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NGHIEN CUU TAO QUE THU PHAT HIEN NHANH KHANG
NGUYEN F1 CUA VI KHUAN YERSINIA PESTIS

Mai Thi Thu', Nguyén Phuong Minh'", Lé Trong Tai', Nguyén Ngoc Hung?

Pham Tién Diing’, L& Quang Hoa>"

Tém tit: Vi khudn Yersinia pestis la tac nhdn gdy bénh dich hach, mét trong
nhitng logi bénh truyén nhiém toi nguy hiém va cé thé dwoc sir dung lam vii khi sinh
hoc ¢6 tinh hiy diét cao. Muc tiéu cia nghién citu nay la nham xdy dung quy trinh
ché tao que thir phdt hién nhanh khdng nguyén nang F1 déc trung cia Y. pestis diwa
trén ky thudt sdc ky mién dich kep doi. Pé dat dwoc muc tiéu nay, chung toi da tién
hanh khdo sat cdc thong sé nhie logi va heong khang thé vach thir nghiém va khdng
thé phat hién ciing nhu logi dém sir dung khi chay que thir. Cdc két qud nghién ciru
dd chi ra rang cau hinh t6i wu cia que thir phat hién khang nguyén F1 la sir dung
khang thé don dong G20 tai vi tri vach thir nghiém, khang thé don dong 3YPS-
YPF19 lam khdng thé phdt hién gan nano vang va dém chay que thir la dém PBS pH
7.4 ¢6 b6 sung 0,5% BSA va 0,05% Tween 20. Liéu heong khang thé G20 can in lén
mang la 2 ug/em va thé tich céng hop phdt hién 3YPS8-YPF19 can sir dung la 4
ul/que thit. Véi cac théng sé toi wu ndy, que thir cho phép phat hién khang nguyén
F1 tinh khiét & nguéng phdt hién tir 1-5 ng/ml trong 15 phiit.

Tir khéa: Yersinia pestis, Khang nguyén F1, Sic ky mién dich.
1. MO PAU

Dich hach 1a m6t bénh tmyén nhiém tién trién cép tinh, cyc nguy hiém do vi khuan
Yersinia pestis gdy ra. Bénh luu hanh trong quéan thé mot sé loai dong vat gam nham (chu
yéu 1a chudt) va bo chét ky sinh trén ching roi tir d6 lay truyén sang ngudi qua trung gian
bo chét nhiém khuan Trong lich sir loai nguoi duge ghi nhén cho dén nay, dich hach la
loai bénh truyén nhidm véi sd ca tir vong cao nhat (khoang 200 triéu ca) (Perry va
Fetherston, 1997). Hién nay, bénh dich hach Van dang luu hanh rai rac tai mét s6 quoc gia
trén thé gi61 (CDC, 2017). Trong nhirng nam gan day, tai Viét Nam khong ghi nhan trudng
hop nao méc bénh dich hach. Tuy nhién, trong bdi canh giao thwong toan cau hoéa hién
nay, nguy co lay lan bénh dich hach tir nudc ngoai vao Viét Nam la hién htru. Mat khac, vi
khuén Y. pestis con co the dugc str dung 1am vii khi sinh hoc véi tinh huy diét rat 16m, gdy
lo ngai cho cong dong qudc té dic biét trong thoi diém hién nay khi cac vu khing bd dién
ra lién tiép trén thé giéi.

Vé tac nhan gy bénh, Y. pestis 1a tryc khuan, Gram 4m, khong di /dong, khong hinh
thanh bao tir thudc ho Enterobacteriaceae. 6] nguoi va dong vat, vi khuédn nay sinh trudng
trong dai thuc bao, lan tran trong cac t& bao biéu mé sau dé lan ra toan bo co thé (Zhou va
dong tac gia, 2006). Khi lay nhiém vao co thé, Y. pestis tiét ra mot lugng 1on khang
nguyén nang F1, vn c6 ban chét protein, vao mau va trong cac hach (Chanteau va dong
tac gia, 1998). Mot dic diém dang chu y 1a chi c¢6 & Y. pestis méi c6 khang nguyén nay.
Do vay, khang nguyén F1 thuong duge sir dung trong chan doan bénh dich hach hay phat
hién Y. pestis trong moi truong.

Cac phuong phép phén tich khang nguyén F1 déu 1a cac phuong phap mién dich trong
d6 phd bién nhét 1a ELISA kep d6i va sac ky mién dich kep doi (Splettstoesser va dong tac
gia, 2004). Uu diém co ban cia cac phuong phap ELISA 1a c6 d6 nhay phat hién cao va co
kha ning dinh luong (Splettstoesser va dong tac gia, 2004). Tuy nhién, diém han ché cua
cac phuong phap nay 1a doi hoi trang thiét bi cung trinh d6 k¥ thuat cao dé tranh hién
tuong duong tinh gid, va do do, chi thich hop vdi cac phan tich tai phong thi nghiém,
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khong c6 kha ning (mg dung tai hién truong. Tréi lai, que thir nhanh sir dung k¥ thuat sic
ky mién dich lai c6 quy trinh phan tich rat don gian, khong can trang thiét bi do vay rat
thich hgp v6i cac phép phan tich tai hién trudng; dap mg nhu cau cua cic phan doi linh
trinh sat lam nhiém vu tai cdc vung rimg néi héo lanh. Nghién ctru dau tién phat trién que
thir nhanh phat hién khang nguyén nang F1 dugc cong bd trén tap chi danh tiéng Lancet
vao nam 2003 (Chanteau va dong tac gia, 2003). Bang cach s dung hai khang thé don
dong tir chudt, cac tac gia di tao ra dugc que thir cho phép phat hién F1 v&i ngudng rat
thip 14 0,5 ng/ml trong vong 15 phit. Ciing dua trén ky thuét sic ky mién dich kep do6i
nhung Tsui va dong tac gia (2015) lai sir dung hai khang thé da dong tir tho dé phat hién
F1. Ngudng phat hién F1 ctia que thir trong nghién ctru nay chi dat & mirc 50 ng/ml ung
v6i 10° CFU/ml cua Y. pestis. Trén thi trudng hién ciing c6 mot s6 loai sinh phém dua trén
k¥ thuét sic ky mién dich cho phép phat hién nhanh Y. pestis nhu BADD Plague (Y. pestis)
Biowarfare Detection Test Kit ctia cong ty AdVnt Biotechnologies (ngudng phét hién: 10’
CFU/ml, gia: 257 USD/10 test); Plague BioDetect™ Test Strips ctua cong ty Alexeter
Technologies; IMASS cua cong ty BBI cho phép phat hién ddng thoi 8 tac nhan vii khi sinh
hoc bao gom Y. pestis (ngudng phat hién: 10° CFU/ml, gia: 1200 USD/10 test); BioThreat
Alert® Test Strips cua cong ty Tetracore (ngudng phat hién: 10%° CFU/ml, gia: 605 USD/25
test). C6 thé nhdn thiy rang cac bo sinh phim thuong mai c6 gia thanh rat cao va ngudng
phat hién ciing & mirc trung binh khi so v6i cong bd ciia Chanteau va dong tac gia (2003).
Trong nghién ctru ndy, ching t6i dd xdy dung quy trinh ché tao que thur phat hién nhanh
khang nguyén nang F1 cta Y. pestis, gop phan cung cip mot cong cu phan tich nhanh vi
khuén dich hach véi do nhay cao va c6 gia thanh phu hop vai diéu kién Viét Nam.

2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CU'U
2.1. Vit liéu va hoéa chit

Cac khang thé don dong 3YP8-YPF19, G20 va khang nguyén nang F1 tinh khlet co
ngudn gbc tir Antibodies-online. Mang nitrocellulose Hi-Flow Plus HF075 ¢6 ngudn gbc
tur Millipore. Hat nano vang kich thuge 40 nm c6 nguon gbe tir Cytodiagnostics. Khang
thé khang IgG tir chudt s6 hiéu M5899 va cac hoa chat khac c6 ngudn gde tir Sigma.

2.2. Phwong phap nghién ciru
2.2.1. Tao cong hop phat hién khéng thé khing F1 gdn nano ving

Cong hop phat hién duoc ché tao bang phuong phap hap phu thu dong khang thé 1én
trén bé mit nano vang theo huéng dan ciia nha san xut Cytodiagnotics. Mot cach cu thé,
500 pl bi vang 10D dugc tron voi 50 pl dém HEPES 22 mM pH 7,0. Tiép d0, 50 ul khang
the don dong ndng d6 5 mg/ml trong dém borat 2 mM pH 8,5 dugc nho tir tir vao bi vang
10i dao tron & nhi¢t do phong trong 30 phit. Lugng khang thé du khong bam 1€n bi vang
du(yc‘ loai bo ‘péng céach ly tam & 2500 g trong 30 phﬁt va loai dich n6i. Sau d0, tién hanh
hai lan rira bang 1 ml dém bao quan c6 thanh phan 10 mM PBS pH 7,5 va 0,1% BSA.
Cudi cung, cong hop dugc hoa tan lai trong 0,5 ml dém bao quan va giir & 4-8°C.

2.2.2. Co dinh khéng thé lén mang nitrocellulose

Khang thé don dong 3YP8-YPF19 hoic G20 trong dém 5 mM borat (pH 8,5) duoc in
phun 1én vi tri vach thr nghiém trén mang nitrocellulose béng thiét bi Linomat 5
(CAMAG) theo phuong phap dé dugc mi€u ta boi Koets va ddng tac gia (2006). Lugng
khang thé don dong duogc in phun bién d6i tir 0,5 dén 2 pg/cm mang. Pdi véi vach klem
ching, khang thé da dong M5899 trong dém 5 mM borat (pH 8,5) duoc in phun véi ndng
d6 0,5 pg/cm mang. Vi tri cd dinh ctia vach thir nghiém va vach kiém chung lan luot 1a 14
va 18 mm tinh tir dau que thir. Sau d6, mang duogc i ¢ 37°C qua dém dé 1am kho. Sau khi
gén thém gidy thAm, mang duoc cit thanh timg que thir ¢6 bé rong 1a 4 mm bing may cit
Autokun Cutter.
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2.2.3. Phdn tich mau bang que thir

Phuong phéap phan tich mau dugc thuc hién theo phuong phap da duwoc midu ta bdi
Koets va dong tac gia (2006). Mau khang nguyén F1 tinh khiét duoc pha lodng trong dém
chay borat (100 mM borat, pH 8,5; 0,5% BSA; 0,05% Tween 20) hodc dém chay phosphat
(PBS pH 7.4; 0,5% BSA; 0,05% Tween 20) sau do lay 100 pl dung dich nhén dugc tron
v0i cong hop phat hién (1-8 pl) va cam que thir vao dng. Quan sat két qua sau 15 phut. Két
qua dugc coi 1a &m tinh néu chi xuit hién vach kiém ching. Nguoc lai, két qua duoc coi la
dwong tinh néu xuét hién tin hiéu tai ca vach thir nghiém va vach kiém chimg,

3. KET QUA VA THAO LUAN
3.1. Lwa chon khang thé vach thir nghiém va khang thé phat hién

Ciing nhu cac ky thuat mién dich khac, do nhay va d¢ dac hi¢u cua séc ky mién dich
phu thudc rat nhiéu vao cac khang thé sir dung. Pic biét 1a d6i v6i sac ky mién dich, can
lya chon khang thé c6 ai lyc cao v6i khang nguyén do thoi gian tiép xitic giita khang
nguyén va khang thé tai vi tri vach thir nghiém chi tinh bang gidy thay vi gid nhu trong k¥
thuat ELISA (Wong va Tse, 2009). Nhu d3 trinh bay & trén, khi sir dung hai khang thé don
dong tir chudt, Chanteau va dong tac gia (2003) di tao dwoc que thir ¢6 kha ning phat hién
khéng nguyén F1 véi ngudng 1a 0,5 ng/ml, trong khi do, trong nghién ctru cta Tsui va
dong tac gia (2015), viéc st dung hai khang thé da dong tir tho cho ngudng phat hién F1
cao hon 100 Ian (50 ng/ml). Trong khuén khd ctia nghién ciru nay, hai khang thé don dong
tir chudt v&i sé hiéu 3YP8-YPF19 va G20 duge lwa chon do c6 &i luc cao véi F1 theo
thong s6 nha san xuat. Viéc tiép theo 1a can xac dinh dugc khang thé nao trong hai khang
thé thuong mai 3YP8-YPF19 va G20 s& duoc in 1én vach thir nghiém dé ting d6 nhay cua
que thir. Dé tién hanh cong viée nay, hai khang thé 3YP8-YPF19 va G20 da duoc in riéng
1& 1én vi tri vach thir nghiém cua hai loai que thir khac nhau véi lidu luong déu 1a 1 pg/cm.
Bén canh dd, cac cong hop bi vang cua 3YPS-YPF19 va G20 ciing dugc tao ra béng
phuong phéap hip phu thu dong. Sau do, sir dung hai loai que thir v6i cau hinh lan luot nhu
sau (khang thé vach thir nghiém G20 két hop voi khang thé phat hién 3YP8-YPF19) va
(khang thé vach thir nghiém 3YP8-YPF19 két hop voi khang thé phat hién G20) dé phan
tich mau khang nguyén F1 tinh khiét dugc pha lodng trong dém chay borat vé ndng do 50
ng/ml. Két qua chay que thir v6i cac luong cong hop khac nhau (hinh 1) cho thiy tat ca
cac que thu déu cho vach mau tai vi tri vach thu nghiém chung t6 cdp khang thé 3YPS-
YPF19 va G20 nhén biét hai yéu t quyét dinh khang nguyén khac nhau trén protein F1.
Cuong d0 mau tang cung voi lugng cong hop phat hién dugc sir dung va dat cuc dai voi
que thir c6 G20 1a khang thé vach thir nghiém va 4 ul cong hop phat hién 3YP8-YPF19.
Nhu véy, cau hinh tdi uu cua que thir phat hién khang nguyén F1 trong truong hop nay sé
1a khang thé don dong G20 1a khang thé bit cip can cb dinh tai vi tri vach thir nghiém,
khang thé don dong 3YPS-YPF19 14 khang thé phat hién cong hop véi hat nano vang.

1 i 4 5
e

Hinh 1. Anh huong cua logi khang thé dén cuong do tin hiéu vach thir nghiém.

1, 2 va 3: Que thir v6i G20 la khang thé vach thi nghiém, thé tich cong hop phdt hién
3YPS8-YPF19 su dung lan luot la 1; 2 va 4 ul;
4, 5va 6: Que thir véi 3YP8-YPF19 la khdng thé vach thi: nghiém, thé tich cong hop pht
hién G20 st dung lan luotla 1, 2 va 4 ul.
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3.2. Lua chon dém chay que thi

Trong cac phuong phap mién dich, phan Gmg khang nguyén va khang thé thuong dién
ra trong dém PBS va6i pH 7,4. Day la diéu kién thich hop dé phéan 16n cac phan ng khang
nguyén khang thé c6 thé xdy ra voi ai lye cao. Tuy nhién, do ky thuat sac ky mien dich
khong c6 giai doan rira dé loai bo cac lién két khong dac higu giita cong hop phat hién va
khéang thé bat cap nén nguoi ta thuong st dung dém borat pH 8,5 hoac 8,8 lam dém chay
que thir nhim han ché phan ung khéng dic hiéu nay (Koets va dong tic gia, 2006). Do
vay, ching t6i da thir nghiém hai loai dém PBS pH 7,4 va borat pH 8,5 co bd sung thém
0,5% BSA, 0,05% Tween 20 dé phan tich mdu am tinh va mau duong tinh c6 nong do 50
ng/ml. Két qua chay que thtr (hinh 2) cho thiy ca hai hé dém thtr nghiém déu cho két qua
chinh xac (am tinh chi cho tin hiéu ¢ vach kiém chirng; duong tinh cho tin hiéu ¢ ca vach
thir nghi€ém va vach kiém ching). Tuy nhién, cuong d¢ tin hi€u tai ca vi tri vach thi
nghiém va vach kiém churng khi chay trén hé dém PBS pH 7.4 déu cao hon so véi khi chay
bang hé dém borat pH 8,5. Didu nay khing dinh mot 1an nira dém PBS pH 7,4 1a hé dém
t6i wru cho phan tmg khang nguyén khang thé xay ra.

Hinh 2. Anh huong cua hé dém dén cuong do tin hiéu trén que thir.

1, 2: Mau am tinh va dwong tinh véi F1 (50 ng/ml) khi chay bang dém PBS pH 7,4;

3, 4: Mdu am tinh va dwong tinh véi F1 (50 ng/ml) khi chay bang dém bordt pH 8,5.
3.3. T6i wu lwgng khang thé G20 in Ién vi tri vach thir nghi¢m

Nhu di no6i & phan trén, do thoi gian tlep xuc gitra khang nguyén va khang thé tai vi tri
vach thir nghiém chi tinh bang gidy nén can ¢ dinh mot lugng 16n khang thé tai vi tri vach
thir nghiém dé dam bao kha nang phan tmg ngay ca khi nong d6 khang nguyén la nho. bé
xac dinh dugc luong khang thé t61 uu, chung t6i da tién hanh in phun 3 li€u lugng khang
thé khac nhau 1én mang 1a 0,5; 1 va 2 pug/cm. Sau d6, dung cac que thir ndy d€ phén tich
mau khang nguyén F1 ¢6 nong d6 10 pg/ml. Két qua chay que thir ¢ hinh 3 cho thay ca 3
loai que thtr déu cho tin hiéu tai vi tri vach ‘Ehfr nghiém va vach kiém ching. T}Jy nhién,
cuong d6 tin hiéu vach thir nghiém la cao nhat & que th}il‘ dugc in phun khéqg thé G20 véi
liéu lugng 2 pg/em. Céc thir nghiém tiép theo dugc tién hanh voi thong s6 lugng khang
the G20 can in lén vi tri vach thir nghiém 1a 2 pg/cm.

Hinh 3. Anh huéng ciia leong khdang thé G20 in phun
dén cuong do tin hiéu vach thir nghiém.
1, 2 va 3: Lwong khang thé in phun lan luot la 0,5; 1 va 2 ug/cm.
3.4. T6i wu lwong cong hop phat hién sir dung
Cung tuong ty nhu khang thé vach thu nghiém, luong cong hop phat hién cting phai du
l6n dé dam bao phan ung gilta khang thé phat hién véi F1. Ching t6i da thi nghiém 4
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luong cong hop phat hién 3YP8-YPF19 khac nhau 1a 1, 2, 4 va 8 pl dé phan tich mau
khang nguyén F1 c6 ndng d6 10 pg/ml. Két qua chay que thtr (hinh 4) cho thiy tir lvong
cong hop st dung 1a 4 pl tré 1€n da cd hién tugng bao hoa tin hi¢u. Do vay, lugng cong
hop phat hién 3YP8-YPF19 dugc sir dung cho mdi que thir 1a 4 pl trong cac thi nghiém
tiép theo.

Hinh 4. Anh hwéng cia lwong khdng thé phét hién 3YP8-YPF19
dén cuwong do tin hiéu vach thw nghiém.
1, 2, 3va 4: Luong cong hop phat hién dwoc si dung lan lwotla 1,2, 4va 8 ul.
3.5. X4c dinh ngudng phat hién ciia que thir véi khang nguyén F1 tinh khiét
Nhu & phan trén da trinh bay, cac diéu kién tdi vu dé tao que thir 14 in phun khang thé
G20 1én vi tri vach thir nghi€ém véi lugng 2 pg/cm, st dung 4 ul/que thir cong hop phat
hién 3YP8-YPF19 gén hat nano vang, h¢ dém st dung la dém PBS pH 7,4 c6 bd sung
0,5% BSA, 0,05% Tween 20. Dé xac dinh ngudng phat hién cta que thir voi khang nguyén
F1 tinh khiét, F1 duoc pha lodng trong dém chay dén cac nong do 5; 2; 1; 0,5; 0,2; 0,1
ng/ml va sau d6 phén tich bang que thir. Két qua chay que thir ¢ hinh 5 cho thay & ndng do
F11a 1 ng/ml da xuét hién tin hiéu tai vi tri vach thi nghiém nhung mo chi co thé quan sat
duoc bang mat thuong. O nong d6 F1 1a 5 ng/ml, que thir cho tin hiéu 16 nét. Cac két qua
nay cho thiy ngudng phat hién cua que thir 1a ndm trong khoang 1-5 ng/ml.

| I | H Iil-6 I 7.
Hinh 5. Pdnh gia ngudng phat hién cua quy thi.
1,2,3,4,5 6va7: Nongdj Fl lan luot 1a 0; 0,1; 0,2; 0,5; 1; 2 va 5 ng/ml.
4. KET LUAN

Trong nghién clru nay, chung t6i da tao thanh cong que thtr phat hién khang nguyén
nang F1, dac hi€u cho vi khuén gdy bénh dich hach Y. pestis, v6i ngudng phat hién nam
trong khoang 1-5 ng/ml thap hon so voi sinh pham thuong mai hién dang luu hanh. Gia
thanh cua mot que thu wée tinh khoang 90.000 dong cling ré hon nhiéu 1an so vdi sinh
pham nhép ngoai. Cac nghién ctru tiép theo dang dugc tién hanh dé xay dyng quy trinh
chuan bi miu va xac dinh do ddc hiéu cua que thu.

Loi cam on: Cong trinh dwoc thuc hién bang nguon kinh phi Pé tai Nghién ciru Khoa
hoc Cong nghé cap B Quoc phong theo Hop dong nghién ciru khoa hoc va cong nghé cdp
Bé Quoc phong, md sé dé tai: 216.33.051.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF A NEW LATERAL FLOW IMMUNOASSAY FOR RAPID
DETECTION OF YERSINIA PESTIS F1 ANTIGEN

Yersinia pestis is the etiologic agent of plague, one of the most deadly infectious
diseases in human history. It was responsible for millions of deaths over the world,
and can be used as a highly lethal biological weapon. The objective of this study is
to develop a new rapid test, based on sandwich lateral flow immunoassay, for the
detection of F1 antigen which is specific to Y. pestis. In order to achieve this
objective, we have determined the optimal format of the assay in which the anti-F1
monoclonal antibody G20 is immobilized at the test line; the anti-F1 monoclonal
antibody 3YPS8-YPFI19 is used as detection antibody and conjugated to gold
nanoparticles and the running buffer is PBS pH 7.4 supplemented with 0.5% BSA
and 0.05% Tween 20. Amounts of the capture antibody and detection conjugate
were also optimized to increase the signal intensities at the test line. The detection
limit of the optimized assay was between 1 and 5 ng/ml when using pure FI antigen.
The new assay has several advantages including rapidity (15 minutes to get the
results), low cost (4 USD/test) and simplicity for on-site analysis.

Keywords: Yersinia pestis, F1 antigen, Lateral flow immunoassay.
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