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Tém tit: Trong nghién ctru nay, hé ba dién cuc st dung dién cyuc so sanh thay thé Ag/AgCl dugc
tich hgp voimot binh phan mg mini.Khang thé IgY khang virus Newcastle chiét xuit truc tiép tir
tring ga duoc ¢ dinh thanh cong 1én trén bé mat dién cuc vang (cam bién mién dich) thay vi st
dung khang thé IgG tinh ché vdi qui trinh tach chiét phirc tap doi hoi chi phi cao va thoi gian
dai.Cam bién mién dich dién héa tich hgp binh phan tng mini da ché tao dugc thir nghiémphat
hién virus Newcastle sir dung phuong phap CV (Cyclic Voltammetry). Két qua thir nghiém budc
dau cho thiy cam bién c6 phan tng tuong ddi tot va dac hiéu véi virus Newcastle.

Tir khéa: Cam bién mién dich dién hoa, khang thé IgY, virus Newcastle.

1. Mé dau

Theo thong ké ciia Bd Nong nghiép va Phat
trién Nong thon, hién nay ca nude co trén 317
triéu con gla cam Trong cac dich bénh do virus
dbi voi gia cAm, bénh Newcastle 14 mot bénh
phé bién, c6 ty 16 chét cao (c6 thé 1én dén 100
%) va tbc do lay lan rat nhanh, co thé lay lan
trén mot dién rong. Do tinh chit nguy hiém cua
bénh nén trong chan nudi, bénh Newcastle luoén
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dugce chu trong hang diu. Bénh do mot loai
virus thugc nhoém Paramysovirusgay ra, virus
c6 thé ton tai nhiéu nam trong moi truong. Ga
va cac loai chim déu c6 thé mic bénh. Bénh c6
thé xay ra vao bat ctr thoi diém nao, khong phu
thudc vao thoi vu va do tudi cua gia cam. Bénh
lay lan qua dudng tiéu hoa, hd hap va qua tiép
xuc voi gia cAm bénh.

Dbi voi cac bénh truyén nhidm do virus néi
chung va bénh Newcastle & gia cAm noi riéng,
k¥ thuat chan doan nhanh st dung thiét bi don
gian, d& ché tao, c6 d6 nhay va do chon loc cao,
thao tic mau d& dang 1a yéu t6 quan trong dé
phat hién sém dich bénh, tir d6 c6 cac bién phap
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ngin chin qua trinh 1ay nhiém va dua ra phac
d6 diéu trj hiéu qué [1]. Cam bién mién dich Ia
mdt trong nhiing th1et bi dugc ky vong dap ung
dugc hau hét yéu cau trén va c6 trién vong thay
thé mot phan hay hoan toan cac ky thuat chan
doan truyén théng [2-4]. Nam 1985, khai niém
cam bién mién dich lan déu tién duge John R.
North céng bd trén tap chi Trends in
Biotechnology [5]. Cam bién mién dich, mot
loai cam bién sinh hoc, hoat dong dua trén co
so phan ng dac hiéu khang nguyén/khang thé
trén bé mat cua mot bo chuyén doi (transducer).
Chét duoc gan trén by phan chuyen ddi duge
goi 1a “phan tir do”, chat can phan tich trong
mau duoc goi 14 “phan tir dich”. Cac k¥ thuat
dién héa c6 thé duoc sir dung dé danh gia mot
cach dinh luong (theo ndng dd) hodc dinh tinh
(dm tinh/duong tinh) sy c6 mat cia khang
nguyén/khang thé trong dung dich.

Trong nghién ctu nay, hé ba dién cuc s
dung dién cuc so sanh thay thé Ag/AgCl duoc
tich hop v&imot binh phan ing mini; khang thé
IgY khang virus Newcastle chiét xuét truc tiép
tor trung ga dugc ¢b dinh 1én trén bé mat dién
cuc vang (cam bién mién dich); cudi cing, cam
bién mién dich dién hoa tich hop binh phan tng
mini da ché tao dugc ing dung trong phat hién
virus Newcastle.

2. Thuc nghiém
2.1. Héa chat

Protein A, BSA (Bovine Serum Albumin)
va dém phdt phat PBS (pH = 7,4) dugc cung
cip boi Sigma (Hoa Ky). GA (Glutaraldehyde)
do Prolabo (Phap) san xuat. Cac hoa chat phu
tro nhu KCI, Ny 99,9 %, KiFe(CN)s va
K,Fe(CN)s déu dat chuan phén tich.

Khang thé IgY khang khang nguyén virus
Newcastle ching M dugc cung cap béi cong ty
cd phin cong nghé sinh hoc thu y BTV
(Biotech-Vet), nha may san xuét thudc thi y tai
Bién Giang, Ha Dong, Ha Noi, Viét
Nam.Vacxin Newcastle (virus vo hoat) hé 1,
ching M dugc cung cép béi cong ty c6 phan

dugc va vat tu thi y Hanviet, Viét Nam, luu gitt
& -15 °C trude khi st dung. Virus (bat hoat)
viém ndo Nhat Banchung Beijing-1dugc cung
cip boi Vién Vé sinh Dich t& Trung wong, luu
gilt & -20 °C trudce khi stir dung.

2.2. Thiét ké va ché tao hé dién cuc tich hop
binh phan g mini

Hé dién cuc duge thiét ké va ché tao bao
gém ba dién cyc: dién cyc lam viéc (WE)/cam
bién mién dich (co dinh khang nguyén, khang
thé); dién cyc ddi (CE);va dién cyc tham chiéu
(so sanh) (RE). Hai dién cuc vang WE va CE
dugc tich hop 1én trén cung mot chip, hinh 1a.

1

BIOMAT . CE e
-—)J R

(a) (b)

Hinh 1. (a): Hai dién cuc vang tich hgp (WE va CE);
(b): Binh phan tng mini: (1)- Dién cuc so sanh
Ag/AgCI, (2)-bién cuc vang, (3)-PDMS
(Polydimethylsiloxane), (4)-dé thuy tinh

Kich thudc cua chip 1a 12 x 3,6 mm, dudng
kinh ciia WE 1a 1 mm, dién tich ciia WE la: nR?
= 70,5° = 0,785 mm’. Trong thiét ké nay, dién
tich CE 16n hon ctia WE khoang 5 lan.

Pién cuc so sanh thay thé Ag/AgCl dugc
ché tao bang cach nhung day Ag vao dung dich
FeCI3 0,1 M trong 3 phat nhim tao ra mét 16p
mudi AgCl phii trén day Ag. Sau do, dién cuc
dugc rira sach nhiéu 1an biang nudc khtr ion va
dugc 1am kho bang dong khi N,. Dién cuc so
sanh thay thé Ag/AgCl duoc ché tao véi kich
thudc rat nhé gon (duong kinh 1 mm, chiéu dai
10 mm). Thiét ké nay cho phép ghép nbi véi
mot binh phan ung mini ¢ thé tich nho dao
dong tir 100 pL téi 1 ml, cho phép thyc hién
céc phép do v6i lwong miu rat nho, dong thoi
dam bao d0 chinh xac cao, hinh 1b.

2.3. C6 dinh khéng thé trén bé mdt cam bién

B‘é‘ mat dién cuc vang trudc tién dugclam
S?.Ch béng dung dlCh chr207/stO4 (béo hOa),
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sau doduoc hoat hoa dién hoa trong dung dich
H,S0, 0,5 M bang k¥ thuat dién hoa quét thé tuan
hoan & dién 4p tir -0,5 V dén 1 V, toc do quét 50
mV/s cho dén khi CV dic trung on dinh.

Dién cuc vang sau khi dugc 1am sach bé
mat, dugc 1 voi 20 pl dung dich PrA (1 mg/ml)
o nhiét do phong trong 2 gio, sau do tiép tuc
duoc u voi 20 pl dung dich GA 5 % (30 phaut,
nhiét d6 phong), cudi cung, dién cyc duoc u voi
20 pl khang thé (60 pug/ml) & 4 °C trong 3 gio.
Sau khi khang thé dugc cb dinh 1én bé mit dién
cuc, 20 ul BSA 1% duoc st dung dé khoa phu
cac vi tri khong dac hiéu (30 phuat, nhiét do
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Hinh 2. Qui trinh ¢6 dinh khang thé IgY tir trimg ga
1én trén bé mit cam bién mién dich

Hinh 2 biéu dién tém tat qui trinh ¢é dinh
khang thé IgY chiét xuat truc tiép tir trimg ga
1én trén bé mit cam bién mién dich dién hoa
trén co s& dién cuc Au.Sau mdi bude ¢d dinh,
dién cuc déu dugc rira sach bé’lng nude khir ion
va duoc sdy kho bang khi N, nham loai bo
nhitng phan tr khong twong tac hoic twong
tac yéu.

2.4. Phat hién virus (bt hoat) sir dung cdm
bien mien dich dién hoa

Mau virus chuan duoc sir dung va pha lodng
trong dung dich dém PBS (néng d¢ 0,01 M va
gia tri pH = 7,4). 20 pl virus bat hoat Newcastle
duoc nho 1én trén dién cuc & nhiét do phong
trong 1 gio. Sau d6, dién cyc dugce rira voi nudc
khir ion dé loai bo nhitng phan tir dich khong
tuong tac hodc tuong tic yéu. Qua trinh do CV
(Cyclic Voltammetry) dugc thuc hién trén hé
dién hoa EC301 tur Stanford Research Systems.
Binh dién hoa st dung ba dién cuc: di€n cuc
lam viéc (WE) la dién cuc cam bién mién

dich/virus, dién cuc ddi (CE) la dién cyc Au
tich hop va dién cuc so sanh (RE) 1a dién cuc so
sanh thay thé Ag/AgCl, hinh 1b. Dung dich
dién 1li gdm K;Fe(CN)s /K4Fe(CN)g 0,03, KCI
0,1 M, khoang quét thé tir -0,2 dén 0,5 V va toc
dd quét 25 mV/s.

3. Két qua va thao luin
3.1. Ddc trung tin hiéu 6 dinh khang thé

Hinh 3 biéu dién duong CV cua dién cuc
vang (WE), hinh3a, dién cuc Au/PrA, hinh 3b,
dién cuc Au/PrA/GA/Ab, hinh 3¢ va dién cuc
Au/PrA/IGA/Ab/BSA (WE - cam bién mién
dich),hinh3d, trong dung dich
KsFe(CN)s/K4Fe(CN)s 0,03 M, KCI1 0,1 M, tbc
do quét 25 mV/s.Tu cac duong CV thuc
nghiém, co thé tinh cac gia tri I theo cong
thirc (1), bang 1:
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Hinh 3. BPuong CV cua dién cyc: (a): Au; (b):
Au/PrA; (c): Au/PrA/GA/AD va (d):
Au/PrA/GA/Ab/BSA (cam bién mién dich) trong
dung dich KsFe(CN)g/K4Fe(CN)g 0,03 M, KCI 0,1
M, tbc d6 quét 25 mV/s.

Bang 1 cho théy, gid tri lpea ctia dién cuc
AU/PIA (lpeak, awpra= 118,43 pA) giam so voi
dién cuc Au (Ipea av= 123,25 pA). Sau khi cb
dinh khang thé, gid tri lem cua dién cuc
Au/PrA/GA/Ab (Ipeak, Aupraica/ap = 114,51 |JA)
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gidm so v6i dién cuc Au/PrA (Ipea, awea =
118,43 pA). Cudi cing, sau khi khoa phu cac vi
tri twong tac khong déc hiéu st dung BSA, gia
tri lpeax cua dién cuc Au/PrA/GA/Ab/BSA (Ipea,
cam bién mién dich = 112,01 pA) gidm so voi dién
cuc Au (Ipea;< au = 123,25 pA). Két qua trén
dugc giai thich 1a do viée hap phu cac 16p PrA,
PrA/GA/Ab va cubi cing 1a PrA/GA/Ab/BSA
da dan dén su sut giam dién thé tai bé mat cac
16p nay, do d6 lam tang gia tri dién tro chuyén
dién tich cia cap oxi hoa khir [Fe(CN)e]*
I[Fe(CN)e]* vao dién cyc Au va lam giam
cuong d6 dong cua cam bién.

Bang 1. Cac gia tri Iy, Ip ¢ lpeak thu dugc tu két qua
do CV ddi vai dién cuc vang (WE) sau mdi budc cd

dinh khang thé
bién cuc Ipa loe Lpeak
MA) @A) A
Au 64,00 -59,25 123,25
AU/PrA 6152 -56,91 118,43
AU/PrA/GA/ADb 589  -55,61 114,51

Au/PrA/GA/Ab/BSA 56,67 -5535 112,01

Céc phép do CV dugc thuc hién tuong tu
véi sau dién cuc cam bién mién dich (cung su
dung qui trinh ¢d dinh khang thé nhu trén)
nham kiém tra do 1ap lai cta két qua do va hiéu
qua cua qui trinh ¢ dinh khang thé 1én trén bé
mit cam bién, hinh 4.
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Hinh 4. Puong CV cua cac dién cuc
Au/PrA/GA/Ab/BSA (cam bién mién dich) khac
nhau (cung sir dung mot qui trinh ¢ dinh khéng thé)
trong dung dich K3Fe(CN)s/K4Fe(CN)g 0,03 M, KCI
0,1 M, toc do quét 25 mV/s.

Tu cac duong CV thue nghiém, co thé nhan
thdy, d6i v6i sdu mau dién cyc cam bién mién
dich, dang duong CV la khong doi, dong thoi
cac gia tri Ipa, lpg, Ep a Epc la khong ddi. Két
qua trén chimg t6 qui trinh ¢ dinh khang thé
khang virus Newcastle 1€n trén bé mit dién cuc
vang c¢6 do lap lai tot.

3.2. Pdgc trung tin hiéu twong tac virus -
khang thé

Pién cuc cam bién mién dich sau khi duoc
quét CV trong dung dich K3Fe(CN)s/K4Fe(CN)g
0,03 M, KCI1 0,1 M, tdc d6 quét 25 mV/s, duoc
lay ra, rira v6i nude khir ion va dugc ngam
trong dung dich virus 10° EID50/ml (PBS, pH =
7,4), thoi gian 1 gio. Sau do, dién cuc tiép tuc
dugc rira véi nude khir ion va duge quét lai CV
trong diéu kién twong ty nhu trén. Hinh5 la
dudng CV ctia cam bién mién dich, hinh 5a va
cam bién mién dich/virus Newcastle, hinh 5b.
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Hinh 5. Budng CV ciia dién cuc: (a): cam bién mién
dich va (b): cam bién mién dich/virus Newcastle
trong dung dich K3Fe(CN)s/K4Fe(CN)s 0,03 M, KCI
0,1 M, tbc d6 quét 25 mV/s.

Tir hinh 5 ¢6 thé xac dinh dugc dong cuc
dai Ipeak cla dlen cuc cam bién mién dich va
cam bién mién dich/virus Newcastle theo cong
thire (1). Két qua cho thay, gia tri Ipeak ctia dién
cuc cam bién mién dich/virus Newcastle(lpea,
cam bién mién dich/virus Newcastle 97,90 pA) giam 13,03
%50 VOi lpeax cia cam bieén do duoc khi chua co
tuong tac sinh hoc véi virus Newcastle (Ipeak, cam
bién mién dich = 112,57 pA). Két qua trén duogc giai
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thich 1a do virus Newcastle da duoc gin két trén
bé mat cam bién mién dich trén co s tuwong tac
dac hi€u virus - khang thé, dan dén can tro qua
trinh chuyén dién tich ciia cip oxi hoa khir
[Fe(CN)e]*/[Fe(CN)e]*vao dién cuc Au, két
qua la mat do dong dién giam.

Thi nghi€ém trén dugc thuc hién tuong tu
v6i khang nguyén khong dac hiéu (virus viém
ndao Nhat Ban). Hinh 6 l1a duong CV ctia cam
bién mién dich, hinh 6a va cam bién mién
dich/virus viém n3o Nhat Ban, hinh 6b, trong
dung dich K3Fe(CN)s/K4Fe(CN)s 0,03 M, KCI
0,1 M, toc do quét 25 mV/s.
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Hinh 6. Budng CV cuia dién cuc:(a): cam bién mién
dich; (b): cam bién mién dich/virus VNNB trong
dung dich KsFe(CN)s/K4Fe(CN)e 0,03 M, KCI 0,1
M, tbc do quét 25 mV/s.

Tir hinh 6 c6 thé nhan thdy, khi tuong tac
khong dédc hiéu khang nguyén (virus viém ndo
Nhat Ban) - khang thé (khang virus Newcastle)
dién ra trén bé mit cam bién mién djch,‘gié tri
Ipeak (Ipeak, cam bién/virus VNNB = 113710 IJ'A) gél:l nhu
khong thay doi so véi Ik cia cam bien do
duoc khi chua c6 tuong tac sinh hoc voi virus
viém ndo Nhat Ban (Ipeak cim bién = 112 57 PA).
Két qua trén cho thiy cam bién mlen dich dién
héa da ché tao c6 d6 chon loc tét, tin hiéu dién
hoa do duoc thay dbi khi co tuong tac dic hiéu
virus - khang thé dién ra trén bé mat cam bién,
mit khac, tin hiéu dién hoa gan nhu khong thay
d6i khi twong tac sinh hoc 1a khong dic hiéu.

Nhu vay, trong nghién cuu nay, thay vi su
dung khang thé IgG di duoc tinh ché 1am phan

tr do cho cam bién mién dich nhu trong phan
16n nhitng cong bd khac[6-8], cac tac gia da tap
trung nghién ctu qui trinh ¢ dinh khang thé
IgY khang virus Newcastle chiét xuat truc tiép
tir trimg ga 1én bé miat cam bién. Khang thé IgG
(don dong va da dong) déu phai dugc san xuat
va tinh ché tai cac phong thi nghiém tiéu chuén,
sit dung cic bd sinh pham thwong mai va ky
thuat hién dai, vi v@y, doi héi chi phi cao va
thoi gian dai [9, 10]. Tuy nhién, theo Jones va
cong su [11], dich bénh truyén nhiém thuong
dién ra bat ngo, kho co thé du doan khi nao s&
din ra dich bénh, din dén kho khan trong viéc
chu dong ngudn khang thé IgG tinh ché can
thiét cho cac xét nghiém trong thoi gian ngin.
Vi vay, viéc nghién ciru sir dung khang thé IgY
thu thap tir tring ga, khong can phai qua cac
qui trinh tinh ché phuc tap, yéu cau k¥ thuat
hién dai, chi phi cao va thoi gian dai 1am phan
tr do cho cam bién mién dich s& khong nhitng
giup giam chi phi ma con la giai phap hi¢u qua
nham phét hién kip thoi virus gdy bénh trong
cac vu dich bénh truyén nhiém do khong con
phu thudéc nhidu vao ngudn khang thé IgG
tinh ché.

4. Két luan

Trong nghién ctru nay, khang the IgY khang
virus Newcastle chiét xuét truc tiép tir tring ga
d3 dugc ¢ dinh thanh cong 1én trén bé mit dién
cuc vang (cam bién mién dich) thay vi str dung
khang thé IgG tinh ché véi qui trinh tach chiét
phuc tap doi hoi chi phi cao va thoi gian
dai.Cam bién mién dich tich hgp binh phan tng
mini da ché taodugc tng dung trong phat hién
virus Newcastle st dung phuong phap CV.
Cam bién mién dich dién hoa thé hién do chon
loc tét, tin hiéu dién hoa do duoc thay d6i khi
¢6 tuong tac dic hiéu virus - khang thé dién ra
trén bé mit cam bién, mat khac, tin hiéu dién
hoa gan nhu khéng thay d6i khi twong tac sinh
hoc 1a khéng dac hi€u. Nghién clruco tinh moi
va mo ra kha ning tmg dung nham dap tng mot
nhu cdu cép thiét hién nay 13 nhu ciu phat hién
nhanh gia cim bi bénh dé nhanh chong
nganngira bung phat dich, giam thiéu thiét hai
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trong chan nudi.Tuy nhién, kha nidng phat hién
nhanh virus Newcastle sir dung cam bién mién
dich dién hoa di ché tao can tiép tuc duoc
nghién ciru siu hon trong thoi gian t6i nham
kiém tra do 1ap lai, d0 nhay, thoi gian phat hién
va thoi gian kha dung (lifetime) ctia cam bién.

Lo1i cam on

Nghién ciru nay dugc tai trg boi Truong
Pai hoc Bach khoa Ha Noi trong dé tai ma so
T2017-PC-0109.
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The Development of an Electrochemical Immunosensor Using
Chicken Egg Yolk Antibody as a Biological Recognition
Element for Detecting Newcastle Disease Virus
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Nguyen Thi Tuyet Mai', Mai Anh Tuan?
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National Center for Technological Progress, C6, C7 Khuat Duy Tien, Hanoi, Vietham

Abstract: In this work, the three-electrode system using a quasi-reference Ag/AgCl electrodewas
integrated with a microchamber.The chicken egg yolk antibodies (IgY) against Newcastle Disease
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virusNDV used as the biological recognition element was immobilized successfully onthe
immunosensor surfaceto replace purified 1gG antibody with the complex process of extraction.The
electrochemical immunosensor integrated with the microchamber was tested to detect Newcastle
disease virus using Cyclic Voltammetry (CV) method. Initial test results showed that the
immunosensor has a relatively good and specific response to Newcastle Disease virus.

Keywords: Electrochemical immunosensor, IgY antibody, Newcastle Disease virus (NDV).



