’\Q

Do pha loang KN

——Dbém casein - B8—Dém BSA
Hinh 3.4. D6 thi biéu dién sy phit hop gitta cdc dém khéa phién

trong phan rng ELISA dinh lugng ovalbumin.

Tir @6 thi hinh 3.4 ta thiy, dém Casein 1a dém thich hop nhit cho phéan tng
ELISA vi ¢6 mat do quang cao nhét 1a 1,557+ 0,060, dong thoi thé hién su tuyén
tinh gitta mat d6 quang va ndng d6 khang nguyén nén pht hop vai diéu kién phan
ung.

Péi voi dém 12 BSA, mat d6 quang nén rat cao 0,742+0,034, nén khong
phit hop véi diéu kién phan tng.

Mat do quang nén khi khéa phién bing BSA cao c6 thé do BSA va
ovalbumin 12 hai protein déu thudc nhém albumin nén BSA c6 thé c6 ciu tric
tuong tu nhu ovalbumin. Khi cho khang thé don dong khang ovalbumin vao phan

g KN-KT xay ra, mot s6 khdng thé gan vao BSA. Chinh vi viy nén c6 hién twong
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gan gia 1am cho mat d6 quang nén cao (0,742+0,034). Piéu nay khong phit hop khi
thuc hién phan tng ELISA.

Pbi v6i dém 1a Casein, ddy 12 mot protein trong sita, khong thudc nhém
albumin nén ciu tric ctia protein ny hoan toan khéc véi ovalbumin. C6 thé vi If do
nay ma casein khong lién két véi khang thé don dong khang ovalbumin. Do d6 mat
d6 quang nén thap (0,078+0,014), phix hop véi phan tng ELISA.

Nhu vay, véi hai hé dém 12 BSA va casein ding dé khéa phién thi Casein
phit hop cho phan tmg ELISA dinh lugng ovalbumin. Chinh vi thé, hé dém casein
1% da duoc dung cho céc thir nghiém tiép theo.

3.3.2. Xac dinh nong d$ khang thé phi hop cho phii phién

Pé xdc dinh nong do tdi vu cua khang thé tho khdng ovalbumin tham gia vao
phan tmg, 4 d6 pha khéc nhau ctia khang thé thé khéng ovalbumin tinh ché ( khéang
thé 1a hdn hop cua 3 phan doan 3, 4, 5) dugc su dung la: 1/500, 1/1000, 1/2000,
1/4000. Khang nguyén & cot dau tién c6 nong do6 12 20 pg/ml sau d6 duoc pha lodng
béc hai tir cot 2 dén cot 11. Két qua thé hién & d6 thi 3.5.

1.8 1
1.6 4
14
1.2 4

1 -
0.8
0.6
04
0.2 A

0

OD 450

B¢ pha lodng khang nguyen

——1/1000 —=— 1/2000 1/4000 1/500

Hinh 3.5. Db thi biéu dién sy phit hop gifta cdc ndng do khang thé
thé khdng ovalbumin trong phan trng ELISA dinh luong ovalbumin.



- 45 -

Két qua tir hinh 3.5 cho thdy, ¢ d6 pha khang thé cao 1/500 c6 mat do quang
cao nhat 1a 1,230+0,054, & cic d6 pha 1/2000 va 1/4000 ciing cho mat d6 quang cao
nhét 14n Iuot 1a 1,120£0,042 va 0,612+0,038. Trong phan tng ELISA thi cic mat do
quang nay déu thap, diéu nay khong phit hop véi diéu kién phan tng do mat do
quang qué thap.

Riéng & d6 pha 1/1000 la néng dd thich hop nhét cho hé ELISA vi c¢6 mat do
quang cao nhat 13 1,557+0,060, ddy 1a mat do quang cao, dong thoi thé hién su
tuyén tinh giita mat d6 quang va nong do khéng nguyén nén phit hop véi diéu kién
ctia phan Gng. Két qua thé hién & hinh 3.5.

O @6 pha khdng thé cao 1/500 mat d6 quang thip c6 thé do néng d6 khang
thé gin phién qud nhidu dan dén sy canh tranh vi trf lién két gan phién va gan dic
hiéu voi khdng nguyén ovalbumin. Do d6, nhitng khéng thé khong lién két chat ché
s& bi rira trdi 1am cho mat do quang nén thap.

O d6 pha khang thé 1/1000 1a phit hop do ndng do khang thé phit hop véi
gan phién.

Con ¢ cdc do pha 172000, 1/4000 c6 mat d6 quang thap c6 thé do ndng do
khéng thé qud thap din dén sé luong khang thé gin phién thap, diéu nay lam cho
mat d6 quang thap, khong phit hop véi diéu kién ctia phan tng.

Nhu vay, ndng d6 khang thé qué cao hodc qua thip déu khong phit hop cho
phan tmg ELISA dinh luong ovalbumin. O do pha khang thé 12 1/1000 1a ndéng do
thich hop nhét cho hé ELISA nay. Chinh vi vay, d6 pha khang thé 1/1000 s& duoc

ding cho céc thir nghiém tiép theo.
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3.4. THAM DPINH PHUONG PHAP
3.4.1. Xay dung dwong chuin

Puong chudn thé hién su phu thudc tuyén tinh giita mat do quang va nong do
ovalbumin trong mau thur.

2.000

1.500

OD 450 nm

1.000

0.500 "’/
0.000

-2.000  -1.000 0000 1000  2.000

Lg [Ovalbumin {ug/mlj]

Hinh 3.6. D6 thi dudng chuan

Puong chuan cia phuong phap ELISA dinh luong ovalbumin trong nghién
cuu nay dugc thiét lap dua vao su thay doi tuyén tinh ctia mat d§ quang (OD) &
budc séng 450nm ctia miu ovalbumin chuin c¢6 néng do xdc dinh. Mat do quang
ctia cdc giéng ELISA dugc do ¢ budc séng 450 nm bang mdy ELISA Titertek
Multiskan MCC/344 (Merck), két qua cia phan ung duoc tinh bang phan mém
Kinetic calculator V2.03 (Bio-Tek Instruments).

Sau khi tién hanh phan ung ELISA véi méu thir 12 ovalbumin tinh khiét,
ndng d6 ovalbumin 20pg/ml pha lodng bac hai tir cot 2 dén cot 11, khoang tuyén
tinh ¢c6 OD tir 1,5 dén 0,4 (hinh 3.6). Trong thuc té, viéc xdc dinh ndng do
ovalbumin trong mau thir ludn ludn dugce tinh dya trén sy so sanh OD ctia mau thu

véi OD mau chuan tai doan tuyén tinh ctia mdi thir nghiém.
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Theo db thi trong hinh 3.6, h¢ ELISA trong nghién ciru nay c6 thé xdc dinh
dugc ndng d6 ovalbumin trong khoang tir 30ng dén 20 ug/ml. Két qua nay cho thy
hé ELISA dugc xdy dung trong nghién cru nay cé kha nang phét hién ovalbumin
v6i khoang nong do twong duong véi bo kit ELISA dinh luong ovalbumin cta hang
Alpha Diagnostic International (1ng dén 20ng/ml).

Nhu vdy, phuong phdp ELISA duoc xdy dung cho két qua dinh luong
ovalbumin dat yéu cau dé ra.

3.4.2. Két qua xac dinh d6 nhay ciia phén ing

C6 hai dai lugng dai dién cho d§ nhay cua phan ting la gidi han phat hién
(Limit of Detection: LOD) va gidi han dinh lugng (Limit of Quantitation: LOQ).

LOD la luong thip nhit ctia chit can thir trong miu con c6 thé phét hién
duoc ma khong nhat thiét phai xdc dinh chinh xdc ham lwong. Thudng viéc xédc
dinh gidi han phat hién bang céch tim xem chat can thir c6 nong do cao hon hay
thip hon mot giéi han nao d6. LOQ 1a lugng thap nhat cua chit can thir ¢6 trong
mau thtt cdn ¢6 thé xdc dinh duoc véi mic do ding va chinh xéc thich hop. Gidi
han dinh luong 12 mot thong sb cia phuwong phdp dinh luong dbi véi lugng thap
nhat ctia chit can thr ¢6 trong khung mau va duoc sir dung dic biét trong viéc xédc
dinh céc tap chat va cdc san pham phan hity. Trong phan tmg ELISA c6 thé can cir
trén mat d6 quang ctia mau tring (mat d6 quang nén) tinh duoc hai gid tri nay theo
cong thtre [10]:

LOD= OD nén trung binh + 3SD (d6 1éch chuén)
LOQ= OD nén trung binh + 10SD

Trong d6, SD (Standard deviation) 1a d§ 1éch chuan cua phan Umg. D9 1éch
chuan ciia phan Ung cang thap thi LOD, LOQ cang c6 d6 chinh xic cao hay do
chinh x4c cua phan tng cang cao.

Cich xdc dinh: v6i cing mot mau da duoc lam déng nhét, tién hanh xéc

dinh bang phuong phap dé xuat nhiéu l1an n lan (n= 6+10 hay nhiéu hon...), sau d6

ap dung cong thirc:



- 48 -

(X, -x)

n—1

SD =

Trong dé: x;1a gid tri do dugc thir i
X 1a gid tri trung binh

n 1a so lan do

Xdc dinh d6 nhay ctia phuong phdp 13 tim ndng d6 ovalbumin thap nhit c6
trong mau thtr con ¢6 thé phat hién dugc va x4c dinh chinh xac néng do ovalbumin

¢6 trong mau thtr, sau khi tién hanh pha lodng ovalbumin thanh nhiéu d6 pha khéc

nhau.
Bdng 3.4. Dg nhay cua phdn ung (LOD va LOQ)
D4 nhay

n OD nén SD LOD LOQ

trung OD Nong d6 oD Nong do

binh ovalbumin ovalbumin

(ng/ml) (ng/ml)

24 0,078 0,014 0,102 30 0,173 60

Tir bang 3.4 ta thdy, LOD cua phan tmg c6 mat d6 quang 1a 0,102 va LOQ

c6 mat d6 quang 1a 0,173 tuong Gmg voi ndng d6 ovalbumin lan lugt 1a 30ng/ml va

60ng/ml. Nhu vay, d6i véi mau thir c6 ndng d6 ovalbumin > 30ng/ml thi phuong

phap ELISA phat hién duoc voi muc d dinh tinh. G ndng d6 ovalbumin > 60ng/ml

c6 trong mau thir s& duogc xdc dinh & mic do dinh luong trong phuong phép nay.

Két qua nay cho thy, hé ELISA duoc xdy dung trong nghién ciru nay c6 kha ning

phat hién ovalbumin véi khoang ndng do twong dwong véi bd kit ELISA dinh luong

ovalbumin cta hing Alpha Diagnostic International (1ng dén 20ng).




- 49 -

Bén canh d6, tiéu chuan cua ham lugng ovalbumin trong vacxin cim cho
phép 1a nho hon 1 pg/ml. Trong khi d6, phuong phap nay cé thé dinh lugng duoc
60ng/ml nhé hon 16 1an so v6i miic yéu cau. Chinh vi thé, phuong phdp nay c6 thé
dinh lugng véi cdc mau c6 ham lugng ovalbumin thép va cho dd chinh xac cao. Do
d6, phuong phap nay dat yéu cau trong phat hién va dinh luong ovalbumin trong
vacxin cum A/H5N1.

Nhu véy, hé ELISA xdy dung theo phuong phép nay dat tiéu chuan xdc dinh
ndng d6 ovalbumin trong vacxin cim A/H5N1 theo muc tiéu da dé ra.

3.4.3. Két qua xac dinh d chinh xac va d¢ ding ciia phwong phap [13-14]

Do chinh xdc 12 mirc d6 sdt gan giita cdc két qua thir riéng ré x; v6i gid tri
trung binh X thu dugc khi d4p dung phuong phdp dé& xuit cho ciing mdt mau thir
ddng nhét trong ciing diéu kién xdc dinh. Do chinh xdc bj anh hudng bdi sai s6 ngau
nhién. Khi dé cap dén d6 chinh xdc mot cach chi tiét hon nguoi ta quan tim téi do
lap lai. B0 1ap lai la két qua thyc hién c6 gid tri gﬁn sat véi gia tri trung binh cua céc
lan thuc hién trude d6 trong cung maot lan thuc hién hay gitra cac lan thuc hién khac

nhau véi cing mau thu.

D¢ chinh xédc cua phuong phdp ELISA dugc xdy dung trong nghién ctru nay
duoc xac dinh béng do 1ap lai cua thi nghiém (trong cung 1 lan thi nghiém va gitra
cdc 1an thi nghiém khéc nhau). Do ding cta phuong phdp duoc xdc dinh bang cich

st dung cdc mau “spiked” (1a cdc mau di biét trude néng do) [13-14].
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D¢ lap lgi trong cung phdn ung
Dé xdc dinh d6 lap lai trong ciing mot phan tng, tién hanh thir nghiém véi
mau chuén ovalbumin, lap lai 6 lan trong cung mot phién. Hé¢ s6 bién thién (CV) két

qué dugc tinh theo cong thuc [16]:
cv= 2 x100%
X
Trong d6: - X 1a gid tri OD trung binh ctia mot dd pha sau 6 1an thi nghiém

- SD 1a d6 léch chuan
Két qua duogc tong hop ¢ bang 3.5, 3.6.
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Bing 3.5. Mt d¢ quang nén ciia 6 lin thir nghiém

Nong d6

pg/ml Lan 1 Lan 2 Lan 3 Lan 4 Lan 5 Lan 6
20 1,581 1,628 1,542 1,497 1,684 1,623
10 1,290 1,390 1,320 1,266 1,372 1,327

5 1,106 1,218 1,126 1,082 1,138 1,186
2,5 0,827 0,966 0,932 0,855 0,948 0,926
1,25 0,525 0,621 0,654 0,606 0,694 0,655
0,625 0,379 0,463 0,425 0,314 0,501 0,404
0,313 0,271 0,267 0,222 0,175 0,263 0,201
0,156 0,149 0,126 0,121 0,107 0,136 0,114
0,078 0,087 0,086 0,085 0,082 0,093 0,090
0,039 0,070 0,072 0,073 0,073 0,078 0,076
0,020 0,062 0,064 0,067 0,070 0,072 0,070
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Bdng 3.6. D¢ lap lai ciia phan vmg

Nong d6 ug/ml | OD trung binh SD CV%
20 1,593 0,067 4,20
10 1,328 0,047 3,55
5 1,143 0,051 4,44
2,5 0,909 0,055 6,07

1,25 0,626 0,058 9,28
0,625 0,414 0,065 15,80
0,313 0,233 0,040 17,16
0,156 0.126 0,015 12,12
0,078 0,087 0,004 4,44
0,039 0,074 0,003 3,90
0,020 0,068 0,004 5,76

CV% 7,88

Pbi véi viéc thim dinh phuong phédp phan tich sinh hoc, do chinh xéc cua

phuong phép thé hién bang hé sé bién thién (CV%) va gid tri ndy can dat xung
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quanh gid tri trung binh, khong nén vuot qud 15% ngoai trir tai diém LOQ, hé sb
bién thién c6 thé bién thién nhiéu hon nhung khong vuot qua 20% [16].

Theo két qua ¢ bang 3.6, hé s6 bién thién thu dugc 12 7,88% cua 6 mau thir
trén cung phan tng. Pay 12 hé s6 thap cho thiy phuong phép c¢6 do lip lai cao va
6n dinh. Do 13p lai trong ciing phan tng dat yéu cau cho phép.

D¢ diing va dp lip lai giiva cdc lan thuwc hién phan vimg

P diing ciia mot quy trinh phan tich 12 mic d6 s4t gan cta cic gid tri tim
thdy v6i gid tri thuc khi d4p dung quy trinh dé xudt trén cing mot mau thir da duoc
1am dong nhét trong ciing diéu kién xéc dinh.

Do ding thuong dugc biéu thi bang ty 16 phuc hdi % cia céc gid tri tim thiy
so voi gid tri dugc thém vao mau thir bang phuong phdp dé xuat, dugc tinh theo

cong thtrc [16]:

x100%

Trong dé:
M la gié tri do dugc
M, la gi4 tri thuc (néng dd cua cdc mau da biét trudc néng do).
Do phuc hdi cang cao thi phuong phdp c6 d6 ding cang cao.

bé xdc dinh ty 1¢ phuc hdi va do 1ap lai gitra nhitng lan thi nghiém ddc 1ap,
cdc mau véi céc néng do da biét trude duoc lua chon ngﬁu nhién (30 pg/ml, 15
ug/ml, 12,5 pg/ml, 10 pug/ml, 8 ug/ml, 5 pg/ml, 1 pug/ml). Tién hanh phan ung
ELISA, d6 bién thién (CV%) va ty 1& phuc hdi dugc tinh sau 3 1an thi nghiém doc
lap (bang 3.7).
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Bdng 3.7. D¢ chinh xdc va d¢ diing cua phdn ung

Nong do 1y thuyét Két qua ELISA CV (%) Ti 1& phuc hoi
cua cdc mau : (%)
. Nong do trung SD
“spiked” (pg/ml)
binh (pg/ml)
30 27,96 1,64 5,87 93,21
15 14,74 0,40 2,72 98,24
12,5 13,75 1,18 8,57 110,00
10 9,68 1,22 1,64 96,77
8 7,45 1,22 1,31 93,13
5 4,85 0,38 7,85 96,93
1 0,80 0,09 1,60 79,67
Trung binh 9,37 95,42

Hé s6 phan tan (CV%) ctia 7 mau thir véi cdc ndng do khic nhau giita 3 1an
thir nghiém khéc nhau dat 9,37% . Pay 1a hé s6 thap ching t6 phuong phdp c6 do
13p lai va do 6n dinh cao giira cic 1an thir nghiém. Thém vao d6, ti 18 phuc hoi dat
95,42% cho thay do diing cta 3 lan thir nghiém cao. Piéu nay cho thay, phuong
phép khong chi cho d¢ lap lai va do 6n dinh cao ma con cho do ding rat cao.

Nhu vay, phuong phdp ELISA dugc xay dung trong nghién cru nay c6 do
chinh x4c rat cao (d0 1ap lai trong cling phan ung dat 7,88% va do lap lai sau nhitng

lan thi nghiém ddc 1ap dat 9,37%), va do ding cao (ti 1¢ phuc hdi dat 95,42%).
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3.4.4. So sanh v6i phwong phap dién di mién dich d6i luu

Pé so sanh d6i chiéu véi cdc phuong phap mién dich khic vé do nhay trong
viéc dinh lugng ovalbumin, phuong phdp dién di mién dich d6i luu dwgc st dung.
Khang thé dugc st dung 13 khang thé khdng ovalbumin tir huyét thanh tho khang
ovalbumin tinh ché theo qui trinh dugc miéu ta ¢ trén va cdc mau ovalbumin chuan

v6i cdc nong do khic nhau.

Vi ndng do khang nguyén ovalbumin 50 pg/ml, 20 ug/ml, 10 pg/ml, 1 pg/ml
duoc dit ¢ cic giéng phia cuc 4m va huyét thanh tho khang ovalbumin tinh ché dat ¢
cic giéng phia cyc duong. Két qua ¢ hinh 3.7 cho thay, xudt hién cung ngung két
KN-KT & ndéng do ovalbumin tir 10+50 pg/ml. O ndng d6 ovalbumin 1a 1 pg/ml
khong thay xuat hién cung ngung két. Piéu nay cho thdy, phuong phdp dién di mién

dich d6i Iuu chi c¢6 thé pht hién dugc ovalbumin véi ndng do thap nhét 1a 10 pg/ml.

Ovalbumin 50 ug/ml Ovalbumin 20 ug/ml

Ovalbumin 10 ug/ml Ovalbumin 1ug/ml

Hinh 3.7. Tiéu ban nhu¢m Coomassie phuong phap dién
di ddi luu dinh lugng ovalbumin
Nhu vy, véi thoi gian thyc hién ngin (1 ngay, 1 dém), c6 thé thyc hién cling
ldc 1 lwgng mau 16n, do 1ap lai, d6 nhay 30 ng/ml (bang 3.4), d6 chinh xac rat cao
(CV <15%, ti 1& phuc hoi > 95%, bang 3.7), phuong phap ELISA dugc xiy dung
trong nghién ctru nay 1a phuong phdp c¢6 wu thé vuot troi trong viéc dinh lugng

ovalbumin.
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3.5. UNG DUNG HE ELISA PE PINH LUQONG OVALBUMIN TRONG

TRONG VACXIN CUM A/H5N1

Sau khi t6i wu hod cic thong s cua phuong phdp ELISA, cic maiu
ovalbumin (trong vacxin cim va ovalbumin thd san xuat tir 1ong trang tring) duoc

st dung dé tham dinh phwong phdp. Mdi miu ovalbumin duoc do 3 1an dé xdc dinh

do 1ap lai (Bang 3.8).

Bing 3.8. Két qui ELISA dinh lwong cdc méu ovalbumin

M4u ovalbumin Néng do ovalbumin xac CV (%)
dinh bang ELISA
Dich ni¢u ném trung ga c6 phdi < 30 ng/ml 7,87
khong nhiém virus
Dich ni¢u ném trirng ga c6 phoi < 30 ng/ml 8,12
khong nhiém virus 16 4

Dich virus sau loc thd < 30 ng/ml 7,69
Vacxin cim bén thanh pham 16 1 < 30 ng/ml 6,89
Vacxin cim ban thanh pham 16 3 < 30 ng/ml 13,6
Vacxin ctim bén thanh pham 16 4 < 30 ng/ml 12,5
Long tring tring 3 pg/ml 9,83

Theo két qua & bang 3.8 cho thiy:

Nong d6 ovalbumin trong long tring tring 12 cao nhdt (3 pg/ml) do
ovalbumin 1a thanh phan chinh ciia 1ong trang trimg. Tuy nhién, ovalbumin & dich

niéu ném (niéu nang) rat it (<30ng/ml). Diéu nay cho thay, k¥ thuat hit dich niéu
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ném trong qud trinh san xuét 12 rat quan trong, trdnh hit 1ong tring trimg s& 1am
giam ham lugng ovalbumin trong vacxin cum A/H5NI.

O céc 16 vacxin cim bén thanh phém va dich virus sau loc tho néng do
ovalbumin rat thdp (déu nho hon 30 ng/ml), cho thdy tat ca cic mau nay déu dat tiéu
chuan chat luong vé ham luong ovalbumin.

Hé s6 bién thién (CV%) trong cdc mau twong ddi thip (CV%< 15%) cho
thdy phuong phdp c6 do lip lai va do 6n dinh cao. Nhu vay, phuong phdp c6 do
chinh x4c cao.

C6 thé nhan thay rang, phuong phdp ELISA ma ching t6i xdy dung c¢6 do
dic hiéu cao vi khong chi ¢6 kha ning phat hién cdc mau ovalbumin tinh khiét ma

con ¢6 kha nang dinh lugng cdc mau ovalbumin thd véi do 1ap lai cao.
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o)

CHUONG 4: KET LUAN VA KIEN NGHI
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4.1. KET LUAN

4.1.1. San xuit khang thé thé khiang ovabumin
— Pi san xuat dugc khang thé tho khang ovalbumin, hiéu gia dat 1/250
(phuwong phap Ouchterlony), ndng d6 khéng nguyén 1a 20 pg/ml.
— Pi xay dung dugc quy trinh gy mién dich tho san xuat khdng thé khang
ovalbumin véi khang nguyén ovalbumin pha trong ta chat Freund. Quy trinh

mién dich gdm 4 mii, liéu luong khang nguyén tang dan tir 0,5+ Img/ml.

Thoi gian gdy mién dich 1 40 ngay.
4.1.2. Pa sir dung ct HiTrap protein G HP tinh ché thanh cong khang thé
(IgG) khang ovalbumin tir huyét thanh thé thd
— Nong d6 khang thé (IgG) sau tinh ché 1a: 5,378mg/ml
— Pam bao do sach huyét thanh sau tinh ché (loai dugc hau hét ambumin trong
huyét thanh tho)
4.1.3. Xay dung va tham dinh dwoc hé ELISA gian tiép dinh lrong ovalbumin
trong vacxin ciim A/H5N1, véi cac thong sb sau:
— Do nhay: LOD =0,102; LOQ= 0,173
— DO chinh xdc: CV% trong cling lan thuc hién: 7,88%
va CV% trong céc lan thuc hién: 9,37%
— Do ding: Ty 1é phuc hoi: 95,42%
— Phuong phdp dat d 6n dinh cao.
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4.2. KIEN NGHI
— Ung dung phuong phép ELISA gidn tiép dé kiém dinh tiéu chuan ovalbumin
trong vacxin cim A/H5NI1.

— Xay dung b kit dinh Iugng ovalbumin trong vacxin cim A/H5N1
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Du thio chit lwong vacxin Fluvac phong ciim A/ H5N1 hap phu

PHU LUC 2

STT

Céc chi tiéu

Ti€u chuan danh gia

Tiéu chuan 4p

dung

Vo trung

Khong c6 sy phét trién cua vi sinh vat.

DDVN tap 3,
Ha Néi (2003)

Hiéu luc bat

hoat

8/10 trimg ga c6 phdi 10+11ngay tudi sdng

s6t sau khi duoc cdy truyén 0.2ml mau thir
& mdi do pha 1; 1/10 va 1/100. khong c6
hoat tinh ngung két hong cau trong dich
niéu nang cua tat ca cic tronging duoc

céy truyén lan 2.

WHO/TRS
927/2005

Nong d6 khang
nguyén HA

>15pg/1 liéu don cho ngudi hodc nong do
khéng nguyén du dé tao dugc hiéu gid trc
ché ngung két hong cau >1/40 trong huyét

thanh cta g tréng 3+6 thang tudi sau liu

mién dich th 2, 10 ngay véi quy trinh

mién dich 2 liéu cdch nhau 20 ngay.

WHO/TRS
927/2005
WHO
consulation for
the
development of
a global action
plan to increase
the supply of
pandemic
influenza

vaccines.

Protein tong s6

< 6 lan tong s6 nong do HA ciia vacxin
nhung khong nhiéu hon 100pg protein/1
chung virut/1 lidu don cho ngudi va tong

sO protein khéng nhiéu hon 300 pg/1 lidu

WHO/TRS
927/2005




don cho nguoi.

5. |Endotoxin < 100IU/1 liéu don cho ngudi. DD Anh -
Crown
Copyright 2001
6. |Ovalbumin < 1pg/1 liéu don cho nguoi. WHO/TRS
927/2005
7. |Cam quan - Trang thdi lang can: phan nudc & trén la
dich trong, khéng mau, phidn cin mau
trang ling & dudi.
- Sau khi lic nhe tao thanh huyén dich
d6ng nhat, khong 13n chat la hodc chat khé
hoa tan.
8. |pH 7+0,5 DDVN tap 3,
Ha No6i (2003)
9. [Tinh antoan  |Toan bd chudt thi nghiém séng khoe manh DDVN tap 3,
sau it nhat 7 ngay theo doi. Ha N6i (2003)
10. |AI(OH); hodc |lmg + 0,2/ml DDVN tap 3,
AIPO, HA Nbi (2003)
11. [Merthiolate <0,2g/1 DDVN tap 3,
Ha No6i (2003)
12. [Formandehyt |<0,2g/1 DDVN tap 3,
ton du Ha N¢i (2003)




PHU LUC 3

CACH PHA CAC DUNG DICH

Pha dung dich PBS pH7,2
NaCl: 9¢g
Na,HPO,: I,1g
NaH,POy: 0,28¢

Nudc cit vira da 1 lit.

Pha dung dich nhu¢m mau (Coomassive brillant blue)

Cong thure pha cho 200 ml

Acetic acid 20 ml
Ethanol 96% 90 ml
Nude cat 90 ml

1g coomassive brillant blue

Pha dung dich tdy mau
Cong thure pha cho 500 ml
Acetic acid 50 ml
Ethanol 96% 225ml
Nuéc cat 225ml
Pha dung dich dém barbital 0,1M, pHS,6
Barbitone sodium GPR (BDH, prod.nr.27283): 20,6g
Barbitone GPR (BDH, prod.nr.27282): 4,0g
Nuéc cat 1000 ml

Pém Glycine-HCI 0,1M; pH=2,5:2,6 (dung dé chiét rira khang thé ra khoi cot hap

phu mién dich)
Diéu ché glycine 0,2M (15,01g hoa v6i nudc cat thanh 800 ml)
HCI 2M dung dé diéu chinh pH cua dung dich glycine dén 2,5:2,6. Sau d6 thém

nudc cat vura du 1 lit. Trude khi dung pha loang hai 1an véi nude cat.

Sodium phosphat (Na,HPO,), 20mM, pH7,0



Can 2,48g Na,HPO, pha trong 800 ml nudc cat. Piéu chinh pH bang dung
dich H;PO,1M dén 7. Sau d6 thém nude cat di 1 lit.
Tris-HCl

Can 12,11g trizma base pha trong 80 ml nuéc cit. Dung axit HCl IN dé
chinh vé pH 9,0. sau d6 thém nudc cat vira dii 100 ml.

Dém carbonate, pH=9,6

NaNj; 0,2¢g
NHQCO3 1’5g
NaHCO; 2,39¢g

Nudc cit vira da mot lit
Chinh vé pH = 9,6
Dung dich Sodium acetate
Sodium acetate khan 90,2¢
Nudc ct vira da 1 lit
Chinh vé pH=5,5
Co chit TMB (ding cho mét phién)

Nudc cat 9ml

Na-acetate Iml

TMB/Ethanol 0,167ml

Oxi gia 30% 2ul
Pém khéa phién

Casein g

PBS, pH7,2 100 ml
bém ELISA

Casein 0,5¢g

Tween 20 50 ul

PBS vura du 100 ml
Dung dich rtra phién

Nude cat: 1 1it

Tween 20 0,5ml



PHU LUC 1

SO PO QUY TRINH SAN XUAT VA KIEM BINH VACXIN
CUM SAN XUAT TREN TRUNG GA CO PHOI

Chung san xuat/nguyén li¢u dau

IA
€

l Xéc nhdn chét lugng

Cay chiing vao phdi ga 10-11 ngay tudi

l

Thu gét dich niéu nang - Vo trung
- Protein
l - “HA

Tinh sach giai doan mdt (loai protein khong déc higu)
Ly tdm 12.000 vong/phit/1gid/4°C

l

San pham giai doan 1

| - VO trung
r - Protein
- HA

Tinh sach giai doan 2
Ly tam 30.000 vong /phut/ 1gid/4°C

”
v

San pham giai doan 2

HA trong nudce

| - Vo trung
f - Protein
- HA

Hoan nguyén bat hoat
(Formaldehye 1/4000/ 5 ngay/ 4°C)

”
v

Khang nguyén tinh ché

Hiéu luc bat hoat

- VO trung
le - Protein, endotoxin
v “HA ‘
Hép phu va pha ban thanh phém - Fomaldehyde ton du
i: - VO trung
Phan liéu - Chat hap phu

- Chét bao quan

|

. . - Vo trung
Vacxin thanh pham

«— - Nhan dang, an toan
- Hoaly
- Dbép ting mién dich



