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Nghiªn cøu chÕ t¹o IgG thá kh¸ng vi rót Banna chñng 05VN255  
g¾n enzyme horseradish peroxidase 
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Vi rót Banna mét vi rót Colti nhãm B thuéc hä 
Reoviridae míi ®îc ph¸t hiÖn t¹i ViÖt Nam n¨m 
2005, cho ®Õn nay cha cã sinh phÈm cho c¸c 
ph¬ng ph¸p ELISA ®Ó chÈn ®o¸n. Môc tiªu cña 
nhãm nghiªn cøu lµ tinh chÕ IgG thá kh¸ng vi rót 
Banna chñng 05VN255 tõ huyÕt thanh thá toµn phÇn 
vµ chÕ t¹o céng hîp IgG thá kh¸ng vi rót Banna 
chñng 05VN255 g¾n enzyme HRPO  

Tõ 40ml huyÕt thanh thá toµn phÇn kh¸ng vi rót 
Banna ®îc sö dông ®Ó tinh chÕ IgG thá b»ng bé kÝt 
Mab Trap, sö dông IgG thá tinh chÕ ®Ó g¾n enzyme 
HRPO. KÕt qu¶ ®· tinh chÕ ®îc 4ml IgG thá kh¸ng 
vi rót Banna, hµm lîng protein ~10mg/ml. T¹o ®îc 
2ml céng hîp tõ 1ml IgG thá kh¸ng vi rót Banna, 
céng hîp IgG thá kh¸ng vi rót Banna rÊt tinh khiÕt víi 
gi¸ trÞ OD blank vµ mÉu chøng ©m <0,05 (tiªu chuÈn 
cho phÐp ≤ 0,02), rÊt ®Æc hiÖu víi vi rót Banna. 

Tõ kho¸: Vi rót Banna, IgG. 
Summary 
Banna virus belongs to Reoviridae, which has just 

discovered in Viet nam of patient in 2005, so reagents 
for diagnosis by ELISA techniques is not availabel. 
Ojective: Purification of rabbit IgG anti Banna virus 
and preparation of conjugate label HRPO enzyme. 
From 40ml of rabbit whole molecular  sera anti Banna 
was used for purification of rabbit IgG by Mab Trap 
kit, using purified rabbit IgG anti Banna for labeling 
HRPO enzyme. Results: produced 4ml of rabbit IgG 
anti Banna virus were purified with protein contain ~ 
18.74mg/ml. 2ml of conjugate were prepared from 
1ml of rabbit IgG anti Banna virus. The conjugate is 
purity OD of negative control and blank < 0.050 
(criteria< 0.200) and specific with Banna virus. 

Keywords: Banna virus, rabbit IgG. 
§Æt vÊn ®Ò 
N¨m 2005, cã mét chñng vi rót míi ®îc ph©n lËp 

tõ dÞch n·o tuû mét bÐ g¸i bÞ héi chøng n·o cÊp ë Gia 
Lai. §©y lµ chñng vi rót lÇn ®Çu tiªn g©y bÖnh ë ViÖt 
Nam, chñng vi rót cã ký hiÖu 05VN255 vµ cã vËt liÖu 
di truyÒn t¬ng tù vi rót Banna, vi rót ®· g©y bÖnh ë 
Trung Quèc vµ Indonesia nh÷ng n¨m 80 cña thÕ kû 
tríc. Cho ®Õn nay ®· ph¸t hiÖn ra 12 chñng vi rót 
Banna ë ViÖt Nam tõ dÞch n·o tuû vµ muçi ë mét sè 
tØnh miÒn B¾c, miÒn Trung, miÒn Nam vµ T©y Nguyªn 
[3]. §Ó x¸c ®Þnh vai trß g©y bÖnh cña vi rót Banna 
b»ng c¸c kü thuËt chÈn ®o¸n miÔn dÞch, phôc vô gi¸m 
s¸t huyÕt thanh häc cÇn cã sinh phÈm. Do vËy nghiªn 
cøu chÕ t¹o sinh phÈm cho chÈn ®o¸n vµ gi¸m s¸t sù 
lu hµnh cña vi rót Banna lµ mét vÊn ®Ò cÊp thiÕt. 
ChÝnh v× vËy chóng t«i thùc hiÖn nghiªn cøu nµy 
nh»m môc tiªu: 

Tinh chÕ IgG thá kh¸ng vi rót Banna chñng 05VN 
255 tõ huyÕt thanh thá toµn phÇn. 

ChÕ t¹o céng hîp IgG thá kh¸ng vi rót Banna 
chñng 05VN255 g¾n enzyme HRPO. 

VËt liÖu vµ ph¬ng ph¸p 
VËt liÖu 
MÉu huyÕt thanh: 40ml huyÕt thanh thá toµn phÇn 

kh¸ng vi rót Banna chñng 05VN255 
Dung dÞch: 10mM sodium carbonate, 0,2M sodium 

carbonate, 1mM sodium acetate, PBS (-) vµ c¸c dung 
dÞch cÇn thiÕt kh¸c cho kü thuËt ELISA. 

Ho¸ chÊt: HRPO, NaIO4, NaBH4, BSA, c¬ chÊt 
TMB vµ c¸c ho¸ chÊt cÇn thiÕt kh¸c. 

Trang thiÕt bÞ vµ dông cô: Bé kÝt t¸ch chiÕt IgG tõ 
huyÕt thanh toµn phÇn  (Mab-Trap kit) cña Amersham 
Biocience AB, Thuþ §iÓn, hép thÈm tÝch (dialysis 
cassette) cña Perbio, b¬m nhu ®éng, gi¸ ®ì cét t¸ch 
chiÕt, m¸y quay ®iÖn tõ, m¸y quang phæ, m¸y ®äc 
ELISA vµ c¸c dông cô cÇn thiÕt kh¸c. 

Ph¬ng ph¸p  
Tinh chÕ IgG tõ huyÕt thanh thá toµn phÇn: huyÕt 

thanh thá toµn phÇn ®îc bÊt ho¹t 56oC/30 phót. IgG 
kh¸ng vi rót Banna ®îc tinh chÕ tõ huyÕt thanh thá 
toµn phÇn b»ng bé kÝt t¸ch chiÕt Mab-Trap. Qu¸ tr×nh 
tinh chÕ IgG tõ huyÕt thanh thá toµn phÇn ®îc thùc 
hiÖn theo híng dÉn cña bé sinh phÈm. Hµm lîng 
protein (mg/ml) cña IgG thá kh¸ng vi rót Banna ®îc 
®o b»ng m¸y quang phæ Eppendorf (Ph¸p), tÝnh theo 
c«ng thøc: gi¸ trÞ OD280 x 1,45- gi¸ trÞ OD260 x 0,75. 

G¾n HRPO víi IgG thá kh¸ng vi rót Banna theo 
ph¬ng ph¸p cña Wilson  vµ Nakane [6],[7]. KiÓm tra 
IgG thá kh¸ng vi rót Banna vµ céng hîp theo nguyªn  
kü thuËt ELISA Sandwich [2]. §äc kÕt qu¶ b»ng m¸y 
®äc ELISA víi bíc sãng 492nm/620nm. HiÖu gi¸ 
kh¸ng nguyªn vi rót ®îc x¸c ®Þnh gi¸n tiÕp b»ng gi¸ 
trÞ mËt ®é quang häc víi ®iÒu kiÖn OD cña chøng ©m, 
OD cña blank ≤ 0,02, tû sè cña OD mÉu chøng 
d¬ng/ OD chøng ©m ≥ 3 [1]. 

KÕt qu¶ 
Sö dông bé kit Mab-Trap ®Ó tinh chÕ IgG, thu håi 

mÉu trong qu¸ tr×nh t¸ch chiÕt 1ml/tube, nång ®é 
protein trong qu¸ tr×nh tinh chÕ ®îc biÓu thÞ nh sau: 
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H×nh 1. Tinh chÕ IgG thá kh¸ng virut Banna 
b»ng bé kit MAb Trap 

MÉu ch¶y qua cét 

IgG thá kh¸ng 
 virut Banna 
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Tube 1, 2, 3, 4, 5, 6,  lµ mÉu thu håi trong giai 
®o¹n cho mÉu huyÕt thanh ch¶y qua cét, IgG thá cña 
huyÕt thanh sÏ g¾n vµo protein G cßn albumin vµ c¸c 
thµnh phÇn kh¸c cña huyÕt thanh sÏ bÞ lo¹i ra. C¸c 
tube sè 7, sè 8, sè 9, sè 10 lµ mÉu thu håi trong giai 
®o¹n sö dông dung dÞch t¸ch chiÕt IgG ra khái protein 
G, ë c¸c tube nµy protein ®o ®îc lµ IgG thá kh¸ng vi 
rót Banna ®îc tinh chÕ b»ng cét Hi Trap víi nång ®é 
protein (mg/ml) ë c¸c tube lÇn lît nh sau: 20,921; 
39,668; 15,644; 7,563.  Trén c¸c tube sè 7, 8, 9, 10 
®îc 4ml IgG thá kh¸ng vi rót Banna chñng 
05VN255, hµm lîng protein ~ 18,74mg/ml. 

Pha lo·ng  IgG thá kh¸ng  vi rót Banna cã hµm 
lîng protein 18,74mg/ml thµnh dung dÞch IgG cã 
hµm lîng ~ 10mg/ml. Dïng 1ml IgG thá ®· pha 
lo·ng nµy ®Ó g¾n enzyme HRPO ®Ó t¹o thµnh 2ml 
céng hîp IgG thá kh¸ng vi rót Banna. KiÓm tra ®é ®Æc 
hiÖu vµ ®é tinh khiÕt cña céng hîp b»ng kü thuËt 
ELISA Sandwich ®Ó ph¸t hiÖn kh¸ng nguyªn vi rót 
Banna, cho thÊy IgG thá kh¸ng vi rót Banna vµ céng 
hîp g¾n HRPO kh«ng cã ph¶n øng chÐo víi vi rót 
viªm n·o NhËt B¶n, thÓ hiÖn qua gi¸ trÞ OD lµ: 0,155; 
0,123; 0,067 t¬ng øng víi c¸c nång ®é céng hîp 
1/1000, 1/2000, 1/4000; ngîc l¹i rÊt ®Æc hiÖu víi 
mÉu chøng d¬ng vi rót Banna víi gi¸ trÞ OD lµ: 
3,754;  2,766; 1,807 t¬ng øng víi c¸c nång ®é céng 
hîp 1/1000, 1/2000, 1/4000. 

B¶ng 1. OD cña c¸c mÉu kiÓm tra víi céng hîp 
IgG thá kh¸ng virut Banna 

HiÖu gi¸ 
céng hîp 

OD mÉu 
vi rót 

VNNB 

OD mÉu 
vi rót 

Banna 

OD mÉu tÕ 
bµo kh«ng 
g©y nhiÔm 

OD cña 
blank 

1000 0,155 3,754 0,054 0,032 
2000 0,123 2,766 0,045 0,037 
4000 0,067 1,807 0,053 0,045 
8000 0,064 0,897 0,047 0,041 
16000 0,056 0,456 0,034 0,044 
32000 0,044 0,280 0,034 0,049 
 

§é tinh khiÕt cña céng hîp ®îc x¸c ®Þnh gi¸n tiÕp 
qua gi¸ trÞ OD cña mÉu chøng ©m (MÉu níc næi tÕ 
C6/36 kh«ng g©y nhiÔm vi rót)vµ c¸c giÕng Blank, ë 
nh÷ng mÉu nµy gi¸ trÞ OD rÊt thÊp tõ 0,032 ®Õn 0,049 
víi c¸c nång ®é céng hîp tõ 1/1000 ®Õn 1/32000. 
Theo kÕt qu¶ chuÈn ®é, x¸c ®Þnh IgG thá kh¸ng vi rót 
Banna dïng ®Ó g¾n b¶n lµ 2mg/ml, céng hîp IgG thá 
kh¸ng vi rót Banna g¾n HRPO cã thÓ sö dông cho kü 
thuËt ELISA Sandwich ®Ó ph¸t hiÖn kh¸ng nguyªn vi 
rót ë ®é pha lo·ng 1/2000, ®©y lµ céng hîp sö dông 
cho kü thuËt MAC-ELISA  ®Ó ph¸t hiÖn kh¸ng thÓ IgM 
kh¸ng vi rót Banna vµ kü thuËt INDIRECT- ELISA 
ph¸t hiÖn IgG kh¸ng vi rót Banna trong chÈn ®o¸n 
huyÕt thanh häc. 

Bµn luËn  
Cã rÊt nhiÒu ph¬ng ph¸p tinh chÕ IgG tõ huyÕt 

thanh. Tríc ®©y c¸c phßng xÐt nghiÖm trªn thÕ giíi 
hay dïng ph¬ng ph¸p cæ ®iÓn: IgG trong huyÕt 
thanh ®îc tña b»ng ammonium sulfate b·o hoµ 
trong ®Öm photphate pH=7,4; t¸ch chiÕt vµ tinh chÕ 

IgG tõ huyÕt thanh theo ph¬ng ph¸p nµy phøc t¹p, 
mÊt nhiÒu thêi gian kho¶ng 2 ngµy vµ sö dông nhiÒu 
dung dÞch, ho¸ chÊt trong qu¸ tr×nh thùc hiÖn [5],[6]. 

Nh÷ng n¨m gÇn ®©y cã nhiÒu bé kit t¸ch chiÕt 
®îc th¬ng m¹i ho¸ trªn thÞ trêng víi viÖc sö dông 
protein A hoÆc protein G lµm cét Hi Trap ®Ó tãm b¾t 
IgG tõ huyÕt thanh vµ thu håi IgG tinh khiÕt. Trong 
nghiªn cøu nµy sö dông bé kit Mab-Trap ®· tinh chÕ 
®îc 4ml IgG thá kh¸ng vi rót Banna cã nång ®é 
protein ~18,74 mg/ml, cét Hi Trap ®îc ®ãng gãi s½n 
víi 1ml protein G ®· tinh chÕ ®îc hµm lîng protein 
tèi ®a nh hiÖu suÊt tinh chÕ ®· ghi nhËn tõ nhµ s¶n 
xuÊt bé kit. 

C¸c enzyme thêng sö dông ®Ó lµm céng hîp nh 
biotin, alkalin photphat, HRPO… nhng HRPO 
thêng ®îc sö dông v× HRPO cã nguån gèc thùc vËt, 
gi¸ thµnh kh«ng cao, mÆt kh¸c ®©y lµ enzyme ®· 
th¬ng m¹i ho¸ [4]. ViÖc sö dông HRPO ®Ó g¾n IgG 
thá kh¸ng vi rót Banna ®Ó chÕ t¹o céng hîp cã ®é 
nh¹y, ®é tinh khiÐt cao vµ ®é ®Æc hiÖu cao. Sö dông 
sinh phÈm chÕ t¹o ®îc cho kü thuËt ELISA 
Sandwich ë ®é pha lo·ng 1/2000 lµ tts nhÊt v× mËt ®é 
quang cao vµ æn ®Þnh gióp øng dông ®Ó ph¸t hiÖn 
nhanh vi rót Banna [4]. 

ViÖc chÕ t¹o thµnh c«ng IgG thá vµ céng hîp 
kh¸ng vi rót Banna lµ c¬ së cho viÖc x©y dùng kü 
thuËt MAC- ELISA ®Ó ph¸t hiÖn IgM  vµ INDIRECT- 
ELISA ph¸t hiÖn IgG kh¸ng vi rót Banna gióp cho 
chÈn ®o¸n vµ gi¸m s¸t huyÕt thanh häc sù nhiÔm vi 
rót ®îc nhanh chãng vµ chÝnh x¸c. 

KÕt luËn 
1. Tõ 40ml huyÕt thanh thá toµn phÇn ®· tinh chÕ 

®îc 4ml IgG thá kh¸ng vi rót Banna chñng 05VN255 
cã nång ®é protein ~18,74mg/ml b»ng bé kit Mab 
Trap. IgG thá kh¸ng vi rót Banna tinh khiÕt dïng cho 
kü  thuËt ELISA Sandwich 2g/ml. 

2. ChÕ t¹o thµnh c«ng 2ml céng hîp IgG thá 
kh¸ng vi rót Banna g¾n HRPO cã hiÖu gi¸ cao, ®Æc 
hiÖu sö dông cho kü thuËt ELISA Sandwich ë ®é pha 
lo·ng 1/2000, ®©y còng lµ céng hîp sö dông cho kü 
thuËt MAC- ELISA vµ INDIRECT- ELISA. 
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