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(57) Sang ché dé cap dén chat phu bé mat vat thé chtra mot hodc nhiéu polyme va peptit

duoc lién két dong hoa tri voi it nhat mot trong b mot hoac nhiéu polyme nay, peptit nay

chtra a) vi tri phan cit tht nhét, trong d6 vi tri phan cét tht nhat nay duoc phéan cat bot hop
chét thir nhat duogc tao ra mot cach dic hiéu béi vi khuan thudc nhom thir nhét gom c6 mot
sO luwong gidi han cac chung, cac loai hodc cac giéng vi khuan, va khong bi phan cit boi
bat ky hop chat ndo duoc tao ra boi bat ky vi khuan nao khong thudc nhom thir nhat nay,

b) chat huynh quang thir nhét c6 bude song phat xa nam trong khoang 650 nm - 900 nm, c)

chat khong phat ‘huynh quang thu nhat c6 budc song hap thu nam trong khoang 650 nm -

900 nm, dung dé dap tat sy phat xa cta chat huynh quang th nhat ndy, trong do6 su “phan

cit & vi tri phan cit thtr nhat nay 1am giai phong chat khong phat huynh quang thir nhét nay

ra khoi chét phu, sy giai phong chit khong phat huynh quang thir nhat nay la chi bao vé su
c6 mit cta vi khuan thugc nhom thi nhat nay. Sang ché cling dé xuat vat thé chira chat phu
bé mat nay, phuong phap diéu ché chat phu bé mat vat thé, phuong phap phat hién sy phat

xa photon tur vat thé dugc phu bang chat phu bé mit nay va phuong phap phat hién vi

khuan trén vat thé bang cach sir dung chat phil bé mit nay.
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Linh vy k§ thuét dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén chét phii bé mat vét thé, phuong phap diéu ché chat phi bé mat
vét thé nay ciing nhu viéc sir dung chit phu bé mat vét thé nay dé phat hién cac vi sinh vat.

Tinh trang k¥ thuit ciia sang ché

Su sinh truéng cua cac vi sinh vat gay bénh trén cac bé mat, vi du nhu céc thiét bi y
té va cac bé mat ché bién thuc phém dan dén sy phat trién sy nhiém khuan. Hién nay, khong
¢ cac phuong tién dé phat hién v6i gia ré va nhanh chéng su c6 mit cia cac vi sinh vt
gdy bénh trén céc thiét bi y t& va cac bé mat ché bién thuc phim. Tiéu chuén hién nay dé
phat hién sy c6 mat cua céc vi sinh vat trén bé mat 1a béng cach nuoi céy vi sinh duogc léy
tir mAu thtr bi nghi ngd 13 da bi nhiém khudn. Cac thiét bi y t& da duoc ciy mo can dugc
loai b trude khi thu gom mau thir dé nudi cdy. Cac nhugc diém cia cac thir nghiém nhu
véy la chung tiéu t6n thoi gian, chi phi cao va tén nhidu nhan cong, va cin phai loai mo
cly ra.

Céc nd luc dé khic phuc cac van @& nay dbi voi cac thiét bi y té da dugc biét dén
trong linh vuc nay. Vi du, Patent My s& US6306422 mé ta md cdy duoc phu chét nén
hydrogel, chira cic hoat chit c6 thé giai phong duge gén vao, nhu cic chét chita bénh
va/hodc chin doan bénh, do cac bién ddi ciia méi truong. Do su thay dbi do pH trong vat
chu tai vi tri cia mé cdy, cac hoat chit dua vao nay dugc giai phong.

Mot han ché ctia cac mé cdy nhu vay 12 md cdy nay khong dap ung vé6i vi khuan
gy bénh dic hiéu va do d6, c6 thé xay ra cac phan ving duong tinh gia do cac nguyén nhin
moi trudng thudn tay chir khong phai do vi khuan.

Céc chat phu bé mat vat thé dé phat hién cac vi sinh vat di dugc biét dén trong linh
vire ndy. Cong bd don sang ché qudc t& W02014098603 mo ta su giai phong clia cac chat
chita bénh va/hodc chin dodn bénh tir chét phua bé mit vat thé khi ¢6 mit cac vi khudn gay
bénh dic hiéu. Han ché ciia chét phu nay 1a chit huynh quang dugc giai phong vao chét
nén hodic ving xung quanh. Do d6, viéc phat hién cac chit huynh quang da dugc giai phong
phu thudc vao su khuéch tan tir chit phii bé mit. Trong céc truong hop khuéch tan cham,
c6 thé tao ra phan ing 4m tinh gia.

Ban chit ky thuit ciia sang ché

Muc dich cua sang ché 1a giai quye€t cac van d€ cua cac chat phu bé mat vat thé trong
linh vuc nay.
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Sang ché d& xuét chat phu bé mat vat thé chira mot hozic nhidu polyme va peptit lién
két ddng hoa tri vai it nhdt mot trong sé mot hodc nhidu polyme nay, peptit nay bao gdm:

a) vi tri phan cit thir nhit, trong d6 vi tri phan cét thir nhat nay dwoc phén cit boi
hop chét thir nhat dugc tao ra mot cach dic hiéu boi vi khuan thude nhom thi nhét gém co
mot sb lugng giGi han céc chiing, céc loai hodc cac giéng vi khudn, va khong bi phan cit
boi bét ky hop chit nao dugc tao ra béi bat ky vi khuan nao khong thudc nhém thir nhét
nay,

b) chit huynh quang thir nhét c6 budc séng phat xa nim trong khoang 650 nm - 900
nm,

c) chat khong phat huynh quang thir nhét c6 budc séng hap thu nim trong khoang
650 nm - 900 nm, dé dép tit sy phat xa cta chit huynh quang thir nhit néu trén,

trong d6 su phan cit cta vi tri phén cét thir nhit nay giai phong chat dap tat thir nhat
néu trén tir chat phi, viée giai phong chat thir nhét nay 1a chi bao v& sy c6 mat ciia vi khuan
thudc nhoém thir nhét nay.

Sang ché dé xuat chét phii bé mat vat thé bao gém:
a) mot hodc nhiéu polyme,

b) chét huynh quang thir nhit c6 budc séng phat xa nam trong khoang 650 nm - 900
nm,

c) chit khong phat huynh quang thir nhét c6 budc song hap thu nim trong khoang
650 nm - 900 nm, dé dap tit sy phat xa cia chit huynh quang thir nhit néu trén,

d) peptit lién két dong hoa tri véi it nhdt mot trong s mot hogc nhidu polyme néu
trén, peptit nay chira chat khong phat huynh quang thir nhit c6 budc séng hép thu nim
trong khoang 650 nm - 900 nm, dé dap tit sy phat xa cta cht huynh quang tht nhét néu
trén va vi tri phan cat thir nhét,

trong d6 vi tri phan cét thir nht nay dwgc phén cit boi hop chit thir nhit duoc tao
ra mot cach dic hiéu boi vi khuén thudc nhém thir nhat gdm c6 mot sb lugng gidi han cac
ching, cac loai hodc cac gidng vi khudn, va khong bi phan cét béi bt ky hop chét nao duoc
tao ra boi bat ky vi khudn nao khong thudc nhom thir nhét nay,

trong d6 su phan cit & vi tri phan cét thir nhit nay 1am giai phong chit khong phat
huynh quang thir nhit néu trén tir chat phu, su giai phong chét khéng phat huynh quang
thtr nhét néu trén 1a chi bao vé su ¢6 mit cia vi khuin thudc nhém thtr nhét nay.

Sang ché dé xuét chat phi bé mat vat thé trong d6 su phan cét & vi tri phan cit thir
nhit déng thoi tao ra sy phan cit ciia chat khong bi dap tat thir nhét ra khéi chit phii bé mat
vét thé nay sao cho su phat xa ctia chit huynh quang thit nhit c6 thé dugc phat hién.

M0 ta chi tiét sang ché
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Theo mdt phuong an dwoc wu tién, su phéan cit & vi tri phan cit thi nhit khong lam
giai phong chit huynh quang thir nhat tir chat pht bé mit vat thé. Noi cach khéc, sau khi
phén cit & vi tri phan cit thir nhét, chat huynh quang thir nhit van lién két dong hoa tri véi
chét pht bé mat vat thé.

Anh huong cua viée chi giai phong chét khong phat huynh quang thir nhit tir chét
phu bé mat vat thé 1a chat phu bé mit vat thé nay bién dbi trang thai ciia n6 tir "t6i", tirc 1a
khong phat xa 4nh sang c6 budc séng nim trong khoang 650 nm - 900nm, sang tinh trang
"sang", tirc 1a phat xa 4nh sang c6 budc séng ndm trong khoang 650 nm -900 nm, chit phu
nay phat xa anh sang c6 thé dwoc ghi lai béi b do thich hop. Uu diém ctia su bién doi tir
trang thai "toi (tit)" sang trang thai "sang (bat)" nhu vay 1 1am giam kha ning xay ra cac
phan ing duong tinh gia.

Vi du, trong céc chét phu da duoc biét dén trong linh vue ndy ma chiing khong chira
nhém khong phat huynh quang theo sang ché, chét phi bé mat vat thé phét xa dnh sang khi
khéng c6 mit cac vi sinh vét, nhung khi c6 mat cac vi sinh vat thi chat huynh quang dugc
giai phong ra khoi chat phu va chét pha thay d6i sang trang thai t6i trong d6 khong phat xa
anh sang. Tuy nhién, trong trudng hop nay, chat phi bé mat vat thé c6 thé van phat xa anh
sang néu chit huynh quang thtr nhit khong khuéch tén ra khoi chét phu, do d6 s& quan sat
thay két qua gia. Trong chét phu theo sang ché, kha ning xay ra cac phan ing dwong tinh
gia nhu vay giam di do ngay sau khi phan cét, khoang cach giira chit huynh quang thr nhat
va chét khong phat huynh quang thir nhét tang 1én khién cho su phat xa khong con bi dap
tat nira.

Khéng mong muén bi han ché béi ly thuyét, viéc giai phong chat khong phat huynh
quang thir nhét tir chat pha bé mit vét thé co nghia 1a viéc dap tit anh sang phat xa tir chat
huynh quang thir nhit khong phu thudc vao su khuéch tan ctia chit huynh quang thir nhét
ra khoi chit pht bé mat vat thé nhu trong cac chit phu da dugc biét dén trong linh vuc k§
thuat nay.

Su phan cit nay bi anh hudng boi hop chit duoc tao ra boi vi khuén thudéc nhém
gdm c¢6 mot sb luong gioi han cac chiing, cac loai hodc cac giéng vi khun. Cac vi khuén
thudc nhom nay, dé thuén tién dugc goi 1a nhém th nhét, gém cac chung, cac loai hoac
cac giéng vi khuén c6 kha nang tao hop chit mot cach ddc hidu, ma hop chat nay phan cit
vi tri phén cit tht nhit néu trén. Thuét ngit 'dac hiéu' c6 nghia la cac chung, cac loai hodc
cac giéng vi khuin khong thudc nhom thir nhit nay khong c6 kha nang tao hop chét co thé
nhan ra va phan cat vi tri phan cit néu trén, nguoc véi cac vi khuén thudc nhém thir nhit
nay. Hop chét c6 thé dwoc tao ra, vi du boi sy giai phong hop chit nay tir vi khuin, hozc
vi du ¢6 thé hién dién trén bé mit bén ngoai cda vi khuén nay. Trong truong hop thi hai,
su phan cit s& dugc thuc hién khi vi khuin tiép xtic voi chét phu, trong khi néu hop chét
duoc giai phong khoi vi khudn, vi khudn nay co thé nim cach xa vat thé dugc phu, mién 1a
hop chét duoc giai phong c6 kha nang di toi chit phu sau khi dwgc giai phong tir vi khuan.
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Ciing c6 thé 1a ddi v6i vi khuan thudc nhém khéc, khi 1y nhiém & vat chi, s& giai
phoéng hoic tao ra hop chit dac biét boi vat chi nay. Trong trudng hop thir hai, hgp chat
nay s& khong duoc tao ra hodc giai phong béi vat chi khi 1ay nhiém vi khuén khac khong
thudc nhom khac néu trén. Su phan cat c¢6 thé duge thuc hién boi hop chét, hoac vi du c6
thé dugc gay ra boi sy lién két ciia hop chit nay tao thanh phurc chit, phirc chit nay duoc
nhan ra béi yéu t6 phan cit c6 trong méi truong chira chét phii, nghia 14 dugce tao ra béi vi
khudn hoic vat chu bi nhiém vi khudn va chira vat thé. Péi vai cac vi khuén thudc nhém
nhét dinh, nhu 12 nhém tht nhét gf”)m cac chung, cac loai, hodc cac giéng, su ¢O mat cua
cac vi khudn thudc nhém nay phai gy ra sw phén cat & vi tri phan cit, trong khi cac vi
khuan thudc nhom khac khong gy ra su phan cit nay. Su phan cit nay c6 thé xay ra béi
cing hop chat, tuy nhién ciing ¢6 thé béi nhidu hop chit khac nhau, mién 1a cac hop chit
nay gy ra phan cit & cing mot vi tri phan cét. Vi dy, nhém thir nhit bao gdm ba loai vi
khudn khac nhau, cac loai thir nhat va thtr hai tao ra hop chét giéng nhau phan cét vi tri
phén cét ctia chit phu, loai thi ba tao ra hop chét khac véi hop chit dugc tao ra tir cac loai
thir nhét va tht hai, nhung ciing phén cét dac hiéu ciing vi tri phan cit trong chat pha. Thuat
ngit 'gidi han' c6 nghia 1a nhom nay khéng bao gdm tit ca cac vi khudn hodc tit ca cac loai
vi khudn, nhung bao gdbm mot sb it vi khudn, nghia 1a s6 lwong b gidi han sao cho sy giai
phong chét thir nhét thuce su 14 chi bdo cho mdt hodc nhiéu vi khuan, chir khong phai cho
tat ca hodc bat ky vi khuin hodc loai vi khuan nao.

Theo mdt phuong 4n, chit huynh quang thir nhét c6 budc song phat xa nim trong
khoang tir 300 nm - 450 nm, t6t hon néu nim trong khoang tir 450 nm - 650 nm, con t6t
hon nita néu nam trong khoang 650 nm - 900 nm.

Chét huynh quang thir nht c6 budc séng phat xa nim trong khoang 650 nm -900
nm c6 thé 1a bat ky hop chit nao phat xa anh sang & budc song can thiét nam trong khoang
650 nm - 900 nm va hop chit nay c6 quang phd tring véi chat khong phéat huynh quang
thir nhat dé khi chit huynh quang thir nhit va cac chit khong phat huynh quang thir nhit
cling ¢6 mit trén peptit chua duoc phéan cét trong chit phii bé mit vat thé thi khong phét
xa anh sang.

Theo mot phuong an, chit huynh quang thir nhét c6 budc séng phat xa nam trong
khoang tir 450 nm - 650 nm c6 thé 1a bat ky hop chét nao phat xa dnh sang & budc song
yéu cdu nim trong khoang tir 450 nm - 650 nm va hop chét ndy c6 quang pho tring véi
chat khong phat huynh quang thir nhit dé khi chit huynh quang thir nhit va cac chit khong
phat huynh quang thir nhét ciing c6 mit trén peptit chua duge phéan cét trong chét pha bé
mit vat thé thi khong phét xa anh sang.

Theo phuong 4n khéc, chit huynh quang thir nhét c6 budc séng phét xa nim trong
khoang tir 300 nm - 350 nm c6 thé 13 bat ky hop chat nao phat xa anh sang & budc song
yéu cdu ndm trong khoang tir 300 nm -350 nm va hop chit nay c6 quang phd tring vi chét
khong phat huynh quang thi nhit dé khi chit huynh quang thi nhit va cac chat khong phat
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huynh quang tht nhét ciing c6 mit trén peptit chua dwoc phan cét trong chat pha bé mit
vat thé thi khéng phat xa 4nh séng.

Chét khong phat huynh quang thir nhit ¢6 budc séng hap thu nim trong khoang 650
nm - 900 nm, 12 hop chét c6 it hodc khong c6 huynh quang bén trong va hop chét nay c6
thé dap tit mot cach hiéu qua huynh quang phét ra tir nhém huynh quang sét hdng ngoai
gin NIR (Near Infarred) cin it chit nén. Theo mot phuong 4n, thuéc nhuém khong phat
huynh quang thir nhét 14 phan tir xyanin. Cc phén tir xyanin, con dugc goi 1a cac thude
nhudm xyanin, bao gdm cac hop chéit c6 hai vong di vong chira nito dugc thé hodc khong
duoc thé duoc ndi bdi mach polymethin (Cong thirc I):

A

Cong thtrc I

Theo mét phuong an, chit huynh quang tht nhat 13 thuéc nhuém xyanin cé cong
thie chung nhu dugc thé hién trong cong thic I, trong d6 R! duoc chon tir nhém gém ¢
H, hydrocarbyl, halo, carboxyl, amino va SO3 Cat* trong d6 Cat" 1a cation, wu tién kim loai
kiém thd, t6t hon néu 12 natri, kali hoic liti; Z dugc chon tir nhém gém coH, O, S, NH va
N-hydrocarbyl; m&i R R3 R, R doc 14p dugc chon tir nhém gdm c6 H va hydrocarbyl;
mdi R4, R% R, R'2 doc 1ap duoc chon tir nhém gdm c6 H, hydrocarbyl va sulfanato hozc
cing véi cac nguyén tr ma chiing gin vao tao thanh vong thom; mdi RS, R7 R'3, R* doc
1ap duoc chon tir nhom gdm c6 H va hydrocarbyl, hodc cling vé6i cac nguyén tir ma chiing
gén vao tao thanh vong thom; mdi R® va R'S doc 14p dugc chon tir nhom gbém co
hydrocarbyl, (CH,)qFG hodc (CH2),LN trong d6 it nhit mot trong s6 R® va R' 1a (CH,)(FG,
trong d6 q 1a sé nguyén tir 1 dén 20 va FG 12 nhém chirc khéng phan tng truc tiép véi cac
nhom carboxyl, hydroxyl, amino hodc thiol, trong d6 p 1a sé nguyén tir 1 dén 20 va LN
nhoém lién két phan (mg véi cac nhém carboxyl, hydroxyl, amino hoic thiol; R'® 1a H hoic
hydrocarbyl.

Chét khong phat huynh quang thir nhat ciing c6 thé 1 vi du nhu BHQ3, (Biosearch)
QC-1 (Li-COR.com), hoic cac hat chtra cac hop chit ndy, vi du c4c hat nano vang va céac
hat nano st.



30124

Theo mdt phwong 4n, mdt hodc nhidu polyme duge chon tir nhém gdm c6 polyetylen
glycol, polyetylen glycol diacrylat, polylactit, rugu polyvinylic, chit déng triing hop poly
DL -lactit-co-glycolit/polyetylen glycol va cac td hop ciia chung.

Nguoi ta da phat hién ring cac polyme c6 1oi cho cic chit phu bé mait vat thé 1a cac
polyme nén polyetylen glycol do ban chét twong hop sinh hoc ciia cic polyme nén
polyetylen glycol nay.

Theo mét phuong 4n, peptit duge lién két dong hoa tri qua dau tan cing N hodc C
hodc mach bén véi it nhat mot trong s6 mot hodc nhiéu polyme néu trén bang chét lién két
C4-C3o hydrocarbyl, t6t hon 14 qua d4u tin cing C hodc mach bén, tot nhét 13 qua dAu tan
cung C.

Thuat ngit hydrocarbyl nhu duoc sir dung trong ban md ta sang ché nay c6 nghia la
chat lién két chira cac nguyén tir hydro va cacbon; chét lién két nay c6 thé c6 mach thang,
mach nhanh hogc mach vong, no hodc khong no, ching han nhu alkyl, alkenyl va alkynyl;
nhom thé vong béo nhu xycloalkyl, xycloalkenyl, vong thom. Chét lién két nay c6 thé dugc
thé bang mot hodc nhiéu nhom thé khong phai 1a hydrocarbyl, vi du nguyén tir khac loai.
Chét lién két dugc wu tién duge chon tir nhém gém c6 4, 5, 6 va 7 nguyén tir cacbon.

Céc tac gia sang ché da phat hién rang nho sy lién két ddng hoa tri gitra peptit thong
qua ddu tan cing C v6i mot hodc nhiéu polyme ciia chat phii bé mat vét thé, vi tri phan cit
xuét hién theo huéng d& dang phan cit béi vi sinh vat.

Theo mot phuong 4n, chét pht bé mat vat thé theo diém bat ky trong s6 cac diém
trén déy, trong d6 chét lién két C4-C3o bao gdm nhém hydrocarbyl vong hodc nhém di vong
chira vong, uu tién nhom di vong nay la nhom triazol.

Theo mét phuong 4n ciia sang ché, chét lién két co thé dugc tao ra bai phan ting ciia
nhém phan tng & mach dau tan cung N hodc C hodc mach bén clia peptit v6i nhém phan
ung bu trén polyme. Nhém phan ing dugc vu ti€n déc biét la nhom azit va nhom phéan Gmg
b dwoc vu tién 1a nhom alkyn. Phan Gng cia azit va alkyn xay ra khi c6 mat cac chat
huynh quang thir nhit va cac chét khong phat huynh quang thit nhat ma khong xay ra cac
phan tmg phu khong mong mudn.

Céc vi du khac bao gdm céac phan (mg ghép cip xiic tic-Pd(O) khéc nhau, phan tmg
budc Staudinger, cac phan ung cong vong (Diels-Alder, cong vong 1,3-ludng cuc), cac
phéan ung alkyl hoa khir, phan Ung tao thanh oxim va hydrazin, phan ing cdng thiol, va
phéan tng ghép cép oxi hoa.

Theo mot phuong an, vi tri phan cat thir nhit duoc phéan cat boi hop chit duoc tao
ra boi vi khun gram duong hodc vi khudn gram am, tét hon 13 vi khuin gram duong, t6t
hon nita 1a tir cac chung Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus, va Bacillus,
Corynebacterium, Nocardia, Clostridium, Actinobacteria, va Listeria.
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Uu diém cua chét phu bé mit vat thé theo sang ché 1a chit phu nay co thé duoc tao
ra theo cach sao cho chét phi nay chi dap ing v6i nhém vi sinh vt nhit dinh. Vi dy, theo
mdt phuong an dwgc wu tién, vi tri phan cét thir nhat duoc phén cit bai hop chét dugc tao
ra béi vi khudn gram duong, nhu 1a Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus, va
Bacillus, Corynebacterium, Nocardia, Clostridium, Actinobacteria, va Listeria. Theo
phuong an dwgc uwu tién dic biét, vi khuin gram duong duoc chon tir cic chiing
Staphylococcus, Streptococcus, tot hon 13 Staphylococcus.

Theo mdt phuong an, vi tri phan cét thir nhit dugc phén cit boi hop chat dugc tao
ra boi vi khuan gram 4m nhu Escherichia coli, Shigella flexneri, va Campylobacter jejuni.

Theo mét phuong an, hop chit thir nhit 1 proteaza dwoc chon tir nhém gdém c6
Endoproteinaza Glu-C tir Staphylococcus aureus V8, IgA1 proteaza, aureolysin.

Vi du vé hop chét dic hiéu ddi vé6i vi khuan gram duong 1a V8 proteaza tu
Staphylococcus aureus, con dugc biét dén 13 endoproteinaza Giu-C, Glu-C proteaza,
staphylococcal serin proteinaza, Staphylococcus V8 serin endopeptidaza. Proteaza nay
phan cit dat hiéu & mach bén carboxyl cia cac gdc aspartat va glutamat.

Theo mdt phuong an, vi tri phén cat thir nhit bao gf”)m kiéu axit amin dic hiéu, wu
tién duoc chon tir nhém gdm c6 EFRIV, EFRIK (SEQ ID SO: 1), DFRIK (SEQ ID SO: 2),
GIGEFRIK (SEQ ID SO: 3), GIGDFRIK (SEQ ID SO: 4).

Theo mdt phuong an dugc uvu tién, vi tri phan cit bao gém axit amin dugc chon tur
nhém gdm serin, threonin, arginin, lysin, axit aspartic va axit glutamic, uu tién axit aspartic
va axit glutamic, vi tri phan cit ndy nam trong hop chét tir it nhdt mot vi khuan duge chon
tr nhém gém c6 Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus, va Bacillus,
Corynebacterium, Nocardia, Clostridium, Actinobacteria, va Listeria.

Theo mot phuong an dugc uvu tién, vi tri phén cit bao gém axit amin duoc chon tir
nhém gdm alanin, leuxin, valin, isoleuxin va prolin, vi tri phan cét nay nim trong hop chét
tlr it nhat mot vi khuin duogc chon tir nhom gém c6 Escherichia coli, Shigella flexneri, va
Campylobacter jejuni.

Vi tri phén cit & day duogc hiéu 1a ¢6 nghia da duogc biét rd cta né, 1a phén cAu tric
phén tir ciia cht phi bé mat vat thé dugc phan cét boi hop chét ddc hiéu ma vi tri phan ct
nay chira mgt hoac nhiéu lién két amit.

Vi tri phan cét c6 thé c¢6 ciu triic XYZ, trong d6 X 12 it nhét mot axit amin, Y 1a mot
phan ciia cdu triic phan tir gdm it nhét hai axit amin chtra vi tri phan cét thir nhét, va Z 1a it
nhét mét axit amin. C4c axit amin nay dugc sit dung c6 thé 12 axit amin bit ky nao, tét hon
néu dugc chon tir nhém gdm céc axit amin c6 trong ty nhién hodc tir nhém gdém cac axit
amin téng hop, dac biét 1a cac chét dan xuit ctia cac axit amin ty nhién. Tt hon néu céc
axit amin nay 1a loai c6 thé lién két voi hop chit gy ra sw phan cit & vi tri phan ct thir
nhat.
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Theo mét phwong 4n, vi tri phan cét thir nhét bao gdm céc axit amin 1a cac co chét
va/hodc cac vi tri lién két ddi véi cac proteaza dugc tiét ra boi céac vi sinh vat chéng han
nhu vi khudn gram duong, nhu 1a Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus, va
Bacillus, Corynebacterium, Nocardia, Clostridium, Actinobacteria, va Listeria. Theo
phuong an dugc wu tién dic biét, vi khudn gram duong dugc chon tir cac gidng
Staphylococcus, Streptococcus, wu tién Staphylococcus.

Theo mdt phwong 4n, vi tri phan cit thir nhét bao gdm c4c axit amin 14 cac co chat
hodc cac vi tri lién két d6i véi cac proteaza duoc tiét ra boi cac vi sinh vét ching han nhu
vi khudn gram 4m nhu 14 Escherichia coli, Shigella flexneri, va Campylobacter jejuni.

Peptit trong d6 co vi tri phin cét co thé chira, vi du tir 4 dén 14, vi du nhu céc axit
amin, vi du tir 5 dén 12 axit amin, vi du tir 6 dén 11 axit amin, vi du tir 7 dn 10 axit amin
va vi du tir 8 dén 9 axit amin. Tbt hon néu peptit chira 6 axit amin, 7 axit amin, 8 axit amin,
9 axit amin hodc 10 axit amin.

Tét hon néu vi tri phan cit chira mot s axit amin, vi du it nhét 13 hai, tt hon néu it
nhét 12 ba axit amin, t6t hon nita néu it nhét 12 bdn axit amin, con t6t hon nira néu it nhét
14 ndm axit amin, nhu dugc md ta trong tai liéu The Standard Handbook Biochemistry, Ed.
L Stryer, 7thEdition, 2012, WH Freeman, Part 1, Chapter 2: Protein Composition and
Structure. Mot phin cAu trtic phan ti trong vi tri phan cét ciing c6 thé dugc goi 1a "kiéu
axit amin". Theo sang ché, vi tri phan cét dugc bd tri sao cho né dugc nhan ra béi hop chét
duoc tao ra bai vi khuin thuéc nhém gbém c6 mot sb luong gidi han cac ching, cac loai
hodc cac giéng vi khuan.

Theo mot phwong an dugce wru tién, chat huynh quang thir nhét c6 cong thirc II:
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Cong thuc II
trong d6 Z 1a O, trong d6 R' 1a SO3Na™; R R* R’, R'° la hydrocarbyl; R* va R'' 1a
H; RS va R'? 1a sulfanato; RS, R7, R!3, R!* 1a H; R® 1a (CH3)qSOs™ va R? 1a (CHz)s-H-
hydroxysucxinimit este, chit huynh quang thir nht 1 tetranatri 6-(2-{(E)-2-[(3E)-3-{(2E)-
2-[3,3-dimetyl-5-sulfonato-1-(4-sulfonatobutyl)-1,3-dihydro-2H-indol-2-
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yliden]etyliden}-2-(4-sulfonatophenoxy)-1-xyclohexen-1-yl]vinyl}-3,3-dimetyl-5-
sulfonato-3H-indolium-1 -yl)hexanoat va cac chét din xut cua ching.

Theo m{t phuong én, chit dAn xuit cua tetranatri 6-(2-{(E)-2-[(3E)-3-{(2E)-2-[3,3-
dimetyl-5-sulfonato-1-(4-sulfonatobutyl)-1,3-dihydro-2H-indol-2-yliden] etyliden}-2-(4-
sulfonatophenoxy)-1-xyclohexen-1 -yl]vinyl}-3,3-dimetyl-5- sulfonato-3H-indolium-1 -
yl)hexanoat la amit, axit cacboxylic hodc maleimit.

Theo modt phwong an, chat huynh quang thit nhét, vi du thudc nhudm xyanin, va/hogc
chit khong phat huynh quang thit nhat duoc lién két vai peptit qua lién két amit, este hodc
lién két san phdm cong Michael.

Theo mot phwong an, chit huynh quang thir nhét 13 hop chét theo cong thuc III:
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Cong thuec 111

trong d6 mdi R? va R? doc lap 1a H hodc hydrocarbyl, mdi R* va R* doc lap dugce
chon tir nhém gdém c6 H, hydrocarbyl, va (CHz2){FG, trong d6 q 1a s6 nguyén tir 1 dén 20
va FG 1a nhém chirc khong phan tng truc tiép véi cac nhém carboxyl, hydroxyl, amino
hoic thiol; mdi R?” ddc 1ap duogc chon tir nhom gdém c6 H, hydrocarbyl va aryl trong d6
aryl tity ¥ duge thé biang cdc nhém clo, halo hodc axyl.

Céc vi du vé cac chat huynh quang thit nhét thich hop c6 thé dugc sir dung theo sang
ché bao gdm, nhung khong bi giéi han trong Alexa Fluor® 350, Alexa Fluor® 430, Alexa
Fluor® 488, Alexa Fluor® 555, Alexa Fluor® 594, Alexa Fluor® 647, Alexa Fluor® 660,
Alexa Fluor® 680, Alexa Fluor® 700, Alexa Fluor® 750 ATTO 680, ATTO 700, DY-647,
DY-650, DY-673, DY-675, DY-676, DY-680, DY-681, DY- 682, DY-690, DY-700, DY-
701, DY-730, DY-731, DY-732, DY-734, DY-750, DY-751, DY-752, DY-776, DY-781,
DY-782, DY-831, La Jolla Blue, Cy5, Cy5.5, Cy7, IRDye® 800CW, IRDye® 38, IRDye®
800RS, IRDye® 700DX, IRDye® 680, va mot sé chit khac. Cac thudc nhudm "Alexa
Fluor" do Molecular Probes Inc., Eugene, OR, My (www.probes.com) cung cap. Cac thude
nhuém "ATTO" do ATTO-tec GmbH, Siegen, Pirc (www.atto-tec.com) cung cap. Cac
thudc nhuém "DY" do Dyomics GmbH, Jena, Dirc (www.dyomics.com) cung cép. LaJolla
Blue do Hyperion Inc. cung cap. Céac thubc nhuém "Cy" do Amersham Biosciences,

Piscataway, NJ, My, (www.amersham.com) cung cép. "Thubc nhudm phat hdng ngoai
IRDye®" do LI-COR® Bioscience, Inc., Lincoln, NE, M§ (www.licor.com) cung clp.

Theo mot phuong 4n, chit khong phat huynh quang thir nhét 12 thudc nhudém xyanin
¢6 budc song hip thu nam trong khoang 650 nm - 900 nm. Uu diém cua cac thuéc nhudm
xyanin trong cac buéc séng hong ngoai gan 13 viéc phat hién hdng ngoai gan 1am giam nén,
su tan xa va su giao thoa béi cac hop chét khac trong mau thi duge do, 1am tang d¢ tin cay
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ctia phuong phép theo sang ché trong céc hé thong ngoai co thé va trong co thé. Hon nita,
cac budc song nhu vay c6 kha ning xuyén qua mo lam cho cac thudc nhudm nay dic biét
thich hop cho céc sur dung trong co thé.

Theo phuong an dugc wu tién, chit khong phat huynh quang tha nhit nay 1a
Dietylamino-5-phenylphenazium-7-diazobenzene-4"-(N-etyl-2-O-(4,4'-dimetoxytrityl))-
N-etyl-2-O (BHQ3) (Biosearch), QC-1, IRDye® 800RS (Li-COR.com), cic hat nano vang
va cac hat nano sét.

Theo mot phuong an, chit khong phat huynh quang thir nhit nay 12 hop chét c6 cong
thire IV:
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Cong thuc IV

trong d6 Z 1a O, trong d6 R' 1a SO3Na'; R?, R?, R?, R!? 1a hydrocarbyl; R* vaR'' 1a
RS va R2? 1a H; R% R’, R®, R la H; R® 1a (CH3){SOs va R la (CH.)s-H-
hydroxysucxinimit este.

Theo mdt phuong 4n duge wu tién, néu chét huynh quang thir nhat gidng véi chat
khong phat huynh quang thit nhét, chét huynh quang th nhét nay 1a hop chét c6 cong thirc
IV, IRDye® 800RS. Theo phuong 4n nay, IRDye® 800RS cé dic tinh tu dap t4t anh sang
phat xa trong chit phu. Khi phin thudc nhuém IRDye® 800RS bi loai ra khoi chét phu,
khoang cach gitra cac phan tr IRDye® 800RS tang lén khién cho su ty dap tit xay ra o
mirc d6 thdp hon va do d6 anh sing dugc phat xa tir chét phu.

Theo phuong 4n thay thé, chit khong phat huynh quang thir nhét 12 hop chét c6 cong
thire V:

Cong thirc V
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trong d6 X dugc chon tir nhom gbém c6 H, clo, flo, brom, O-aryl trong d6 aryl dugc thé &
vi tri para boi nhém duge chon tir nhom gdm c6 sulfanto, halogen, hydroxyl va amin; mdi
R2, R3 R% R!° doc 1ap 1a H hodc hydrocarbyl, mdi R, R%, R!!, R'? doc 1ap dugc chon tir
nhém gdém c6 H, hydrocarbyl, sulfanato va N-hydrocarbyl hodc cing véi cac nguyén tir
ma chiing gan vao tao thanh vong thom; mdi R®, R7, R'?, R' doc 14p duoc chon tir nhém
gdém c6 H, sulfanato, hydrocarbyl, hodc cung véi cac nguyén tir ma ching gén vao tao
thanh vong thom; mdi R® va RS doc 1ap 1a hydrocarbyl, (CH2)qFG hodc (CH2)pLN trong
d6 it nhat mot trong sé R® va R'S 1a (CHz)eFG, trong d6 q 1a s nguyén tir 1 dén 20 va FG
12 nhom chirc khong phan tng truc tiép véi cac nhém carboxyl, hydroxyl, amino hoac thiol,
trong d6 p 1 s6 nguyén tir 1 dén 20 va LN 1a nhom lién két phan tmg v6i cac nhom carboxyl,
hydroxyl, amino hodc thiol; R' 1a H hodc hydrocarbyl.

Tét hon néu, hop chét c6 cong thirc V 1a hop chét trong d6 X la clo; R%, R* R%, R!?
1a hydrocarbyl, R*, R®, R7, R, R!2 R!* 1a H, R’ la N-hydrocarbyl;

R'3 14 sulfanato, R® 1a (CHz)qSOs- va R'S 1a (CH,)s-H-hydroxysucxinimit este, chat
khong phéat huynh quang thir nhét néu trén 13 natri 4-((E)-6-((E)-2-[3,3-dimetyl-1-(4-
sulfonatobutyl)-indolin-2-ylidene]etyliden}-2-((E)-2-(1-6-(2,5-dioxopyrrolidin-1-yloxy)-
6-oxyhexyl)-3,3-dimetyl-3H-indolium-2yl)vinyl)xyclohex- 1-enyloxy)benzensunphonat.

Theo phuong 4n khéc nita, chat khong phat huynh quang thir nhét 13 hop chét c6
cong thuc VI:

Cong thuc VI

trong d6 m&i R7, R!8, R!° va R¥ doc 1ap 1a hydrocarbyl hodc hydrocarbyl dugce thé
trong d6 hydrocarbyl nay duoc thé bang cac nhém hydroxyl, halo, phét pho hoic sulfanato.

Theo phuong an khac, chit khong phat huynh quang thir nhét 12 hop chit c6 cong
thirc VII:
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Cong thue VII

trong d6 mdi R!7, R!® va R!® doc 14p 1a hydrocarbyl hoac hydrocarbyl dugc thé trong d6
hydrocarbyl nay dugc thé bang céc nhém hydroxyl, halo, phét pho hoic sulfanato; R?® va
R?! 1a H, hydrocarbyl, alkoxy hodc cac nhom halo.
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Theo mdt phuong én, chét khong phat huynh quang thir nhét c6 bude song hap thu
nam trong khoang tir 300 nm - 450 nm, t6t hon 1a trong khoang 450 nm - 650 nm, t6t hon
nita la trong khoang 650 nm - 900 nm. Chét khong phat huynh quang thir nhit dugc chon
sao cho thu dugc quang phd c6 loi tring véi chit huynh quang thir nhat dé khi chat khong
phat huynh quang thir nhat néu trén va chét huynh quang thit nhit nay nim gan nhau, su
phat xa tin hiéu tir chat huynh quang thi nhét nay bi dép tat.

Theo khia canh thi hai, sang ché dé xuat phuong phap diéu ché chét phii bé mat vat
thé theo diém bat ky trong cac diém néu trén, phuong phap nay bao gdm céc budc:

a) tao peptit chira chit huynh quang thir nhét, chit khong phat huynh quang thir nhét,
vi tri phan cét thir nhat va alkyn d& phan tng;

b) cho peptit thu dugc trong budc a) tiép xtic véi Cs-Cas diacrylat chira nhom azit,

¢) lién két chéo chit lién hop peptit-diacrylat thu dugc trong bude b) véi mot hodc
nhiéu polyme.

Céc tac gia sang ché da phat hién rang nho sy hop nhat trong chét phu cua chét
huynh quang thir nh4t va chit khong phét huynh quang thtr nhét trén peptit dugc bién do6i
diacrylat, viéc téng hop chit phu bé mat vat thé 12 hiéu qua hon so véi cac phuong phép
da biét trong linh vuc nay. Trong linh vyc nay, da biét rang tron cac polyme danh dau
huynh quang va sau do6 lién két chéo cac polyme di dugc tron nay. Trong phwong phap
theo sang ché, khong can phai danh diu tryc tiép polyme nay. Piéu nay khién phuong phap
theo sang ché tiét kiém nguyén ti va thoi gian hon so v6i cac phuong phap da biét dén
trong linh vuc nay.

Theo khia canh thir ba, sang ché dé xuét vat thé chira chét phu bé mit vat thé theo
sang ché, vat thé nay duogc chon tir nhém gdm c6 cac mo cly y té, cac dung cuy té, cac
miéng gac y té, cac dia vi 15, cac bé mat ché bién thuc phim, céc trang thiét bi.

Chét phu bé mit vat thé theo sang ché thich hop dé sir dung trén nhiéu loai vét nén
khéc nhau. Uu diém cua chit phu theo séng ché 12 n6 c6 thé dugc str dung dé phat hién sy
xuét hién nhiém khuén trén mé céy y té, cac dung cu va trang thiét bi y té. Vi du vé trang
thiét bi thich hop 1a givdng bénh vién, cac ban bénh vién, cac ban phﬁu thuat ma bé mat
ching cin phai gitr sach va néu c6 mit vi khuin gay bénh thi s& bi phét hién nhanh chong.

Theo mot phuong 4n, vat thé duge chon tir nhém gom céc kim tiém, cac ong thong,
cac 6ng day dan, cac dinh vit, cdc dia cly va céc vit cay.

Chét phu bé mat vat thé theo sang ché dic biét thich hop dé st dung trén cac vat thé
dugc cdy ghép trong co thé. Bang cach str dung cac md ciy dugc pha chét phu theo sdng
ché, sy nhim khuin cé thé dugc phat hién dé dang va do do, cac béac sy ¢co thé dé dang
quyét dinh budc didu tri tiép theo.

Theo khia canh thi tu, sang ché dé xuat phwong phéap phu vat thé bao gém céc budc:

a)taora chét phu bé mat vat thé theo sang ché,
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b) nhung phu vt thé dugc chon tir nhém gdm ¢ cac md chy y té va cac dung cu y
té dé vat thé nay dugc phu chat phu bé mat thu dugc trong budc a),

¢) lam khd vét thé thu dugc trong bude b).

Vit thé theo sang ché c6 thé dugc phi bing chit phi polyme néu trén bang cach sir
dung cac k¥ thuat nhu nhung-phu, phun-phu, quay-phu, hodc d6 khuon dung méi. Céc k¥
thuat phu lién quan dén ghép héa hoc cic phan tir 1én bé& mit vat liéu sinh hoc ciing c¢6 thé
dugc 4p dung. Cac chit phi méng nano trén cac don 16p tu sip xép (self - assembled
monolayers - SAMs), cac polyme dugc ndi voi bé mat (surface-tethered polymers (polymer
brushes)), hodc céc chét phu da 16p dua vao két cAu 16p-trén-16p tao ra sy kiém soat chinh
xac vé vi tri va huéng ciia cdc nhom hoa hoc va céc phén tir sinh hoc trén bé mit cua chét
phu ciing da dugc biét dén rong rai trong linh vuc nay dé ap dung cic chét pht khac nhau
cho cac bg phan chinh hinh va cac thiét bi y té khac cho nhiéu ly do khéc nhau, xem
Handbook of Materials for Medical Device, Davis, J. R. (Ed.), Chapter 9, "Coatings" 2003.

Theo khia canh thit ndm, sang ché dé xuét phuong phap phu vat thé bao gém céc
budc:

a) tao chat phu bé mit vat thé theo séng ché, va

b) cho vét thé dugc chon tir nhém gém gacy té, cac dia vi 16, cac bé mit ché bién
thuc phdm, cac trang thiét b tiép xtic v6i chat phu bé mit néu trong budc a).

Theo phuong an duge uu tién ddc biét, sang ché @ xuét chit phu bé mat vat thé ¢
dang dung mdi, vi du dung moéi chira nuéc hodc dung mdi hiru co, chét phi nay c6 thé
dung cho bé mat vi du nhu gacy té, cac dia vi 15, céc bé mat ché bién thuc phém, cac trang
thiét bi. Chét phu nay c6 thé duge st dung bang céch, vi du quét 1én. Theo cach khac, chét
pht nay co thé dugc chira trong bing keo. Uu diém cua viéc st dung chét phu bang cach
quét 1én hodc boi bang keo 1a tao ra cac phuong tién d& dang va tiét kiém thoi gian dé tao
ra 16p phu bé mit trén vat thé dé phét hién céc vi sinh vat gdy bénh.

Theo khia canh thi su, sang ché dé xuét phuong phap diéu ché chit phu bé mat vat
thé theo sang ché, bao gdm céc budc:

a) tao bé mat vat th chtra mot hodc nhiéu polyme néu trén, mot hodc nhiéu polyme
nay chira nhom phan ing A, va

b) cho bé mat vat thé theo budc a) tiép xiic véi peptit chira chat huynh quang thir
nhét, chit khong phét huynh quang thir nhét, vi tri phan cat thi nhit va nhém phan ung B
bd sung cho nhém phan tng A, dé didu ché chit pha bé mat vat thé néu trén.

Céc tac gia sang ché da phat hién rang cac bé mit dwgc phi bang cac nhom alkynyl,
vi du cac bé mit thuy tinh hodc cac dia vi chudn dugc phu bang cac alkynyl PEG polyme,
c6 thé phan ung véi cac peptit, peptit nay chira nhom azido, nhém azido nay duoc b6 sung
cho nhém alkylyl néu trén. Bat ngé 1a phuong phap nay cho phép d& dang san xuét cac bé
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mat duoc phi peptit, cic bé mat nay giai phong chét huynh quang hoic chét khong phat
huynh quang khi ¢6 mit vi khuan.

Theo mdt phuong an, nhoém phan timg A néu trén dugce chon tir nhom gbm c6 ruou
(OH), thiol (SH), amin (NH3), axit (CO2H), alkyn, alken, azit, t6t hon 1a alkyn hodc azit,
t6t hon nita 13 alkyn.

Theo mdt phuong 4n, nhom phan ung B néu trén duoc chon tir nhém gbm c6 rugu
(OH), thiol (SH) amin (NH>), axit (CO:H), alkyn, alken, azit, t6t hon 1a alkyn hoic azit, t6t
hon nita 12 azit.

Theo mdt phuong an, san pham ciia phan (mg ctia nhém phan mg A va nhém phan
ung B 1a nhom dugce chon tir nhém g@)m ch este, amit, carbamat, thioeste, maleimit va cac
lién két san phdm cong Michael.

Theo mdt phuwong an, peptit chira vi tri phan cét thir nhit va chat huynh quang thi
nhét va chit khong phat huynh quang thi nhét con chra nhém phéan g A. Nhém phan
ung A nay dugc chon tir nhém gém c6 rugu, thiol, amin, axit carboxylic, azit hodc nhém
hydrocacbon khong no, vi du alkyn hodc alken. Peptit nay duoc cho tiép xtic v6i chit phu
bé mat vat thé chira nhém phan tmg B 1a nhém b6 sung cho nhém phan tng A. Nhom phan
ung B nay dugc chon tir nhém gém ruou, thiol, amin, axit carboxylic, azit va/hodc nhom
hydrocacbon khong no, vi du alkyn hodc alken. Tbt hon néu peptit chira azit va bé mit vat
thé chira alkyn. Nhom phan ttng B nay c6 thé dugc lién két ddng hoa tri véi mot hodc nhiéu
polyme cuia bé mit vat thé. Theo sang ché, polyme nay c6 thé 1a hitu co hodc vo co. Cac
vi du thich hop vé cac polyme hitu co 1a polyetylen glycol, polyetylen glycol diacrylat,
polylactit, rugu polyvinylic, poly DL-lactit-co-glycolit/polyetylen glycol copolyme va cac
t6 hop ctia chiing. Céc vi du thich hop vé cac polyme vd co l1a cac polyme silica, vi du nhu
cac siloxan, vi du nhu cac siloxan c6 don vi ldp (-O-SiR2-O), trong d6 R 1a mach
hydrocarbyl, tot hon néu 1a C1-C20 hydrocarbyl.

Theo mdt phuong 4n, bé mat vat thé néu trén can dugc xir ly trude. Viée xtt ly trude
nay c6 thé 1a xir Iy co hoc hodc héa hoc. Viée xtt Iy trude nay cai thién hinh thai hoc bé
mat nhu d6 nham, hoa vin va do rdng cta, vi du nhu céac bé mit kim loai hodc nhua, dé
tang sy bam dinh cua chat phu polyme.

Theo mot phuong an, sang ché @ xuit phwong phap nhan biét su phét xa photon tir
vat thé theo sang ché, bao gdm budc phat xa vat thé bang cac photon c6 budc song nam
trong khoang 650 nm - 900 nm va phat hién cic photon phat xa nay.

Khi chét pht bé mit vat thé duoc chiéu sang bang 4nh sang c6 budc song nam trong
khoang 650 nm - 900 nm va c¢6 mit vi sinh vat gay bénh, vi sinh vat nay giai phong hop
chét dic hiéu dbi vai vi tri phan cat trong chét phu bé mat vat thé, bo do thich hop s€ phat
hién céc photon tur chét phu nay. Phuong phép nhu vy tao ra cac phuwong tién d& dang @é
x4c dinh su c6 mit cda vi sinh vat gy bénh. Phuong phap theo sang ché c6 loi so v6i cac
phuong phap di biét trong linh vuc nay & chd khong can sir dung nhiéu nhan cong, khong
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can phai nudi cay vi sinh ton chi phi va thoi gian dé phat hién sy xuat hién cua, vi du su
nhiém khuan.

Theo mot phuong an, sang ché dé xuét phuong phap nhan biét su phat xa photon tur
cac dd dung duge phi chéat phu bé mit vat thé theo sang ché, bao gdbm cac budc cho o
dung nay tiép xic v6i mau thi chira dich co thé va phat hién cac photon phat xa.

Khi chét phu bé mit vat thé duge cho tiép xtic véi dich co thé, vi du nudc bot hodc
nude tiéu hodc dich ngoai bao néi chung, va sau d6 chiéu sang bang anh sang c6 bude séng
nam trong khoang 650 nm - 900 nm, va c¢6 mit vi sinh vat gdy bénh, vi sinh vat nay giai
phong hop chét dic hiéu d6i vai vi tri phan cit trong chét phu bé& mat vat thé, bd do thich
hop s€ phat hién cac photon tir chét phu nay. Phuong phép nhu vy tao ra cac phuong tién
dé dang dé phat hién sy c6 mit cia vi sinh vét gdy bénh 6 nguoi dugc 14y mau dich thé.
Phuong phép theo sang ché c6 lgi so véi cac phuong phap da biét trong linh vuc ndy & chd
khong can sir dung nhiéu nhéan cong, khong can phai nuéi cdy vi sinh tén chi phi va thoi
gian dé phat hién su xuét hién cua, vi du su nhiém khuAn.

Theo khia canh khac, sang ché dé xuat viéc st dung vat the theo sang ché dé€ phat
hién su xuét hién cac vi khuan lay nhiém.

Phuong phép theo sang ché ¢6 1o so véi cac phuong phap trong linh vuc nay & chd
khong can sir dung nhiéu nhan cong, khong can phai nudi cy vi sinh tén chi phi va thoi
gian dé phat hién sy xuét hién cia, vi du sy nhiém khuén.

Vi du thue hién sang ché

Céc vi du khong gi6i han sau ddy thé hién cc phuong an cu thé cia sang ché so v6i

céc giai phap k¥ thuat da biét.

Tédng hop peptit

Céc peptit 1 va 2 do Cambridge Research Biochemicals (UK) cung chp va duoc sir
dung ma khéng can tinh ché thém.
Peptit 1: Ac-X-[K(IRDye800RS)]-GLLEFRIVAK(IRDye800RS)-amit, trong d6 X la -
azido-norvalin (SEQ ID SO: 5)
Peptit 2: Ac-X-GLLEFRIVAC(IRDye800CW )amit, trong d6 X 1a -azido-L-norvalin, con
duoc goi 1a axit (S)-5-azido-2-(Fmoc-amino) pentanoic) (SEQ ID SO: 6).
V8 proteaza

Proteaza vi khuin do Sigma-Aldrich cung cdp (Endoproteinaza Glu-C tir
Staphylococcus aureus V8, P2922 SIGMA), con duoc goi 1a "proteaza V8" hoac "V8"
trong ban mo ta nay.

GranzymB proteaza

Proteaza tai t6 hop & ngudi do MerckMillepore cung cip (368043 Granzyme B,
Human, Recombinant, E. coli).
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Céc tiéu ban thuy tinh dugc tao chic alkyn

Céc tiéu ban hién vi thuy tinh dugc tao chirc alkyn (1013-1014 nhém alkyn/cm?,
75mm x 25mm) do Microsurfaces, Inc. cung cép va di dugc cét thanh kich ¢& béi mili cét
kinh kim cuong. Céc tiéu ban nay dugc bao quan trong tai kin dit trong t8i & -20°C. Trong
cac thir nghiém, céc ti€u ban duoc giit trong t6i trong tu sdy trén P20s.

Vidul
Gén cac peptit vao cac tiéu ban thily tinh

Céc peptit 1 va 2 dugc gin vao cic bé mit thiy tinh.

Thit nghiém dbi chimg 4m tinh, khéng c6 CuSO4 (c6 thé khong c6 su lién hop dong héa
tri

10 ul dung dich gbc peptit chira peptit 1 (10 mg/mL; trong DMSO) dugc tron véi
26,5 pl dung dich natri ascorbat (1 mg/mL; trong DMSO/nudéc theo ty 1€ 1/1) va 13,5 pl
DMSO duge thém vao dé lam ting do hoa tan cta peptit. Ty 16 DMSO/nudce cudi cung 1a
73:27. Nong db peptit cudi cling 1a 0,65 mM, ndng dd natri ascorbat cubi cing 13 2,7 mM.

Peptit 1: lién hop vii CuSO4

10 ul dung dich gdc peptit chira peptit 3 (10 mg/mL; trong DMSO) dugc tron v6i
12,5 ul dung dich CuSOs (1 mg/mL; trong DMSO/nudc theo ty 1€ 1/1) va 14 pl dung dich
natri ascorbat (1mg/mL; trong DMSO/nudc theo ty 1€ 1/1) va 13,5 ul DMSO duoc thém
vao dé 1am tang do hoa tan cia peptit. Ty 1€ DMSO/nude cudi cing 1a 73:27. Nong do
peptit cudi ciing 13 0,65 mM, ndng d6 CuSOs cubi cing 1a 1mM, nbéng dd natri ascorbat
cubi cing 1 1,4 mM.

Dung dich tao thanh (50 ul) dwgc chuin d9 1én ti€u ban thiy tinh, va tiéu ban nay
dugc gitt trong mdi trudng 4m trong 1 gid. Giot nhé dugce rira sach bang cach rira 3 lan
bang 1 mL hdn hgp DMSO:H-0 theo ty 1€ 80/20; sau do, tiéu ban nay dugc dat trong dung
dich rira gdm DMSO:H,0 theo ty 1¢ 80/20 va khudy nhe trong 1 phiit. Dung dich rira dugc
rira bang nude (5 x 1 mL) va tiéu ban dugc 1am kho bai dong khi nito.

Céc tiéu ban thay tinh dugc xac dinh dic tinh bang cach st dung quang phd hoc
UV-VIS, trong do chi cac dia da dugc xur ly bing peptit va CuSOs thé hién su hép thu kép
t6i da thudong nim trong khoang tir 0,01 - 0,05 trong ving bude song duge dy doan nam
trong khoang tir 600 nm - 800 nm.

Vidu?2
Kiém soat sy tiéu hity ctia peptit 1 boi quang phd hoc 4nh séng

Su phén cit cta peptit 1 khi c6 mit V8 proteaza va GranzymB proteaza dugc kiém
soét trong dung dich bang quang phd hoc 4nh séng. Quang phd phat quang do birc xa dugc
do trén may do quang phd Perkin-Elmer Luminescence LS50 B. Quang phd duoc ghi lai
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nim trong khoang tir 250 nm dén 900 nm, bing cach str dung budc séng nhip nhay 1a 720
nm va st dung do rong khe 1a 15 nm.

Sy tiéu huy trong dung dich dugc thuc hién trong lo thity tinh. 100 ul dung dich gbc
chira peptit 1 (10 mg/mL) dugc pha loang bang 625 pl H>O va 250 ul dung dich dém phdt
phat 100 mM (do pH = 7,8). Liy mu thtt 10 pl & thoi diém t = 0. Sau d6, 50 pl dung dich
gbc V8 hodc Granzyme B proteaza (25 don vi, + 25 pg) duoc thém vao, lic hén hop va giit
& nhiét do trong phong. Trong quing thoi gian thir nghiém, dung dich nudi cdy dugc gitr
trong (khong két tua peptit nhudm). O céc thoi diém khac nhau (30 gidy, 2, 5, 10, 15, 20,
25, 30, 40, 50, 60, 90, 120, 150 va 180 phit, va & 18 gi®), 14y 10 ul mAu thir nudi cay va
pha lodng bing 3 ml nu6c. Cac mau pha loang sin duge do bang quang phd hoc anh séng,
dé kiém soat su phén cét dé tiéu hity o peptit 1. Sit dung céac mAu trang 13 cac chau thuy
tinh chira nuGe va lugng DMSO gidng nhu dung dich méu th.

Khi khong c6 V8 proteaza, quan sat thiy huynh quang co ban la khoang 1 AU. Sau
khi thém V8 proteaza 30 gidy, cuong d0 huynh quang tang dén 4 AU va trong vong 6 phut
cuong do huynh quang 1a 6 AU. Diéu nay ching to rang peptit theo sang ché c6 kha ning
phat hién vi khudn trong vai phut, day 1a sy cai thién dang ké so v&i cac phuong phap da
biét trong linh vuc ndy, vi du nhu thit nghiém dya trén ATP d6i voi vat lidu hitu co (thudng
tir 4-8 git) hodc cac nudi cy vi khuan (24 gio).

Khi c¢6 mat Granzyme B, peptit 1 khong bi cat va huynh quang co ban 1a 1AU dugc
duy tri trong subt thr nghiém. Granzyme B 1a serin proteaza c6 mit vdi ndéng do thong
thudong nim trong khoang tir 20 - 4 pg/ml trong huyét twong. Céc két qua thé hién ring
peptit c6 tinh chon loc déi v6i su c6 mit ctia cac proteaza vi khuan va khong bi phéan cat
khi c6 mat cac proteaza dugc giai phong béi co thé ngudi nhu 14 mot phén ciia cdc phan
g tu mién.

Vidu3
Kiém soat sy tiéu hiy caa peptit 1 dugc lién két bé mit boi quang phd hoc anh séng
Thiét bi Li-Cor Odyssey CLX duoc str dung tai chd & Westburg (Leusden, NL; Timo

Kreike, Moniek Kors). T4t ca cac phép do Odyssey CLX dugc thuc hién béi sy kich thich
& budce song 800 nm.

Khi c¢6 mit V8 proteaza, cuong do tang tir khoang 6000 don vi dén 25000 don vi,
chimg t6 rang V8 kich thich su gidi phong ctia nhom dép tat tir peptit 1 .

Khi c¢6 mat V8 proteaza, khong thdy cudong do thay dbi dbi véi peptit 2. Cuong dd
quan sat thay duy tri & 8000 don vi, chung t6 rang mic dit nhém huynh quang c6 thé bi
phan cit, nhém huynh quang nay khong khuéch tan ra khoi bé mit, do d6 khong quan sat
thay tin hiéu bi giam nén khong thu dugc két qua 4m tinh gia.

Céc két qua ching to rang chét phu theo sang ché co6 thé phat hién su c6 mit cua vi
khuén va khong thé xay ra cac két qua Am tinh gia.
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Vidu4
Chét phi dng thong

Céc chét phi vét thé bao gdm PEG polyme (MeO-PEG-alkyn, IRIS biotech) va
peptit chira vi tri phan cat va chit huynh quang thir nhét va chit khong phat huynh quang
thir nhét. Vi du so sanh khong chira chat khéng phat huynh quang thir nhét nay.

Céc peptit dugc tbng hop bang phuong phap tong hop peptit pha ran tiéu chuin
(standard solid phase peptit synthesis - SPPS) bang cach st dung céc chét phan tng, cac
k¥ thuét ghép cap va tinh ché tiéu chuén.

Viéc ghép cap peptit voi chat huynh quang thi nhét va chit khong phat huynh quang
thtr nhit dugc thyuc hién sau khi tinh ché peptit va dugc tao thuédn loi béng cach ghép cap
maleimit v4i xystein hodc ghép cap amit voi lysin.

Su ghép cap cua peptit chira vi tri phan cét va chat huynh quang thi nhat va chat
khong phat huynh quang thir nhat dugc thuc hién bang cach sir dung cac diéu kién phan
ung cdng vong azit alkyn Huisgen tiéu chuan.

Ong thong dugce sir dung 14 dng théng 14F silicon Foley c6 chiéu dai 6 mm va duong
kinh 4,2 mm. Dich huyén phu dic chtra nuéc ctia mdi chét phu polyme duoc chuin bi va
mdi 6ng théng duoc nhiing vao hdn hop huyén phi dic nay. Cac 6ng thong di duge phu
duoc bao quan & 20°C trong tdi trong 15 phut trude khi 13p lai quy trinh nhing. Quy trinh
nhing dwgc 1ap lai tdng sé bdn lan. Sau 14n nhing cudi cing, cac dng thong da dugc phu
dugc bao quan & 35°C trong 48 gio 8 tao thuan loi cho viéc 1am kho chét phu.

Vidu$

MBbi éng thong da duge phii va miu d6i chimg 1a mot 6ng thong khong dugc phu
dugc nudi cay véi su co mit clia 2 x 10° don vi tao khuén lac (colony-forming units-CFU)
ml! S. auereus trong 4 gid. Sau do, cac 6ng thong da duogc phi duge bo ra khoi ti ciy va
phoi trudc may anh huynh quang da phé dung trong 14m sang (hé hinh dnh T3, SurgOptix
BV, Groningen, Ha Lan) ¢6 quang phd IVIS (kich thich: 710 nm, phat xa: 800nm, thoi
gian thu nhén 5 gidy, gop diém 4, Khau do 2, FOV 21.2).

Céc két qua thu dugc tir quang phd IVIS Spectrum va IVIS Lumina II dugc phan
tich bang Living Image 4.2. (Caliper LS, Hopkinton MA, M¥). Cac gi6i han phat hién t6i
wu dugc dit ¢ tin hiéu thip nhét ma tai d6 tin hidu duong tinh dugc dé dang phén biét véi
cac mau dbi chimg am tinh. Cudng dd tin hiéu duogc xac dinh bang cach v& cac viing dugc
quan tdm (regions of interests - ROI's) va do cac s6 dém trung binh trong cac ving ndy.
Tin hiéu dugc hiéu chinh ddi véi co s& bang cach 1y tin hiéu dugc quan tAm trir di tin hiéu
co s&, dugc goi trong ban md ta nay la cac s6 thuc. Tin hiéu héng ngoai gin manh duoc
chi dinh cho ch4t huynh quang thir nht.
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Céc két qua duoc thé hién trong Bang 1

Béang 1
A ) Phan 1 hit phit voi
Vi du Chat phﬁ Vét thé an ung chat pnu vo1

thir nghiém S. aureus

dng thong silicon
& Hong ++ (dugc thit nghiém boi

5.1 kho Fol 14F, 4,6 :
ong oley (14F, 4.6 16 cdy vi sinh 24 gio)
mm)
G-(pol)-X-LLEFRIVAC-
5.2 IRDye800CW (SEQ ID SO: -
7)
(IRDye800RS)-KG-(Pol)-X-
5.3 LLEFRIVAK(IRDye800RS) +

(SEQ ID SO: 8)

Ac-(IRDye800CW)CG-
(Pol)-X-
LLEFRIVAK(IRDyeQC-1)
(SEQ ID SO: 9)

54 ++

trong dé Pol la MeO-PEG-alkyn va X la axit (S)-5-Azido-2-(Fmoc-amino) pentanoic

Céc két qua nay ching to rang cac chat phi theo sang ché bao gdm chét khong phat
huynh quang v&i phd hép thu tring véi phd phat xa ctia chit huynh quang thir nhat (Vi du
5.4) dan dén su phat hién rat tot sw c6 mit cia cac vi sinh vat gy bénh, vi du trong trudong
hop nay la S. aureus. Viéc dép tit bi chét khong phat huynh quang thtr nhét phu thude
hoan toan vao khoang cach tir chat huynh quang thir nhét, do d6 ngay khi chét khong phat
huynh quang thtr nhat bi phan cit, anh sang phét xa ra bi phat hién.

Vi du 5.4 ciing ching t6 ring c6 thé thu dugc mirc phat hién twong ty bang cach st
dung cac chét phu theo sang ché gidng nhu nudi cdy vi sinh thong thuong (vi du 5.1) tuy
nhién cac két qua thu dugc nhanh hon nhiéu, trong 4 gidr so vé6i 24 - 36 gids d6i v6i cac nudi
cAy vi sinh.

Vi du 5.3 chimg t6 chat huynh quang thir nhét ciing hoat dong nhu chét khong phat
huynh quang thi nhét ciing tao ra cac phuong tién thich hop dé phat hién cac vi sinh vat. Tuy
nhién, do su khuéch tan bi giéi han ciia chit huynh quang thi nhét da bi phan cit nén chi
phat hién tin hiéu yéu.

Céc chat phii chi chira chat huynh quang thtt nhét khéng tao ra su phat hién tbt cac
vi sinh vat (vi du so séanh 5.2). Két qua nay la do tdc dd khuéch tan cham cua chét huynh
quang thir nhét ra khoi bé mit, do d6 chi phét hién sy thay d6i nho ciia cwong do 4nh séng
dugc phat xa.
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YEU CAU BAO HO

1. Chéit phu bé mat vat thé chira mét hodc nhiéu polyme va peptit dugc lién két dong hoa
tri v6i it nhat mot trong sé mot hodc nhidu polyme nay, trong d6 peptit ndy chira:

a) vi tri phan catbao gém kiéu axit amin dic hiéu duoc chon tir nhém gém c6 EFRIK
(SEQ ID SO: 1), DFRIK (SEQ ID SO: 2), GIGEFRIK (SEQ ID SO: 3) va GIGDFRIK
(SEQ ID SO: 4), trong d6 vi tri phan cit nay dugc phan cat boi hop chit dugc tao ra mot
cach dic hiéu béi vi khudn thudc nhom gdm c6 mot sb lugng gidi han cac chung, cac loai
hodc cac giéng vi khuin, va khong bi phan cat boi bat ky hop chét nao dugc tao ra boi bét
ky vi khuan nao khong thuoc nhém nay,

b) chét huynh quang c6 budc séng phat xa nam trong khoang 650 nm-900 nm,

¢) chit khong phat huynh quang c6 budc song hép thu nam trong khoang 650 nm-
900 nm, dung dé dép tt sy phat xa ctia chét huynh quang nay,

trong d6 sy phan cat & vi tri phan cit nay lam giai phong chét khong phat huynh
quang nay ra khoi chét phti nay, su gidi phong chét khong phat huynh quang nay la chi bao
vé su co mit cua vi khuin thuéc nhém nay, va

trong d6 vi khuan nay 1a vi khuin gram duong.
2. Chét phii bé mit vat thé theo diém 1, trong d6 mot hodc nhiéu polyme nay dwgc chon tir

nhém gdm c6 polyetylen glycol, polyetylen glycol diacrylat, polylactit, ruou polyvinylic,
poly DL-lactit-co-glycolit/polyetylen glycol copolyme va cac td hop cua chung.

3. Chét phu bé mit vat thé theo diém 1, trong do peptit nay dugc lién két déng hoéa tri qua
dau tan cung N- hodc C- hodc mach bén véi it nhét mot trong sb mot hoac nhiéu polyme
néu trén bdi chét lién két C4-Cso hydrocarbyl, uu tién qua dau tan cung C- hoac mach bén,
rru tién nhét 13 qua mach bén.

4. Chét phua bé mat vat thé theo diém 3, trong do chét lién két C4-C30 bao g6m nhom
hydrocarbyl vong hodc nhém di vong chira vong, wu tién nhom di vong nay 1a nhom triazol.
5. Chét phit b& mat vat thé theo diém 1, trong d6 vi tri phan cét nay dwoc phan cét béi hop
chit dugc tao ra mot cach dic hiéu béi vi khuan thudc nhém gdém cé vi khuan gram duong
hodc vi khuén gram 4m.

6. Chét phu bé mat vat thé theo diém 1, trong do6 vi tri phan cit nay dugc phan cit boi hop
chét 13 proteaza dugc chon tir nhém gdm c6 V8 proteaza, IgA1 proteaza, aureolysin.

7. Chét phui bé mit vat thé theo diém 1, trong d6 chét huynh quang nay 1a xyanin c6 bugc
song phat xa nam trong khoang 650 nm - 900 nm.

8. Chit phu bé mat vat thé theo diém 1, trong d6 chét khong phat huynh quang nay la thudc
nhudm xyanin c6 buéc séng hap thu niam trong khoang 650 nm - 900 nm.

-21-



30124

9. Vat thé chira chit phu bé mat vat thé theo diém 1, trong d6 vat thé nay dwgc chon tir
nhém gdm c6 cac mo cdy y té, cac dung cu'y té, gac y té, cac dia vi 15, cac bé mit ché bién
thuc phdm va trang thiét bi.

10. Vat thé chira chét phu bé& mit vat thé theo diém 1, trong do vat thé nay dugc chon tur
nhoém gdm c6 cac kim tiém, cac 6ng thong, cac ddy dan, cic vit, cac dia cly va céc vit cy.

11. Phuong phap diéu ché chét phu bé mit vat thé theo diém 1 chtra mot hodc nhidu polyme
va peptit dugc lién két dong hoa tri véi it nhit mot trong s6 mdt hodc nhiéu polyme nay,
trong do peptit nay chira:

a) vi tri phan cét bao gdbm kiéu axit amin dic hi¢u dugc chon tr nhom g6m c6 EFRIK
(SEQ ID SO: 1), DFRIK (SEQ ID SO: 2), GIGEFRIK (SEQ ID SO: 3) va GIGDFRIK
(SEQ ID SO: 4), trong d6 vi tri phan cit nay dugc phan cét boi hop chét duoc tao ra mot
cach dic hiéu bai vi khuan thudc nhém gém c6 mot s6 lwong giGi han cac chiing, cac loai
hodc cac gidng vi khuan, va khong bi phan cit boi bit ky hop chét nao dugc tao ra béi bat
ky vi khuan nao khong thudc nhém nay,

b) chit huynh quang c6 buéc séng phat xa nim trong khoang 650 nm -
900 nm,

¢) chét khong phat huynh quang c6 budc soéng hép thu nim trong khoang 650 nm -
900 nm, dung dé dap tit sy phat xa ctia chit huynh quang nay,

trong d6 su phén cit & vi tri phan cét nay 1am giai phong chat khong phat huynh
quang nay ra khoi chét phu nay, su giai phong chét khong phat huynh quang nay 1a chi bao
vé su c¢6 mit cua vi khun thudc nhom nay, phuong phép nay bao gdm cac budc sau:

i) tao bé mat vat thé chira mot hoic nhiéu polyme, mot hoic nhiéu polyme nay con
chtra nhom phan tng A, va

ii) cho bé mit vét thé theo budc a) tiép xic véi peptit chira chat huynh quang nay,
chét khong phat huynh quang ndy, vi tri phan cit ndy va nhém phan tng B bd sung cho
nhom phén tmg A d cho nhom phan tmg A va nhém phén tmg B tao lién két dong hoa tri
dé diéu ché chat phii bé mat vat thé nay.

12. Phuong phép theo diém 11, trong d6 nhém phan ting A ndy dugc chon tir nhom g6m
¢6 ruou (OH), thiol (SH), amin (NH>), axit (CO2H), alkyn, alken, azit.
13. Phwong phép theo diém 11, trong d6 nhém phén tng B nay dugc chon tir nhom gdm
c6 ruou (OH), thiol (SH), amin (NH>), axit (CO2H), alkyn, alken, azit.
14. Phuong phap phat hién su phat xa photon tir vét thé chira chat phii bé mit vat thé theo
diém 1 chra mot hodc nhidu polyme va peptit dugc lién két ddng hoa tri v6i it nhat mot
trong s6 mot hodc nhidu polyme nay, trong d6 peptit ndy chua:

a) vi tri phan cit bao gém kiéu axit amin dic hiéu dugc chon tir nhém gﬁ”)m c¢6 EFRIK
(SEQ ID SO: 1), DFRIK (SEQ ID SO: 2), GIGEFRIK (SEQ ID SO: 3) va GIGDFRIK
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(SEQ ID SO: 4), trong d6 vi tri phan cat nay dugc phan cat boi hop chit dugc tao ra mot
cach dic hiéu boi vi khuén thudc nhém gém c6 mot sd lugng gidi han céc ching, cac loai
hodc cac giéng vi khuin, va khong bi phan c4t boi bat ky hop chit nao dugc tao ra béi bat
ky vi khuan nao khong thuoc nhom nay,

b) chit huynh quang c6 budc séng phat xa nim trong khoing 650 nm -
900 nm,

¢) chét khong phat huynh quang c6 budc séng hép thu nim trong khoang 650 nm -
900 nm, dung dé dap tat sy phat xa ctia chét huynh quang nay,

trong d6 sy phan cat & vi tri phan cit nay 1am giai phéng chét khong phat huynh
quang nay ra khoi chit phii nay, su giai phong chét khong phat huynh quang nay 1a chi bao
vé su ¢6 mit cia vi khudn thudc nhém nay,

trong d6 vat theé nay dugc chon tir nhém gém c6 cac mo cay y t€, cac dung cuy te,
gacy té, cac dia vi 16, cac bé mit ché bién thuc pham va trang thiét bi, hodc dugc chon tir
nhém gém c6 cac kim tiém, cac ong thdng, cac day din, cac vit, cac dia cay va cac vit cay,

phuong phép nay bao gbém budc chiéu xa vat thé nay bang cac photon c6 buéc séng
nam trong khoang 650 nm - 900 nm va phat hién cac photon dugc phat xa nay.

15. Phuong phép phat hién vi khuan trén vat thé, phuong phap nay bao gbm:

a) tao chat phu bé mit vat thé theo didm 1 chira mot hodic nhiéu polyme va peptit
duoc lién két ddng hoa tri véi it nhit mot trong s6 mot hodc nhiéu polyme nay, trong d6
peptit nay chtra: vi tri phéan cit bao gdm kiéu axit amin dic hiéu dugc chon tir nhom gbm
¢6 EFRIK (SEQ ID SO: 1), DFRIK (SEQ ID SO: 2), GIGEFRIK (SEQ ID SO: 3) va
GIGDFRIK (SEQ ID SO: 4), trong d6 vi tri phan cit niy duoc phan cét boi hop chat dugc
tao ra mot cach dac hiéu boi vi khuén thudc nhom g@)m c6 mot sb luong gidi han cac ching,
céc loai hodc cac giéng vi khuan, va khong bi phan c4t boi bat ky hop chét nao dugce tao ra
b&i bét ky vi khuén nao khong thudc nhom nay; cht huynh quang c6 budc séng phat xa
nam trong khoang 650 nm - 900 nm; va chét khong phat huynh quang c6 budc song hép
thu nim trong khoang 650 nm - 900 nm, dung dé dap tat sy phét xa ciia chét huynh quang
nay, trong d6 su phén cét & vi tri phan cit nay 1am giai phong chét khong phat huynh quang
nay ra khoi chat phii nay, su giai phong chét khéng phat huynh quang nay 1a chi bao vé su
c6 mit cua vi khuan thudc nhém nay; va

b) nhing phi vat thé dugc chon tir nhém gbm c6 cac mé ciy y té va cac dung cu y
té bang chét phu bé mit thu dugc trong budce a) hodc cho vat thé duoc chon tir nhém gébm
gacy té, cac dia vi 16, céc bé mit ché bién thuc phém va cac trang thiét bi tiép XUc v6i chit
phti bé mit thu duge trong buéc a).
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DANH MUC TRINH TU
<160 > S6 luong SEQID : 9

<210>SEQID SO 1

<211>CHIEU DAI : 5

<212 >LOAI : PRT

<213 > SINH VAT : Trinh tu Nhén tao

<220 >PAC PIEM :

<223 > THONG TIN KHAC : Trinh tu axit amin
<400>TRINHTU : 1

Glu Phe ArgIle Lys

1 5

<210>SEQID SO 2

<211>CHIEU DAI : 5

<212>LOAI : PRT

<213 > SINH VAT : Trinh tu Nhén tao

<220 >PAC PIEM :

<223 > THONG TIN KHAC : Trinh tu axit amin

<400 > TRINH TU : 2
Asp Phe Arg Ile Lys
1 5

<210>SEQID SO 3

<211 > CHIEU DAI : 8

<212 >LOAI: PRT

<213 > SINH VAT : Trinh ty Nhan tao

<220 >PAC DIEM :

<223 > THONG TIN KHAC : Trinh ty axit amin

<400> TRINH TU : 3
Gly Ile Gly Glu Phe Arg Ile Lys
1 5

<210 > SEQID SO 4
<211 > CHIEU DAI : 8
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<212>LOAI: PRT
<213 > SINH VAT : Trinh tw Nhén tao

<220 >PAC PIEM :

<223 >THONG TIN KHAC : Trinh tu axit amin

< 400> TRINH TU : 4
Gly Ile Gly Asp Phe ArgIle Lys
1 5

<210>SEQID SO 5

<211> CHIEU DAI : 10

<212 >LOAI : PRT

<213 > SINH VAT : Trinh tu Nhén tao

<220 >PAC PIEM :

<223 >THONG TIN KHAC : Trinh tur axit amin

<400>TRINHTU : 5

Gly Leu Leu Glu Phe Arg Ile Val Ala Lys

1510

<210>SEQID SO 6

<211> CHIEU DAI : 10

<212 >LOAI: PRT

<213 > SINH VAT : Trinh tu Nhén tao
<220>DAC PIEM :

<223 > THONG TIN KHAC : Trinh tu axit amin

<400>TRINH TU : 6
Gly Leu Leu Glu Phe Arg Ile Val Ala Cys
1 5 10

<210>SEQID SO 7

<211>CHIEU DAI : 9

<212>LOAI: PRT

<213 > SINH VAT : Trinh tu Nhan tao
<220>DAC DIEM :

<223 > THONG TIN KHAC : Trinh ty axit amin

<400 > TRINH TU : 7
Leu Leu Glu Phe Arg Ile Val Ala Cys
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<210>SEQID SO 8

<211>CHIEU DAI : 9

<212 >LOAI : PRT

<213 > SINH VAT : Trinh tu Nhan tao

<220 >PAC PIEM :

<223 > THONG TIN KHAC : Trinh ty axit amin

<400> TRINHTU : 8
Leu Leu Glu Phe Arg Ile Val Ala Lys
1 5

<210>SEQIDSO9

<211 >CHIEUDAI: 9

<212 >LOAI : PRT

<213 > SINH VAT : Trinh ty Nhan tao

<220 >DPAC PIEM :

<223 > THONG TIN KHAC : Trinh tu axit amin

<400>TRINH TU : 9
Leu Leu Glu Phe Arg Ile Val Ala Lys
1 5
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