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MO PAU
1. Sw can thiét ciia dé tai

Véi gia tri thwong mai cao va vai tro trong yéu trong xuit khau
thity san, nghé nudi tom di tré thanh nganh cong nghiép chién luoc
dong gop dang ké cho an ninh lwong thuc, viéc 1am va ting trudng
kinh té ctia nhiéu qudc gia ven bién. Tuy nhién, bénh dém tring do
vi-rit WSSV (White Spot Syndrome Virus) van 1a méi de doa 16n
nhit ddi v6i su phat trién bén viing cta nganh nay. Vi-rat c6 kha
ning lay lan cuc nhanh, gy ty 1& chét 100% chi sau vai ngay, lam
thiét hai dang ké cho nén kinh té toan cau. Pang lo ngai hon, vi-rut
khong chi ton tai trong méi truong nudi ma con luu hanh trong quan
thé ty nhién, luén tiém an nguy co tai xdm nhap va bung phat dich
dién rong.

Tai Viét Nam, WSSV xuat hién tir ddu thap nién 1990 va di nhiéu
lan dién ra trén dién rong, gay thiét hai nghiém trong cho nganh nuéi
tom. Tai thanh phd Hué, noi c6 hé théng didm pha Tam Giang — Cau
Hai 16n, bénh dém tring thuong xuyén tai phat & cac ving nudi trong
diém nhu Phi Vang, Quang Dién va Phong Dién, de doa nghiém
trong dén sinh ké nguoi dan.

Tinh hinh trén cho thiy bénh dom tring do WSSV van 1a mbi de
doa thuong truc, dic biét trong bdi canh bién ddi khi hau va mat do
nudi ngay cang ting. Nguy co niay khong chi mang tinh qudc gia ma
con c6 pham vi khu vuc, doi hdi cac giai phap phat hién, giam sat
chi dong va kiém soét hiu qua ngay tai hién truong, nham bao dam
su phat trién bén vitng ctia nganh nudi tom.

Céc phuong phap phat hién cht yéu hién nay ctia nguoi nong dan
thuong quan sat 1am sang hay xét nghiém PCR tai cac trung tam xét

nghiém. Cac phuong phap nay van chua dap tng duoc yéu cau thuc



tién ctia ngudi nuodi. Cac ky thuat nay thuong phat hién muodn, hoic
phu thudc vao thiét bi hién dai va k¥ thuat vién, nén khong thé trién
khai truc tiép tai ao nudi. Hau qua 1a ngudi nudi thudng khong kip
thoi phat hién trong giai doan sém cua bénh dé tién hanh cach ly va
xtr 1y kip thoi, khién bénh lan nhanh theo chudi cung tmg gidng, thirc
an, ngudn nude, 1am chi phi kiém soat ting cao, gia ting rii ro gian
doan san xuat va anh huong nghiém trong dén hiéu qua kinh té cua
toan chudi nudi trong.

Trong bdi canh d6, thiét bi chdn doan tai chd dua trén cam bién
dién hoa dugc xem 1a hudng phat trién tit yéu cho giam sat va kiém
soat dich bénh trong nudi tdm. Cong nghé nay cho phép phat hién
nhanh, chinh xéc, chi phi the”ip va ¢6 thé van hanh truc tiép tai hién
truong, gitip cung cap tin hiéu canh bao cho nguoi nudi, qua d6 giam
nguy co lay lan, han ché thiét hai va duy tri on dinh san xuét.

Xuit phat tir yéu cau thuc tién dé, luan 4n “Nghién ctru phat
trién thiét bi chdn doan tai chd bénh ddm tring do vi-rut trén
tom nuéi nwéce lg” dat muc tiéu lam chu quy trinh chirc nang hoa
dién cyc, phat trién cam bién dién hoa dic hiéu véi protein VP28 —
chi ddu dic trung cua vi-rat WSSV, dong thoi tich hop hé do dién
ho di dong nham hudng t6i giam sat ngay tai ao nudi.

2. Muc tiéu nghién ctru
2.1. Muc tiéu chung

Phat trién cam bién dién hoa c6 kha niang phat hién nhanh, chinh
xac va dang tin cdy bénh dom tring do vi-rat WSSV trén tom nudi,
ddng thoi xay dung hé thong thiét bi chan doan tai chd tich hop do,

xtr 1y va hién thi dit liéu.



2.2. Muc tiéu cu thé

- Nghién ctru cong nghé cam bién dién hoa Electrochemical
Sensor tmg dung trong thiét bi chin doan tai chd.

- Xéc dinh dau thu sinh hoc dic hiéu véi WSSV va co ché nhan
biét phu hop.

- Xay dyng quy trinh chirc ning héa bé mit dién cyc dé cb dinh
déau thu sinh hoc.

- Phat trién hé thong do dién hoa, tich hop phan mém xir 1y tin
hi¢u.

- Khéo sat d6 nhay, d6 dic hiéu, d6 6n dinh va gi6i han phat hién
ctia cam bién dién hoa phat hién WSSV,
3. P6i twong va pham vi nghién ctru
3.1. DPbi twgng nghién ctru

Cam bién dién hoa phat hién vi-rat gy bénh dém tring WSSV
trén tom nuoi.
3.2. Pham vi nghién ciru

Thuc nghiém phét trién va danh gia hiéu qua thiét bj cam bién
dién hoa phat hién vi-rit gy bénh dém traing WSSV trén miu chuan
trong phong thi nghiém.
4. Phuong phap nghién ciru

Luan an sit dung phuong phap nghién ciru lién nganh, két hop
dién hoa, sinh hoc phan tir va k¥ thuat dién — dién tir dé phat trién
thiét bi phat hién nhanh tai chd bénh dém tring do vi-rat WSSV trén
tom nudi, bao gdm Phuong phap 1y thuyét dwa trén cac co so 1y
thuyét vé dién hoa hoc va sinh hoc phan tir xdy dung quy trinh chirc
nang hoa dién cuc; Phuong phap thiét ké k¥ thuat, thiét 1ap hé thong
do dién hoa di dong khong day WPEMS (Wireless Portable

Electrochemical Measurement System), cho phép do, xir 1y, truyén



va hién thi tin hiéu dién hoa theo thoi gian thyc, 13p trinh Python
phin mém diéu khién; Phwong phap thuc nghiém tién hanh thi
nghiém chic ndng hoa dién cuc, do dac tin hiu, xir 1y, hién thi dix
liéu, xay dung mach do, 1ap trinh diéu khién.

5. Cac két qua nghién ciru thu dwoc

Luan 4n da phat trién thanh cong quy trinh chirc ning hod dién
cuc va phat trién hé thong do dién hoa di dong khong day phat hién
protein VP28 — chi d4u sinh hoc dic trung cia vi-rat gay hoi chimg
dbm tring WSSV trén tom.

Céc thi nghiém dbi chig da 1am rd vai tro trung gian quan trong
cta don 16p tu lap rap SAM trong viéc cb dinh khang thé va ting
cuong tinh on dinh ctia bé mat dién cuc. Bén canh do, qué trinh phu
cac hat nano vang AuNPs trén dién cyc da cai thi¢n dang ké do dan
dién va dién tich bé mat hoat hod, tao diéu kién thuan loi cho viéc
hinh thanh 16p SAM va gin khang thé anti-VP28. Cam bién sau khi
chtrc ning hoa c¢b dinh khang thé cho thiy méi quan hé tuyén tinh
gifra ARcrva n6ng d6 VP28 vai do 1ap lai va tinh chon loc cao.

H¢ théng do dién hoa di dong duoc thiét ké va thiét lap hoan
chinh, 6n dinh, véi ciu trac nho gon, tich hop cic khéi chirc ning
gém mach diéu khién tich hop mach do di¢n hoa. Phian mém diéu
khién cho phép xir 1y, hién thi va luu trit dit 1iéu, dong thoi trich xuét
tu dong cac gia tri dong dinh, dién thé dinh va ndng d6. Khi két ndi
v6i cam bién anti-VP28, hé théng do CV cho thdy mdi twong quan
tuyén tinh manh giira phan trim bién thién dong dién dinh %Al va
ndng d6 VP28 trong khoang 5-25 ng/mL, véi hé sé tuong quan R? =
0,994 va gioi han phat hién LOD = 2,38 ng/mL.

6. Bo cuc ctia luan an



CHUONG 1. TONG QUAN VE BENH TOM POM TRANG DO
VI-RUT WSSV VA CAC PHUONG PHAP PHAT HIEN
1.1. Bénh tém d6m tring do vi-rit WSSV

Nucleocapsid |

Tegument

 210-420 nm
Envelope

70-167 nm

Hinh 1.1. Hinh thai va ciu trac vi-rat WSSV: (a) Hinh thai tong thé cua vi-
rut; (b) Cau tric cat doc minh hoa cac 16p cua vi-rat; (¢c) Anh hién vi dién tir
TEM cua vi-rat, thanh ti 1€ = 100 nm.

Hinh 1.la va Hinh 1.1c cho thiy céu truc cua vi-rat WSSV c¢6
dang elip, véi mot phan dudi nho kéo dai & mot dau. Kich thude tong
thé ciia virion dao dong trong khoang 210—420 nm chiéu dai va 70—
167 nm duong kinh. V& mit ciu tric, mot virion hoan chinh (Hinh
1.1b) gom ba thanh phan chinh: Lép mang ngoai Envelope; Lop
trung gian Tegument; Loi Nucleocapsid.

VP28 dugc xem 1a mot trong nhiing chi diu dic hiéu va dang tin
cay nhét cho sy hién dién ctia WSSV, d(‘Sng thoi 1a protein chu dao
trong viéc phat hién vi-rit. Cac nghién ctru cho thdy VP28 nam & bé
mit ngoai ciia mang bao, giup dé dang tiép can trong cc xét nghiém
phat hién. Muc do biéu hién cao cua VP28 & cic ca thé bj nhiém
bénh da tao diéu kién thuan loi cho viéc phat trién cac phuong phap
phat hién c6 do nhay cao, bao gdm cac phan tmg mién dich va cam
bién sinh hoc. Do d6, khang thé anti-VP28 di duoc sir dung lam dau

thu sinh hoc trong cam bién mién dich dién hoa, cho phép phat hién



WSSV ngay ca ¢ ndng do rat thap, gop phan chan doan va kiém soat
som dich bénh trong méi truong nudi trong thity san.
1.2. Cac phwong phap phat hién WSSV hién nay

Hién nay, cac phuong phap phat hién WSSV duogc chia thanh hai
nhom chinh: chin doan 14m sang va chin doan phong thi nghiém.
Chan doan 1am sang dua trén tridu chimg va bénh tich quan sat duoc
& tom bénh, c6 wu diém 1a nhanh va chi phi thip nhung chi mang
tinh dinh huéng, khong xac dinh chinh xac tac nhan gay bénh. Chan
doan phong thi nghiém cho phép phat hién WSSV véi d6 chinh xac
cao thong qua cac k¥ thuat hinh thai hoc, moé bénh hoc, ciing nhu cac
phuong phap sinh hoc phan tir va mién dich hoc.

Tai Viét Nam, phuong phap PCR hién dugc st dung lam tiéu
chuan trong phéat hién WSSV. Tuy nhién, phuong phap nay doi hoi
thiét bi hién dai, nhan luc chuyén mon cao va kho trién khai tai hién
truong, gay kho khan cho ngudi nudi tdm trong viéc phat hién va xi
1y kip thoi khi dich bénh bung phat.

1.3. Cac nghién ctru trong va ngoai nwéc vé phat hién WSSV

Mic du da c6 nhiéu nghién ctru vé cam bién phét hién WSSV, cac
huéng tiép can hién nay van con nhiéu han ché. Cac nghién ctru qubc
té chi yéu tap trung vao tdi wu hoa cu tric va quy trinh chirc ning
hoa dién cuc nhim ning cao do nhay, thuong st dung céc co ché
mién dich nhiéu budc va hé do thuong mai dit trong phong thi
nghiém, thiéu tinh di dong va kho trién khai tai hién truong.

Tai Viét Nam, cac nghién ciru chii yéu dimg ¢ mirc phat hién dinh
tinh bang que thir nhanh, chua huéng toi cac giai phap dinh lugng va
hé thdng do dién héa tu dong. Nhin chung, van thiéu cac giai phap
chan doan tai chd c6 kha ning phat hién nhanh, nhay va phu hop véi

di€u kién thyc t€ cla cac trang trai nudi tom.



1.4. B¢ xuit h¢ thong thiét bi chin doan tai chd bé¢nh dom tring
do vi-rit WSSV

Cac yéu t6 i ro trong qua trinh nui tom Hé théng xét nhiém virus WSSV dé xuat

& mat dién cvc WE tao  Virus WSSV bi bat giwr boi khdng thé

khéng virus WSSV duoc gén trén bé mat
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- Bénh do vi khudn gay hdi ching dém tring (Bacterial Dua ra két ludn nhanh chéng tinh EOV)vs AglagCl
White Spot Syndrome ~BWSS); trang nhidm virus WSSV trén tom. e
- Bénh do mdi trudng mée chi sau < 60 phit

Hinh 1.2. Minh hoa Cac yéu t6 rui ro trong qué trinh nuéi tdm va Hé thong
chan doén tai cho dugc deé xuat dé phat hién bénh dom trang trén tdm nuoi.

Hinh 1.2 trinh bay téng quan cac yéu té rui ro trong qua trinh nuéi
tom va hé théng xét nghiém chan doan WSSV dé xuit. Phan bén trai
thé hién cac yéu té moi truong va sinh hoc c6 thé dan dén bung phat
dich, nhu bién ddi khi hau, mat d6 nudi cao, néng do6 O, va NH; bat
thuong, hay sy xdm nhdp cua vi khuan, vi-rat gy bénh. Phan bén
phai mé ta nguyén 1y phat hién virus WSSV bing cam bién dién hoa:
khang thé dic hiéu anti-VP28 duogc gén trén bé mat dién cuc, khi bét
giit vi-rit s& tao ra sy thay doi ddc trung trong tin hidu dién hoa, cho
phép xac dinh nhanh trang thai nhiém bénh. Hé thong thiét bi phat
hién sinh héa tich hop dién cuc cam bién nay c6 kha ning dinh luong
ndng d6 WSSV, rut ngin thoi gian xét nghiém, dong thoi tdi wu do
nhay va do dic hi€u nho bé mat dién cuc duge chirc nang hoa béng

khang thé. Két qua duoc hién thi truc tiép qua phin mém diéu khién



va phan mém di dong két ndi khong day, gitp nguoi dung dé dang
theo doi va luu trir dir liéu.

Hé théng cam bién sinh hoc dién hoa chin doan WSSV duoc thiét
ké dudi dang thiét bi cAm tay di dong, gdm ba khéi chirc ning chinh
dugc mo ta trong Hinh 1.3. Thi nhét 1a cam bién dién hoa, trong do
bé mat dién cuc duge chirc nang hoa béng khang thé dac hiéu anti-
VP28, cho phép bt cip chon loc voi protein VP28 — chi dau sinh
hoc dic trung cia vi-rat WSSV. Thr hai 1a mach do dién hoa, co
nhiém vu chuyén ddi tuong tac sinh hoc thanh tin hiéu dién do duogc
(dong, dién 4p). Mach diéu khién dam nhén viéc diéu khién qu4 trinh
do, thu nhan va truyén tin hiéu dén hé thong xir Iy. Thr ba 1a phan
mém diéu khién va hién thi dir liéu, duoc cai dat trén may tinh hodc
thiét bi di dong, cho phép giam sét va theo ddi két qua theo thoi gian
thuc thong qua ing dung (app) chuyén dung.

Mach do Mach Tin
R < : > : ! — —
diéu khién

dién hoa N v 4

hiéu
b

bién thoai théng minh

Cam bién dién hoa

Mau do

Hinh 1.3. So dd khéi cua hé théng cam bién sinh hoc dién hoa dé xuét.

Hé théng hoat dong dua trén nguyén 1y sy thay d6i dinh dong
dién, do tré khang bé mat thay doi khi c6 twong tac vi-rat trong mau
do v6i khang thé anti-VP28 trén bé mit dién cyc. Cudng do thay doi
tin hi¢u dién hoa tuong quan thuin voi néng do WSSV trong mau,
cho phép xéac dinh dinh lwong nong do vi-rat. Cong nghé nay c6 thé
phat hién WSSV & ndng do rat thip, chi vai chuc ng/mL, dap tng

yéu cau giam sat va phat hién tai hién truong.



He¢ théng chan doan tai chd dugc d& xuat don gian hoa quy trinh
xét nghiém, giam chi phi van hanh, rat ngan thoi gian phén tich, va
khéng yéu cau thiét bj phong thi nghiém chuyén dung. Thiét bi c6
thé duoc st dung truc tiép tai trai nudi, giup nguoi dan tu kiém tra
mau bénh, theo ddi nguén nudc, va chi dong xur 1y kip thoi.

Cong nghé 18i duoc phat trién thanh cong trong nghién ctru nay,
cam bién dién hoa tich hop IoT, c6 thé tiép tuc dugc trién khai ap
dung nham hd tro chan doan céc bénh vi-rat khac trén thuy hai san
hodc ddi v6i cac bénh nguy hiém khéc, huéng toi xdy dung mang
lugi giam sat dich bénh tuy dong va thong minh trong néng nghiép

cong nghé cao.

CHUONG 2. CO SO LY THUYET VA NGUYEN LY PHAT
TRIEN THIET BI PIEN HOA PHAT HIEN WSSV
2.1. Chire ning hoa dién cuc

Tu géc do cAu triic, mot dién cuc cam bién sinh hoc dién hoa
duogc chirc nang hoa hoan chinh gdm ba 16p chinh, hinh thanh tuan tw
tir nén dan dién ra ngoai:

- Lop hat nano (AuNPs): tang dién tich bé mat hoat dong, cai
thién kha nang dan truyén dién tich va cung cap nhiéu vi tri neo cho
céc phén tir lién két.

- Lop don tu ldp rap SAM (Self-Assembled Monolayer): tao cau
ndi hoa hoc bén viing gilra bé mat dién cuc va dau thu sinh hoc, déng
thoi kiém soat huéng c¢b dinh déu thu sinh hoc va ngin hap phu
khong déc higu.

- Péu thu sinh hoc: 1a 16p phan tr sinh hoc duoc ¢ dinh trén bé
mat dién cuc (enzyme, aptamer, DNA hoic khang thé) dé bt giir dic

hiéu cac phan tir muc tiéu.
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Hinh 2.1. Chirc nang hoa dién cuc dya trén co ché khang thé - khang
nguyén.

Cac 16p nay phéi hop hai hoa, tao nén nén tang di€n cuc 6n dinh,
nhay va c6 tinh chon loc cao, 1a tién dé cho cic phuong phap do
luong dién hoa. Hinh 2.1 minh hoa quy trinh chirc nang hoa dién cuc
vang duwa trén co ché khang thé - khang nguyén, trong d6 du thu
sinh hoc 1a khang thé duoc cb dinh trén bé mat dién cuc vang thong
qua 16p SAM. Quy trinh gdm céc budc: (1) hinh thanh don 16p ty lap
rap SAM, (2) kich hoat SAM, (3) c6 dinh khang thé, (4) bat giir
khang nguyén.

2.2. Bd phan chuyén ddi tin hiéu

Bo phén chuyén ddi trong cam bién sinh hoc c¢6 nhiém vu bién
dbi twong tac hoa sinh giira chit phén tich va du thu sinh hoc thanh
tin hiéu do dwoc. Dua trén co ché chuyén doi, cam bién sinh hoc
dugc phan thanh bon nhom chinh: dién héa, quang hoc, ap dién va
nhiét. Trong nghién ctru nay, cam bién dién hoa duoc lua chon nho
d6 nhay cao, kich thudc nho gon va kha nang tich hop di dong.

2.3. Phwong phap dién hoa
Phuong phap dién hoa 1a ky thuat phén tich dua trén mbi quan hé

giita dong dién, dién thé va trd khang tai bé mat phan cach dién cuc —
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dung dich dién ly, cho phép chuyén dbi truc tiép cac qua trinh hoa—
sinh thanh tin hi¢u dién. Trong cam bién sinh hoc, tin hiéu dién hoa
phan anh sy thay ddi d3c tinh bé mat dién cuc do qua trinh chlrc nang
hoa va cac tuong tac sinh hoc dac hi€u. Trong luan an, cac phuong
phap EIS, CV va SWV dugc sir dung nhim khao sat bé mat dién cuc,
danh gia dong hoc truyén dién tich va thuc hién cac phép do dinh
lugng.
2.4. Nguyén ly hé thong do hrong dién hoa va iing dung xir 1y,
truyén/thu tin hiéu

Viéc tich hop cam bién dién hoa v6i cac nén tang IoT va thiét b
di dong dd mé ra huéng phat trién méi cho cac hé théng giam sat va
chan doan bénh di dong, than thién véi ngudi dung. Ung dung cong
nghé dién thoai théng minh két hop cam bién dién hoa cho phép
phén tich dir liéu theo thoi gian thuc, giam sat tir xa va chia sé dit
liéu nhanh chéng, hd trg chin doan bénh hodc giam sat moi truong
trong nudi trong thuy san. Mot hé thong do dién hoa hoan chinh bao
gdm ba khdi chtc ning chinh: (1) Phén tir nhan dang sinh hoc:
phat hi¢n dic hi¢u muc tiéu sinh hgc. Phan tir nhan dang sinh hoc
1a cac cam bién co bé mit dién cuc duge chirc ning hoa bang du thu
sinh hoc dic hi€u, cho phép nhan biét va lién két chon loc véi muc
tiéu. (2) Mach xir 1y tin hiéu: chuyén ddi tin hi¢u sinh hoc thanh
tin hiéu dién c6 thé do dwge. Mach xtr 1y tin hiéu str dung cac mo-
dun do dién hoa cho phép diéu khién cac phép do dién hoa. (3) Hé
thong thu nhan va xir Iy dir liu: chuyén ddi tin hi¢u do dwoc
thanh tin hi¢u doc dwgc, hién thi két qua va truyén dir liéu. Hé
thong thu nhan va xtr 1y dit liéu bao gdm mach diéu khién, phan mém
xtr Iy, va ung dung ngudi dung. Mach diéu khién tich hop thém kha

niang két néi Wi-Fi dé truyén va thu dit liéu di dong. Phin mém xu Iy
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phuc vu viéc thu nhén, xt 1y va tryc quan hoa tin hi¢u dién hoa. Ung
dung nguoi dung cho phép ngudi dung twong tac, giam sat va hién
thi dir liéu trén thiét b di dong thong minh.

CHUONG 3. THIET LAP THU'C NGHIEM HE THONG CAM
BIEN PIEN HOA PHAT HIEN BENH TOM POM TRANG DO
VI-RUT WSSV
3.1. Khio sat tbc dd quét va budée thé (E step) trong quét CV ciia

dién cuc vang

Khao sat quét 5 vong CV dién cuc SPAUE trin ¢ toe do quét 40
mV/s va 50 mV/s trong dai budc thé E-step tir 2 dén 15 mV. Két qua
cho thiy tdc do quét 50 mV/s va bude thé 10 mV cho tin hiéu on
dinh, tai 1ap tot nhat va dong dinh cao nhét do d6 dwoc chon cho céc
phép do dién hoa tiép theo.

3.2. X4y dung quy trinh chirc ning hoa dién cuc

Quy trinh bién tinh bé mit dién cuc dé phat hién VP28 va két ndi
dién cuc cacbon SPCE (Screen-Printed Carbon Electrode) voi hé
thong do dién hoéa duoc mo ta trong Hinh 3.1. Quy trinh gdm 5 budce
nhu sau:

- Bude 1: Phii cac hat nano vang (AulNPs).

Budc dau tién ciia quy trinh 1a phil cac hat nano vang (AuNPs)
1én bé mat dién cuc bang phuong phap quét CV. Dung dich HAuCl,
dugc pha trong dém PBS 100 mM dé dat n6ng d6 165 uM, sau do
nho 35 uL dung dich nay phu kin bé mat hé ba dién cuc ctia SPCE.
Qua trinh dién phan duoc thuc hién bang cach quét 20 vong CV
trong dai thé tir —0,6 V dén +0,5 V véi toc d6 50 mV/s.

Sau khi phu, dién cuc dugc rira sach. Qué trinh ma AuNPs dugc
hoan thién bang cach quét 7 vong CV trong dai thé tir —0,2 V dén
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+1,4 V véi ciing téc d6 quét, trong 35 puL dung dich H,SO4 1 M. Sau
do, dién cyc dugc rira sach va ky hiéu la CE/AuNPs.

- Buéc 2: Hinh thanh va hoat hoa SAM MUA.

O bude tha hai, dién cuc CE/AuNPs duoc u qua dém trong dung
dich MUA 5 mM pha trong ethanol dé hinh thanh 16p don tu sap xép
(SAM) trén bé mit vang thong qua lién két Au—S giita nhém thiol (-
SH) cua MUA va céc hat nano vang (AuNPs). Sau khi lam sach, 2,7
uL hon hop EDC/NHS (0,4 M/0,2 M) pha trong dung dich PBS 1X
duoc nho 1én bé mat dién cuc 1am viéc va gilr trong 30 phut dé hoat
hoa cac nhom carboxyl (~COOH) trén SAM, tao diéu kién cho lién
két cong hod tri voi khang thé & bude tiép theo. Pién cuc sau budc
nay dugc lam sach va ky hi€u la CE/AuNPs/activeSAM.

- Buéc 3: C6 dinh khang thé anti-VP28.

O budc thir ba, 2,7 puL dung dich khang thé anti-VP28 ¢6 néng do
150 pg/mL, pha trong dung dich PBS 1X, dugc nhé 1én bé mit dién
cuc lam viéc cua CE/AuNPs/activeSAM va 1 trong 2 gio & 4 °C. Sau
do6, dién cuc duogc rira sach va ky hiéu la CE/AuNPs/activeSAM/anti-
VP28. Tiép theo, 2,7 pL dung dich BSA 1% (pha trong PBS 1X)
duoc nho 1én bé mit dién cuc lam viée va o trong 1 gio ¢ 4 °C nham
chin céc vi tri lién két khong déc hiéu. Sau khi rua sach, dién cuc
duogc ky hiéu 1a CE/AuNPs/activeSAM/BSA/anti-VP28 va dugc bao
quan & 4 °C cho budc phat hién protein VP28. Trong diéu kién bao
quan ¢ 4 °C, cac dién cuc sau khi bién tinh c6 thé duoc luu gill trong
khoang 2 tuin ma van duy tri hoat tinh sinh hoc cta 16p khang thé.

- Buéc 4: Biit giir protein VP28.

Protein VP28 dugc pha lodng & cac ndng do khac nhau trong PBS
1X, d6 pH 7.4. Tiép dén, 2,7 uL dung dich protein VP28 duoc nhd
1én bé mat dién cuc 1am viée cia CE/AuNPs/activeSAM/BSA/anti-
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VP28 va 1 trong trong 1 gio. Sau do, dién cuc duge 1am sach dé khao
sat dac tinh dién hoa.

- Buwéc 5: Khao sat dac tinh dién hoa.

Dic tinh dién hoa cta dién cuc SPCE sau mdi budc bién tinh
duoc khao sat. Nho 35 puL dung dich dién ly bao phu bé mit ctia hé 3
dién cuc. Phép do CV duogc thyc hién & tdc do quét 50 mV/s trong
khoang thé —0,2 dén 0,6 V. Cuong do dong dinh va thé dinh dugc
trich xuat ty dong bang phin mém CS Studio 6. Pho tong tré dién
héa EIS duoc do trong khoang 0,01 Hz dén 10° Hz véi bién do AC 1a
10 mV. D) thi Nyquist cua phd EIS duoc khép voi mach twong
duong Randles bang phian mém CS Studio 6 dé tinh dién tré truyén
dién tich Rcr.

- ’.—“\
Ty

’,”'*r:’; @ Kharllgpr;gsuyen \}]? »»]? j’ )’ " ]’ < [Fe(CN)d*

'y

NH NH

? ? ? [Fe(CN)e]*

Tom nhiém WSSV

Screen-Printed Electrode . Khang nguyén VP28

h'd Khang thé VP28

SAM (11-MUA)

Hat nano vang

Ha do dién hoa Pién cuc Cacbon

Hinh 3.1. So d6 quy trinh dé xuét chirc ning hoa cam bién phat hién VP28
va két ndi cam bién voi h¢ do dién héa.
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3.3. Thiét ké h¢ thong do dién hoa di dong khong diay WPEMS
phat hién bé¢nh tém dom tring do vi-riit WSSV

Hé théng cam bién sinh hoc dién hoa tich hop cam bién sinh hoc
va bo chuyén dbi tin hiéu dién hoa thiét 14p trong luin 4n nay gém 3
phéan chinh:

- (1) Phan tir nhan dang sinh hoc phat hién muc tiéu can nhan dang
cu thé: dién cuc dugc chirc ning hoa khang thé anti-VP28, cho phép
bt giit protein VP28.

- (ii) Hé do chuyén déi tin hiéu sinh hoc thanh tin hiéu dién c6 thé
do dugc: mach do dién hda Potentiostat sir dung module LMP91000.

- (iii) Hé thdng xtr 1y tin hiéu chuyén d6i tin hiéu do dugc thanh
tin hiéu c6 thé doc dwoc va hién thi dir liéu, tinh toan céac thong tin
can: Mach diéu khién sir dung ESP32 va phﬁn mém diéu khién duoc
viét bang ngon ngit Python dugc sir dung cho myc dich xir 1y tin hi¢u
va tmg dung hién thi.

Dé cho phép giao tiép khong diy, hé thong st dung giao thirc
truyén thong MQTT, tich hop mot may chu (Broker) dé truyén, nhan
céc chu dé (topics) va thong diép (messages). Cac topics va messages
dugc xuat ban (published) va ding ky (subscribed) boi cac Clients,
bao gom Phan mém Diéu khién, Mach diéu khién va Ung dung hién
thi. Ung dung hién thi cai dat trén dién thoai gitip ngudi ding giam
sat va theo doi tu xa duoc xay dung trén MIT App Inventor.

Hé théng do luong dién hoa di dong khong diy WPEMS
(Wireless Portable Electrochemical Measurement System) tich hop
cam bién phat hién VP28 dugc thé hién tong quét trén Hinh 3.2.
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WPEMS tich hop cam bién phat hién VP28.
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So d6 khdi cta hé thong do luong dién hoa duoc thé hién trén
Hinh 3.3. H¢ thong thu thap dir liéu dé chuyén ddi cac tin hiéu do
duoc thanh tin hiéu c6 thé doc duoc va xuét ra thong tin can thiét. Hé
théng bao gdm Mach diéu khién va Phan mém diéu khién duoc lap
trinh bing ngdn ngit 1ap trinh Python cho xir 1y va hién thi tin hiéu
trén may tinh chay hé diéu hanh Windows, dién thoai thong minh
chay hé dié¢u hanh Android.

3.4. Panh gia h¢ thong
Hiéu suét quy trinh va thiét bi d& xuit dwoc danh gia qua dai do,

d6 nhay, gidi han phat hién, d6 1ap lai, do 6n dinh va do dic hiéu.

CHUONG 4. KET QUA VA THAO LUAN
4.1. Két qua thiét 1ap hé thong

¥ = 0,64755' + 11,05801
R?=0,994

=% Thiét bj do dién hod
\ cam tay

Hinh 4.1. Két qua thiét ké hé thong.

He¢ thong do tin higu sinh hoc dién hoa tmg dung céng nghé IoT
v6i 3 thanh phin chinh gdm mot mach diéu khién, phan mém diéu
khién va ung dung hién thi. Mach diéu khién duogc cép nguén 5,
gdbm mach diéu khién ESP32 thu thap di liéu tr LMP91000 va
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ADSI1115 va gui tin hiéu dén phan mém diéu khién. Phan mém diéu
khién duoc lap trinh bang ngdn ngit 1ap trinh Python véi giao dién
ngudi ding than thién va d& str dung dé nhan tin hiéu, v& do thi truc
quan hoa theo thoi gian thuc. Sau d6, phdn mém didu khién s& xir ly
va loc nhidu va vé lai dd thi sau khi loc, trich xuét cac gia tri can thiét
bao gom gi tri nho nhat va 16n nhat cua dong dién, tinh toan nong
d6 va giri dén ung dung hién thi. Ung dung hién thi trén dién thoai
thong minh h¢ diéu hanh Android véi cach thirc sir dung don gian va

tdi gian hoéa viéc truc quan hoa dir liéu nhu mo ta trén Hinh 4.1. Cac

thanh phan chinh dugc cai tién két ndi khong diy bang giao thirc
truyén thong MQTT.

Hinh 4.2. Thiét bi do dién hoa di dong khong day WPEMS.
Thiét bi do dién hoa di dong khong didy WPEMS trén thuc té

chinh 1a hé mach diéu khién hoan thién dugc mo ta trén Hinh 4.2,
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gém ba khéi chinh: khéi giao tiép dién cuc, mach do dién hoa, va vi
diéu khién ESP32. Dién cuc SPAUE sir dung trong nghién ctru nay 1a
hé ba dién cuc gém dién cuc lam viéc (WE), dién cuc so sanh (RE)
va dién cuc dbi (CE). Trong mach do, LMP91000 déng vai tro giao
tiép dién hoa, thiét 1ap va duy tri dién thé giira WE va RE bang cach
diéu khién CE, dong thoi chuyén d6i dong phan tmg tai WE thanh
dién ap dau ra Vo thong qua bd khuéch dai chuyén dong—dién ap
TIA. Tin hiéu Vou duoc sé hoa boéi bd chuyén déi ADC 16-bit
ADSI1115 va truyén dén ESP32 qua giao tiép IC dé xtr 1y va hién thi.
Heé théng c6 thé thuc hién quét thé tudn hoan (CV) qua két nbi khong
day, voi tbe do truyén va do chinh x4c tin hiéu twong duwong véi phép
do CV c6 day. Thiét bi co kich thudc tong thé 100 mm x 70 mm x 38
mm (dai x réng x cao), khéi lugng 128 gram.

4.2. Két qua khao sat, danh gia hé thong

bién cuc vang SPAUE (Screen-Printed Gold Electrode) dugc su
dung dé chirc ning hoa c¢b dinh dau thu sinh hoc khang thé anti-
VP28. Pién cuc duoc chuén bi theo cac bude tir bude 2 dén bude 5
da trinh bay ¢ muc 3.2.

Hinh 4.3a cho thay su bién d6i ciia cac dinh dong trong cac do thi
CV, bao gém su thay ddi vé& hinh dang, vi tri va cuong d6 sau moi
budc cua qua trinh stra ddi bé mat dién cuc: hinh thanh don 16p tu
lp rap va hoat hoa SAM MUA (activeMUA), ¢ dinh khang thé
(anti-VP28) va bt giir protein muc tiéu (VP28) & cac nong do khac
nhau. Diéu nay cho théy sy hinh thanh céc 16p vt li€u méi trén bé
mat dién cyc. Pinh dong dién giam dan va tré nén rong hon tuong
quan véi sy tang cia nong do VP28 tir 5 dén 25 ng/mL. Két qua nay
hoan toan phu hop véi cac két qua cua cac nghién ctru khi trién khai

str dung cac hé thong do thwong mai.
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Hinh 4.3b thé hién dudng dic trung sir dung phan tram bién doi
trong dong dinh %Aln.x 1am ham sb cua néng d6 protein VP28, dugc
biéu dién boi phuong trinh sau:

%Al 0 = 0,64755 X Cy(ng/mL) + 11,05801
v6i hé s6 R? 12 0,994 va gii han phat hién (LOD) 14 2,38 ng/mL.

28F
60 26 y = 0,64755*x + 11,05801
40} R? = 0,994
24+
2 20} ~ f‘f 22t *
= o =S5~ BareSPAUE P<| 20} :.,..(ui)
— activeMUA °\° 5 17,07273 0,07543
anti-VP28
20} VP28 5 ng/mL 18} 10 16,42936 0,12507
VP28 10 ng/mL| 15 1547675 0,15019
40} VP28 15 ng/mL| 16 20 1502609 0,09790
VP28 20 ng/mL, 25 14,49908 0,05627
60 ) ) ) VP28 25 ng/mL| 14 + : ) ) ) X . .
-200 0 200 400 600 5 10 15 20 25
(a) E (mV) (b) Néng d6 VP28 (ng/mL)

Hinh 4.3. (a) Tin hi¢u do CV cua quy trinh chirc nang héa va phat hién
VP28 & cac nf‘)ng d6 khac nhau; (b) Buong dac tinh su dung %Alnax lam
ham ctia ndng do protein VP28 (bang chén: mdi thi nghiém phat hién VP28
duogce thuc hién bén 1an va 13p lai trén ba cam bién khéac nhau).

MG&i thi nghiém phat hién VP28 duoc thuc hién bén lan va lp lai
trén ba cam bién khac nhau. Bang chén trén Hinh 4.3b trinh bay dit
liéu duoi dang gia tri dong dién cuc dai trung binh £ SD cho ba cam
bién nay. Két qua cho thiy gia trj dong dién cuc dai trung binh (Ina)
giam dan khi nong do khang nguyén VP28 ting tir 5 dén 25 ng/mL,
thé hién xu hudng dic trung cua co ché cam bién mién dich dwa trén
can tré truyén dién tich. Khi lugng protein VP28 ting, cac phirc hop
khang thé—khang nguyén hinh thanh nhiéu hon, che phii bé mat dién
cuc, lam giam dién tich hoat dong dién hoa va do d6 dong dinh giam.
Do léch chuin (SD) ciia cac phép do trong khoang 0,056-0,151 pA,
tuong tng hé s6 bién thién nhoé (<1%), chimg t6 do lap lai va do tin

cdy cao cua cam bién.
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Pé kiém tra d6 dic hiéu, dién cuc anti-VP28 dugc U trong dung
dich VP28 15 ng/mL c6 bd sung protein NSE thu duoc tin higu
%Almax vOi sai $6 1,92% so v6i dung dich VP28 tinh khiét & ndng do
15 ng/mL. Két qua cho thiy kha ning cua thiét bi WPEMS dé xuét
trong viéc phat hién WSSV nhanh chong, don gian va hiéu qua. Piéu
nay dap tmg nhu cau cap thiét trong viéc phat trién cac thiét bi dién
tir nho gon, than thién véi nguoi ding cho kiém tra tai chd, giam

thiéu céc riii ro lién quan dén thiét hai do dich bénh.

KET LUAN VA KIEN NGHI

Qua qua trinh thyc hién, luan an da hoan thanh cac muc tiéu dé ra,
bao gdm nghién ctru cong nghé cam bién dién hoa, xac dinh dau thu
sinh hoc phii hop, phét trién quy trinh chiic ning héa dién cuc, va
danh gia hiéu ning cta h¢ thong phat hién vi-rit giy bénh dém tring
WSSV trén tom nudi. Trén co so 1y thuyét vé dién hoa, ciu trac vi-
it WSSV va co ché bit cip khang thé—khang nguyén, nghién ctru da
xac dinh dugc khang thé anti-VP28 1a dau thu sinh hoc dic hiéu dé
¢b dinh trén dién cuc cam bién. Khang thé nay cho phép nhan biét
protein vo VP28, chi déu sinh hoc dic trung cia WSSV, tao nén tang
cho qua trinh phat hién vi-rat bang phuong phép dién hoa.

Quy trinh chtic ning hoa dién cuc dugc xay dung va kiém chimng
qua ba giai doan chinh. Pau tién, cac hat nano vang (AuNPs) duoc
phu 1én bé mit dién cuc bang phuong phap quét thé tuan hoan (CV),
gitip ting cuong kha ning dan dién va mé rong dién tich bé mat hoat
hoa d6i véi dién cuc cacbon (cac dién cuc vang dugc st dung bat
dau tir budc tiép theo). Tiép theo, don 16p tu lip rap SAM dugc hinh
thanh tir hop chat MUA trong dung dich ethanol, dong vai trod 1a 16p

trung gian on dinh cho viéc gan két sinh hoc. Cudi cing, khang thé
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anti-VP28 dugc cb dinh 1én bé mit dién cuc thong qua lién két cong
hoa tri, tao nén cam bién dién hoa co tinh dic hiéu cao dbi vé6i vi-rat
WSSV.

Trong quy trinh chirc ndng hoa dién cuc, cac phép do di€n hoa
EIS cho thdy su thay ddi rd rét cua dién tré truyén dién tich (ARcr)
theo nong do protein VP28, quan hé tuyén tinh dugc biéu theo
phuong trinh AR.7(kQ) = 0,03922 X Cp;(ng/mL) — 0,00764 véi
hé ) twong quan R? = 0,98945, gidi han phat hién dat muc 2,38
ng/mL, thé hién do nhay cao cua cam bién. Cac thi nghiém dbi
ching voi protein Ovalbumin va NSE khing dinh cam bién c6 do
chon loc tét, chi phan tng dac hiéu véi protein muc tiéu VP28.

Bén canh d6, luan an ciing da phat trién thanh cong hé thong do
dién hoa di dong v6i mach diéu khién tich hop va phan mém than
thién, cho phép thyc hién phép do CV, xir Iy va hién thi dit lidu theo
thoi gian thuc. Su thay dbi cua dinh dong dién trong phép do CV thé
hién mdi trong quan 13 rang voi ndng do protein VP28, cung cip tin
hi€u dinh lugng phuc vu phat hién nhanh vi-rat WSSV. Phép do CV
trén dién cuc vang ¢ dinh anti-VP28 cho thay quan hé tuyén tinh
manh giita %Al va ndng dd VP28 trong dai 5-25 ng/mL theo
phuong trinh %Al ., = 0,64755 X €y + 11,05801 voi R? = 0,994
va LOD = 2,38 ng/mL. Két qua nay chimg minh tinh kha thi cua viéc
phat trién thiét bj cam bién dién hoa di dong phuc vu chin doan bénh
dbm tring tai hién truong, gop phan giam thiéu thiét hai va hd trg
kiém soat dich bénh trong nuéi trong thiy san.

D¢ hoan thién va mé rong két qua nghién ciru, can tiép tuc thuc
hién cac thi nghiém trén miu thyc trong diéu kién nudi ngoai phong
thi nghiém nhim danh gia do tin cay va kha ning tng dung cia cam

bién trong moi truong tu nhién. Thiét bi do dién hoa di dong can
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dugc toi wu vé kich thudc, ning lugng tidu thu va kha ning két ndi
khong day dé phuc vu giam sat tir xa va canh bao dich bénh. Bén
canh d6, huéng nghién ctru tiép theo s& tip trung mé rong nén tang
cong nghé cam bién dién hoa ndy cho viéc phat hién nhiéu tac nhan
gdy bénh khac trong thuty san, hudng téi phat trién hé thong cam bién
da muc tiéu phuc vu giam sat suc khde vat nudéi mot cach toan dién.
Hon hét, can co sy hop tac giita cac co s& nghién ctru, trung tim
kiém nghiém va doanh nghiép trong linh vyc thily san nham phat
trién hoan thién thiét bi chan doén tai chd, gop phén vao chién lugc

phat trién néng nghiép cong nghé cao va bén ving tai Viét Nam.
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