TRUNG TAM KHKT&CNQS
VIEN HOA HOC-VAT LIEU
PHAN VIEN PHONG CHONG VU KHI NBC

BAO CAO TONG KET KHOA HOC

Dé tai nhianh: AP DUNG THANH TUU CONG NGHE SINH HOC NGHIEN CUU CHE
TAO THIET Bl PHAT HIEN NHANH SUO NHIEM
MOI TRUGNG KHONG KHIi VA NUGC BOL CAC VI SINH VAT BOC HALI
Ma s6: KC 04.10.11

Thuoe dé i nhi nuée:  NGHIEN CUU CONG NGHE SINH HOC XULY CHAT
THAI QUOC PHONG DAC CHUNG
VA SUO NHIEM VI SINH VAT BOC HAI
Mi s6 KC04.10

NgayAS thang 10 nam 2004 Ngay  thang 10 ndm 2004
CHU NHIEM DE TAI NHANH CHU NHIEM DE TAI
M
TS Pinh Ngoc Tan GS. TSKH Do Ngoce Khué
Ngay49 thang [0 nam 2004 Ngay thang [0 ndam 2004
CO QUAN CHU TRI bE TAL NHANH CO QUAN CHU TRI BE TAl
e, O AN IEN TRUONG

baite. i’/?;’;ww %@4@7

BALTA

Ther my ™
LUU TAM BAT Ehiek - 1

913 fof



Chu nhiém Dé tai nhanh

=2

D

I

T

Dinh Ngoc Tan

Tham gia
. Nguyén Xuan Thanh

. Boi B4 Dung

. Tran Trong Thuyen

. Nguyén Vin Hoing

. Nguyén Ngoc Son

Tién s§
Nghién cttu vién chinh

Thac sy
Nghién citu vién

Tram trudng
Tram thu nghiém
Ky su

Pho truong phong
Thac sy

Kv su
Tro 1y nghién ciu

Cu nhan
Tro Iy nghién cau

Phan vién Phong chong

Phan

Phan

Phan

Phan

Phan

vii khi NBC

vién Phong chéng

vid khi NBC

vién Phong chong
vl khi NBC

vién Phong chéng
vii khi NBC
vién Phong chéng
vii khi NBC

vién Phong chong
vi khi NBC



MUC LUC

, Trang
BAN TU PANH GIA ) 2
BAI TOM TAT 4
MO AU 5
CHUONG 1 TONG QUAN - 7
1.1 Visinh vat déc hai 7
1.2 Vi khi sinh hoc méi 8
1.3 Cac phuong phap phap hién vi sinh vat doc hai 9
1.3.1 Phuong phap phit tin hi¢u bdo dong 9
1.3.2 Phuong phdp phét hién khong déic trung 10
1.3.3 Phuong phdp phat hién déac trung 11
1.4 Mot so thiét bi phat hién nhanh tdc nhan sinh hoc 22
1.4.1 Cic phiéu thir phit hién nhanh 22
1.4.2 Detector sinh - hda 23
1.4.3  Detector sinh hoc - BD 24
1.4+.4 My phit hién tdc nhin sinh hoc ACP 24
CHUONG 2 POI TUONG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU 26
2.1 Doi tugng nghién ciu 20
2.2 Phuong phdp nghién ciu 26
2.3 Caic thiét bi su dung trong nghién ciiu 26
CHUONG 3 KET QUA NGHIEN CUU 27
3.1 Nguyén 1y hoat dong va cac thong so chinh cua thiét bi 27
phat hién tac nhan sinh hoc theo ki¢u ACP
3.1.1 Nguvén I¥ hoat dong 27
3.1.2 Cic thong s8 k¥ thuat cia may 28
3.2 Nguyén ly tac dung cua thudc thir véi tac nhan sinh hoc 28
3.3 Cac két qua nghién ciru vé thudce thir 29
3.3.1 Thénh phin thudc thir cia Nga 29
3.3.2 Thanh phan thudc thit cha dé tai 29
3.4 Caic thir nghiém vé thuoce thir 30
3.4.1 So sanh cdc chi tiéu k§ thuat cta thudc thir 30
3.5 So dé thiét ké thiét bi phat hién VSV doc hai kiéu ACP 31
3.6 Két qua thi nghiém san pham cua dé ti 31
Cac ban vé k¥ thuat - Chi tiét chinh 32
KET LUAN 75
TAI LIEU THAM KHAO 76
PHU LUC: ANH CAC SAN PHAM CUA BE TAI 77



, BAN TU PANH GIA \
VE TINH HINH THUC HIEN VA NHONG DONG GOP MOI CUA BE TAI KH&CN

1. Tén dé tai nhanh: Ap dung thanh tuu cong nghé sinh hoc nghién citu ché
tao thiét bi phat hién nhanh sy 6 nhiém méi trudng khong khi va nudc bai cic vi

sinh vat doc hai

Mi s6: KC 04.10.11
2. Thuéc Pé tai cdp Nha nudc: Nghién ciru cong nghé sinh hoc xir 1y chat

thai quéc phong dac ching va su 6 nhiém vi sinh vat doc hai

Mai s6: KC 04.10
3. Chu nhiém dé tai nhianh: TS Dinh Ngoc Tin
4. Co quan chtt tri dé tai nhanh: Phan vién Phong chéng vii khi NBC, Vién
hod hoc - Vat licu. Trung taim KHKT&CNQS, Bé Quoc phong
5. Thai gian thuc hién: 12/2001-10/2005 '
6. Tong kinh phi thire hién Dé tai: 170.000.000d
(Mot trim bay muot trieu dong chin).
Trong d6. kinh phi tir NSNN: 170.000.000d
7. Tinh hinh thuc hién Peé tai so v6i hop déng:
7.1.Vé mitc do hoan thanh khéi luong cong viéc:
beé tin did giar quyet duge muc tién dat ra trong nghién ctu véi khoéi luong

cong viée cu thé nhu sau:

- Di tong quan cdc tai lidu trong va ngodl nudc vé cdc vi sinh vat doc hai, cde
tic nhin sinh hoc ¢6 khd nang st dung trong chién tranh sinh hoe, cic phuong
phap phin tich phdt hién va cdc thiét bi phat hién nhanh cic tic nhén sinh hoc
trong khong khi v méi trudng nudc;

- Tién hanh phan tich mau thuéc thir dung cho mdy phdt hién tic nhan sinh
hoc ACP cua C.H.L.B Nga, trén ¢o s& d6 budc ddu da giai thich duge co ché
phin ng ctia hé thudc thir véi tic nhan sinh hoc va ché tao dugce hé thudc thir
ndy thay thé san pham nhap ngoai phuc vu cho huan luyén va sin sang chién
dau;

- Dua trén miau mdy phdt hién tic nhan sinh hoc ACP ctia Nga, Pé tai di
nghién ctru vé nguyén 1y hoat ddng ctia thiét bi, cdc bd phan chi tiét vé co khi,
dién tir ... tlir 46 dd xay dung két cau, phuong dn k¥ thuat, nhién - nguyén vat
ligu ch€ tao mau may mdi c6 tinh nang dat gin tuong duong vdi thiét bi ACP
cua Nga (thutr trong diéu kién véi miu tdc nhan sinh hoc ding cho huan
luyén). '

7.2. V& cdc yéu cau khoa hoc va chi tiéu co bin cla cdc san pham dé tai:

- Céc k€t qua nghién ciru cita D8 tai dam béo tinh thic tién va tinh khoa hoc,
nhitng s0 liéu dua ra bao dam do chinh x4c va tin cay;
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- San pham cla dé tai: hé thudc thir ding cho mdy ACP budc ddu di dugc dua
vio trang bi clia quan doi dung dé huén luyén va sdn sang chién d4u. _
7.3. Vé tién do thuc hién:- '

Da thuc hién ding ti€n do di dé ra trong nghién ciu.

8. Vé nhitng dong gép mdéi cua Dé tai: '

Trén co so so sanh v6i nhitng thong tin di duoc cong bs trén cic 4n phim
trong va ngodi nude dén thdi diém két thiic Dé tai. Dé tai c6 nhitng diém mdi sau
day:

8.1. Vé giai phdp khoa hoc - cong nghé:

Pé c6 thé ché tao duoc hé thudc thir sinh hda va miu thiét bi phat hién nhanh
sir 6 nhiém méi truong khong khi va méi bdi cdc VSV doc hai, nhém dé tai di
Iwra chon cac giai phdp khoa hoc va cong nghé trong qud trinh nghién citu sau:

- Tién hanh phén tich xdc dinh thanh phin ctia hé thudc thi clia Nga bing
cdc phuong phdp hod hoc va sit dung cdc thiét bi phin tich hod 1y hién dai.
Tir d6 cho phép lua chon cdc hod chit, don pha ché dé ché tao hé thudc thir.
Sau dé thir nghiém heé thuge thir nay trén thiét bi duoc ché tao (sin pham clia
dé tai) vi doi ching véi mau may ACP ctta Nga;

- Do dac cdc thong s6 k¥ thuat cua thi€t bi ACP cua Nga. tir dé thiét k€ chi
tiét cidc bo phan vé dién, dién tir, co khi.... tién hanh gia cong lip rdp cic bo
phan, do dac cdc thong s k¥ thuat ting cum chi tiét, hiéu chinh timg phin va
hiéu chinh toan bd thiét bi. Thir nghiém déi chiing tinh ning cta thiét bi duoc
ché tao véi mau mdy ctia ACP va dinh gid két qua.

8.2. V& phuong phdp nghién citu:

- Di su dung cdc phuong phdp nghién citu hién dai nhu: phuong phdp siac ky,

héng ngoai. tir ngoai. . .. trong qud trinh nghién citu hé thudc thir sinh hod:

- Tién hanh phuong phip mé phong ché tao theo mau cé sdn dé ché tao ra san

phim (thi€t bi) clia dé tai.

8.3. Nhirng dong gdp mdi khic:

- Lan dau tién nghién citu ché tao duge hé thudc thir sinh hod diing cho thiét

bi ACP clia Nga vi miu thiét bi clia dé tai nghién cttu. Sin phdm budc ddu

tng dung trong hudn luyén cta Quin su. Pong thdi bude diu giai thich duoc
co ché phan tng cta hé thudc thir nay véi tic nhan sinh hoc.

- Gép phin khing dinh kha ning ¢é thé ché tao thiét bi phdt hién tic nhan

sinh hoc theo mau cia Nga trong diéu kién khoa hoc k¥ thuat va cong nghé

hién c6 trong nudc.

CHU NHIEM PE TAI

e

TS Pinh Ngoc Tan



BAITOM TAT

Vi khi sinh hoc dugc phat trién tir nhitng nam 40 cta thé ky XX. Dac biét
14 tir nam 1990 thi loai vii khi ndy duge phdt trién manh mé. Ngay nay clng vdi
vl khi hat nhan va vii khi hod hoc, vii khi sinh hoc thuc sy dd trd thanh vii khi
chién luge. Bén canh d6 con ngudi ludn bi de doa boi sy 6 nhiém bdi cdc vi sinh
vat ¢ ngudn goc tu nhién.

D¢ phdt hién tdc nhan sinh hoc — khai niém chung bao gém cic vi sinh vat
déc hai, ngudi ta da st dung nhiéu loai thiét bi trinh sat phat hién. Cic thiét bi
phan tich phat hién ¢é ¢ Viét Nam déu nhap tir nudc ngoai.

Qua két qua nghién ciu cia mot s6 dé ta gdn day, va ning luc vé k¥ thuat -
cong nghe, chiing ta hoan toan ¢é kha nang tu thiét ké, ché tao va san xuat duoc mo
s0 thiét bi dip ting nhu cau trong linh vuc trinh sédt phdt hién tic nhan sinh hoc.

Dé tai nhinh md s& KC 04.10.11 thude dé tai cap Nha nude ma s6 KC
(04.10 da xdc dinh muc tiéu: Thiét ké, ché tao thiét bi phait hién nhanh vi sinh val
doc hal trong maéi trudng khong khi va nude theo mau ACP cua Nga.

Két qua nghién citu cha dé tai dugc trinh bay trong bdo cdo ngodi phan md
dau, két luan va tai liéu tham khao, bdo cdo gém 3 chuong:

- Chuong 1 : Téng quan.

- Chuong 2 : D6i tugng va phuong phdp nghién ctu.

- Chuong 3 : K&t qua nghién ciu.

Trong céc chuong nhém dé tai da trinh bay day du cic ndi dung khoa hoc
lién quan dén 1y thuyét va két qua thuc nghiém dé tai,

Két qua thuc hién dé tai cho thay:

1. Tir vat tu, k¥ thuat sdn ¢é trong nude nhdém dé tai di thi€t k& ché tao
duoc thi€t bt phat hién vi sinh vat doc hai trong moi trudng khong khi va nudc,
Thiét bi dat tiéu chuan gan tuong dwong miu mdy ctia Nga ( thi nghiém clng
diéu kién véi tdc nhin sinh hoc diing cho huin luyén).

2. Pi xdc dinh dugce thanh phin hé thudc thir cia Nga dung cho may ACP
va budc dau giai thich duge co ché phan tng cua hé thude thur.

3. Dia ché tao thanh coéng hé thudc thir méi c6 thé ding cho thiét bi dugc
ché tao trong nudc va thiét bi clia Nga. San phdm da duogc dura vao trong trang bj
quan su phuc vu cho hudn luyén va san sang chién dau.

Tuy nhién két qua nghién ctu nay chi 1a budc du, dé dua duoc thiét bi
~ nay vao thuc t&€ can phai tiép tuc dau tu nghién ciu va hoan hién hon nira.



MG PAU

Trong bd ba vii khi huy diét 16n: vii khi hat nhan, vit khi hod hoc va vii khi
sinh hoc, thi vii khi sinh hoc ngay cang to ra vo cliing nguy hiém, dang thuc su
trd thanh vil khi chién luge [2; 3]. Vii khi sinh hoc di dugc bat ddu nghién citu
tir nhitng nam 40 cta thé ky XX. Sau chién tranh Thé giéi thit 2, vit khi sinh hoc
duogc phat trién manh hon, déac biét 1 tit nam 1990 thi loai vii khi nay 1a vii khi
chién lugc cha cdc nuéc nghéo. Viéc nghién ctu phét trién vii khi sinh hoc
thudng dugc gift bi mat; xu hudng phét trién vii khi sinh hoc 12 ddy manh cac
nghién cttu dé tim ra cdc toxin méi ¢é ngudn gée tu nhién, trén co so cong nghe
sinh hoc cai tién cdc doc t6 nay thanh cdc tic nhan siéu doc. Péng thoi ddy

manh nghién ctiu cdc vi khuan, vi rat, cdc loai nim méi ¢6 doc tinh cao.

Bén canh méi de doa clia chién tranh sinh hoc, loai ngudi con bi de doa boi
cde su ¢6 6 nhiém boi cdc co s& nghién chiu va tang trit v khi sinh hoc, su 6

nhiem cdc vi sinh vit doc hai trong tu nhién, moéi trudng song.

Pé phit hién cdc tdc nhan sinh hoc-khdi niém chung bao gém céc vi sinh
vit doc hal, cdc nhid khoa hoc trong nhitng nam qua da c¢é nhi€u thanh cong
trong viéc ché tao cdc phuong tién trinh sit phdt hién ching. Cac phuong tién

ndy phat trién theo 2 huéng:

- Huéng thit nhit: ché tao cdc sensor sinh hoc, vi sensor quanh hoc ghi
nhan tdc nhan sinh hoc bing cdch sir dung cdc khdng thé hoiic chat nhan trén bé

MAat sot quang.

- Huong tht hai: tng dung cdc phuong phap hod 1y hién dai, nghién ctiu
céc laser hong ngoai dé ché tao cdc thiét bi trinh sdt phat hién tic nhan nay.

Thiét bi phan tich sol khi dac biét ACP cua Nga thudc loai hudng thi 2,
hién nay thié€t bi nay di cé trong trang bi cua quan doi ta.

O Viét Nam, trong nhiéu nam qua di c¢6 mot s¢ dé i nghién ciu tiép can
linh vuc nay [4; 5; 6]. K&t qua nghién cttu cia cdc dé tai mdéi tao ra duoc mot s6
san phdm (gidy chi thi) ¢é thé sit dung dé phat hién mot s6 VSV déc hai, con
viéc ché tao ra cdc thiét bi phan tich hién dai dé phat hién c4c tdc nhan sinh hoc
vin chua ¢6 duge két qua cu thé. Céc thiét bi dung dé phdt hién cédc tic nhan
sinh hoc déu phai nhdp ngoai, trong khi dé vé nang luc va kha nang k§ thuat-
cong nghé chiing ta hoan toan cé kha nang tu thiét K&, ché tao v sdn xuit dé
dap ting nhu cau trong [inh vuc trinh sét phat hién céc tidc nhan sinh hoc.



Trén co s& khoa hoc va thuc tién, trong khuon khd dé tai dé tai cap Nha -
nude mi s6 KC 04.10 giai doan 2001-2005:

"Nghién ctiu cong nghé sinh hoc xu Iy chdt thdai Qudéc phong dic chung
va sw 6 nhiém vi sinh vdt doc hai'. Da dat ra nhiém vu gial quyét van dé nén
trén cho dé tai nhanh KC 04.10.11:

"Ap dung thanh tuu cong nghé sinh hoc nghién civu ché tao thiét bi phdt
hién nhanh su 6 nhiém moi truong khong khi va nudc boi cdc vi sinh vdt dic

hai".

Muc tiéu cta Dé tai:

Thiét k&, ché tao thiét bi phat hién nhanh vi sinh vat doc hai trong moi
truong khong khi viv nudce theo mau ACP cua Nga. |

D¢ thuc hién muc tiéu trén, dé tai cin gidi quyét cac nhiém vu sau:

l. Tong quan tai liéu trong va ngoai nude cé lién quan dén dé tai;

2. Nghién ctu khdo sdt ciac thong 6 k§ thuat cta miu may ACP cua Nea,

xay dung két ciu. phuong dn tong thé cla thiét bi duoc ché tao;
3. Nghién ctiu khao sit cdc vat lieu ché tao;
4. Nghién ctiu ché tao, lip rdp miu thiét bi;

5. Nghién ctu hé thuoce thir ding cho mdy ACP cia Nga va hé thuéce tha

cho miu mdy duoc ché tao;

6. Ché thu va ddnh gid chat lugng cua thiét bi,



Chuong 1: TONG QUAN

1.1. VISINH VAT POC HAI

Vi sinh vét doc hai 12 khéi niém dé chi céc loai vi khuén, vi rit, vi tring...
(khéi niém rong hon ké cé cdc nam va cdc doc t6 do sinh vat tiét ra) ¢6 kha ning
gay bénh cho ngudi va dong thuc vat. C6 thé tém tit nhitng tdc hai chinh do vi
sinh vat déc hat gy nén nhu sau:

- Vi tring: gay ra cdc bénh truyén nhiém 1& loét, sé miii, dich hach, ta
thuong han, kiét ly...

- Vi khuan: c¢é kha nang tao ra mot s& chit doc hai gay bénh phit né va tr
vong (bénh than 1a mot thi du dién hinh).

- Virdt: ¢6 thé gay bénh dau mia, cim, 6t rét, viém nio.

- Nam: song ky sinh trén cdc sinh vit khic, chidng ¢6 kha ning giy bénh va
tigt ra doc 0.

- DBoéc to: do cic vi sinh vat sinh ra trong qua trinh phat trién va gav bénh
cho ngudi va dong vat va duge phan thanh 2 loai doc t6: ngoai doc t6 va noi doc

ar

to.

+ Ngoai doc to: 1a chat doc duge tiét ra bén ngoai moi trudng, trong qud
trinh vi sinh vat séng va sinh trudng. Cdc truc khuin nhw uén vin, bach hau...
déu ¢6 ngoai doc t6. Ngoai doc t6 ¢ dd doc rat cao chi cin 10°mg ngoai doc t6
clia truc khuin uén vén hodc 2.10”mg ngoai doc & cla truc khuan bach hiu cé
thé gdy chét nguoi.

+ Noi doc t6: 12 chit doc bén trong co thé vi sinh vat séng va chi tiét ra
ngoal khi cdc vi sinh vat chét. Do doc cta noi doc t6 it doc hon ngoai doc té.
V6i true khuan thuong hin phai cidn 400mg méi cé thé gay chét nguoi.

Céc doc t6 ¢6 do doc cao va kha nang truyén bénh trén dién rong.

Do c6 kha nang gdy bénh va mitc d6 tt vong rat 16n ciia mét so vi sinh vat
doc hai, nhitng nha thiét k& vii khi da c6 lua chon rong rdi 4 loai vi riit va 6 téc
nhén vi khudn vao muc dich quan su. Co ché truyén bénh thong qua khong khi,
nuée va hang loat cdc c6n trung truyén bénh dé tin cong ddi phuong dudi dang
vl khi sinh hoc. Bang 1 dudi day cho thdy kha ning giy bénh va miic do tur
vong cua cdc loai vi khuan, vi rit déi vdi con nguoi.



Bangl: Kha nang gay bénh ctia mot s6 vi sinh vat doc hai d6i véi ngudi
(Theo tiéu chudn ctia M¥) [6]

TT Loai vi sinh vit dégc hai Thoi gian mat sirc cita nguoi Ti lé tir vong
' ' khang cu dugc (tuin) (%)
1 ¢ Bacillus anthracis 4+5 95 + 100
2 | Virut sot vang - o 1+2 4 +100
3 | Francisell tularensis 1+3 30 —40 77777777777
4 | Brucella suis 8+ 12 1+2
5 | Coxiella burnerii 1+2 0=+1
6 |Virut VEE 0=+2 -
7 | Yersinia pestis 1+2 80 + 100
8 | Vibrio choleral T I 60+ 80 J

1.2. VU KHI SINH HOC MOI {6]

Trong sudt thap kv rudce, cdc nha chinh tri phuong Tay da canh bao vé su
nguy hiém cua vii khi sinh hoc méi. Vi du nhu cdc bai bdo clia Susan Wright va
Robert Sinsheimer trong tip san ctua cdc nhi khoa hoc nghién ctiu vé nguyén tir
vao ndm 1983 duge mang tén "Su tdi t6 hop AND va chién tranh sinh hoc"”; vio
nam 1986 bai bdo cua Joseph Finder trong thdi bio Washington dugc xual ban
hang quy lai mang tiéu dé "Chién tranh sinh hoc, cong nghé di truyén va hiép
udc bat thanh"; va dén nam 1992 bai bdo cua Joseph Douglass Jr. di dat ra cau
hoi "Ai dang ndm gi@ cdc chit gay doc va cdc hop chat ¢é su thay déi AND 2"
bai bdo d6 duoc dang tai trén théi bdo "Tiém luc quan su quoc t&".

Xuat phat tr thue t€ d6 cdc quan chic Chinh pht cta mét s6 nude da cé
mot s6 Hoi nghi thao fuan vé chién tranh sinh hoc nam 1980, 1986 va 1991; tai
cdc hoi nghi nay Chinh pht cia cdc nude da ¢é nhiing nhan dinh va khai quat vé
van dé nay. Trong cdc cudc hop da dua ra céc gi6i thiéu chung nhat va khai quét
cudi cing. Phan trung tAm va quan trong nhat cé lién quan dén cong nghé tai t6
hop AND, nhiling bénh truyén nhiém méi, su téng hop céc chét doc hod hoc,
nhitng tai hoa do vi khudn va vi sinh vat gay ra.

Theo quan diém khoa hoc va k§ thuit su phét trién clia cdc cong nghé dic
biét la cong nghé AND Ia lién quan tryc ti€p dén muc dich hoa binh chit khong
phai thay ddi can ban vé tiém luc hoic thic ddy su phét trién, vil khi sinh hoc




hay vii khi doc. Tuy nhién cong nghé AND téi té hc_ip c6 lién quan dén vii khi
sinh hoc va viéc kiém tra 1a hét stkc can thiét. |

Nhung theo thong tin clia cdc nha quan su (dé chudn bi cho cudc hop lan 2
thdng 3 nam 1986) di dua ra chi tiét mot vai 1y do lién quan téi su gia tang vil
khi sinh hoc. Va dua ra n{(f)t s6 két luan quan trong dénh gid su tdc dong cla
cong nghé sinh hoc dén su phat trién vii khi sinh hoc sau:

- Hién nay ranh gidi khac biét gitta tac nhan vii khi sinh hoc va vi khi hod
hoc dang tré nén lu mo.
- C6 7 cong nghé sinh hoc c6 lién quan tdc dong dén su phat trién vii khi
sinh hoc dé la:
I. AND tdi td hop
2. K¥ thudit protein
3. Tao ra cic chat nho su trg gitp cua mdy tinh
4. Cong nghé lén men

. Nudi cay té bio cta dong vit ¢ vi

n

6. Tong hop peptit

-]

. Ly sinh hoc cua mang t& bao

1.3. CAC PHUGNG PHAP PHAT HIEN VI SINH VAT PO HAI

Pé phat hién vi sinh vat (VSV) doc hai cé nguy co gay o6 nhiém moi
trudng, ngudi ta st dung rat nhiéu phuong phdp khic nhau, tir nhitng phuong
phdp thong thudng (phuong phép cé dién) dén cdc phuong phip phédp hién
nhanh (phuong phdp hién dai). Cic phuong phap phdt hién VSV déc hai ¢é thé
phan thanh 3 nhém chinh sau day: '

- Phuong phap phat tin hiéu bdo dong.

- Phuong phap phét hién khong dac trung.

- Phuong phdp phat hién dac trung. |
1.3.1 Phuong phdp phdt tin hiéu bao dong

Phuong phap sir dung chlt y&€u dé phat hién cac VSV doc hai c6 trong méi
truong khong khi. Nhu chiing ta da biét: cdc vi sinh vét ton tai trong khong khi &
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diéu kién tw nhién ciing nhu cdc tdc nhan sinh hoc do con ngudi tao ra v6i muc
dich slt dung trong chién tranh déu & dang son khi. D6 1a cic hat lg limg trong
khong khi chita cdc vi sinh vat gay bénh. Cdc hat nay dac trung boi cic tinh chat
xdc dinh nhu tinh chat vat 1y, tinh chat hod hoc va trong luc. Dya trén cdc tinh
chat ndy, ngudi ta thiét k€ cdc thiét bi chuyén dung dé x4dc dinh mitc do gia tang
6 nhiém chung cta khong khi béi cdc hat son khi chida VSV doc hat gay bénh.
Bo phén quan trong cna thiét bi nay la cic 6ng dé€m tu déng cé kha nang xéac
dinh su tang $6 lugng cac hat so v6i phong binh thuong. Théng thudng ngudt ta
sir dung 2 loai 6ng dém (6ng dém tinh dién va 8ng dém quang dién ta). '

Khi phét hién su tang s6 luong cdc hat, may phdt tin hiéu bdo dong. Tuy
nhién viéc tang 6 luong cdc hat trong khéng khf cé thé khong lién quan t6i su
¢6 mat cua cic VSV doc hai. Tuy vay phuong phap nay c6 y nghta rat 16n trong
Iinh vuc quan tric moi trudng va bude diu thong bdo tin hiéu cé thé cé vit khi
sinh hoc do doi phuong su dung trong chién diu.

1.3.2 Phuong phap phat hién khong dic trung

Muc dich cta cdc phuong phédp nay la kiém tra su ¢6 mit clia cic VSV doc
hai (trong quan su goi 1& cdc tdc nhén sinh hoc dé ngudi chi huy quyét dinh tién
hanh hay khéng tién hanh cic bién phip phong chéng).

Phuong phdp phat hién khong dac trung dura trén mot sé phan Une sau:
gpnapp C g dg g at . P g

- Phan itne Binret:

Co ché cua phan tng: Biuret (H,N-CO-NH-CO-NH,) trong moi trudng
kiém enola hod hoan toan theo so dé sau:

H,N-CO-NH-CO-NI, == NH=C-NH-C=NH
\ i
OH  OH

Hai phén tir enola ho4 cla biuret tdc dung véi Cu® tao thanh hop chit ¢
mau do tia.

0 O_
i
NH=C NH = C
HN O——\——‘ Cu —— / \\
NH=C | NH=C
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Thuc hién phan dng: thém vao huyén phtt cdc vi sinh vat moét lugng dung
dich NaOH 10% khudy déu. Sau dé thém vao vai giot CuSO, 1% khudy déu.
Néu trong mau cé chita cac vi sinh vat (c6 lién két peptit -CO-NH-) khi dé xuat
hién mau do tia va do bing hdp phu quang dién. Cudng d6 cia mau ty 1& véi'sg -
tuong protein. Phuong phdp nay cé do nhay thap. )

- Phan itne phdan huy préotein ¢ nhiét do cao

Khi nung néng co thé vi sinh vat & nhiét dd khoang 315 + 482°C, protein bj
phan huy va tao thanh axit xyanhydric (HCN); axit niy duogc phdt hién bang
phuong phap hod hoc diac trung.

+ Phét hién axit xyanhydric (HCN) bing éng do doc 3 vong xanh (trong
hop do doc 1 16). Nén tang hdp phu cia ong do déc ¢ mau hoéng do ching té
trong mau c6 HCN. D6 nhay phan dng 0,008mg/l.

+ Phat hién axit xvanhydric (HCN) bang gidy tdm axetat déng vi benzidin
(trong hom hod nghiém da chién). Gidy chi thi ¢6 mau xanh lo ching to trong
mau ¢ HCN.

Ngodi ra, ngudi ta ¢6 thé st dung vi quang k& vi kinh hién vi phit quang
dé phat hién VSV doc hai. Hién nay mot sé nude nhu Phap, My da su dung hai
k¥ thuat mién dich hoc va di truyén hoc dé phart hién mic do 6 nhiém ¢6 ngudn
goc sinh hoc trong moi trudng. Phuong phdp mién dich hoc la su phdt hién vi
sinh vat bang phan tng khdng nguyén-khdng thé. Phuong phép di truyén hoc to
ra ¢6 nhiéu hita hen vi I do khoa hoc, cong nghé va kinh té. Tinh chéat gay bénh
clia mot $6 VSV doc hai ¢6 thé du kién biang bién phdp nhat dinh qua nhan dang
s ¢6 mat cta bd gien don boi trong nhitng gien nhat dinh goi 1a "doc tinh".
Viéc phdt hién thong tin di truyén ndy cho phép phdt hién, kiém sodt cdc tdc

nhin gay bénh.

Két qua duong tinh cta cdc phuong phap khong dac trung chi ra su cén
thiét phai tién hanh nhanh chéng cic phuong phdp phat hén dac trung.

1.3.3 Phuong phap phdt hién ddc trung

Trong cic cudc chién tranh c¢é st dung vi khi sinh hoc (VKSH) phuong
phdp phét hién dic trung khong nhitng chi phat hién cdc yé&u t& tan cong bang
vii khi sinh hoc, ma con nhan biét chinh xé4c dang tic nhan sinh hoc (TNSH) gay
bénh. |
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Phuong phip phe’lt hién dac trung ¢ hai giai doan: 14y miu va nhan dang
TNSH gay bénh.

a- Ldv mdu

Lay méu va gui vé phong thi nghiém Ia giai doan quan trong viéc xéc dinh
dang TNSH. Thoi gian tir khi dich st dung vii khi sinh hoc dén khi 18y mau va
gtri vé phong thi nghiém phéi cang ngdn cang t6t. Vi moi trudng xung quanh s&
khong thuén tién cho su tdn tai cla vi sinh vat va néng do cla ching sé€ giam di.
Diéu nay doi hoi luc lugng cia phan doi trinh sit phai duge huin luyén ot, ¢
kha nang tién hanh 1dy miu ding, nhanh trong viing nhiém. Mau phai dugc lay
ngay sau khi phdt hién dich st dung vii khi sinh hoc, va 18y & chd phdt hién

nhiéu tdc nhan sinh hoc (manh bom dan, giot chit long, chat bot...).

Viéc xdc dinh loai tdc nhan sinh hoc s€ ¢é hiéu qua cao, néu nhu khi lay
mau str dung cdc phuong phip l[am giau nhu sir dung phin loc, chit hip phu doi

véi miu nude, cdc dung cu hdp phu vi sinh vat tir khong khi.

h- Xaco dinh loai tac nhdan sinh hoc

Pé tién hanh kip thoi va hiéu qua cdc bién phdp phong ngita, viéc xdc dinh
nhanh chéng loai tic nhan sinh hoc ¢6 ¥ nghia rat quan trong. Dé xdc dinh dang
tic nhan sinh hoc, cdc miu gui dén phong thi nghiém s& dugce tién hinh nghién
cttu vi trang hoc va vi sinh hoc,

Khi tién hanh chuin bi miu nghién ctu phai chi ¥ cdc phuong phéap lam
giau vi sinh vat nh& phin loc, quay 1i tam, két tia, mau sinh hoc. Mau dua dén
phong thi nghiém duge xu 1y bing mot trong hai phuong phép sau:

- Cho 2 ml 10% dung dich tiét trung x6da va 1,5 ml 10% FeSO, vao 50 ml
H,0. Két tha mau nau lang xudng, kéo theo cdc vi sinh vat lang trén gidy loc vo
tring. Sau dé ngudi ta st dung miu dé nuodi cdy va giy nhiém dong vat thuc
nghiém.

- Loc miu nude can nghién ctu qua phin loc mang, sau d6 nghién va tron
véi mot luong nho dung dich sinh hoc tiét tring. Nguoi ta nghién citu hgp chét
nhan duge & dang kén hodc khéng phai dang kén.

Khi st dung cdc khang thé phit huynh quang dé nghién citu dang tic nhan
sinh hoc, cdc miu nude phai cho qua phin loc, vi sdt ngdn can su phdt quang.

Mau cic thuc pham ciing duoc nghién ndt réi rét dung dich sinh hoc hoac
nude tiet triing vao. Méu cédc thyc phidm toi x6p, cho mét trong hai loai dung
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dich trén vao vi lic trong vong 10 phiit. Sau dé ngudi ta loc dung dich nhan

dugc.

Vé nguyén tic, khi nghién ctu phdt hién dang vi sinh vat c6 trong khong
khi, nudc, dat, luong thuc, thuc phdm cé thé duge ti€én hanh theo 1 trong 2 quy
trinh 12 quy trinh phét hién rdt gon va quy trinh phét hién m& rong, tuy thude
vao diéu kién va yéu cdu nhiém vu. Theo quy trinh rit gon, thudng chi tap trung
nghién ctu cdc méu ¢6 tic nhan sinh hoc nhu: dich hach, dich ta, bénh than va
Toxin Botulium. Quy trinh m& rong 12 dé tién hanh phan tich tat ca cdc mau ¢
nam bénh, vi khuén, vi rit, Riketsin va cdc doc t6 Botulium. Theo quy trinh m&
rong, ché pham tir mau gl téi duge chia thanh 3 phan (so do 1.1).

- Phéin 1: khong dun néng va st dung dé phat hién cdc TNSH dang khéng
kén (khong bio tu).

- Phan 2: duoc dun néng 60-65°C trong thdi gian 30 phit va dé phat hién
cdc TNSH dang kén (c6 bao t).

- Phéin 3: duoc loc quan phin mang, quay li tam hodc x{r ly biing cac khing

sinh va dé sir dung dé phat hién cic Riketsin va vi rdt.

Miu
Phini | Phin 2 i Phin 3
I
) 4
. . T=60-65"C R
Khéng dun né Lo ay ly tam
g ng £=30 phiit DC, quay 1y
N/C vi trung N/C vi trung N/C vi it va
dang khong kén dang kén Riketsin

So do 1.1 Quy trinh xit Iy mdu dé xét nghi¢m phdt hién tdc nhdn sinh hgc

13



Cic pthcmg phdp ¢é dién phét hién vi sinh vat gay bénh rat ddng tin cay,
nhung rdt phitc tap va doi hoi tién hanh trong thoi gian dai. Két qua nhan duoc
sau mot thdi gian dai ké tir khi glti miu t6i khéng dép Ung yéu cdu t6 chic
phong thii quéc gia. Trong didu kién chién tranh hién dai ddi hoi su can thiét
phai tién hanh cic phuong phap hién nhanh céc téc nhan sinh hoc do dich sir
-~ dung.

Mot s6 phuong phdp phat hién nhanh TNSH dang dugc nghién ciu su

dung.

- Phirong phdp ngieng két hong cau gidn tiép:
Day 14 phuong phdp phdt hién nhanh tic nhan sinh hoc.

+ Ban chét cua phuong phdp la dua trén su két tu hong cau, mang khing
huyét thanh, duéi tic dung cua khing nguyén dong thé.

+ Phuong phdp nay twong déi nhay, dac trung, khong doi hoi thiét bj
chuyén dung, cho phép phadt hién mét s& vi khuan va Toxin. Phan ting ngung tu
héng cau gidn tiép két hop v6i phuong phap khdng thé huynh quang s& cho két

qua phdt hién THSH trong thoi gian ngan va do tin ciy cao.

- Plurtone phap keo tu than:

+ Ban chat cia phuong phap nay 1a dua trén su keo dinh cdc hat than hoat
tinh tim khdng thé vé6i khdng nguyén. Phuong phdp niy c6 thé phat hién vi sinh
viit trong nude, khong khi hodc trong chat ria troi tit cac bé mat khdc nhau. Dé
ti€n hanh phuong phdp nay ngudi ta phai chudn bi huyén phi than-huyét thanh
theo phuong phip dic biét.

+ Phan tng tién hanh nhu sau: nho mét giot huyén phtt than-huyét thanh
1én mot tdm kinh phét, cho 2 giot khdng nguyén cin nghién ctu va khudy déu.
Trén mot nita khic cua tdm kinh ti€n hanh phan dng v6i huyét thanh mién dich
va huyét thanh tho binh thudng (ding dé kiém tra). Sau 5 - 10 cdi lic nhe bat
dau c6 su két dinh cdc hat than-huyét thanh.

- Phutong phdp keo tu khdng thé huyén phii alizain:

+ Phuong phép nay dua trén su hdp phu khing thé dic trung bdi huyén phir
alizarin véi su xodn két tao thanh do két qua cam tng clia cdc khang thé huyén

pht alizarin bai cdc vi sinh vat déng dang ¢6 trong méu nghién cifu.
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+ Phuong phdp nay tién hanh nhu sau: cho mot giot khdng thé huyén phi
alizarin va 2 giot huyén phu vi sinh vat cdn nghién ctu lén kinh phét. Khudy déu
\Z:| lfic nhe trong 2 -3 phiit, xudt hién sy gan két cdc hat alizarin thanh khoi két ty
16n hon. D€ ki€m tra ngudi ta st dung huyén phl alizarin va cho thém huyét

thanh binh thudng ctia thd, hén hop tén tai & dang déng thé.

+ Phuong phap ¢6 wu diém 1a don gian, dac trung cao va khong cén thiét bi
phifc tap. Phuong phdp nay ding dé phat hi¢n cac tédc nhan nhu dich hach, bénh

loét miii, bénh Tularemi...

- Phucone phdp mién dich huvnh quang:

Phuong phiap mién dich huynh quang (con goi la khang thé huynh quang).
ngiy nay. dugc st dung rat rong rii trong nghién ctru vi sinh vat dé phdt hién
nhanh cdc vi sinh vit gay bénh trong moi truong {2].

+ Ban chét cua phuong phdp la xdc dinh khdng nguyén ctia cac € bio vi
sinh vat khic nhau nho cic huyét thanh dic trung lien két véi chat phat huvnh
quang.

+ Phuong phap nay duoc st dung dé phat hién hdu hét cdc vi sinh vat gay

bénh (dich hach, Tubria, Brucela, khuan than, dich ta...)

+ Phuong phip nay ¢6 do nhay cao, qué trinh nghién ctu nhanh. cho ké
qua sau [-5 gid ké tir khi bt ddu xét nghiém.

Do nhimg thuan lgi , ma cdc phuong phdp khdc khong ¢o, ky thuat mién
dich huynh quang da tim thdy nhiéu Gng dung trong nghién cGu vi sinh vat y
hoc. Sau day Xin giéi .thiéu mot s6 diém chinh vé k§ thuat dé thuc hién phuong

phdp nay.

Lua chon cédc thudc nhuém huynh quang:

Mot thude nhuoém huynh quang duge diung dé dinh diu khdng thé cin phai
6 cdc tiéu chuin 1 khong lam t6n thuong t6i tinh mién dich clia khang thé;
phai két hop duge véi globulin - mién dich thanh mot phite hgp bén ving; cudng

- do huynh quang phdi da 16n; cudng do huynh quang t6i thich phai thé hién‘ duoc
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quanh pH trung tinh; mau hujmh quang cua thudc nhuém phéai dé dang phan
biét dugc vai nhitng hiéh tugng huynh quang tién phat hoac khoéng dac hiéu cua
vi sinh vat, clia bui, hoac clia mot 6 tinh thé hod hoc; d& bao quan dé cé thé tieu
chuin hod dugc; tan tot trong nudc. |

Hién nay ¢6 mot sd thude nhudm huynh quang dirge ua dung la flnorescein
isotiocianat (FITC) mau huynh quang vang luc c6 budc sdéng khoang 510-530
my, 1- Dimetllaminonaphtalin -5 - Sunfoclorit (DIS) mau huynh quang vang ¢6
budc séng khoang 230-315 myu va rhodamin RB 200 mau huynh quang d6 da

cam ¢6 budc séng khoang 600-700 mp [2].

Khang huvét thanh:

Trude hét phai phan lap gamma - globulin tir huyét thanh. Co thé ding
sodium sunfat, ruou etilic, rivanol hodc etodin dé phan lap. nhung don gidn nhit
la dang amonium suntfat. Khi da ¢6 duge globulin, tién hanh mién dich sdc vii

dé ¢6 dugc khing huyét thanh khing globulin.

Dinh day:

Trudc hét cin tim biét nong do protein trong dung dich globulin- khang -
globulin @€ tinh luwong thuée nhudém huynh quang sé cho vao.

+ Danh ddu khang thé bing FITC. Dung dich globulin- khdng - globulin
vOl dung dich NaCl 0,85% dém cdcbonat - biocacbonat (pH 8,8) cho ¢é 10mg
protein/ml. D€ & nhiét do 4°C cho FITC vao véi ty 1& 0,05 mg FITC/mg proteir.
Dung chan vit khudy déu 18 gid ¢ nhiét do 4°C. Qua trinh két hop FITC va

protein ¢ thé tém tat nhu sau:

FITC — N = C+ NH, — Protein — FITC —~ NH - C — NH - Protein
| il [
O O

Khi danh d4u xong, dung dich globulin ¢6 mau vang luc nhat.
+ Dinh dau khing thé bang DIS. Dung dich globulin - khang - globulin

dugc dé trong lanh dé c6 nhiét do 2 - 3°C. Dung chan vit khuay déu trong suét
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thai gian két hop. Cho dioxan vio véi ty 1& 10%. DIS hoa tan trong axeton dugc
nho vao tiing giot. Ty 1& cudi cling la 0,5 mg DIS/ml dung dich globulin. Qud
trinh két hop DIS v protein c6 thé tém tit nhu sau:

DIS - SO, + NH, ~ Protein ——DIS - SO, — NH — Protein + HCI
|

Cl

Khi ddnh ddu xong, dung dich globulin ¢6 mau vang nhat.

+ Panh d4u khing thé bing RB 200. Dung dich globulin- khéing - globulin
pha v&i dung dich NaCl 0,85% dém cacbonat - bicacbonat (pH 9,0) cho ¢0 4mg
protein/ml. Trong suot qud trinh dédnh dau phai gitt nhigt do 2-3°C. RB 200 hoa
tan trong axeton dugc nho vao timg giot, véi ty 1 0.1 ml dung dich RB 200 cho
I ml dung dich globulin. Dung chan vit khudy déu khoang 60 phut. Khi dénh
ddu xong dung dich globulin ¢é miu gan giong nhu  dung dich potatsium
pecmanganat 0.1°%.

Sau khi ddnh diu xong, can phai loai trit phan thudéc nhudm huinh quang
tw do (khong két hap véi protein) khot dung dich globulin - khing - globulin. vi
phan thuéc nhuoém hutnh quang thira s€ gy nén hién tuong "mién dich huynh
quang gia". Ngudi ta thudmg str dung phuong phdp tham tich hoac loc gel dé loa
trlr phan thude nhudm huvnh quang thiia .

Bao guan

Phiic hop huinh quang muodn dé gianh lau. ngudi ta thudng cho thém hod
chat bao quan nhu metiolat. Phdc hop huynh quang thudng duoc phan bo ra
ting lugng nho 2 - 3 ml va bao quén trong ti lanh (- 20° C dén - 30" C). Phic
hop huynh quang & dang dong kho ¢6 thé bao quan it ra vai nam. Khi pha tu
dang dong kho ra, nén dung dung dich NaCl 0,85% dém photphat (pH 7,2 - 7,4).

Ché tiéu ban

Can rira l?hié'n kinh va ia kinh that k¥ cho hét m& va sach, mat kinh khong

dugc cé vét xude va khoéng con bui hodc soi bam.
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Néu dung khdng nguyén la vi khudn tir canh tring, nén phét mong va déu
vio mot 6 tron di khic trén phién kinh. Sau khi dd phét kinh dé cho kho &
khong khi va ¢6 dinh bing cach ho cao trén ngon lira. C6 trudng hop ¢6 dinh &
nhiét d6 thip, hoic bing hoa chit.

Néu tiéu ban 12 ki€u in khuan lac hoac ki€u in manh t6 chic (ndo, gan,
l4ch...) thi chi nén chin nhe tay dé c6 mot lugng vat lieu mong bam vao phién
kinh. Néu day qua s& kho ¢ dugc hinh anh huynh quang rd nét.

Phdt hién khang nguyén:
C6 3 phuong phdp phat hién khing nguyén theo phuong phiap mién dich
‘huynh quang 1a phuong phdp truc tiép, phuong phap gidn tiep vi phuong phap
khdng bd thé huynh quang.

Phuone phip truc tép:
1

+ Nho lén tiéu ban da ¢6 dinh 1-3 giot khing thé huynh quang (da pha
dung theo chuan do). Dit tiéu ban trong hop am ¢ nhiét do 36-37 " C khoang 30
phuit.

+ D6 khdng thé huinh quang thira. Trang k§. nhe nhang bing dung dich
NaCl 0,85% dém photphat (pH 7,0-7,4). Ngam [0 phiit trong dung dich trén.

+ Dé rdo nudc & nhiét do thudng. Khi tiéu ban con hoi 4m nho 1én mot giot
clixerin dém phtphit. Day tiéu ban bing 14 kinh. Gin ria 14 kinh viio phién kinh
bing paratin.

Co ché cha phuong phap ¢6 thé tém tit theo so d6 1.2

Phuone ghap gidn tiép :

+ Nho lén tiéu ban di ¢d dinh 1 - 3 giot khdng huyét thanh (di pha theo do
dam muon ¢6). Dat tidu ban trong hop am & nhiét do 36-37 * C khoang 30 phiit.

+ P3 khang thé huynh quang thira. Trang k¥, nhe nhang bing dung dich
NaCl 0,85% dém photphat (pH 7,0-7,4). Ngam 10 phuit trong dung dich trén.

+ D€ rdo nudc & nhiét do thuong. Khi tiéu ban con hoi 4m, nhd 1én mot
giot khdng - globulin huynh quang (khdng - khing thé). Dit tiéu bdn trong hop
am & nhiét do 36-37 °C khoang 30 phiit.

+ Dé globulin-khdng-globulin huynh quang thira. Tréng k§, ngam nhu trén.
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+ Dé rdo nudc & nhiét do thudng. Khi tiéu ban cdn hoi 4m nho lén mot giot
glixerin def:m' photphat. Dy tiéu ban béng 14 kinh. Gan ria 14 kinh vao phién
kinh bang parafin.

Co ché phuong phap duoc bidu dién & 50 dd 1.3 |

Phitong phdp gidn tiép cé lgi hon phuong phdp truc tiép o ché chi can mot
s6 khang thé nonh quang ddic hiéu déi voi tieng lodi dé phat hién tdt ca nﬁ[fng
khdng nguyén khdc nhau. Trong khi dé bang phitong phdp tricc tiép muoén phdt
hién méi khdang nguvén lai cdn mot khing thé huynh quang nicong 1img. Trong
plutong phdap gidn tiép, cuong do huvnh quang ddc biér thieong 1én hon. do dé

c6 thé phat hién dicge cd nhitng phdn tie khang neuvén rdt nho.

Q) oo
! Thuéc nhudom

Khing nguvén huynh quang

Khdng thé huynh quang

Phitc hop khing nguyén-khdng thé huynh quang

So dol.2 Co ché phitong phdp tric tiép phdat hién khdng nguyén
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0) Thuéc nhudm
& : huynh quang

Khdng
' khing thé
Kha & . ®
N\ T \ /
\ ,
Phitc hop Khing khang the
khdng nguvén-khing the huynh quang
Phirc hop

khang nguyén-khang thé-khing khang thé huynh quang

So dé 1.3 Co ché phitong phdp gidn tiép phdr hién khdng nguvén

Phuone phip khine bé thé huynh quang:

+ Nho 1én trén tiéu ban da c¢6 dinh khdng huyét fhanh dic hiéu, bé thé (da
pha 1:5 - 1:10 tuy theo tiéu chuan do). Pit tiéu ban trong hop 4m & nhiét do 36-
37°C khoang 30 phuit.
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+ D6 khang thé huynh quang thira. Trang k¥, nhe nhang bing dung dich
NaCl 0,85% dém photphat (pH 7,0-7,4). Ngam 10 phdt trong dung dich trén.

+ D€ rdo nudc & nhiét do thudng. Khi tieu ban con hoi 4m nho 1én mot vai
giot khang bé thé di danh dau. D€ 30 phit trong hop dm & 37 °C.

+ Tradng k¥, lic nhe nhang bing dung dich NaCl 0,85% dém photphat (pH
7,0-7,4). Ngam 10 pht trong dung dich trén.

+ Dé rdo nuée & nhiét do thudng. Khi tiéu ban con hoi 4m nhoé 1én mot giot
!
glixerin dém photphat. Pay tiéu ban bing 14 kinh. Gin ria 14 kinh vao phié¢n
kinh bing parafin.

Phucong phdp nav vé dai cuong gan giong nguvén Iy ciia phicong phdp gidn
tiép. Trong phitong phdp nav c6 thém hé théng bo thé - kidng b6 thé huvnh
guang, khién cho trong viée phat hién tit cd cde khdang nguvén chi cin ¢é6 mot
khdng thé huvnh quang duy nhat la globulin - khdng - globulin chudr lang ddnh
dau. Trong khi dé pliong phdp gidn tiép can phdi ¢6 nhitng khang thé husnh
quang ddgc hiéu cho timg loai (vi du.: globulin khang globulin ngwoi, globulin
khang globulin tho, globulin khdang globulin ngia...).

Co ché cua pthrong phédp duge bicu dién ¢ so do 1.4
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Hinh 1.4 Co ché phirong phdp khdng bé thé huynh

quang phdt hién khdang nguvén

1.4. MOT SO THIET BI PHAT HIEN NHANH TAC NHAN SINH HOC
1.4.1 Cdc phiéu thu phdt hién nhanh (SMART) [3]

- Phiéu thir SMART la thi€t bi hoan chinh, so mau, loc mién dich pha ran,
duoce thiét k€ sir dung két hop ranh giGi pha long.

Phiéu thtt c6 thé phdt hién duoc hai loai:
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+ Xdéc dinh vi khuadn dang bio t&r ndi sinh.
+ Xdac dinh céc chat doc protein hoic vi khuin chiia khiang nguyén hoa tan.

- Phuong thitc cta SMART la dua trén su tap trung cla cdc phan tit keo
Vémg dé phan tich kha néﬁg mién dich anh hudng t6i d6 nhay va su chon loc clia
vat ligu sinh hoc. Cac khang thé dic trung cha TNSH duge két hop véi céc phén
tir keo vang. Khi dé trén bé mit chét rn, cdc phéan tlt nay cé thé quan sdt bang
mit thudng. Su ¢6 mat hoac khong cé mat cdc khiang nguyén clia vi khuan duge
xac dinh bing phuong phap so mau. Diém chdm dd nhd hinh thanh trén phigu
thir dugc doi chiéu véi bang so mau.

- Phi€u thit nay do hing chuin dodn Horizon (My) san xuat, trang bi cho
ngudi linh trong chién dich Bio tdp Sa mac nam 1991 & vung Vinh, dung dé

phat hién truc khudn anthrax va doc t6 Botulium.
1.4.2 Detector sinh - hoa (My) [3]

- Cic detector sinh hod ¢6 thé ty dong 14y miu, phat hién va phan tich mic

d6 nguy hiém vé héa hoc va sinh hoc trong khong khi va trén bé mat vat nhiém.

- Cling véi viéc phdt tin hiéu bdo dong nhanh (dm thanh hodc dnh sdng).
cdc detector sinh - hod con cho biét loai tic nhan va nong doé cia ching. Tat ca
nhiing dit kién niy dwoc chuyén vé hé thong thong tin dé bdo dong kip thoi.

- Detector sinh hod bao géom: bo phan ldy mdu, xr [y mau, bd phan cam
bién va thiét bi xu Iy tin hiéu. Hé thong nay gon, nhe, dé mang véc, trong lugng
4,5kg. Ba giai phdp k¥ thuit dién ti tién tién duge 4p dung cho detector sinh -
hod 1a: 6ng din séng quang soi, sensor silic diéu bién dnh sdng, detector dién

hod tiéu hinh.

+ 6ng dan séng quang soi la giai phap phat hién bang quang dién goém cé
tdm thach anh d6é mong duoc phl mot 16p men, cdc khang thé hodc cdc chat
nhan (receptor) dac trung cho mot tic nhan hodc nhém tdc nhan. Trén bé mat
tiép xdc, cdc tdc nhan nguy hi€ém vé hod hoc, sinh hoc s& day cdc chat phdt
quang khoéi tdm thach anh do. Tai bé mat thach anh, 4nh sdng chuin xuyén qua
miu mot khoang thoi gian ngin va gy bic xa cdc chat phat quang.

+ Sensor silic 12 loai sensor ¢& nhd diing dé€ phat hién c4c tic nhan héa sinh
hoc nguy hiém. Day 1a mot thiét bi silic cAm bién dnh sdng chita mot phién silic
phéng 25 mm?® pht 16p silic - nitric. Khi dong dién xoay chiéu vio dit bitc xa
dnh sdng hong ngoat s& xudt hién dong quang dién. Dong nay phu thudc vao thé
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héa hoc trén bé mit. Nhiing thay déi vé pH hodc thé oxy héa khit dugc phan dnh
qua gia tri do roi ctia dong quang dién. C6 thé dé dang dit trén bé mit silic mot
chat nhu axetl cholinesteraza dé phdt hién tdc nhan thdn kinh hodc cdc men
niém dich duge danh ddu dé phat hién céc tdc nhan sinh hoc.

- Cac detector sinh héa cé thé phat hién céc tic nhan héa hoc va tic nhan
sinh hoc gdy bénh.

1.4.2 Detector sinh hoc - BD (My) [3]

- BD duge sit dung dé€ tién hanh xét nghiém ty dong mién dich cdc mau
dung dich nhdm phdt hién va xacs dinh cdc TNSH gay bénh.

- Khi dau hiéu nguy hiém da duoc xdc dinh BD phat ra tin hiéu am thanh
va dnh sang. '

- BD st dung sensor diéu bién anh siang (LAPS).

+ Cong nghé LAPS tao cho BD tinh linh dong dé xdc dinh ciing mot lic 8
TNSH bao gdm c¢a vi khudn, vi rat vé toxin trong 13 phuit.

+ Mau dung dich ¢6 TNSH bi thu hit béi cdc khdng thé dic trung va duge
phét hién nho sensor silic diéu bién anh sdng.

- Mot s6 dic trung:

+ Thot gian lam viéc lién tuc: 14 gio

+ Kich thuéce: 39 x 60,7 x 45,7 cm

+ Trong luong: 61,2 kg

+ Cong suit tiéu thu: 10V AC/50-60Hz

+ Diéu kién moi trudong: -19°C + +63°C

+ Thoi gian bao quan thiét bi trong kho: 3 nim

+ Thot gian bao quan thubc thir: 2 nam

1.4.4 May phdt hién tdac nhdn sinh hoc ACP (Nga) [1]

- Nguyen ly lam viéc clia mdy la dua vao su ghi lai thong hwong anh sidng
xudt hién khi x4y ra phan tng héa hoc ciia TNSH véi dung dich thuéc thi.

- Nh& bo nhan quang dién ®>Y-84, tin hiéu 4nh sdng dugc chuyén thanh
“tin hiéu dién. Khi néng d6 TNSH dat gid tri ngudng, thiét bi quang dién tir clia
bo cam bién lam viéc, mdy phat ra tin hiéu bdo dong nguy hiém (a4m thanh va
anh sdng), khi d6 mdy tu dong chuyén sang ch& d¢ 1dy méu (so d6 1.5).
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- Ché do 1am viéc cha may:
+ Kiém tra thudng xuyén TNSH trong khong khi.
+ Lay mau xét nghiém.

- Thiét bi duogc 1ap rdp trén cdc Xe trinh cta b doi Hoa hoc.

Sol khi TNSH Ong Quang nang Thiét bi thu nhan vi
] p ¥ .t & =
. » phandng bién ddi quang nang
A
" Tiép tuc 1y miu
[ l
i Hop 5 Thiét bi Binh dung Binh chta
'~ phan phot dinh lugng dung dung dich chat that
«——— Kkhong khi . R < e U phan o
i : dich thuéc thu thudc tho siu phan tng
! i *
Y ! A |
‘ |
E |
! |
| |
|
v |
' X N ‘
—«——— Ong Thiét by do .
- Solkhi TNSH | lay » i
1 —»  miu Trén Dui
} ngudng ngudng
| a
!l v
e e Bio
l Ddéng ong phan tng Thiét bi dieu khién L.
i bl 4609, m3 ol tin hiéu
Chuyén sang che do ons, Mo cac nam nguy hiém
1y méu (t=2") cham dién wr

So do [.5 Nguyén Iv lam viéc cia mdy phdt hién tdc nhdn sinh hoc ACP
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Chuong 2. POI TUONG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. POI TUONG NGHIEN CUU

1. Nghién cttu thuéc thir phdt hién cdc VSV doc hai cia C.H.L.B Nga trén
mdy phat hién tdc nhan sinh hoc ACP, trén co s0 d6 ché tao hé thudc thit d€ phat
hién su ¢é mat ctia cdc VSV ddc hai trong moi trudng khong khi va nuée.

2. Nghién ciu vat lién, két ciu, giai phdp ché tao thiét bi phdt hién nhanh
su 6 nhiém cac VSV doc hai kiéu mdy ACP.

2.2. PHUONG PHAP NGHIEN CUU

1.Phan tich thanh phéan thuéc thir diing cho thiét bi phét hién tidc nhan sinh
hoc ACP cua Nga.

2. Nghién ctu tinh ning k¥ thuat, nguyén Iy hoat déng, cau tao cua may
phit hién tdc nhan sinh hoc ACP caa C.H.L.B Nga.

3. San xuat thudce tha cho may phat hién nhanh tdc nhan sinh hoc.

4. St dung mot s6 vi sinh vat gay bénh dé kiém tra thudc thir. Tir dé danh
aid chat Juong cua hé thudce thir mdéi.

5. So sianh két qua vé chat fugng cta thudce thir san xuat duge véi thude tha
ctua Nga nhiim thay thé hé thudce thir cho mdy ACP dé chu dong trong phong
chong chién tranh sinh hoc.

6. Ddnh gid cdc tiéu chudn k¥ thuat ciia mdy duogc ché tao.

2.3. CAC THIET BI SU DUNG TRONG NGHIEN CUU
- Cdc thiét bi st dung trong nghién cdu vé hé thudc thir 14 cdc thiét bi phan
tich hod 1y hién dai nhu: mdy sac ky khi HP-5890, HP-6890; mdy quang phé
héng ngoai NEXUS 670 FT-IR; médy quang phé tir ngoai kha kién JASCo V530.
Hoa. chit st dung la cdc hodt chat tinh kiét (P.a).
- B€ nghién citu va ché tao, gia cong cdc chi tiét, bo phan co khi va dién tr
dé tai da thue hién tai cdc co s sdn xuat véi co khi va dién tr véi céc thiét bi

thi nghiém, san xvit ¢6 do chinh x4c cao.
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Chuong 3. KET QUA NGHIEN CUU

3.1. NGUYEN LY HOAT PONG VA CAC THONG SO CHINH CUA THIET BI
PHAT HIEN TAC NHAN SINH HOC THEO KIEU ACP -

3.1.1 Nguyén ly hoat déng ciia mdy phdt hién tdc nhdn sinh hoc

+ Mdy tu dong 14y mau son khi cdc tic nhan sinh hoc nhd bd phén ong
tdch cong tic, theo nguyén 1y sa lang son khi kiéu luc ly tam (luu lugng tir 130 +
225 lit/phit).

+ Trong 6ng tich cong tic, son khi cdc tdc nhén sinh hoc bam bén thanh
trong cla 6ng tich cong tic trong qud trinh 14y mau va s& dugc rua troi bang
dung dich thusc thu (1,4 £ 0,2ml) ré1 di xudng phéu phan tng & ddy cla dng
tich cong tic.

+ Trong phéu phan tng, tai diy xay cdc phan tng gita thuoc thu vor cic
tdc nhan sinh hoc trong thot gian 11 £ 4 gidy, phan tng xay ra hién tugng quang
hod c6 ning luong E,y = 70 Kcal/mol.

+ Nho bo phan ghi nhan dnh sdng va bién déi quang nang thanh dién ning.
(dau do, bo phéan khuéch dai va dong ho do) tin hiéu s& duge ghi nhan (rén dong
hé micro ampeké. Tin hiéu bdo dong s& duge phat ra (coi kéu, dén do6 sang) khi
nong dé cdc tic nhan sinh hoc vuot ngudng.

+ Khi ¢6 tin hiéu bdo dong, dong thoi mdy ty dong chuyén sang ché do ldy
mau (nho bd phan phan phoéi) vao 6ng tach 14y mau trong thoi gian 120 + 15
giay.

+ MAu son khi chifa cdc tdc nhan sinh hoc duoc dwa di kiém tra béng céc
dung cu va cac thié€t bi phan tich.

Chu ky hoat dong cha may duoc lap lai tir dong trong thoi gian tir 50 + 70
gidy, néu trong khong khi néng do cta cdc tdc nhan sinh hoc duéi ngudng hoiic
may s€ ngiig 1am viéc sau khi 1y miu, néu noéng do cdc tdc nhan sinh hoc vuot

nguong.
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3.1.2 Cdc thong s0 ky thudt cia mdy

Bang 3.1. Két qua kiém tra céc thong sd kj thuat chinh cla thiét bi

Thong s6 k¥ thuat

Tiéu chuin k¥ thuat

1. Kha nang lam viéc ctia hop phan phéi,
cdi va thdt gian 14y mau,

- Nam cham dién tir cua hop phan phéi
lam viéc tot.

- Tin hiéu bdo déng tot.

- Thai gian 18y méu 120 £15s

2. Thé tich khong khi trong 1 phit

130 - 225 1it

3. Thoi gian chu ky cung cép thudc thir 50 - 75s
4. Thoi gian luu gl thudce thu 11 t4s
5. Licu luong thude thur 1,4 +0,2 ml
6. Dilt ngudng 4+02 A
Tri s6 nhu trong ly lich may

~J

. Dieu chinh do nhay

5E2.845.014.90

3.2, NGUYEN LY TAC DUNG CUA THUOC THU VOI TAC NHAN SINH HOC

Céc tdc nhan sinh hoc khi tde dung véi thude thu trong phéu phan dng sé

sinh ra hién tuong quang héa. Hién tuong quang héa duge giadi thich nhu sau:

qud trinh phan tng héa hoc gita thanh phan cla thude (s6 1) véi cdc tic nhan

sinh hoc sinh ra nang lugng (AH), nang luong (AH) nay c6 tic dung kich thich

thanh phén thuéc tht (sé 2) tit trang thai phan tir ban diu (can bing) chuyén

sang trang thai phan tr dugce kich thich. Khi trd lai trang thdi ban diu cdc phan

tr nay phdt ra nang lugng Eh, thiét bi s€ tw dong ghi lai nang luong dnh sdng

phét ra nay.

Tém tat nguyén Iy tdc dung ciia thudc thit
voi tdc nhdn sinh hoc theo so do sau:

Thudc thir + Cac

tac nhan sinh hoc

"

Thudc thit & trang
thai kich thich

Thudc thit & trang

thai ban dau

- hv
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3.3. CAC KET QUA NGHIEN CUU VE THUOC THU

Co ché'tdc dung cita thudc thit voi tde nhdn sinh hoc nhu sau:

H,N OH HN
| Tac nhan
ZoN 10—
NN Sinh hoc
I
OH -
CHN OH | H,N OH
I ! i
-~ N T
OV —T
>~ N >~
f
- OH - OH

(Ehv =70 K Cal)

3.3.1 Thanh phan thudc thu cua Nga

]
SSIRt
\iN

OH *

£

Hé thudc thue ding cho may phét hién tic nhan sinh hoc ACP cua Nga

aém 2 loai: thudc thir sd N°1 va N2,

Bang 3.2. K&t qua phan tich thanh phan cta thudc thir s& 1 cua Nga

TT Tén hoa chat Thanh phan % Tac dung
1} NH,CI (P.a) 30 g/lit Chat dién ly
2 | Etylic (tuyét doi) 50 ml/lit Chat chong dong
3 | metanol 30 mi/lit Chat diét trung
4 | Hydropeoxyt (28%) 30 ml/lit Chét oxy hod
5 |Dung dich H,BO, 0.05M 55 ml/lit Thanh phan dung dich
trong NaOH IN dém
6 | Dung dich HCI IN 100 mi/lit Thanh phan dung dich
dém
7 | Nudc cat 735 ml Dung mot
Tong s6: 1000 mi

29




Bang 3.3. Két qua phan tich thanh phan cia thudc thir s6 2 ciia Nga

| 1T Tén hoi chit Thanh phin % Tac dung
1 | Thudc thit huynh quang (Pa) 30 Phat huynh quang
2 | Kali clorua (Pa) 25 Chat dién ly
3 | Axit tactric (Pa) 20 Chat dién ly o
4| Axit boric (Pa) 15 Chat lam réc khu6n khi |
ép vién va lam chat don
5 | Amoniclorua (P.a) 10 Chat dién ly
Téng cong: 100 %

3.3.2. Thanh phan thuéc thit sdn phdm cila dé tai

Thudc thit ché tao duoc ¢6 thanh phin tuong tu nhu thanh phin thude thur

cua Nga. Pa duoc thir nghiém trén thuc t€ cho két qua tot.

34. CAC THUNGHIEM VE THUOC THU

3.4.1 So sdch cac chi tiéu k¥ thudt cia thudc thi

Bang 3.4. K&t qua thir nghiém d6i chiing hé thudc thir dé tii va cta Nga

CTT Cic chi tiéu can Thuoc thircva -~ Thudc thiicia | Ghi cha
E_ | danh gia Nega Viét Nam
1 |Dang san pham ép vién Két tinh |
2 Thoi gian phin dng véi tic, T thoi Tic thoi
I nhan sinh hoc (phut) ,
i 3 Thoi gian gili sdng (gidy) 15 15 Sdng char
4 |Thor gian st dung hiéu qua 12 -14 12- 14
i 'sau khi pha thudc thir (gi)
S |Khoing nhi¢t do thudc thi, 5 - 40°C 5-40°C Thuoc thu
. B mua he |
lam viéc
6 D6 nhay clia TT The:o nguﬁng Tuong duqng Vol
- chuan cva mdy | TT coa Lién X6
7 |Tinh tan trong dung moi 5 - 7 phit 5 -7 phiit Thu\oc ttm ,
(TTso 1) mua heé -
8 |Nhiét do nong chay 38°C >70°C
9 [Diéu kién bdo quan Phan hily & 38°C| B¢n 0 nhiét do va
| &p sudt thuong
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3.5. SO pO THIET KE THIET BI PHAT HIEN VSV POC HAI KIEU ACP

Trén co s& nghién ciu vé tinh nang tdc dung, nguyén ly lam viéc, cdu tao
clla mdy phat hién tdc nhan sinh hoc ACP cia Nga, nhém dé tai da tién hanh
thiét k& ché tao va lap rdp thiét bi phdt hién VSV doc hai tir nguyén vat liéu c6
sdn trong nudc. So do thiét k€ ché€ tao cdc cum chi tiét co khi va dién tir chinh
ctia thiét bi duoc the hién & cdc hinh vé theo cic ban thiét ké sau:

3.6. Két qua thit nghiém san pham cia dé tai

Qua két qua khdo sdt cdc phong thi nghiém & Viét Nam, ching t61 nhan
thay: hién taj chua c¢6é phong thi nghiém nao cé thé tao ra duoc khéng khi
nhiém cdc vi sinh vat doc hai hoac tdc nhan sinh hoc véi mat thé tich di 16n
(hang tram m®) dé kiém tra thiét bj ACP nhap ngoai cling nhu mau thiét bi san
pham clia dé tai dugc ché tao. Do d6 nhém dé tai dd lua chon phuong 4n thu
nghiém nhu sau:

[. Bdnh gia hé thudc thlr duge ché tao trén thiét bi ACP cta Nga véi mau
tic nhan sinh hoc ding cho hudn luyén (mau tdc nhin gid). Két gui thi nghiém
da dugc trinh bay trong bang 3.4.

2. Dé ¢c6 thé ddnh gid duoc kha nang phat hién duge cic VSV doc hai cua
hé thudc thir duge ché tao. Nhém nghién citu da tién hanh thu nghiém hé thudce
thir véi mot s6 vi sinh vat sau:

- Eschelichia (E.coli)

- Staphylococol (khuan tu ciu)

- Bacillus subtilis (truc khuin ¢é bao )

- Saccharomyces cerevistal (ndm)

- Bacilus anthracis (bénh than)

Phuong phdp thu nghiém: thir nghiém duoc tié€n hanh trong cic ong nghiém
¢é cdc vi sinh t6n tai trong dung dich.

K€t qua thir nghiém: do nhay cta thude thi 10° con/ml.

Qua céc thi nghiém trén cho thidy: mau thudc thir da ché tao hoan toan ¢6
kha nang thay thé thudc thir ctia Nga, c6 thé ding dé lam thuc thir cho may
phét hién cdc tdc nhan sinh hoc tu dong ACP va thiét bi san phidm clia dé ti.

3. Dé danh gid céc chi tiéu k§ thuat cua thiét bi, nhém d¢ tai dd ddnh gia
thong qua viéc dé1 ching véi céc chi tiéu clia mdy ACP cha Nga. Két qua cho
thay sdn phiam cia d€ tai c6 cdc chi tiéu dat gin tuong duong cla Nga (trong
diéu kién thir nghiém vdi méiu huan luyén).
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KET LUAN

1. Bing nhiing vat tu, k¥ thudt trong nudc nhém dé tai budc dau di tién
hanh nghién ciu thiét k&€ ché tao thiét bi phat hién vi sinh vat déc hai trong moi
truong khong khi va nude. Thiét bi cé cdc tinh nang ky thuat dat gin tuong
duong so véi thiét bi ACP ctia Nga (trong diéu kién thit nghiém véi mau tac nhan
sinh hoc ding cho huén luyén).

2. Nhém tac gia da xdc dinh duge thanh phan clia hé thude thir cia Nga
ding cho may ACP va budc dau giai thich duge co ché phan tng cta hé thudc
thir nay. \

3. D ché tao thanh cong hé thude thr mét ding cho ACP clia Nga va cho
mau thi€t bi duge ché tao (san pham clia dé tai). thay the sin phdm nhap ngoai.
San pham nay da duoc dua vao trang bi cho quan doi phuc vu cho céng tic huan
luyén san sang chién dau.

Tuy vay, cac két qua nghién ciru dugce cong bo & trén mdéi chi 1 nhiing két
qua bude diu, viéc nghién cltu dé cé thé dua thiét bi nay vao trong thuc t& cin

phai tiép tuc nghién cliu v hoan thién.
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