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(57) Sang ché dé cap dén phuong phap phat hién dbi tuong thir nghiém bang thir nghiém
mién dich, trong d6 d6 nhay thap do sir dung khang thé don dong duoc cai thién cho du st
dung khang thé don dong trong thir nghiém mién dich. Phuong phap phat hién d6i tugng
thu nghiém la phuong phap phat hién d6i tuong thir nghiém c6 hai hodc nh1eu loai khang
nguyén cho phép phat hi¢n d01 tuong thir nghiém nay, phuong phap duoc tién hanh bang
phuong phap thir nghiém mién dich, nhu phuong phap kiéu banh kep (sandwich), bang
cach str dung khang thé don dong hodc manh gin két khang nguyén ctia né nhan dién hai
hozc nhiéu loai khang nguyén.
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Linh vie ky thuit dwoce dé cap

Sang ché dé cap dén phuong phap phat hién ddi twong thir nghiém nhur tac
nhan gy bénh bing thir nghiém mi&n dich, thiét b thit nghiém mién dich va khang
thé don dong dé str dung cho phuong phép va thiét bi ndy.
Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Do céc khang thé don dong chi nhan dién khang nguyén déc hi¢u, nén ching
duogc stir dung rong réi dé phét hién khang nguyén déc hiéu nay. Vi du, th nghiém
mién dich dé phat hién Mycoplasma pneumoniae, thit nghi¢ém mién dich nay st dung
phuong phap kidu banh kep (sandwich), trong d6 khang thé don dong nhén dién
protein P30 ctia Mycoplasma pneumoniae duoc ¢ dinh trén pha rén, dugc mo ta
trong tai liéu sang ché 1.
Cac tai liéu tham khao trong tinh trang k¥ thuét
Tai liéu séng ché

Tai liéu sang ché 1: WO 2015/025968

Khéng thé da dong 12 hdn hop gdm céc khang thé khac nhau nhan dién nhiéu
khang nguyén hodc ving quyét dinh tinh khédng nguyén khac nhau, trong khi khéng
th don dong chi nhan dién mot ving nhit dinh ciia mot khang nguyén nhat dinh.

Do dic tinh nay, khing thé don dong thuong c6 tinh dic hiéu cao hon khéng thé da
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dong. Mit khac, d€ dang nhan thdy ring so véi khang thé da dong thi khang thé don
dong it hon Vé chiing loai va téng s6 khang nguyén c6 thé gén két voi khang thé do.
Pidu nay din dén d6 nhay thip ciia khang thé don dong ciing nhu thir nghiém mién
dich va thiét bi thi nghiém mién dich sir dung khang thé nay.
Ban chit k§ thuit ciia sing ché

Muc dich cta sang ché 1a @& xuit phuong phép phat hién dbi tuong thir
nghiém bang thir nghiém mién dich, trong d6 d6 nhay thap do st dung khang thé
don dong duoc cai thién mic du sir dung khang thé don dong trong thir nghiém mién
dich. Muc dich khac ctia séng ché 13 @& xuét thiét bi thir nghiém mién dich dé thuc
hién phuong phép phét hién theo sang ché. Mot myc dich khéc nira cla sang ché 1a
d& xuht khang thé don dong c6 thé dugc st dung dé phét hién Mycoplasma
pneumoniae bang phuong phap phat hién theo séng ché.
Céch thirc dé giai quyét van dé

P khic phuc nhuoc didm v& do nhay thip cia khang thé don dong, c6 thé
tinh dén viéc sir dung thir nghiém mién dich bing cach st dung nhiéu khang thé don
dong. Trong thir nghiém mién dich phd bién nhu ELISA hogc thir nghiém sdc ky
mién dich, lugng khang thé ¢6 thé dugc st dung phu thudc vao dién tich cla dia
ELISA hodc bd thir nghiém sic ky mién dich hodc dién tich cuia chét dugc danh diu.
" Trong trudng hop ndy, so voi viéc sit dung chi mét khang thé don dong, viéc st

dung nhiéu khang thé don dong vuot troi hon vé ching loai va téng s6 khang nguyén
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¢6 thé gén két voi khang thé. Mic d khong c6 khéc biét déng ké khi lugng khéng
nguyén vuot qué luong khang thé dugc str dung, nhung d nhay trong thir nghiém
mién dich dugc cai thién khi lugng khang nguyén khong du cho lugng khéng thé
duoc st dung.

Tuy nhién, s6 lugng ctiia mdi khang thé don dong dugc sit dung it hon sb
lwgng ciia mot khang thé don dong duge st dung trong céc truong hop, trong do chi
mdt khang thé don dong. Két qua 13, xac suit gip phai khang thé trén mot khang
nguyén nhit dinh giam xudng, do d6 kha ning phan tng trén mot don vi thoi gian
cling gidm xubng. Pay 1a mot trong cac yéu t§ 1am cho viéc cai thién d9 nhay trong
thir nghiém mién dich géip kho khin va yéu t6 nay ciing gy khé khin dé dat dugc
d6 nhay théa man.

Céc tac gia sang ché da phat hién ra ring phuong phép sir dung khang thé
don dong nhéan dién hai hoeflc nhiéu loai khéng nguyén ddng thoi c6 tinh ddc hiéu
vuot troi hon vé do nhay so v6i phwong phép sir dung chi mdt khang thé don dong
hodc _nhiéu khang thé don dong thong thuong, do d6 hoan thién sang ché. Hon nira,
céc tac gia phét hién ra rang thir nghiém mién dich st dung khang thé don dong nay
vuot trdi hon vé& do nhay so véi tht nghiém mién dich st dung khang thé don dong
thong thudng, do d6 hoan thién séng ché.

Nghia 13, sang ché d& xuét phuong phéap phat hién dbi twong thtt nghiém co6

hai ho#ic nhiéu loai khéng nguyén ma c6 thé phat hién d6i tugng thir nghiém nay,
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phuong phép niy bao gdm budc phét hién déi twong thir nghiém ndy bang thir
nghiém mién dich st dung khang thé don dong hoic manh gén két khang nguyén
ctia né nhan dién hai hoic nhiéu loai khdng nguyén. Sang ché ciing dé xuét thiét bi
thir nghiém mién dich dé thuc hién phuong phap theo sang ché, bao gdm pha réin ma
khang thé don dong hoic manh gin két khang nguyén dugc c¢b dinh trén d6. Sang
ché con d& xult khang thé don dong phén tmg dic hiéu véi protein P1 va protein
P30 c6 ngudn gbc tir Mycoplasma pneumoniae.
Mo ta vin tit cic hinh vé

Fig. 1 12 biéu d thé hién két qua dénh gié tinh phan tmg ca céc khang thé
don dong theo sang ché dugc tao ra trong cac vi du dudi day bang phwong phép phén
tich thAm tich Western.

Fig. 2 12 so dd thé hién mot phuong 4n duoc wu tién vé thiét bi thir nghiém
séc ky mién dich theo sang ché.
M ta chi tiét sang ché
Céch thirc thuc hién sang ché

Dbi tugng thir nghiém dugc phat hién bing phuong phép theo séng ché 1a dbi
tuong thir nghiém c6 hai hodc nhiu loai khang nguyén ma cho phép phat hién dbi
tuong thit nghiém nay. Vi du vé dbi twong thir nghiém nay bao gbm, nhung khong
chi giéi han &, cic tic nhan gdy bénh khéc nhau nhu vi khuln, virut, nAm va ricketsia.

Trong céc vi du dudi day, dbi tuong thir nghiém 1a Mycoplasma pneumoniae Va hai
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hodc nhiéu loai khang nguyén 1a protein P1 va protein P30. Luu y rang ngay ca khi
dbi twong thir nghiém dugc dinh lugng hodc nira dinh lwgng, viée dinh luong hodc
nira dinh lugng dugc bao gbm trong phuong phap “phét hién” nhu dugce st dung
trong sang ché do viéc dinh luong va nira dinh lvong duong nhién la dugc thuc hién
cling v6i phuong phép “phét hién”.

Theo phuong phap theo sang ché, tién hanh thir nghiém mién dich bang céch
stir dung khéng thé don dong hodc manh gén két khang nguyén clia né ma nhén dién
hai hodc nhiéu loai khang nguyén néu trén. Trong ban md ta ndy, thudt nglt “nhan
dién” dung dé chi khang thé phan ting dic hiéu, nghia 13, trai qua phan tng khang
nguyén-khéng thé. “Dic hiéu” nghia la trong mot h¢ chét 16ng, trong d6 protein va
khang thé ctia n6 dugc tron vdi nhau, khéang thé khong giy ra phan Umg khang
nguyén-khang thé vé6i thanh phan protein 12 khang nguyén & mitc c6 thé phét hién,
hoic chi gy ra phan Uing yéu hon rd rét so v6i phan ng khéng nguyén-khing thé
ctia khang thé v6i khang nguyén twong ing cia n6 ngay ca khi n6 gy ra phan ing
ghn két hoic phan tng két hop nhit dinh.

Manh gén két khang nguyén thu dugc bang cach chi tach vi tri gin két khang
nguyén tir khang thé don dong theo sang ché c6 thé dugc sir dung trong phuong phap
theo sang ché. Nghia 13, cic truong hop, trong d6 manh c6 dic tinh gin két khang
nguyén dic hi€u (méﬁh gén két khang nguyén) nhu Fab, Fab’, F(ab’)2 hodc khang

thé mot chudi (scFv) dugc san xuit bang phuong phap di biét dugc st dung trong
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pham vi cua sing ché. Hon nita, nhém khang thé don dong khong chi gioi han &
IgG, va c6 thé 1a IgM hodc IgY.

Khéng thé don dong dugce st dung trong phuwong phép theo sang ché c6 thé
thu dugc bing cach gy mién dich cho dong vét dugc gy mién dich bang phirc hop
hodic chit chiét c6 hai hodc nhiu loai khdng nguyén quan tdm, hodc mot khéng
nguyén trong s6 hai hodc nhiéu loai khéng nguyén hodc mot phén peptit ciia né béing
phuong phép géy mién dich da biét va tao ra té bao lai bang céch sir dung cac té bao
cua dong vat da dugc gly mién dich. Mic du do dai cua peptit dugc sir dung dé gay
midn dich khong bi gi6i han cu thé, peptit tét hon 12 ¢6 5 axit amin hoc nhiéu hon,
t6t hon nita 13 c6 10 axit amin hodc nhidu hon ¢6 thé duoc sir dung lam chét gay
mi3n dich. Chét gay midn dich c6 thé thu dugc tir dung dich nudi cdy, hoge thu dugc
bang céch két hgp ADN ma hoa khang nguyén tuy y vao vecto plasmit va dua vecto
nay vao t& bao vat chu dé biéu hién. Khang nguyén tuy y hodc mot phén peptit cia
né dugce st dung lam chét gay mién dich c6 thé duoc biéu hién duéi dang protein
dung hop véi protein dugc néu lam vi du dudi day va duoc sit dung 1am chét gy
mién dich sau khi tinh ché hoic khong cin tinh ché. Glutathion S-transferaza (GST),
protein gén két maltoza (MBP), thioredoxin (TRX), thé Nus, thé S, thé HSV, thé
FRAG, thé polyhistidin va chit twong tw thudng dugc ngudi ¢6 hiéu biét trung binh
trong linh vuc lién quan st dung 1am “thé bicu hién/tinh ché protein” c6 thé dugc sir

dung trong viéc tao ra protein dung hop. T6t hon 13, protein dung hop véi thé dugc
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| st dung lam chét gdy mién dich sau khi dugc phan cat thanh khang nguyén tuy y
hodc mot phin peptit ctia né va phin thé khic bing enzym tiéu hda, va sau khi tach
v tinh ché.

Viéc tao ra khang thé don dong tir dong vt da dugc gdy mién dich c6 thé dé
dang dugc tién hanh bang cac phwong phép da biét bai Kohller et al. (Kohller et al.,
Nature, vol, 256, p495-497(1975)). Nghia I3, c4c té bao san xuét khang thé nhu cac
té bao lach va céc té bao lympho dugc thu gom tir ddng vat da dugc gy mién dich
va dugc dung hop véi cac t& bao u tuy cia chudt dé tao ra céc té bao lai theo cach
thong thuong. Cac té bao lai tao thanh dugc tach dong bang phuong phép pha loang
gi¢i han hodc phuong phép tuong tu. Tiép d6, cac khang thé don dong trai qua phan
ung khéng nguyén-khang thé v6i khang nguyén duge st dung dé gay mién dich cho
dong vét, dugc chon tir cac khang thé don dong duoc tao ra tir mdi té bao lai dd duogc
tach dong.

Do khang thé don dong dugc st dung theo phuong phép clia sdng ché nhan
dién hai }hoac nhiéu loai khang nguyén, nén cac khéng thé don dong dugc chon loc
theo cach nay, nhan dién mat trong s6 hai hodc nhidu loai khang nguyén, dugc sang
loc vé khéng thé don dong nhan dién mot khang nguyén khéc. Trong cac trudng hop,
khi khang thé don dong nhén dién ba hogc nhiéu loai khang nguyén dugc sir dung,
viéc sang loc tuong tu con dugce ldp lai dé chon mét khang thé don dong nhén dién

mdi khéng nguyén. Phuong phép theo sang ché str dung khéng thé don dong hoic
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manh gin két khang nguyén cua né nhén dién ca hai trong s§ hai hodc nhiéu loai
khang nguyén thu dugc theo cach nay. Pé mot khang thé don dong nhén dién hai
loai khang nguyén c6 thé tdn tai, c6 cac truong hop khac nhau c6 thé duge xem xét,
nhu truong hop trong d6 khang thé don dong nhén dién c4c ving c6 mirc dd tuong
ddng cao trong mdi hai khang nguyén khac nhau, trudng hop trong d6 khéng thé
don dong nhén dién céc viung c6 chu hinh twong tu trong mdi khang nguyén khéc
nhau, trudng hop trong d6 khéng thé don dong nhan dién ving trai dai cac ving lan
cin cuia phtrc hop gbm céc khing nguyén khac nhau, va truong hop trong d6 khang
thé don dong nhén dién cAu hinh trai dai cac ving 1an c4n cta phic hgp gdm cac
khang nguyén khéc nhau. Do d6, “phuong phép phat hién d6i twong thir nghiém c6
hai hodc nhiéu loai khang nguyén ma cho phép phat hién db6i tugng thir nghiém” nhu
dugc st dung trong ban md ta& ndy gi¢i han & cc trudng hop trong d6 thu duge
khang thé don dong nhan dién hai hodc nhiéu loai khang nguyén. Hon nita, khang
thé don dong bt hon 12 nhan dién hai loai khang nguyén. Néi chung, diéu nay 1a do
khi s6 luong cac loai khang nguyén dugc nhan dién ting Ién, thi s€ khé thu duoc
khang thé don dong nhan dién c4c khang nguyén nay. Trong cdc vi du sau déy, thu
dugc khang thé don dong nhén dién protein P1 va protein P30 ciia Mycoplasma
pneumoniae bang cach sang loc nhu vay.

D& tinh ché khang thé don dong tir dich cb truéng hoic dich nbi nudi cy, c6

thé str dung phuong phép tinh ché globulin mién dich da biét. Vi du vé phurong phap
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nay bao gbm, cdc phuong phap phén doan bang cach tich mudbi sir dung amoni sulfat
hodc natrisulfat, phuwong phap phén doan PEG, phuong phap phéan doan etanol,
phuong phap séc ky trao ddi ion DEAE va phuong phép loc gel. Ciing ¢6 thé tién
hanh tinh ché‘b?mg phuong phép séc ky 4i luc bang cach st dung chit mang ma
protein bat ky trong sb cac Protein A, Protein G va Protein L dugc gén két phu thudc
vao loai dong vat da dugc gy mién dich va nhém khéng thé don dong.

Trong thi nghiém mi&n dich theo sang ché, tién hanh thir nghiém bang thir
nghiém mién dich c6 sir dung phan Gmg khang nguyén-khang thé cna khang thé don
dong hodc méanh gén két khang nguyén cla n6 nhan dién hai hodc nhiéu loai khang
nguyén dugce tao ra nhur dwgc mo ta ¢ trén (trong phan mb ta dudi day, trudc cac vi
du, thuat ngit “khang th&” ding dé chi “khang thé hodc manh gin két khang nguyén
ctia né” trir khi dugc chi ra rd rang trong ngir canh khac) voi khang nguyén trong
m3u. Phuong phép bét ky d& dugc biét 1 bdi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong
linh vuc lién quan nhu phuong phép canh tranh, phuong phap giy ngung két,
phuong phap phén tich thAm tach Western, phuong phéap mién dich nhudm mau hodc
phuong phap kiéu banh kep (sandwich) c6 thé dugc str dung lam thir nghiém mién
dich cho phuong phép nay. Theo sang ché, “thtr nghiém” bao gbm tAt ca cac phuong
phép dinh lugng, ntra dinh lugng va phat hién.

Phuong phap kidu banh kep (sandwich) tot hon 1a thir nghiém mién dich.

Chinh phuong phép kiéu banh kep (sandwich) da duoc biét 16 trong linh vyc thir

-10-
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nghiém midn dich va c6 thé dugc tién hanh bing thir nghiém sic ky mién dich hodc

| ELISA. Mdi trong sb céc phuong phap kiéu banh kep (sandwich) nay da dugc biét
18 va phuong phéap theo sang ché c6 thé dugc tién hanh theo phuong phép kiéu banh
kep (sandwich) da biét, ngoai trr khang thé don dong theo séng ché nhu dugc mo ta
& trén, nhin dién hai hodc nhiéu loai khang nguyén dugce st dung.

Trong phuong phap kiéu banh kep (sandwich), hai loai khéng thé nhan dién
cac khang nguyén (mot khang thé duoc cb dinh trén pha rin va khang thé dugc dénh
du) duogc sir dung, va trong phuong phép theo sang ché, it nhit mot trong s6 hai
loai khang thé 1a khang thé don dong nhan dién hai hodc nhiéu loai c4c khang nguyén
nhu dugc mé ta & trén. Nhu duge md ta dudi day, khang thé don dong nhan dién hai
hoiic nhiu loai khang nguyén nhu dwgc md ta ¢ trén t6t hon 1a duge st dung it nhét
1am khéng thé dugc cb dinh dé c6 cai thién do nhay t6t hon, 1a myc dich cta sang
ché, do khang thé dugc cb dinh trén pha rin bi han ché & lugng khang thé c6 thé
dugc cb dinh trén mot don vi dién tich. Trong cdc truong hop, trong do it nhét hai
loai khang nguyén dugc nhén dién bdi khang thé don dong c¢6 mit trong mot phéin
tr hoéé mdt phitc hgp, phuwong phap kiéu banh kep (sandwich) cé thé duoc thuc hién
bing cach st dung mot loai khang thé don dong lam khang thé dugc cb dinh va
khang thé dugc danh ddu (xem céc vi du dudi day).

Trong tht nghiém mién dich ma nguyén tic phat hién cia n6 la phuong phap

kidu banh kep (sandwich), bt ky tic nhan ndo ma trén d6 khang thé c6 thé dugc cb

-11-
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dinh bing phuong phép da biét c6 thé dugc st dung lam pha rin ma trén d6 khang
thd duoc ¢b dinh. Vi dy, ¢6 thé Iya chon tuy ¥ mdt loai chét da biét, nhur phim (mang)
méng rong x6p c6 tac dung mao quan, mot chét dang hat, mot 6ng thir nghiém, va
tAm phing bang nhua. C6 thé st dung enzym, ddng vi phong xa, chét huynh quang,
chét phat quang, hat tao mau, hat keo hodc dang tuong ty lam chit danh ddu khang
thé. Trong sb céc thir nghiém mién dich st dung céc vat liéu khac nhau néu trén, déc
biét uu tién thir nghiém mién dich dong chay theo huéng ngang st dung mang dé
thir nghiém 1a4m sang nhanh va don gian.

Sang ché ciing d& xuét thiét bi thir nghiém mién dich c6 thé thyc hién thir
nghiém mién dich theo kiéu dong chay theo hudng ngang bang cach st dung khang
thé don dong nhan dién hai hoic nhidu loai khang nguyén. Thiét bi thir nghiém mién
dich theo sang ché bao gdm nén d& c6 ving phat hién trong d6 c¢b dinh khang thé
(khéng thé 1) bit giit tdc nhan dich dwgc xac dinh (khdng nguyén), ving chit duge
d4nh ddu c6 khéng thé dugc dénh déu c6 kha ning di dong (khang thé 2), dém méu
ma mau thir duge nho giot vao, bang thAm ma thm hut chat long hién mau, va tAm
d& @ gén cac b phan nay véi nhau, trong d6 it nhat mot trong sd khang thé 1 va
khang thé 2 13 khang thé don dong theo sang ché ma nhan dién hai hoc nhiéu loai
khéing nguyén.

S6 luong cac ving phat hién va tuyp khang thé dugc danh ddu dugc bao gbm

trong vung chét dugc danh déu khong gi6i han & 1. Bing cach st dung céc khéng

-12-
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thé tvong tng véi nhiéu loai tac nhan dich dugc xac dinh, hai hoc nhiéu loai khang
nguyén c6 thé dugc phat hién bing ciing mot thiét bi thir nghiém mién dich.

Fig. 2 thé hién phuong 4n dugc uu tién vé thiét bi thir nghiém mién dich cho
thir nghiém séc ky mién dich theo sang ché. S6 vién dén 1 ding d€ chi nén da, sb
vién din 2 dung dé chi ving chit dugc d4nh diu, sb vién din 3 ding dé chi ving

phét hién, so vién dan 4 ding d€ chi dém mAu, sd vién dan 5 dung d€ chi bang tham

" va sb vién dan 6 dung dé chi tam do.

Hinh phia trén cua Fig. 2 1a hinh chiéu tir trén va hinh phia dudi 1a mit cit
ngang. Trong vi du thé hién trén c4c hinh v& nay, nén d& trong d6 hai ving phét hién
duoc tao thanh, bing thém, vimg chét dugc danh dAu va dém méu lan luot duge dat
lc’fp mong trén tdm d5. Nhu thé hién trén cac hinh v&, mot dAu ctia bang thAm va mot
d4u cia nén do, ddu kia cia nén d& va mot diu ctia ving chit dugc danh du va dau
con lai ciia viing chét dugc danh ddu va mét dau ciia dém mau 12 chdng 1én nhau dé
tao thanh dong chay theo huéng ngang.

Nén d& 1a vt liéu c6 kha nang cb dinh khang thé dé bt giit khing nguyén va
¢6 tinh ning khong ngén can chét 1ong chay qua theo huéng ngang. Tét hon 13, nén
do 1a mot m;‘mg mong x6p c6 tic dyng mao quan, va la vét lidu c¢6 kha nang van
chuyén chét 16ng va cac thanh phan dugc phan tén trong d6 bang cach thdm hat. Vat
liéu tao thanh nén d& nay khong bi giéi han cu thé, va cac vi du vé vét liéu nay bao

gbm xenluloza, nitroxenluloza, xenluloza axetat, polyvinyliden diflorua (PVDF), s¢i
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31623

thuy tinh, ni-16ng, polyketon va vét li€u twong ty. Trong sb cac vat liéu ndy, mang
mong dugc lam bing nitroxenluloza dugc wu tién hon.

Ving chét duge danh diu duoc 1am bing vat liéu nén xdp chira khang thé
dugc danh dAu, va soi thuy tinh, vai khong dét hogc vat liéu twong tu thuong dugc
st dung lam vét li¢u cua vt liéu nén. Pé tim mot lugng 16n khang thé dugc danh
dAu, vat liéu nén t6t hon 14 c6 dang dém c6 do day nim trong khoang tir 0,3mm dén
0,6mm.

Vung phét hién dung dé chi mét phan cta nén d3, ma trén d6 khang thé bat
gitt khang nguyén dugc ¢b dinh. Puoc wu tién theo sédng ché 13 viéc tao ra ving phét
hién bao gdm it nhét mot viing, trén d6 khéng thé don dong nhén dién hai hodc nhiéu
loai khang nguyén duge ¢b dinh va con tao ra ving phét hién d& phat hién khéng thé
duoc danh diu dé hd tro viée chin doan trén thyc té.

Pém miu 12 vi tri dé nho mu thir nghiém hosic mAu dugc chuén b bing cach
str dung mAu thir nghiém, va 13 vat liéu xép c6 tinh thAm nuée. Xenluloza, s¢i thuy
tinh, vai khong dét hodc vat liu twong tw thuong co thé dugc str dung 1am vét liéu.
Pé st dung mot lwong 16n mAu trong thi nghiém mién dich, vat liéu nay t6t hon 13
c6 dang dém c6 do day ndm trong khoang tr 0,3 mm dén 1mm. Pém miu va ving
chét dugc danh dau néu trén chi don thuén c6 chirc ning khac nhau, khéng nhét thiét
phai lam bang céc vit liéu riéng. Nghia 13, cing c6 thé ring dién tich mot phén cla

tap hop vét liéu nay 1a dém mau c6 chirc ning cua ving chit dugc danh diu.
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Bing thém 12 mdt bd phan dé thim hut céc thanh phin dugc cung cép cho
nén d5 va khong tham gia vao phan tmg & cdc vung phét hién. Gidy loc, bot bién
hoic vat liéu tuong tu c6 tinh gitt nude cao dugce lam bing hop chét polyme tw nhién,
polyme tbng hop hodc polyme twong tu c6 thé duoc str dung 1am vat liéu, nhung dé
thic ddy sy hién mAu, vu tién vat lidu c6 o thim hut nuée cao.

TAm d& 14 bo phan dé gin va cb dinh tit ca cac vat liéu néu trén, nghia 13, nén
d5, dém mAu, ving chit dugc danh du, va bang thdm véi sw chdng mot phén. TAm
d& khong phai lic nao cling cin thiét min 13 cac vat lidu nay c6 thé dugc b6 tri va
¢ dinh & khoang cach t8i wu, nhung thuong wu tién st dung thm d& dé thudn tién
cho viéc san xut va st dung.

Trong thiét bi thit nghiém mién dich theo phwong 4n dugc mo ta trén Fig. 2,
m3u di qua dong chay ciia 13 xép dugc tao thanh béi mot loat diém ndi cla dém
mau, ving chét dugc danh diu, nén dd, cac ving phat hién, va bing thdm. Do d6,
theo phuong 4n nay, tht ca déu 13 cac ving di chuyén mau. Tuy thudc vao chét luong
va dang ting vt li€u cAu thanh, c6 thé c6 ché o, trong d6 miu khong thdm vao bén
trong cac vat liéu ndy va di qua mit phan cach. Tuy nhién, khong nhat thiét 1 ving
di chuyén méu dugc xé4c dinh trong ban md ta ndy phai 12 bén trong hay mdt phan
cit clia vat liéu, thiét bi thir nghiém mién dich theo ché do nay dugc bao gom trong
pham vi cia ban mo ta.

Dua trén phuong 4n trén Fig. 2, phuong phép st dung thiét bi thir nghiém
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min dich theo séng ché s& dugc mo ta. Bt diu x4c dinh bing cach nhd mau thir
nghiém hozc mau dugc pha Bﬁng cach stt dung mAu thir nghiém 1én dém mau. Tot
hon 13, m3u dugc nho giot d3 duge pha lodng trudc d6 khoang tir 2 dén 20 14n bang
dich dém c6 chtra chét hoat dong bé mit.

M3u dugc nhé 1én dém mAu dugc 1am hién theo huéng ngang lan lugt voi
ving chit dwgc danh du, nén d& va bing thAm do tac dung mao quan. Trong ving
chét duoc danh ddu, khang thé dugc danh du dugc giai phong vao dung dich va
dugc lg‘lm hién v&i nén d& clng véi su hién mau. Trong cﬁc trudng hop, trong 46
khang nguyén c6 mit tfong mau, khang nguyén dugc bét gift dic hidu bang khéng
thé bét gitt trong cdc ving phét hién cla nén d3, va khang nguyén ciing tao thanh
phtic hop bing phan tmg dic hiéu véi khéng thé dugc danh d4u. Theo cach nay,
phuong phap kiéu banh kep (sandwich) cac khang thé thong qua khang nguyén duoc
thiét 14p trong cc ving phat hién, va phirc hop khang thé-khang nguyén duoc danh
déu c6 thé duogc phét hién trong cac viing phat hién.

La khéng thé don dong nhan dién hai hogic nhiéu loai khing nguyén trong khi
¢6 tinh dic hiéu, c6 cac khang thé khac nhau, c6 thé dugc xem nhu khang thé don
dong nhin dién ving c6 mirc d6 tuong ddng cao trong mdi trong sb cac khang
nguyén khéc nhau, khang thé don dong nhén dién ving co6 cAu hinh tuong ty trong
mdi trong sb cic khang nguyén khéc nhau, khang thé don dong nhan dién ving

quanh céc vung 1ién k& cta phirc hgp gbm céc khang nguyén khac nhau va khang
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thé don dong nhan dién cAu hinh quanh cac ving 1ién k& cua phirc chét gbm céc
khéang nguyén khac nhau, nhung t6t hon 1, hai hodc nhiéu loai khang nguyén dugc
nhin dién boi mot khang thé don dong dugc bao gbm trong ciing phirc chét. Nén
du¢c luu ¥ ring trong ban md ta nay, thuat ngit "phirc hop" dung dé chi mot chét
trong d6 nhidu phan ti dugce két tu do tac dong nhét dinh trong mAu thit nghiém. Vi
du, trong céc trudong hop, trong do6 dbi tuong thir nghiém 1a té bao vi khudn, mdi
khang nguyén trén t& bao vi khuin c6 thé dugc xem xét dé tao thanh phirc hop. Trong
 cac vi dy dudi ddy, dugc xem 1a protein P1 va protein P30 ctia Mycoplasma
pneumoniae tao thanh "phirc hop" nhu duoc stir dung trong ban mo ta nay.

Nho ¢6 cac khang nguyén dugce bao gbm trong cing phirc hop, kha ning tiép

"nhén sy can tré khong gian giita céc khang thé giam di va c6 kha ning thiét 1ap
phuong phap kiéu banh kep (sandwich) trong thir nghiém mién dich néu trén ting
1én so vé6i trudng hop trong d6 cac khang nguyén c6 mat trong mdt chat.

Nguyén tdc cai thién d6 nhay cuia thir nghiém mién dich bang phwong phap
theo séng ché nhu sau. Trong phuong phap kiéu banh kep (sandwich), khang thé
duge cb dinh trén pha ran dugc st dung, nhung lugng khang thé c6 thé duge ¢b dinh
trén m5i don vi dién tich cuia pha rén bi giéi han. Ngoai ra, thoi gian clia phan ing
khang nguyén-khang thé cling bi giéi han. Cu thé, trong phuwong phap thir nghiém
sic ky mién dich, do phan ting khang nguyén-khang thé xuét hién chi khi mau thir

nghiém hodc mAu duge pha bing cach st dung mau thir nghiém (pha lodng mAu thir
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nghiém hodc dich twong tu) chay tir phia trén xubng va di qua cac ving phat hién,
khang nguyén khong thé gin két véi khang thé trong khoang thoi gian nay s& chay
xubng bén dudi cac ving phat hién va khong duge phat hién. Khi lwgong khang
nguyén trong mau 1a nho, viéc st dung khang thé don dong nhén dién hai hodc nhiéu
loai khang nguyén lam khéang thé dugc c¢b dinh cai thién do nhay nhiéu hon 13 khi
st dung mot loai khang thé don dong nhén dién mot khang nguyén lam khéng thé
duge ¢b dinh (phuong phép kiéu banh kep (sandwich) thong thuong), do luong
khang nguyén duoc gin két voi khang thé ting 1én. Ngoai ra, khi st dung két hop
hai loai khang thé don dong, mdi loai nhén dién mot loai khang nguyén lam cac
khéng thé duge cb dinh, lugng ciia mdi khang thé don dong duge ¢6 dinh bang mot
ntra téng lugng clia cac khang thé duogc cb dinh. Do d6, khi thoi gian ciia phéan Umg
khang nguyén-khang thé 12 ngén, xac suit d& khang nguyén va phai va gin két voi
khang thé don dong c6 kha ning gin két khang nguyén nay theo huéng quy dinh 1a
1/2 so véi trudng hop, trong do toan b khang thé dugc cb dinh 12 khang thé don
dong nhan dién khang nguyén nay. Mt khac, khi khang thé don dong nhén dién hai
hozc nhiéu loai khang nguyén dugc sit dung, khang nguyén bét ky trong s6 hai hodc
nhiéu loai khang nguyén s& gin két véi khang thé néu n6 va phai khéng thé duge cd
dinh theo hudng quy diﬁh. Do d6, lugng cac khang nguyén bi bét giit boi khéng thé
duoc cb dinh 12 16n hon so véi trong céc trudng hop, trong d6 st dung két hop hai

loai khang thé don dong, mdi loai nhan dién mot loai khang nguyén, va do d6 do
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nhay cta thit nghiém mién dich nay dugc cai thién.
Vi du thwc hién sang ché

Sau diy, ban mo ta s& dugc md ta cu thé hon bing cac vi du thuc hién séng
ché. Tuy nhién, sang ché khong bi giéi han & cac vi du nay.
Vi du 1. Tao ra khang thé don dong khang Mycoplasma pneumoniae
1. Tao ra khang nguyén Mycoplasma pneumoniae

Mycoplasma pneumoniae dugc nudi cdy va s&vdung dung dich nubi cdy da
duogc 1am bét hoat bing céch xit ly nhiét & 60°C trong 30 phut.
2. Tao ra khang thé don dong khang Mycoplasma pneumoniae

Chu6t BALB/c dugc giy mién dich bang khang nguyén da dugc lam bét hoat
mycoplasma nhu dugc mo ta trong muc 1, va cét 14y 14 lach cia chudt dugce nuéi
trong mot khoang thoi gian nhét dinh va dung hop véi cac té bao u tuy ctia chudt
cia (P3 x 63) bang phuong phép cuia Kohler et al. (Nature, vol 256, p 495-497 (1975)
- cla Kohlér et al.). Cac té bao di dung hop thu dugc (cac té bao lai) dugc bao quan
trong ti &m & 37°C, va tién hanh tinh ché té bao (tach mdt dong té bao) dong thoi
x4c nhén hoat tinh khang thé cta dich ndi bing k¥ thuat ELISA bang céach sir dung
dia trong d6 cb dinh khang nguyén P1 ctia Mycoplasma pneumoniae va dia trong do
¢b dinh khang nguyén P30 cua Mycoplasma pneumoniae.

Do d6, nhu thé hién trong bang 1, thu dugc nhiéu dong té bao lai sinh ra cac

khang thé khang P1 cta Mycoplasma pneumoniae va cac khang thé khang P30 ciia

-19-



31623

Mycoplasma pneumoniae va cac khang thé khang P1-P30 cia Mycoplasma

pneumoniae.
Béang 1
Tén dong té bao | Khéng nguyén phan tng
P1A P1
P1B P1
P30A | P30
P30B P30
P1-P30A P1,P30
P1-P30B P1,P30

P1 va P30 duoc st dung trong k¥ thudt ELISA nay dugc tao ra bing céch loc
gel va sic ky trao dbi ion.

Céc dong té bao thu duge duge tiém trong mang bung cho chudt BALB/c da
duge didu tri bing pristan, va khoang 2 tuln sau, thu dich c6 truéng chira khéng thé.
Tinh ché IgG tir dich c¢d truéng thu duge bang phuong phép séc ky 4i luc sir dung
| cOt protein A, va thu dugc nhidu khéng thé don dong khang Mjycoplasma
pneumoniae di tinh ché.

Trong cac vi du dué6i déy, trong s6 nhiéu khang thé don dong khang
Mycoplasma pneumoniae thu duoc, sit dung céc khang thé duoc lra chon theo kha
nidng phan g va epitop.

Vi du 2. Phan tng cua khang thé don dong khang Mycoplasma pneumoniae
Phén tng gitta mdi khang thé don dong thu dugc trong vi du 1 va Mycoplasma

pneumoniae dugc xac nhén bang phwong phép phén tich thdm tach Western.
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Mycoplasma pneumoniae dugc nudi ciy trong dung dich PPLO Broth va dich nu6i
cdy nay dugc sir dung 1am mau.

Dich nuéi cdy chira Mycoplasma pneumoniae va cac chit danh diu trong
lugng phéan tr dugc dién di bang SDS-PAGE thong thuong. Sau khi dién di, mau
tao thanh duogc chuyén vio mang PVDF. Sau khi phong bé bing sita giy, mau tao
thanh duoc rira k§ bing PBS-Tween. Khéng thé khang P30 duoc diéu chinh dén
ndng do lpg/mL bing PBS-Tween dugc phan tng & nhiét d6 trong phong trong 1
gio. Sau khi rira k§ bang PBS-Tween, khang thé khang chudt dugc danh diu HRP
duoc pha logng 3000 1in dugc phan tmg & nhiét d trong phong trong 1 gid. Sau khi
rira k§ bang PBS-Tween, tin hi¢u dugc phét hién bang cach sir dung thudc thir ECL
(GE Healthcare) hodc b kit nhuém mién dich POD (Wako).

Két qua clia phén tich thAm tach Western dugc thé hién trén Fig. 1. Nhu thé
hién trén Fig. 1, xac nhén dugc rang cac khéng thé don dong thu dugc trong Vi du
1 phan tng dic hiéu v6i timg khang nguyén, twong ty nhu két qua cia ELISA. Hinh
bén trai phia trén ciia Fig. 1 (phat hién huynh quang trong ECL) thé hién két qua dbi
v6i P1A va P1B, va m&i vach bén phai thé hién két qua dbi véi cac té bao vi khuan
va vach bén tréai thé hién cac chit danh déu trong luong phan tir (twong tu cho cac
hinh khac trén FIG. 1). Bang protein P1 1a r3 rang trong mdi vach bén phai. Hinh
bén phai phia trén cua Fig. 1 (dugc thu bfmg mét do ké sau khi nhuém POD) thé

hién két qua dbi voi P30A va P30B. Bing protein P30 1a rd rang trong mbi vach bén
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trai. Hinh bén trai phia duéi cia Fig. 1 (duoc thu béng mét do ké sau khi nhuom
POD) thé hién két qua db6i voi P1-P30A. Trong vach bén trédi, bing protein P1 va
bang protein P30 13 15 rang. Hinh bén phai phia duéi cua Fig. 1 (phat hién huynh
quang bing thudc thir ECL) thé hién két qua ddi vi P1-P30B. Bang protein P30 Ia
10 rang, va bang protein P1 ¢ thé dugc x4c dinh cho du khong rd rang.
Vi du 3. Thiét bi thir nghiém mién dich d xac dinh Mycoplasma pneumoniae
1. C6 dinh khéang thé khang Mycoplasma pneumoniae trén mang Nitroxenluloza
Dung dich trong d6 khang thé dugc tao ra trong vi du 1 dugc pha lodng bing
nuée tinh khiét dén ndng d6 1,0 mg/mL, va tao ra khang thé khang IgG & chudt.
Khang thé va khéng thé khang IgG & chudt dugc phét 1én mit cua dém mAu va mit
than thAm hit ctia mang nitroxenluloza dugc 16t bing mang PET, mdt cach twong
ng. Sau d6, mang nitroxenluloza dugc lam kho & nhiét 6 45°C trong thoi gian 30
~phut 8 thu dwgc mang da ¢ dinh khang thé khang Mycoplasma pneumoniae. Trong
vi du nay, mang nay dugc dung dé chi mang da dugc cb dinh khang thé.
2. C6 dinh khang thé khang Mycoplasma pneumoniae trén cac hat polystyren dugc
tao mau
Khang thé dwoc tao ra trong vi du 1 duge pha loéng bang nuéc tinh khiét dén
néng d6 1,0 mg/mL, va hat polystyren da dugc tao mau dugc bd sung vao dén néng
d6 bing 0,1%. Sau khi khudy, carbodiimit dugc bd sung vao dén ndng do 1%, va

dich thu dugc con duge khudy. Loai bé dich ndi bang cach ly tim va tao hén dich
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lai trong 50 mM Tris (46 pH=9,0), 3% BSA dé thu dugc hat polystyren dugc tao
mau da gin két khang thé khang Mycoplasma pneumoniae. Trong vi du ndy, hat nay
dugc goi 14 hat d4 cb dinh khang thé.
3.Tao ra céc bd thir nghiém dé xac dinh P1, P30 va P1 + P30 cua Mycoplasma
pneumoniée

Mang d3 c6 dinh khang thé dugc tao ra trong muc 1 duge gin véi cac bd phan
khac (tAm d&, bang thim, dém mAu) va cét theo chiéu rong 5 mm dé tao ra bd thir
nghiénﬁ Mycoplasma pneumoniae (xem FIG. 2). Céac bang ndy dugc goi la cac bd
thir nghiém trong vi du nay.
Vi du 4, vi du so sanh 1 va vi du so sénh 2
So sanh d nhay cta céc thiét bi thir nghiém mién dich dé xéc dinh P1, P30 va P1 +
P30

Ba loai bd thtr nghiém P1 (Vi du so sanh 1), by thir nghiém P30 (Vi du so
sanh 2) va b thir nghiém P1-P30 (Vi du 4) duoc tao ra theo quy trinh trong vi du 3
tir tb hop cac khing thé don dong dugc thé hién trong bang 2, cac khéng thé don

dong nay thu dugc trong vi du 1.

Béang 2
B6 thtr nghiém Khéng thé dugc sit dung
Mang d4 cb dinh khang | Hat d b dinh khang
thé thé
Bo thir nghiém P1 (Viduso |PIA P1B
sanh 1)
B thtr nghiém P30 (Viduso | P30A P30B
séanh 2)
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B0 thir nghiém P1-P30 (Vi
du4)

P1-P30A

P1-P30A

50 pL hdn dich mAu chira khang nguyén Mycoplasma pneumoniae dugc pha

lodng tuy y va céc hat da ¢b dinh khang thé duge tao ra & muc 2 duge bd sung timg

giot vao mdi bo thit nghiém, va dé yén dich thu dugc trong thoi gian 15 phit.

~ M&i miu thir duge dénh gié 1a "+" khi viéc hién mau c6 thé dugc x4c dinh

bang mét thuong & vi tri nho mAu cua ca khang thé khang IgG & chudt va khang thé

khang Mycoplasma pneumoniae. Mdi miu thr duge danh gia 13 "-" khi viéc hién

mau ¢6 thé x4c dinh bing mét thudng chi & vi tri nhd miu khang thé khang IgG &

chudt vi khong thd xéc dinh c6 hién mau & vi tri nhé mau khang thé khang

Mycoplasma pneumoniae. Mdi miu thtr dugc danh gia 1a khong cé gia tri khi khong

thé xac dinh c6 hién mau bing mét thuong & vi tri nhé mAu khang thé khéng IgG &

chudt.
Céc két qua ctia mdi bd thir nghiém duge thé hién trong bang 3.
Béng 3

Miu [Gép [Gip |Gép Gip [Gép |[Gép

trong | 32 1an | 64 1an | 128 1an | 256 lan | 512 lan | 1024 14n
B0 thit nghiém P1 - + - - - - -
(Viduso sénh 1)
B6 thir nghiém P30 - + + + - - -
(Vi du so sdnh 2)
B0 thir nghiém P1- - + + + + + +
P30 (Vidu4)

Nhu thé hién trong bang 3, thiét bj thir nghiém mién dich theo sang ché xéc

dinh ca P1 va P30 cia Mycoplasma pneumoniae thé hién d6 nhay gip 16 1an so véi
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thiét bi thir nghiém mién dich chi xac dinh P1 va do nhay gp 8 so véi thiét bj thir
" nghiém mién dich chi xac dinh P30.
Vidus

Céc khang thé dugc sit dung trong bd thir nghiém P1-P30 dugc thir nghiém
khi két hop P1-P30A va P1-P30B theo cich tuong ty nhu tfong vi du 4. Do d6, cac
thi nghiém nay cho do nhay gp tir 2 dén 4 14n so v6i khi chi két hop P1-P30A (Vi
du4).
MO ta céc s chi dan trén hinh vé:
1 nén d&

ving chit dwgc danh diu

vung phat hién

2
3
4  démmau
5 bing thAm
6  thmdo
Hiéu qua cua sang ché
Theo phuong phép cua sang ché, khang thé don dong duge sir dung trong thit
- nghiém mién dich dé c6 do nhay cao, trong khi do nhay thip do sir dung khéng thé

don dong dugc cai thién. Sang ché ciing dé xuét thiét bi thir nghiém mién dich va

khang thé don dong dugc st dung trong phuong phap phét hién cua sang ché.

-25-



31623

YEU CAU BAO HQ
1. Phuong phap phat hién Mycoplasma pneumoniae ¢6 hai hodc nhiéu loai khang
nguyén cho phép phat hién Mycoplasma pneumoniae nay, trong d6 phuong phap
néu trén bao gdm budc phat hién Mycoplasma pneumoniae nay bang thir nghiém
mién dich stt dung khéng thé don dong hodc méanh gén két khing nguyén cia né
nhén dién hai hodc nhiéu loai khang nguyén néu trén, trong d6 hai hodc nhiéu loai
khang nguyén néu trén 13 protein P1 va protein P30.
2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 thir nghiém mién dich 1a phuong phap kiéu
banh kep (sandwich), trong d6 khang thé don dong hodc manh gin két khang nguyén
ciia n6 duoc st dung trong it nhét mot trong sb chit danh ddu va pha ran.
3. Phuwong phéap theo diém 2, trong d6 thir nghiém mién dich 1a phuong phap thir
nghiém séc ky mién dich.
4. Phuong phap theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 3, trong d6 hai hodc
nhidu loai khang nguyén dugc nhan dién bdi khang thé don dong tao thanh phuc
hop.
5. Thiét bi thit nghiém mién dich dé thyc hién phuong phép theo diém 1 d& phat hién
Mycoplasma pneumoniae, trong d6 khang thé don dong hodc manh ghn két khang
nguyén cua né nhan dién hai thlC nhiéu loai khang nguyén 13 protein P1 va protein
P30 dugc st dung trong it nh4t mot trong sb chét danh dAu va pha rin.

6. Thiét bi thit nghiém mién dich theo diém 5, trong d6 thiét bi thir nghiém mién
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dich nay 1a b thir nghiém séc ky mién dich.
7. Khéng thé don dong phan ing dic hiéu véi protein P1 va protein P30 ¢6 ngudn

gbc tir Mycoplasma pneumoniae.
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