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trong thir nghiém mién dich ngung két latex. Sai s6 do giy ra boi mau mau trong thur
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phan tich véi su ¢6 mit caa imidazol. Sang ché ciing dé xuit phuong phap va b kit chat
phan tng dé do chat phan tich trong mau mau.
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Linh vwc k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén phuong phap giam sai s6 do gy ra boi miu trong thi
nghiém mién dich ngung két latex bing cach sir dung cac hat latex mang chit co 4i
lyc dic hiéu déi v6i chit phan tich. Cu thé 13, sang ché @ cap dén phuong phép
giam sai s do gy ra boi miu mau, phuong phap nay bao gdm budc thuc hién phan

ng ngung két mién dich latex véi su c6 mat ciia imidazol.

Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Thir nghiém mién dich ngung két latex (con duogc goi 14 phan tich mién dich
béng cich do d0 duc cua latex, va sau day do6i khi dugc goi la LTIA (latex
turbidimetric immunoassay)) thudng dugce st dung lam phuong phap do d6i v6i chat
phan tich trong mau sinh hoc trong linh vyc xét nghiém l4m sang. LTIA 13 phuong
phéap do st dung, vi du, cac hat latex mang khang thé khang chét phan tich, va phat
hién, vi du bé‘lng cac thiét bi quang hoc, mic do ngung két (d0 duc) cta céc hat latex
gy ra bdi su gan két gitta khang nguyén, la chét phan tich, va cac hat latex mang
khang thé.

Do viéc stt dung mau sinh hoc 1am dich do, c6 vAn dé vé cac sai s do vi su
anh huong cta cac chét can thi€p khac nhau dugc chtra trong mau. Cu thé 13, do cac
thanh phan chit béo dugc chia trong miu mau ctia bénh nhin nhén nhii trong lipit
trong tinh mach hodc bénh nhan bi ting lipit-huyét, sai s6 do bi gay ra béi sy anh
hudng cta thanh phan chét béo.

Cac k¥ thuat da biét dé tranh sw anh hudng ciia thanh phan chét béo trong

phuong phép do thanh phan ctia miu méu bang cach st dung cac hat chit mang

_2-



41905

khong tan bao gdbm cac hat duge bdc 10 trong céc tai lidu sang ché tir 1 dén 3.

Tai liéu sang ché 1 bdc 16 phuong phép bao gdm budc thuc hién phéan Gng
khéng nguyén-khang thé v6i sy c6 mat cia albumin, enzym c6 hoat tinh lipaza, va
chét hoat dong bé mit khong ion dé tranh sy anh huéng ctia nhil trp trong mau thit
nghiém nhu huyét thanh hoic huyét twong. Theo phuong phap nay, chét béo trong
mau duoc thay dbi cAu trtc bai chit hoat dong bé mat, va phﬁn nhén cta chit béo bi
thodi bién béi lipaza thanh cac axit béo ma, sau d6, dwoc hap phu 1én trén albumin.
Viéc nay tranh dugc tdc dong can thiép cua nhi trdp 1én phan tng khéng
nguyén-khang thé.

Tai lidu sang ché 2 bdc 1d phuong phdp, trong qué trinh do testosteron va
estradiol béng cach st dung cac hat c6 tir tinh, loai trir dugc sai 30, gdy ra boi su ¢
mit cta lipit trong mau huyét thanh, bing cach bd sung lipaza vao mau.

Tuy nhién, trong cac phuong phap cua tai li€u sang ché 1 va tai lidu sang ché
2 can phai duy tri 6n dinh hoat tinh lipaza trong chét phan tmg cAu thanh do ca hai
phuong phép lién quan dén sy thoai bién béi lipaza cla céc lipit c6 mat trong mau va
gay ra sai sb do.

Tai lidu sang ché 3 boc 16 phuong phap st dung phenol etoxylat da nhén
cung véi etoxylat rugu mach thang bac hai ding lam chét hoat dong bé mit khong
ion d& loai b6 do duc gdy ra bdi céc thanh phan lipit cia m3u mau nhu huyét thanh
hodc huyét twong. Tuy nhién, tai liéu nay chi mé ta viéc khir do duc gay ra boi thanh
phan chit béo ciia mau, va khong c6 sy mo ta cu thé v& phén tich mién dich ngung
két bang cach str dung cac hat chit mang khong tan nhu céc hat latex.

Tai liéu trich dan

Tai liéu sang ché

Tai liéu sang ché 1: JP-A-2006-71754
Tai liéu sang ché 2: JP-A-2013-200208
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Tai liéu séang ché 3: JP-A-H10-213582

Ban chit k§ thuit ciia sing ché
Vén dé k¥ thuat

Muc dich cua sang ché 14 tranh sy anh hudng cla mAu mau 1én sai sé do
trong thir nghiém mién dich ngung két latex.
Van d& cin giai quyét

Céc tac gia sang ché da thuc hién nhidu nghién ctru khac nhau dé tranh sy
anh huéng ctia mau mau lén sai s6 do trong thir nghiém mién dich ngung két latex va,
két qua 13, da bt ngd phat hién ra rang su anh hudng cla mAu mau 1én sai s6 do c6
thé tranh duoc bing cac ché pham dém khac nhau trong pha léng trong do mau duge
cho tiép xuc voi cac hat latex mang chéit c6 4i luc dic hiéu dbi véi chit phan tich.
Sang ché da dugc hoan thanh dua trén phat hién nay.

Do d6, sang ché c6 cac ddu hiéu dudi day:

<I1>  Phuong phap gidm sai s6 do gdy ra bdi mAu mau trong thir nghiém
mi&n dich ngung két latex, phuong phap nay bao gdm buéc cho mau tiép xic, trong
pha 16ng, voi céc hat latex mang chét c6 4i lyc dac higu déi véi chat phan tich v6i su
c6 mit cia imidazol hodc dan xuht imidazol, hodc mudi cia chiing.

<2>  Phuong phap theo muc <I1>, trong d6 mAu mau 1a huyét thanh hozc
huyét twong.

<3>  Phuong phdp theo muyc <I> hodc <2>, trong do néng do cua
imidazol hodc din xuit imidazol, hogdc mudi ctia ching khi do phan mg ngung két
khong nhé hon 37,5mM va khong 16n hon 375mM.

<4>  Phuong phdp theo muc bét ky trong sé cac muc tir <1> dén <3>,
trong d6 thir nghiém mién dich ngung két latex dugc dua trén phuong phép dong
nhét.

<5>  Phuong phép do chét phan tich trong mAu méu biang thir nghiém
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mién dich ngung két latex, phuong phép nay bao gdm budc cho miu tiép xuc, trong
pha 16ng, v6i céc hat latex mang chit c6 4i luc dic hidu dbi véi chét phan tich v6i su
cO mit cia imidazol hodc dAn xuét imidazol, hodc mudi cua chung.

<6>  Phuong phdp theo muc <5>, trong d6 mAu mau 1a huyét thanh hodc
huyét twong.

<7>  Phuong phdp theo muc <5> hodc <6>, trong do néng do cla
imidazol hodc din xuét imidazol, hoic mudi ciia chiing khi do phan mg ngung két
khong nhé hon 37,5mM va khong 16n hon 375mM.

<8>  Phuong phdp theo muc bat ky trong sb cac muc tir <5> dén <7>,
trong d6 thir nghiém mién dich ngung két latex dugc dua trén phuong phap dong
nhit.

<9>  Phuong phép do chit phan tich trong miu mau bang thi nghiém
mién dich ngung két latex, phuong phéap nay bao gdm céc budc dudi day:

(1) cho mAu tiép xtc vdi imidazol hoic din xuat imidazol, hodc mubi cia
ching trong pha 16ng;

(2) bd sung cac hat latex mang chét c6 4i luc dac hidu dbi véi chét phan tich
vao pha long sau buéce (1); va

(3) do phan trng ngung két giita chat phan tich va céc hat latex sau budc (2).

<10> Phuong phap theo muc <9>, trong do mAu mau 12 huyét thanh hodc
huyét twong.

<11> Phuong phap theo muc <9> hodc <10>, trong do ndng dod cla
imidazol hodc din xuét imidazol, hodc mudi cia ching & budc (3) do phan Ung
ngung két clia cac hat latex khong nho hon 37,5mM va khong 16n hon 375mM.

<12> Phuong phép theo muc bét ky trong sb cac muc tir <9> dén <11>,
trong do thir nghiém mién dich ngung két latex dugc dua trén phuong phép dong
nhat.

<13> BO kit chét phan tng dé do chét phan tich trong mAu mau bang thi
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nghiém mién dich ngung két latex, b kit nay bao gbm:

(1) chét phan tng thtr nht chira chit dém chira imidazol hodc dan xuét
imidazol, hodc mubi cua chung; va

(2) chit phan ting tht: hai chira céc hat latex mang chét c6 4i luc ddc hiéu doi
v6i chat phan tich.

<14> BO kit chét phan g theo myc <13>, trong d6 imidazol hoéc din
xuét imidazol, hodc mudi ciia chiing dwogc chira v6i lugng d8 c6 thé didu chinh ndng
d6 ctia imidazol hoic din xuét imidazol, hodc mubi cta ching dé khong nhé hon
37,5mM va khéng 16n hon 375mM khi do chét phan tich trong miu mau boi thir
nghiém mién dich ngung két latex.

<15> BOJ kit chét phan ung theo muc <13> hodc <14>, trong d6 thu
nghiém mién dich ngung két latex duoc dya trén phuwong phéap ddng nhét.

<16> Chét phan tmg dang 1ong dé do chit phan tich trong mau mau bang
thtr nghiém mién dich ngung két latex, chit phan ting nay bao gbm imidazol hoic
dAn xuit imidazol, hodc mudi cta chung.

<17> Chét phan tng dang léng theo myc <16>, trong d6 imidazol hodc
din xuét imidazol, hoic mudi ciia ching dugc chira v6i lugng dé c6 thé diéu chinh
n6ng d6 cia imidazol hodc dAn xuét imidazol, hodc mubi cia ching dé khong nho
hon 37,5mM va khoéng 16n hon 375mM khi do chit phén tich trong miu mau boi thur
nghiém mién dich ngung két latex.

<18> Chét phan Ung dang long theo muc <16> hodc <17>, trong do thu
nghiém mién dich ngung két latex dugc dua trén phuong phéap dbng nhét.

<19> Chét lam giam sai s6 do gdy ra boi mAu m4u trong thir nghiém mién
dich ngung két latex, chat nay bao gdbm imidazol hodc dan xuét imidazol, hodic mubi
cua chung dung lam hoat chat.
Céc tac dung c6 loi cia sang ché

Theo sang ché, bang cach lam giam sai s0 do gy ra boi mau mau trong thu
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nghiém mién dich ngung két latex, c6 thé thuc hién phép do chinh xac.

MG ta chi tiét sang ché

Thit nghiém mién dich ngung két latex

LTIA 1a phuong phép do chét phan tich nhu khang nguyén hodc khang thé
bing céch sit dung cac hat latex mang cht duoc gitt ¢6 dinh c6 4i lyc ddc hiéu doi
v6i chét phan tich, va dugc st dung rdng rai trong linh vuc xét nghiém lam sang.
Phuong phap LTIA dung dé do khang nguyén duéi dang chét phan tich dugc phan
loai so bd thanh: phuong phap bao gdm budc cho khang nguyén dudi dang chét phan
tich phan tmg v6i céc hat latex mang khang thé da dugc giit c6 dinh khang khang
nguyén dé tao ra phtrc chét mién dich kiéu két cAu nhiéu 16p, va do chét phén tich
(khang nguyén) dua trén muc do ngung két cua cac hat latex do su hinh thanh cta
phirc chat mién dich; va phuong phap bao gdm budc dé cac hat latex da dugc gitr ch
dinh trén khang nguyén canh tranh véi khang nguyén (chét phan tich) trong mau trc
ché sur hinh thanh cta phirc chét mién dich cua cac hat latex va khang thé, va do chat
phan tich (khang nguyén) tir mirc do e ché su ngung két ctia cac hat latex két hop
v6i trc ché sy hinh thanh cia phtc chit mién dich.
Mau

Mau dé st dung trong sang ché 12 mAu mau nhu mau toan phan, huyét thanh
hozc huyét twong.
Giam sai s6 do

Trong LTIA, vi mot sb thanh phﬁn méau mau, cac hat latex mang chat dugc
gift ¢b dinh 6 4i lyc dac hiéu déi voi cht phan tich thuong bi ngung két 1a dieu
khéng nén xay ra (sai sb do duong), hoic thudng khong bi ngung két 1a didu nén xiy
ra (sai sb do am). Hién tuong nay dugc goi la phan (mg khong dac hiéu va dugc biét
dén 1a gay ra c4c sai s6 do khac nhau.

Nhu duge st dung & ddy, “giam sai s0 do” dung dé chi viéc lay gln dung cta
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gia tri do v6i sai s6 do duong hodc 4m da néu & trén dén gia tri do thudn (gia tri
thuc).

Nhu dugc st dung & déy, “sai s6 do gy ra bdi mAu mau” ding dé chi sai sb
do tao ra boi phan ung khong dic hiéu gay ra boi (cac) thanh phan ctia miu mau.
(Céc) thanh phan ciia miu mau giy ra phan tng khong déc hiéu c6 thé bao gbm cac
lipit nhu nhil trdp, cac lipit don hodc cac triglyxerit.

Sang ché dugc huéng dén viéc lam giam sai s6 do dugc tao ra dic biét trong
mAu mau tr mot c4 nhén véi cac dic tinh nhii trip (c4 nhan & tinh trang giau chét
béo) ho#ic c4 nhan di dugc nhén nhil twong béo trong tinh mach.

Nhil tuong béo

Nhil twong béo c¢6 thé 14 nhii twong béo dau trong nudc dugce didu ché bang
cach nhil héa diu hodc chit béo bang chat nhii hoa thanh céc hat chét béo co duong
kinh hat trung binh khong 16n hon 1um, t5t hon 1a khong 16n hon 0,5um, t6t hon nita
12 khong 16n hon 0,3pum. Cac nhil twong béo khac nhau dugc sir dung dé truyén (tiém
trong tinh mach) c6 thé duogc st dung. Cac vi du vé cac san phim thuong mai bao
gdm Intralipos (nhdn hiéu da dang ky, Otsuka Pharmaceutical Factory, Inc.), Intrafat
(nhan hiéu da dang ky, Nihon Pharmaceutical Co., Ltd.), va Intralipid (nhan hiéu da
dang ky, Fresenius Kabi Japan). C4c thanh phan mdi san pham, duge md ta trong to
huéng dan st dung, 1a diu dau nanh tinh ché, lexithin nodn hoang tring tinh ché,
glyxerin ddm déc, natri hydroxit (chét diéu chinh do pH), v.v..

Nhil twong béo co thé duge didu ché bang cach bd sung dau hodc chét béo
vao dung dich cua chit nhii héa phan tan trong nudc, tiép theo khudy tron hon hop
dé didu ché nhii tuong thd, va sau d6 nhii héa nhii twong tho bing phuwong phap
thong thuong nhu phuong phép nhil hoa & ap suét cao. Trong truong hop st dung
phuong phép nhil hoa ¢ ap suét cao, qua trinh nhii hoa ¢ thé dugc thuc hién, vi du,
bang cach sir dung may nhil hoa nhu bd d6ng nhit héa Manton Gaulin, va cho nhii

twong tho di qua may nhil hoa khoang tir 5 dén 50 14an trong diéu kién khoang tlr 20
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dén 700kg/cm?. Dé thu dugc nhil trong hat min va 6n dinh, t6t hon 12 qua trinh nhii
héa dugc thuc hién véi su c6 mit cia glucoza va/hodc glyxerin. Phuong phap nay co
thé d& dang didu ché nhii tuong c6 dudng kinh hat trung binh khong 16n hon 0,17pm.
Chét nhii héa phu trg co thé dugc st dung néu can trong qua trinh thyc hién qua
trinh nhii hoa.

DAau hodc chit béo an duoc bét ky co thé dugc st dung lam du hodc chit
béo da néu & trén. Cac vi du vé cac diu va chét béo dugc wu tién cb thé bao gdm cac
dau thuc vat (vi du dau dau nanh, dau hat bong, dau cdy rum, dau ngo, dau dira, dau
cay hoa méi, va dau cay tia t0), cac diu c4 (vi du dau gan ca thu), va cac triglyxerit
d3 duogc xac dinh hoa hoc nhu céc triglyxerit mach trung binh [vi du Panacet (t€n
thuong mai) va ODO (tén thuong mai)] va cac triglyxerit tbng hop héa hoc [vi du
2-linoleoyl-1,3-dioctanoyl glyxerol (8L8) va 2-linoleoyl-1,3-didecanoyl glyxerol
(101.10)]. Cac dAu va chét béo ndy c6 thé dugc sir dung don 1¢ hodc & dang phéi hop
cta hai hodc nhidu chit trong sd ching. Chét nhii héa c6 thé st dung trong dugc
phém bt ky c6 thé duoc st dung lam chét nhil hoa da néu & trén. Céc vi du cu thé vé
cac chit nhii hoa duge wu tién bao gdbm phospholipit nodn hoang trimg, phospholipit
nodn hoang tring hydro héa, phospholipit du nanh, phospholipit ddu nanh hydro
hoa, va cac chét hoat dong bé mit khong ion [vi du Pluronic F68 va HCO-60 (tén
thuong mai)]. Cac chét nhii héa nhu vay c6 thé duge st dung don 1é hodc & dang
phdi hop cia hai hoic nhiéu chét trong sb chiing.

Pic biét tbt hon 13, ddu dau nanh duoc st dung lam dau hodc chét béo va
phospholipit nodn hoang tring dugc su dung lam chit nhii hoa dé didu ché nhii
tuong béo trong d6 dudng kinh hat trung binh cta céac hat chét béo dugc diéu chinh
dé khong 16n hon 0,3um, tot hon nita 12 khong 16n hon 0,17um. Trong lic khong c6
giéi han cu thé vé& ché phém cua nhil twong béo, nhil twong béo dugce uu tién léy vi
du chira diu hoic chit béo vai lugng khoang 0,1 dén 30% trong lu’qng/thé tich, tot

hon 1a khoang 1 dén 20% trong luong/thé tich, tét hon nita la khoang 2 dén 10%
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trong lwong/thé tich, chit nhii hoa véi lugng khoang 0,01 dén 10% trong lwong/thé
tich, t6t hon 1a khoang 0,05 dén 5% trong luong/thé tich, t5t hon nita 1a khoang 0,1
dén 1% trong lugng/thé tich, va luong nudc thich hop.

Nhil twong béo c6 thé con chita dudng nhu duong khir. Cac vi du vé duong
khir bao gém glucoza, sucroza, va maltoza. Cac duong khir nhu vay co thé dugc sir
dung dudi dang hdn hop cla hai hodc nhiéu chét trong sb ching. Con c6 thé str dung
hén hop cua duong khir nhu vy véi sorbitol, xylitol, va/hodc glyxerin. Viée bd sung
(cac) dudong nay co thé duge thuc hién sau ho#c trong qué trinh didu ché nhii twong.
Nhii trong béo dugc uu tién 14y vi du chira dudng chia dau hodc chét béo véi lugng
khoang 0,1 dén 30% trong lwong/thé tich, t6t hon 12 khoang 1 dén 20% trong
lugng/thé tich, tdt hon nita 1a khoang 2 dén 10% trong lwong/thé tich, chét nhii hoa
v6i lugng khoang 0,01 dén 10% trong lugng/thé tich, tot hon 1a khoang 0,05 dén 5%
trong lugng/thé tich, t6t hon nita 1 khoang 0,1 dén 1% trong luong/thé tich, dudong
v6i luong khoang 1 dén 60% trong luong/thé tich, tot hon l1a khoang 5 dén 40%
trong luong/thé tich, t5t hon nita 1a khoang 10 dén 30% trong lwong/thé tich, va
lurong nude thich hop.

Nhil twong béo cod thé con chra chét chdng tao mau (vi du thioglyxerol hodc
ditiothreitol) d& ngan chin su tao mau cla nhii twong béo trong qua trinh v khuin
va luu gift, va/hodc chét dém [vi dy L-histidin hodc tris(hydroxymetyl)-aminometan]
dé 1am 6n dinh dd pH cida nhil twong. Néi chung, chét chéng tao mau va chét dém,
mdi chét ¢ thé duge st dung véi lugng khong 16n hon khoang 1%. Theo sang ché,
nhii twong béo co thé con chira (cac) vitamin (vi du vitamin A, cdc vitamin B,
vitamin C, cac vitamin D, c4c vitamin E, va cac vitamin K). Cac chét phu gia nay co
thé dugc bd sung trong lic hodc sau khi didu ché nhii twong.

Phuong phéap do
Phuong phap do LTIA co thé do chét phan tich bang cach quan sit quang

hoc hoac dién hoa hoc mic dd ngung két ctia cac hat latex. Viéc quan sat quang hoc
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¢6 thé dugce thuc hién béng phuong phap do cuong do cla anh sang tan xa, hé sb hép
phy, hodc cuong do cia anh sang truyén qua bang thiét bi quang hoc (phuong phap
diém cudi, phuong phép ty 18, hodc phwong phép twong tw). Gid tri do hé sd hip phu
nhan duogc béng cach do mau dugc so sanh, vi du, voi gia tri do hé sb hép phu nhén
dugc bing cach do chat chuén ((cac) mAu chira (cac) ndng do da biét ciia chat phan
tich), bang cach d6 tinh dugc ndng d6 (gia tri dinh lugng) cla chét phan tich dugc
chtra trong mau. Viéc do hé s6 hap phu ctia 4nh séng truyén qua hoic anh sng tan xa,
hodc tuong tu co thé hodc 12 do mot budc séng hodc do hai budce song (higu hodc ty
16 giita cac gia tri & hai budc song). (Cac) bude song do thuong duge chon nam
trong khoang tir 500nm dén 800nm.

Qua trinh do chét phan tich trong mau theo sang ché ¢6 thé dugc thuc hién
hodc bing tay hodc bing cach sit dung thiét bi nhu thiét bi do. Thiét bi do c6 thé
ho#ic 1a may phén tich tuy dong da ndng hodc thiét bi do chuyén dung (may chuyén
dung). Tt hon 1 qué trinh do duoc thuc hién bing quy trinh bao gbm nhiéu budc
thao tac, nhu quy trinh hai budc (quy trinh hai chét phan ting).

Chét phén tich

Khoéng c6 gidi han cu thé dugc dit vao chét phén tich s€¢ dugc do theo sang
ché mi&n 1a chit nay c6 thé dugc do bang phuong phéap phén tich mién dich. Cac vi
du c6 thé bao gdm nhiéu chit khac nhau nhu protein (khang nguyén, hapten, khang
thé), carbohydrat, lipit, axit nucleic, va chit hoa hoc (hormon, dugc chét). Trong sb
ching, khang nguyén, cu thé 1a khang nguyén protein, dugc vu tién dung lam chét
phan tich. Cac vi du cu thé c6 thé bao gdm, va khong bi gi¢i han ¢, thy thé IL-2 tan
(soluble IL-2 receptor, sIL-2R), CRP, fibrin va cac san phém thoai bién fibrinogen,
D-dime, fibrin tan (soluble fibrin, SF), lipoprotein(a) (Lp(a)), metalloproteaza-3 gian
bao (matrix metalloprotease-3, MMP-3), khang nguyén dac hiéu tuyén tién liét
(prostate-specific antigen, PSA), IgG, IgA, IgM, IgE, IgD, khang thé khéang

streptolysin O, céc yéu té dang thap, transferin, haptoglobin, ol-antitrypsin, al-axit
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glycoprotein, a2-macroglobulin, hemopexin, antithrombin-III, a-fetoprotein, khang
nguyén ung thu phéi (carcinoembryonic antigen, CEA), feritin, khdng nguyén bé mit
cta virut viém gan B (hepatitis B surface antigen, HBs-Ag), khang nguyén bé mat
khéng virut viém gan B (anti-hepatitis B surface antigen, Anti-HBs), khang nguyén e
clia virut viém gan B (hepatitis B e antigen, HBe-Ag), khéang thé dbi v6i khing
nguyén e cia virut viém gan B (antibody to hepatitis B e antigen, Anti-HBe), va
khang thé ddi v6i khang nguyén 16i cua virut viém gan B (Anti-HBc, antibody to
hepatitis B core antigen).
Chét c6 4i lyc dic hiéu

Theo séng ché, chit c6 i luc dac hiéu d6i véi chat phan tich, dugc mang
trén cac hat latex, co thé duoc léy vi du bdi protein, peptit, axit amin, lipit,
carbohydrat, axit nucleic hodc hapten. Trong khi khong c6 gi6i han cu thé vé trong
lugng phan ti, ngudn gdc (tw nhién hogc tdng hop), v.v.. clia chat dugc mang, nd c6
thé 1a khang thé hodc khang nguyén c6 thé duogc st dung trong phuong phap phén
tich mién dich s dung phan tng mién dich.
Khang thé

Khang thé dé st dung trong sédng ché c6 thé 1a hodc khang thé da dong hodc
khang thé don dong, va t5t hon 1 khang thé don dong. Bén canh phén tir khang thé
toan phan, manh chitc ning cua khéang thé, c6 hoat tinh phan Ung khang
nguyén-khang thé, c6 thé con dugc st dung lam khéang thé theo sang ché. Bén canh
khang thé thu dugc qua quy trinh mién dich duoc thuc hién trén dong vat thong
thuong (chudt nhat, dé, clru, v.v..), con ¢ thé st dung khang thé (khang thé kham,
khang thé nhan héa, khang thé nhén hoa diy du, v.v..) nhan dugc bang cach thay do6i
trinh tu axit amin thanh trinh ty axit amin ctia lodi dong vat khac biét vGi dong vat
duoc gy mién dich bing chét khang nguyén (chét phan tich), vi du bang k¥ thuat tai
td hop gen. Méanh chirc ndng cua khang thé ¢ thé 13, vi du, F(ab’), hodc Fab’, la

manh c6 hoat tinh phan ung khang nguyén-khéang thé, hoic khang thé mach don
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(scFv). Manh chitc nang nay cua khang thé c6 thé duoc tao ra bang cach xtt 1y khang
thé, thu dugc theo cach dd néu & trén, bing enzym phén giai protein (vi du pepsin
hodc papain).
Céac hat latex

Khong c6 gidi han cu thé v& cac hat latex dé sir dung trong sang ché mién 1a
cac hat latex 1a cac hat thuong dugc st dung dudi dang chét phan tng phan tich
mién dich. Céc hat latex ¢ thé nhan duoc b%mg cach polyme héa hodc copolyme hoa
nhiéu loai monome khac nhau. Cac vi du vé cac monome c6 thé sir dung dugc bao
gdm: cac hop chét thom khong no c6 thé polyme hoa bao gdm cac monome ¢ thé
polyme héa c¢6 nhom phenyl, nhu styren, a-metyl styren, o-metyl styren, p-metyl
styren, p-clorostyren, 4-vinylbenzoat, divinylbenzen va vinyl toluen, cdc monome c6
thé polyme héa c6 nhém phenyl va sulfonat, nhu styren sulfonat, divinylbenzen
sulfonat, o-metyl styren sulfonat va p-metyl styren sulfonat, va cdc monome ¢ thé
polyme héa c6 nhom naphtyl, nhu 1-vinylnaphtalen, 2-vinylnaphtalen, a-naphtyl
(met)acrylat va B-naphtyl (met)acrylat; cc axit carboxylic khong no co6 thé polyme
hoéa nhu axit (met)acrylic, axit itaconic, axit maleic va axit fumaric; cac este cua axit
carboxylic khong no co thé polyme héa nhu metyl (met)acrylat, etyl (met)acrylat,
n-butyl (met)acrylat, 2-hydroxyetyl (met)acrylat, glyxidyl (met)acrylat, etylen
glycol-di-(met)acrylat va tribromophenyl (met)acrylat; va cdc amit cua axit
carboxylic khong no, céc nitril khong no ¢6 thé polyme héa, cac vinyl halogenua, va
cac dien lién hgp, nhu (met)acrylonitril, (met)acrolein, (met)acrylamit,
N-metylol-(met)acrylamit, metylenbis(met)acrylamit, butadien, isopren, vinyl axetat,
vinylpyridin, N-vinyl pyrolidon, vinyl clorua, vinyliden clorua va vinyl bromua. Cac
monome nay co thé duoc lua chon thich hop phu thudc vao cic dic tinh bé mit,
trong luong riéng, v.v.. can thiét, va c6 thé duoc str dung don 1 hodc dudi dang hdn
hop cua hai hodc nhiéu chét trong s ching.

Puong kinh hat trung binh cla céc hat latex t5t hon 12 ndm trong khoang tir
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0,02pm dén 1,6pum, t8t hon nita 13 tir 0,1um dén 0,4pm xét vé néng do cua chét phén
tich trong mau, do nhay phat hién cla thiét bi do, v.v.. DPé dat dugc tinh ning mong
mubn nhu d6 nhay duoc cai thién, nguyén liéu va kich thude hat cua cac hat latex
duoc sir dung co thé dugc lua chon thich hop. Theo cach khac, cac loai hat latex
khéc nhau, khac biét v& nguyén liéu hodc kich thuéc hat, c6 thé duge st dung phdi
hop. Khong c6 giéi han cu thé vé& ndng do cia céac hat latex khi do phan ing ngung
két theo sang ché; ndng do co thé duogc dat thich hop phu thudc vao dd nhay hodc
tinh nang dy dinh.

Cac hat latex mang chét c6 ai luc dic hiéu

Chét ¢6 4i luc dic hiéu déi v6i chét phén tich ¢6 thé dugce cb dinh va dugc
mang trén cac hat latex bang phuong phap da biét nhu phwong phap hép phu vat Iy
(gan két ki nuéc), phuong phap gin két héa hoc, hodc phéi hop ctia ching.

Phuong phap hip phu vat Iy c6 thé dugc thuc hién theo cach da biét: chét co
ai luc dac hiéu dbi v4i chat phan tich va cac hat latex dugc tron va cho tiép xuc voi
nhau trong dung dich nhu chat dém, hodc chét 6 4i luc dac hiéu ddi v6i chét phan
tich, dugc hoa tan trong chit dém, dugc cho tiép xuc voi cac hat latex mang.

Phuong phap gén két hoa hoc ¢6 thé dugc thuc hién theo céch da biét nhu
dugc mod ta, vi du, trong Clinical Pathology, Extra Issue, Special Edition No. 53
“Immunoassay for Clinical Examination--Technology and Application”, bién tap boi
Hiép hoi phong thi nghiém y hoc Nhat Ban, phat hanh nim 1983 boi Hoi cong bd
bénh hoc 1am sang, hodc “New Biochemistry Experiment Course 1, Protein IV, bién
tap boi Hoi sinh hoa Nhat ban, phat hanh 1991 bdi Tokyo Kagaku Dojin. Cu thé 12,
phuong phéap gét két hoa hoc co thé dugc thyuc hién, vi du, béng cach tron va cho
chit c6 4i luc dic hidu ddi véi chét phan tich va chit mang tiép xic véi chét phan
ung lién két ngang hoa tri hai nhu glutaraldehyt, carbodiimit, imit este, hodc
maleimit d& chat phan tng lién két ngang hoéa tri hai phan mg véi nhém amin, nhom

carboxyl, nhom thiol, nhém aldehyt, nhom hydroxyl, hodc nhom tuong tu, trong mdi
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chét c6 i luc dic hidu dbi véi chét phéan tich va chét mang.

Chét ¢6 ai luc dic hiéu dbi voi chét phéan tich, dugc mang trén céac hat latex,
tdt hon 1a g@)m nhiéu loai dé tao ra cAu triic nhidu 16p. Vi duy, khi chét c6 ai luc dic
hiéu 12 khang thé don dong, khang thé don dong c6 thé gdm nhiéu loai c6 cac i tri
nhan bibt khac nhau. Khi chét ¢6 4i luc dic hiéu 12 khang thé da dong, khang thé da
dong nay co thé duoc tao dan xuat tr mot loai khang huyét thanh hoac nhiéu loai
khang huyét thanh. Ngoai ra, khéng thé don dong va khang thé da dong c6 thé dugc
st dung phéi hop.

D& uc ché sy ngung két tu phat, phan Gng khong dic hiéu, v.v.. cta céac hat
latex mang, viéc xt 1y chen (xir ly che chén) cia chit mang c6 thé duoc thuc hién
néu cin bang phwong phéap da biét bao gdm dua chat phan tng, vi dy, protein nhu
albumin huyét thanh bo (bovine serum albumin, BSA ), casein, gelatin, albumin
trig ga, hodc mubi cla ching, chét hoat dong bé& mit hodc sita khd khong chira chét
béo tiép xtic v6i bé mit cia cac hat latex dé béng cach d6 phu bé mat hat béng chét
phan tng nay.

Imidazol

Theo sang ché, viéc do chét phén tich trong mau duoc thuc hién véi su 6
mat ciia imidazol hodc dAn xuit imidazol, hodc mudi cua chiung dugc phép c6 mat
hodc duge chira trong chit 16ng phan tng dung dé do hodc chat phan tmg dung dé
do.

Imidazol hodc din xuét imidazol c6 thé 12 hop chit bat ky c6 khung imidazol.
Céc vi du c6 thé bao gdm cic hop chit da biét nhu imidazol, 1-metylimidazol,

1-etylimidazol, 1-propylimidazol, 1-butylimidazol, 1-phenylimidazol,

1-vinylimidazol, 1-alylimidazol, 1-benzyl-2-metylimidazol,
1-benzyl-2-formylimidazol, 1-benzyl-4-hydroxymetylimidazol,
1-benzyl-5-hydroxymetylimidazol, 1-(2-hydroxyetyl)-imidazol,
1-(2-hydroxyetyl)-2-metylimidazol, 2-metyimidazol, 2-etylimidazol,
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2-propylimidazol, 2-butylimidazol, 2-phenylimidazol, 2-formylimidazol,

2-hydroxymetylimidazol, ~ 2-metyl-1-vinylimidazol,  2-butyl-4-formylimidazol,

2-butyl-4-hydroxymetylimidazol, 2-butyl-4-chloro-5-formylimidazol,
2-hydroxymetyl-1-benzylimidazol, 2-hydroxymetyl-2-metylimidazol,
2-etyl-4-metylimidazol, 4-butylimidazol, 4-formylimidazol,

4-formyl-1-metylimidazol, ~4-formyl-1-tritylimidazol, 5-formyl-1-metylimidazol,
4-formyl-5-metylimidazol, 4-hydroxymetylimidazol hydroclorua,
metylimidazol-4-carboxylat, etylimidazol-4-carboxylat, 1,2-dimetylimidazol, va
1,2,4-trimetylimidazol.

Mubi ciia imidazol hodc din xudt imidazol 12 mudi chép nhan dugc vé mit
héa hoc, vi bao gdm mudi kali, muédi magie, mudi lithi, mudi canxi, va mudi kém.
Ngodi ra, mudi ciia imidazol hodc dan xudt imidazol c6 thé la mudi duge chon tir
nhom bao gﬁ")m adipat, alginat, xitrat, aspartat, benzoat, benzen sulfonat, bisulfat,
butyrat, camphorat, camphorsulfonat, digluconat, glyxerophosphat, hemisulfat,
heptanoat, hexanoat, fumarat, sesqui(fumarat), hydroclorat, dihydroclorat,
trihydroclorat, hydrobromua, hydroiodua, 2-hydroxyetan sulfonat (isethionat), lactat,
maleat, metansulfonat, nicotinat, 2-naphtalensulfonat, oxalat, pamoat, pectinat,
persulfat, 3-phenylpropionat, picrat, pivalat, propionat, sucxinat, sulfat, bis(tartrat),
tartrat,  (L)tartrat,  bis((L)tartrat), (D)tartrat,  bis((L)tartrat), — (DL)tartrat,
bis((DL)tartrat), mesotartrat, bis(mesotartrat), thioxyanat, phosphat, glutamat,
hydrocacbonat, bis((D)tartrat), bis(bromua), bis(sulfat), bis(phosphat),
tris(hydroclorat), p-toluensulfonat, va undecanoat.

Theo sang ché, san pham thwong mai c6 thé dugc st dung khi né 1a imidazol
hodc dan xuit imidazol, hodc mudi cua ching (sau day doi khi duoc goi la imidazol
hodc hop chit twong ty). Khong c6 gidi han cu thé vé& néng do ctia imidazol hodc
hop chit twong tw mién 1a n6 khong anh huéng déng ké dén phan tng chinh, nhu

phan tng khang nguyén-khang thé, trong budc quy trinh trong d6 phan Gng ngung
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két duoc do sau khi tron mAu va chit phan tmg ding dé do. Tuy nhién, giéi han dudi
cua néng do co thé 13, vi du, cao hon hoic béng 37,5mM, cao hon hoac béng 45mM,
cao hon hoic béng 52,5mM, cao hon hodc béng 60mM, cao hon hodc béng 67,5mM,
hodc cao hon hodc b@fmg 75mM. Giédi han trén cla néng do co thé 13, vi dy, thép hon
hoic bang 750mM, thip hon hoic bang 675mM, thip hon hoic bing 600mM, thip
hon hodc bing 525mM, thap hon hoic bing 450mM, thap hon hoic bang 375mM,
thip hon hoiic bing 300mM, hodc thip hon hogc bang 225mM.

Nong do ciia imidazol hoic hgp chit twong ty t6t hon 13 nim trong khoang
tir 37,5 dén 750mM. Con tét hon 13, ndng d6 nay nim trong khoang nhu dugc dinh
r5 bang phdi hop cuia céc gidi han trén va dudi di néu ¢ trén, nhu khodng tir 37,5 dén
675mM, 37,5 dén 600mM, 37,5 dén 525mM, 37,5 dén 450mM, 37,5 dén 375500mM,
hodic 37,5 dén 300mM, tét hon nita 1a trong khoang tir 37,5 dén 225mM, 45 dén
225mM, 52,5 dén 225mM, 60 dén 225mM, hodc 67,5 dén 225mM, va dic biét tot
hon la trong khoang tir 75 dén 225mM.

Trong lac khong c6 van dé néu néng dd cua imidazol hodc hop chét tuong tu
vuot qua 375mM, tac dung thich hop ¢o thé dat dugc o néng d6 khong l6n hon
375mM. Mbt loai imidazol duy nhét hodc nhiéu loai imidazol ¢6 thé dugc st dung
lam imidazol hodc hop chét tuong tu. Trong trudng hop sir dung nhiéu loai .imidazol,
t6t hon 1a tdng ndng d6 clia cac loai imidazol ¢6 thé nam trong khoang da néu & trén.

“Chét dém chtra imidazol” dugc chtra trong chét phan tng ding dé do theo
sang ché ¢6 thé 1a chat dém imidazol hodc chit dém khéc véi chat dém imidazol,
chira imidazol hoac hgp chét tuong tu. Con ¢o thé sir dung chét dém imidazol phéi
hop v6i chat dém khac véi chat dém imidazol.

Khi phuong phép do theo sang ché 12 phuong phap gbdm nhiéu budc (phuong
phép st dung nhiéu chét phan ting) duge thyc hién trong it nhét hai buéc (bang cach
st dung it nhat hai chét phan tng), ndng do ctia imidazol hodc dan xuét imidazol,

hoic mudi cia chiing trong (cac) chat phan tmg c6 thé dwgc xac dinh d€ sau khi tron
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céc chét phan Gng & ty 1€ tron da dugc xac dinh trude khi do chat phan tich, nong do
ciia imidazol hodc hop chit tuong tu trong chét 16ng phan tmg dung dé do tao ra s&
nim trong khoang di néu & trén. Trong truong hop phuong phéap c6 hai budce
(phuong phap st dung hai chét phan Gmg), vi dy, imidazol hodc hop chét tuong tur c6
thé dugc chira trong ca hai chét phan tng thir nhét va chit phan ng thir hai mién 1a
ndng do cua imidazol hodc hgp chét twong tu trong chét 16ng phan tng ding dé do
sau khi trdn cac chit phan (mg nim trong khoang da néu & trén.

Tiép xuc

Su tiép xtlic giita mAu chta chét phan tich va céc hat latex mang chét c6 ai
luc dac hiéu dbi voi chat phan tich v6i sy c6 mat cia imidazol hodc hop chét tuong
tir ¢6 thé bi anh huéng don gian bing cach cho imidazol hodc hop chat twong tur ¢6
mat trong chat 1ong phan tmg trong d6 mau duge phan Umg véi cac hat latex mang
chét c6 4i luc dic hiéu déi véi chat phan tich, va thuong c6 thé duge thyc hién theo
mdt trong s cac cach tir (1) dén (4) duéi day:

(1) cach trong d6 sau khi tron mAu va chit dém chira imidazol hodc hop chét
tuong tu, hdn hop dugc tron voi chét phan ng chura céc hat latex mang chét c6 ai
luc ddc hidu dbi voi chat phan tich;

(2) cach trong d6 mau, chit dém chira imidazol hodc hgp chét twong tu, va
chit phan tng chira cac hat latex mang chét c6 4i luc dic hiéu dbi véi chét phan tich
dugc tron déng thoi;

(3) cach trong d6 sau khi tron mau va chit phan tmg chira cac hat latex mang
chét ¢6 4i luc dic hiéu dbi voi cht phan tich, chat dém chirta imidazol hodc hgp chat
teong tu duoc bd sung vao va dugc tron voi hdn hop; va

(4) cach trong d6 sau khi tron chét phan tmg chtra cc hat latex mang chét co
4 lwc diac hidu dbi voi cht phan tich va chit dém cha imidazol hodc hop chat
tuong tu, mau dugc bd sung vao va dugc tron véi hdn hop.

Chét phan tmg dung dé do
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Chét phan tmg ding dé do theo sang ché gdm hai hoic nhidu chét trong sb
cac chit phan ung céu thanh. ft nhat mét chat phan tmg cAu thanh chira c4c hat latex
mang chit ¢6 4i luc dic hiéu dbi véi chat phan tich. Chét phan tng ciu thanh 1a
gidng nhu it nhit mot chat phan tng cAu thanh va/hodc chét phan tng céu thanh
khac biét v6i it nht mot chat phan ing cAu thanh chira imidazol hodc hop chat twong
tu. Chét phan tng ding dé do theo sang ché 1a chat phan Gng dang 16ng.

Cu thé, t6t hon 1a chét phan ing dung d8 do theo sang ché 1a loai hai chit
phan tmg bao gdm chat phan tng thit nht va cht phan tng thir hai. Vi dy, chat phan
tng thir nhét chira chit dém chira imidazol hodc hop chét twrong tu, va chét phan tng
thir hai chtra c4c hat latex mang chét c6 i luc dic hiéu ddi v6i chat phan tich.

Khi chét phan tng ding dé do theo sang ché 1a loai ba chét phan tng bao
gdm chit phan ting tht nhét, chit phan tng thir hai va chét phan ting tht ba, theo
mot vi du, chat phan Gng thi nhit chira chit dém dé chiét cht phan tich ra khoi mau
lodng, chét phan tmg thr hai chira chit dém chira imidazol, va chat phan tng tht ba
chra cac hat latex mang chét c6 4i luc dic hiéu dbi véi chét phan tich.

Imidazol hodc hop chét tuong tu coO thé dugc chira trong mot s6 hodc tat ca
cac chit phan tmg cu thanh mién 1 ching c6 thé st dung tac dung lam giam sai 56
do gy ra béi miu mau & trang thai 1ong da dugc tron khi do, va khong anh huong
dén do n dinh cta (cac) chit phan tmg cau thanh.

Do do, trong loai hai chét phan tng hodc loai ba chét phan ung, imidazol
hodc hop chét twong tu co thé duoc chtra trong tAt ca cac chét phéan Ung cAu thanh
hoic trong tat ca cac chét phan tng cAu thanh khong chtra cac hat latex.

Nong d6 ctia imidazol hodc hop chét twong tu trong mdi chét phan ting céu
thanh c6 thé khac nhau phu thudc vao loai chit phan tng; tuy nhién, t6t hon 1a
imidazol hodc hop chét twong tu nén duge chira trong mdi chit phan ting chu thanh &
néng do dé c6 thé diéu chinh néng do cubi cung cua imidazol hodc hop chét tuong tu

khong nho hon 37,5mM va khong 16n hon 375mM ¢& trang thai hdn hop chit phan
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mg-mau khi do.
B0 kit chit phan tng

B kit chét phan tmg theo séng ché duogc dic trung & chd né bao gdm it nhat
c4c thanh phén (1) va (2) duéi day:

(1) chit phan tng thtt nhit chira chit dém chtra imidazol hodic hop chat
tuong tu; va

(2) chét phan (g tht: hai chira cAc hat latex mang chat c6 4i luc ddc hiéu déi
v6i chét phén tich.

Nong d6 ctia imidazol hodc hop chét tuong tu trong chét dém c6 thé khac
nhau phu thudc vao loai cua chét phan tmg; tuy nhién, imidazol hodc hop chit tuong
tu nén t5t hon 1a duge chua trong chit dém & néng do dé co thé diéu chinh néng do
cudi cing cuia imidazol hodc hop chét tvong tu khong nho hon 37,5mM va khong
16n hon 375mM & trang thai hdn hop chat phan tng-mAu khi do. Vi dy, khi chét
phan tng thu nhét va chét phéan tng tht hai dugc st dung & ty 1€ 3:1, va mau dugc
st dung véi lugng rat nhé, nong dd cia imidazol hodc hop chét tvong tu trong chat
dém dudi dang chét phan Gng thir nhét t5t hon 12 khong nhé hon 50mM va khong
16n hon 500mM.

Bén canh céc chét phan tng ding dé do & trén, bd kit chat phan (g theo
sang ché c6 thé bao gdm t& huéng din, (cac) dung cu ldy mau (pipet lay mau, xy
lanh, tim bong, giéy loc, v.v..), chit 1am logng mau, va chit léng chiét mau.

Chét 1am giam sai s6 do

Chét 1am giam sai s6 do theo sang ché 1a chét 1am giam sai s6 do gdy ra boi
mAu méu trong thir nghiém mién dich ngung két latex, va chira it nhat imidazol hodc
hop chét twong tu dung lam hoat chét. Chit phan ting chira imidazol hodc hop chit
tuong tu trong chét phan tmg dung dé do da néu & trén c6 thé dugc st dung 1am chit
nhu vay.

Phuong phéap dong nhét
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Nhu duoc stt dung & day, phuong phap dbng nhét dung dé chi phuong phap
do dic biét phat hién, ma khong thyc hién viéc tich B/F (lién két/tu do), phan ung
gy ra boi chét phan tich xdy ra trong dung dich da duoc tron (chit 1éng phan tmg)
chira mAu va chit 1ong chira chit phan ting, va twong phan vdi phuong phap do
khong ddng nhat 1am sach va loai bé hoan toan, bang thao tac tach B/F, mdt thanh
phan phu khéng lién quan dén phan tng do, va sau d6 tién hanh va phét hién phan
tng chinh. Do d6, “thr nghiém mién dich ngung két latex dugc dya trén phuong
phap dong nhat”, nhu duogc st dung & day, c6 nghia 13 trong (céc) budc quy trinh
thong thuong tir (1) (3) dudi day, budce (3) 12 “buéce do phan ing ngung két giita chét
phan tich va céc hat latex ma khong thyc hién budc lam sach hodc tach trong hodc
sau bude (2):

(1) budc cho mau va imidazol hodc hop chét tuong tu tiép xtic v6i nhau
trong pha 1dng;

(2) buéc bd sung cac hat latex mang chét c6 4i luc dac hiéu déi véi chét
phén tich vao pha long sau budc (1); va

(3) budc do phan ung ngung két gifta chit phan tich va céc hat latex sau
budc (2).

Céc thanh phan chét phan tng khac

Chét phan tmg theo sdng ché c6 thé chira polyme nhu polyetylen glycol,
polyvinyl pyrolidon hodc polyme phospholipit dué¢i dang thanh phén dé ting cudng
su hinh thanh cua qua trinh ngung két cia cac hat chit mang khong tan. Chét phan
{mg theo sang ché c6 thé con chita, du6i dang thanh phan dé kiém soat sy hinh thanh
cia qué trinh ngung két clia cic hat chdt mang, chét thuong dugc st dung nhu
protein, axit amin, sacarit, mubi kim loai, chit hoat dong bé mit, chét khir, chat
chaotropic, v.v.., ¢ thé duoc st dung don 1€ hodc & dang phéi hop cua hai hodc

nhiéu chat trong so ching.
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Vi du thwe hién sang ché

Céc vi du dudi day minh hoa séng ché mot cach chi tiét hon va khéng dugc
hiéu 13 1am gi6i han pham vi ctia sang ché.
Vi du thir nghiém 1
Xac nhan tac dyng lam giam sai s6 do dugc tao ra bing cach bd sung imidazol theo
sang ché

Su anh hudng cua lipit trong mAu mau lén sai s6 do dugc x4c nhan. Ngoai ra,
nghién ctru dugce thuc hién vé tac dung cua loai chat dém va viéc bd sung imidazol
hodc hgp chét tuong tu 1€n viéc lam gidm sai sb do.

1. Chét phan ting

(1) Chat phan tng thi nhat

Chét phan (mg tht nhat chita céc thanh phin dudi ddy (NOng dd 1a ndng do
trong chit phan tng. Cuing mot viéc ap dung sau déy.):

- Chét dém dugc thé hién trong bang 1

- NaCl 500mM

-BSA 1,0%

- Proclin300 0,05%

(2) Chét phan ting tht hai

Chét phan tng thi hai dugc didu ché bang cach tron hai loai dung dich hat
latex nhay khang thé dudi ddy véi lugng bang nhau, va 1am lodng hdn hop bang chat
dém MOPS 5mM (pH=7,0) dé hé s hip phu & budc séng 600nm bang 5,0Abs.

(i) Dung dich hat latex nhay khang thé 92212

Dung dich clia c4c hat latex c6 duong kinh hat trung binh 0,3um & ndng do
1,0% (chét dém Tris 5mM (sau ddy duogc goi 1a Tris-HCI hodc don gidn la Tris)
(pH=8,5), luong bing nhau cta dung dich khéng thé 92212, duoc 1am loang dén
0,36mg/ml béng Tris-HCI 5mM (pH=38,5), duoc bd sung, va hdn hop duge khuéy 4]
4°C trong 2 gio. Sau do, lugng bang nhau cua Tris-HCI 5SmM (pH=38,5) chira BSA
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0,5% dugc bd sung, va hon hop dugc khudy & 4°C trong 1 gio dé diéu ché dung dich
hat latex nhay khang thé 92212.

(ii) Dung dich hat latex nhay khang thé 92204R

Bing cach sit dung céc hat latex c6 dudng kinh hat trung binh 0,3um, dung
dich hat latex nhay khéang thé 92204R dugc diéu ché theo cing mot cach nhu dugc
mo ta trong phén (i) & trén.
2. MAu tht nghiém

Huyét thanh A (huyét thanh hdn hop A) dugc 14y mAu ngiu nhién va dugc
tron
3. Phuong phap diéu ché mau

(Ndng do Intralipos 14 ndng do trong mau trude khi trdn véi cac chat phan
trng. Cuing mot viéc &p dung sau day.)

Mot phéan nhii trong béo dung trong tinh mach (Dung dich truyén Intralipos
10% (Otsuka Pharmaceutical Co., Ltd.)) d& dugc tron voi lwong bing nhau ctia nuéc
mudi sinh ly (Otsuka Pharmaceutical Co., Ltd.), dugc bd sung vao 9 phén mau thir
nghiém dé didu ché mau Intralipos 0,5%.

Mot phan nudc mubi sinh 1y duoc bd sung vao 9 phan miu thtr nghiém dé
diéu ché mau Intralipos 0%.

Mot phan mau Intralipos 0,5% dugc bd sung vao 4 phan mau thit nghiém aé
didu ché mau Intralipos 0,1%.
4, Phuong phap do

Bing cach st dung chat phan tmg thir nhat phdi hop v6i chét phan tmg thi
hai, ndng d6 cta thu thé interleukin-2 tan trong mau chira nhil twong béo dung trong
finh mach dugc do bing thiét bi tw phan tich Hitachi 7180. Cu thé 1, 150pl chét
phén tng thu nhit duge bd sung vao 5ul mau, va hdn hop duge khudy & 37°C trong
5 phut. Sau d6, 50ul chat phan tng thu hai dugc bd sung vao hén hop, va hén hop

nay duoc khudy. Su thay d6i vé hé sé hap phu két hop vé6i su hinh thanh cia qua
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trinh ngung két dugc do & budc séng trdi 570nm va budc song bl 800nm trong 5
phtt sau do. Nodng do cua thy thé interleukin-2 tan dugc tinh bang cach 4p dung su
thay d6i do dugc vé hé s6 hap phu cho dudng cong can bang nhan dugc bang cach
do chit chudn & cac ndng dd da biét (chung cho c4c vi du thir nghiém tir 1 dén 3).

Céc gia tri do tuong d6i v6i cac mau Intralipos & cac noéng dd khac nhau
dugc tinh bing cach st dung gia tri do dbi v6i mau Intralipos 0% 1a 100% (chung
cho cac vi du thir nghi€ém 1 va 2).

5. Diéu kién do

Dudéi day 1a cac didu kién théng sd ctia thiét bi ty phan tich Hitachi 7180:

(1) Lugng chét long: mAu-chit phan tGng tht nhét-chit phan tng tht hai;
S5pul-150pl-50pl

(2) Phuong phép phéan tich: phwong phép hai diém cudi (céc diém do 4nh
ang 19-34)

(3) Budce séng do: bude song tréi 570nm/ budce song bu 800nm

(4) Hiéu chinh: ranh then

6. Cac két qua do

Khi két qua do déi v6i mau Intralipos 0,1%, tuong ng véi gié tri do dbi v6i
mau Intralipos 0% dugc léy 1a 100%, nho hon 85% hodc 16n hon 115%, gia tri nay
dugce xac dinh 1a bi anh hudng boi sy cung ton tai cua Intralipos. Cac két qué duoc

thé hién trong bang 1.

Bang 1
Viduso|Viduso| Vidul Vidu?2 Vidu3
sanh 1 | sanh 2
Chétdém | Tris | HEPES |Chét dém | Tris 100mM + | HEPES 100mM
Mau 100mM | 100mM | imidazol Chat dém + Chét dém
100mM |imidazol 100mM |imidazol 100mM
Mau Intralipos 0% 100,0% | 100,0% | 100,0% 100,0% 100,0%
Mau Intralipos 0,1% | 135,1%| 152,6% | 109,1% 103,7% 105,9%

7. Thao luan
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Khi chi Tris hoic HEPES dugc st dung lam chit dém trong chét phan Gng
thit nhat, gia tri do bi anh hudng bdi su cling ton tai cla Intralipos. Nguoc lai, khi chi
chit dém imidazol duogc st dung, hodc chit dém imidazol duoc sir dung phéi hop
v6i Tris hoiic HEPES, gia tri do khong bi anh hudng bdi su cung tén tai cia
Intralipos.

Vi du thir nghiém 2
M&i quan hé gitta ndng dod cia imidazol va tac dung lam giam sai s6 do

Nong d6 ciia imidazol trong chét 16ng phan tmg ngung két mién dich dugc
thay d6i dé kiém tra mdi quan hé giita nébng do ctia imidazol va tic dung lam giam
sai sb do.

1. Chét phan tng

(1) Chét phan Gng thir nhit

Cung mot chét phan ung thtr nhit nhu chét phan @ng cta vi du thit nghiém 1
dugc st dung trur viéc thay thé cac chat dém duogc thé hién trong bang 1 bang cac
chét dém dugc thé hién trong bang 2.

(2) Chét phan tng thi hai

Cung mot chit phan ting thtr hai nhu chét phan ting cua vi du thir nghiém 1
duogc str dung.

2. MAu thir nghiém

(1) Huyét thanh B (huyét thanh hdn hgp B) dugc ldy mau ngdu nhién va
duogc tron

(2) Huyét thanh C (huyét thanh hdn hgp C) dugc ldy mau ngéu nhién va
dugc tron

(3) Huyét thanh D (huyét thanh hdn hop D) duoc ldy mau ngau nhién va
duoc tron
3. Phuong phap diéu ché mau

Mau Intralipos 0,5%, mau Intralipos 0% va mau Intralipos 0,1% dugc diéu
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ché theo cing mot cach nhu trong vi du thir nghiém 1. Mau Intralipos 0,05% dugc
didu ché bang cach bd sung mot phan mAu Intralipos 0,5% vao chin phan mAu thir
nghiém.
4. Phuong phap do va 5. Piéu kién do

Gibng nhu phwong phap do va diéu kién do ctia vi du thit nghiém 1.
6. Cac két qua do

Khi gia tri do cua mau Intralipos 0,05% hodc mau Intralipos 0,1%, tuong
g v6i gia tri do ctia miu Intralipos 0% dugc 14y 13 100%, khong nho hon 85% va
khéng 16n hon 115%, gia tri nay dugc xac dinh 1a khong bi anh hudéng (+) boi su
cung ton tai cia Intralipos.

+++ cho biét rang khong c6 sw anh hudng cia Intralipos dugc quan sat thiy
d6i v6i huyét thanh bat ky trong sd cé4c huyét thanh hdn hop tir B dén D, ++ cho biét
rang khong c6 su anh huéng cua Intralipos dugc quan sat thdy dbi voi hai huyét
thanh bét ky trong sb cac huyét thanh hdn hop tir B dén D, va + cho biét ring khong
c6 su anh hudng cia Intralipos dugc quan sat thdy dbi voi huyét thanh bit ky trong

sb cac huyét thanh hdn hop tir B dén D. Céc két qua duge thé hién trong bang 2.

Béang 2
Vidu4 Vidu 5 Vidu6
Chit dém Chét dém Chét dém Chét dém
imidazol 50mM | imidazol 100mM imidazol
300mM
Mau Intralipos 0% +++ +++ +++
Mau Intralipos 0,05% +++ ++ e
Mau Intralipos 0,1% ++ +++ o+

7. Thao luan

D4 phat hién ra rang imidazol, khi dugc st dung & ndng d6 nim trong

khoang tr 50mM dén 300mM trong chat dém imidazol, c6 thé tranh dugc su anh

hudng cia Intralipos.

Vi du thr nghiém 3 ‘Kiém tra nguyén nhan cua sai s6 do
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Pé xac dinh c6 hay khong viéc sai sd do dugc giy ra chi bdi miu mau chia
lipit hodc béi chat phan tmg chira latex, viéc kidm tra dugc thuc hién bang céch sit
dung chét phan tng khong chira latex du6i dang chét phan tng thit hai.

1. Chét phan tmg
(1) Chét phan tng thir nhét

Cung mot chit phan tmg thi nht nhu chit phan Gng cta vi du thir nghiém 1
duoc st dung trir viée thay thé cac cﬁét dém dugc thé hién trong bang 1 bang Tris
100mM (pH=7,0).

(2) Chét phan tmg thit hai

Nude mudi sinh 1y
2. MAu thir nghiém

Cung mdt huyét thanh hdn hop B, huyét thanh hén hop C va huyét thanh hon
hop D nhu cac huyét thanh ctia vi du thir nghiém 2.

3. Phuong phap diéu ché mau
Gibng nhu phuong phap didu ché miu cta vi du thir nghiém 2.
4, Phuong phép do va 5. Piéu kién do

Gidng nhu phuong phap do va diéu kién do cua vi du thit nghiém 1.
6. Cac két qua do va thao luan

Hé sb hap phu do dugc nam trong khoang tir 0 dén 1,2mAbs. Khong quan
sat thiy su gia ting v& hé sb hip phu, phu thudc vao ndéng do ctia Intralipos. Diéu
nay ngu ¥ rang gia tri do bi anh hudng khong béi do duc cua mAau méu, giy ra boi
viéc bd sung Intralipos, nhung béi su ngung két khong dic hiéu cua céc hat latex gay
ra boi sy tiép xtc véi mau mau chira Intralipos.

Kha ning ap dung cdng nghiép

Séang ché dé xuit phuong phép, trong thir nghiém mién dich ngung két latex,

¢6 thé lam giam sai sé do gy ra boi mAu mau, va bao gdm budc dua mau méau tiép

xic véi cac hat latex mang chat c6 ai luc ddc hiéu dbi voi chit phan tich trong pha
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léng voi sy c6 médt cua imidazol hodc dAn xuét imidazol, hoic mudi cia chung.
Phuong phéap theo sang ché 1am cho c6 thé thuc hién qua trinh do mdt cach chinh
x4c, bang thir nghiém mién dich ngung két latex, ngay cé d6i v6i mau giau lipit, vi

du tir bénh nhan bj tang lipit-huyét.
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YEU CAU BAO HO

1. Phuong phap do chét phan tich trong huyét tuong nhii trdp hodc huyét thanh nhii
trdp bang thir nghiém mién dich ngung két latex, phwong phép nay bao gbm céc
budc dudi day:

(1) cho huyét twong nhii trép hodc huyét thanh nhil trdp chira nhii trép tiép
xtic véi imidazol hogc din xut imidazol, hodc mudi clia ching trong pha long;

(2) bd sung cac hat latex mang chét c6 i luc dic hiéu ddi v6i chat phan tich
vao pha 1ong tiép sau budée (1); va

(3) do phan Umg ngung két gifta chat phan tich va c4c hat latex sau budc (2),
ma khong tién hanh budc lam sach hoidc budc tach trong hodc sau bude (2),

trong d6 néng do ciia imidazol hodc dAn xuét imidazol, hoac mubi ctia chiing
& bude (3) do phan Ung ngung két cia cac hat latex khong nhé hon 100mM va
khong 16n hon 375mM.
2. Phuong phap do chét phan tich trong huyét tuong nhii trdp hoic huyét thanh nhii
trdp bang thir nghiém mién dich ngung két latex, phuong phdp nay bao gbm céc
budc dudi day:

(1) cho huyét tuong nhil trdp hodc huyét thanh nhil trép tiép xtc véi imidazol
hodc dan xuét imidazol, hodc mudi ctia chung trong pha 16ng;

(2) bd sung céc hat latex mang chét c6 4i Iyc dic hiéu dbi v6i chit phan tich
vao pha long sau budc (1); va

(3) do phan Ung ngung két giita chat phan tich va cac hat latex sau budc (2),
ma khong tién hanh budc 1am sach hodc bude tach trude bude do (3),

trong d6 ndng do cua imidazol hodc dan xuAt imidazol, hoac mudi ctia ching
& budc (3) do phan ung ngung két cua cac hat latex khong nhé hon 100mM va
khong 16n hon 375mM.
3. Phuong phép theo diém 1,

trong d6 budc cho huyét tvong nhil trip hodc huyét thanh nhil trap tiép xtc
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v6i imidazol hogc din xuit imidazol, hodc mudi cia ching trong pha léng 1a budc
bd sung chat phan tmg thir nhat vao huyét trong nhil trdp hosc huyét thanh nhil tréap,
bing cach do6 tao ra hon hop thu nhét, trong d6 chit phan tng thir nhit chira chat
dém chira imidazol hozc dan xut imidazol, hodc mudi cua ching; va

trong d6 budc bd sung cic hat latex mang chit ¢6 4i luc dac hidu dbi véi
chit phan tich vio pha lng 1 budc bd sung chit phan tmg thir hai vao hon hop thir
nhét, trong d6 chét phan tmg thtt hai nay chia cac hat latex mang chét c6 &i luc dic
hiéu dbi voi chat phan tich. |
4. Phuong phép theo diém 3, trong d6 chit phan tng thir nhét la chit dém chua
imidazol hodc dan xuét imidazol, hodc mubi cia chiing.
5. Phuong phép theo diém 4, trong d6 chit phan ung thir hai la huyén phtl ctia cac
hat latex mang chét ¢6 4i luc dic hiéu dbi voi chit phén tich.
6. Phuong phép theo diém 35, trong d6 budc do phan g ngung két gitra chat phan
tich va cac hat latex la budc do phan Gng ngung két gitra chét phan tich va céc hat
latex ma khong tién hanh budc 1am sach hodc budc tach trong hodc sau budc bd
sung huyén phu ctia cac hat latex mang chit ¢6 4i luc dac hiéu déi vai chit phan tich
vao hdn hop thir nhét.
7. Phuong phép theo diém 1, trong d6 imidazol hoac dAn xuét imidazol, hoic mubi
cia chung dugc chon tr nhdém bao gdm imidazol, 1-metylimidazol, 1-etylimidazol,
1-propylimidazol, 1-butylimidazol, 1-phenylimidazol, 1-vinylimidazol,
1-alylimidazol, 1-benzyl-2-metylimidazol, 1-benzyl-2-formylimidazol,
1-benzyl-4-hydroxymetylimidazol, 1-benzyl-5-hydroxymetylimidazol,
1-(2-hydroxyetyl)-imidazol, ~1-(2-hydroxyetyl)-2-metylimidazol, 2-metyimidazol,

2-etylimidazol, 2-propylimidazol, 2-butylimidazol, 2-phenylimidazol,

2-formylimidazol, 2-hydroxymetylimidazol, 2-metyl-1-vinylimidazol,
2-butyl-4-formylimidazol, 2-butyl-4-hydroxymetylimidazol,
2-butyl-4-chloro-5-formylimidazol, 2-hydroxymetyl-1-benzylimidazol,
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2-hydroxymetyl-2-metylimidazol, 2-etyl-4-metylimidazol, 4-butylimidazol,
4-formylimidazol, ~ 4-formyl-1-metylimidazol, 4-formyl-1-tritylimidazol,
5-formyl-1-metylimidazol,  4-formyl-5-metylimidazol, 4-hydroxymetylimidazol
hydroclorua, metylimidazol-4-carboxylat, etylimidazol-4-carboxylat,
1,2-dimetylimidazol, 1,2,4-trimetylimidazol va mudi ctia bat ky trong s6 imidazol
hozc dAn xuat imidazol noi trén.

8. Phuong phap theo diém 6, trong d6 imidazol hozc dan xuét imidazol, hodc mubi
cia chung dugce chon tir nhém bao gbm imidazol, 1-metylimidazol, 1-etylimidazol,
1-propylimidazol, 1-butylimidazol, 1-phenylimidazol, 1-vinylimidazol,
1-alylimidazol, 1-benzyl-2-metylimidazol, 1-benzyl-2-formylimidazol,
1-benzyl-4-hydroxymetylimidazol, 1-benzyl-5-hydroxymetylimidazol,
1-(2-hydroxyetyl)-imidazol, 1-(2-hydroxyetyl)-2-metylimidazol, ~2-metyimidazol,

2-etylimidazol, 2-propylimidazol, 2-butylimidazol, 2-phenylimidazol,

2-formylimidazol, 2-hydroxymetylimidazol, 2-metyl-1-vinylimidazol,
2-butyl-4-formylimidazol, 2-butyl-4-hydroxymetylimidazol,
2-butyl-4-chloro-5-formylimidazol, 2-hydroxymetyl-1-benzylimidazol,

2-hydroxymetyl-2-metylimidazol, 2-etyl-4-metylimidazol, 4-butylimidazol,
4-formylimidazol, 4-formyl-1-metylimidazol, 4-formyl-1-tritylimidazol,
5-formyl-1-metylimidazol,  4-formyl-5-metylimidazol, 4-hydroxymetylimidazol
hydroclorua, metylimidazol-4-carboxylat, etylimidazol-4-carboxylat,
1,2-dimetylimidazol, 1,2,4-trimetylimidazol va mudi cia bat ky trong s6 imidazol
hodc dan xuét imidazol néi trén.

9. Phuong phép theo diém 2, trong d6 budc (1) bao gdm cho huyét twong nhil trap
hoidc huyét thanh nhii trép tiép xtc voi chit dém chira imidazol hodc dAn xuit
imidazol, hoic mudi ctia chiing.

10. Phuong phap theo diém 9, trong d6 cac hat latex duoc bd sung duéi dang huyén

pht cua céc hat latex mang chét c6 ai luc dic hidu dbi voi chét phan tich.

-31-



41905

11. Phuong phép theo diém 10, trong d6 buéc do phan Gmg ngung két gifta chat phan
tich va cac hat latex 14 bude do phan tmg ngung két giita chét phan tich va c4c hat
latex ma khong tién hanh budc 1am sach hodc buédc tach trong hodc sau bude bd
sung huyén phu ciia cac hat latex mang chit ¢6 4i lyc dic hidu déi vai chit phan tich
vao hén hop thir nhat.

12. Phuong phap theo didm 2, trong d6 imidazol hogc din xuit imidazol, hodc mubi
cta chung dugc chon tir nhom bao g(‘”)m imidazol, 1-metylimidazol, 1-etylimidazol,
1-propylimidazol, 1-butylimidazol, 1-phenylimidazol, 1-vinylimidazol,
1-alylimidazol, 1-benzyl-2-metylimidazol, 1-benzyl-2-formylimidazol,
1-benzyl-4-hydroxymetylimidazol, 1-benzyl-5-hydroxymetylimidazol,
1-(2-hydroxyetyl)-imidazol, 1-(2-hydroxyetyl)-2-metylimidazol, 2-metyimidazol,

2-etylimidazol, 2-propylimidazol, 2-butylimidazol, 2-phenylimidazol,

2-formylimidazol, 2-hydroxymetylimidazol, 2-metyl-1-vinylimidazol,
2-butyl-4-formylimidazol, 2-butyl-4-hydroxymetylimidazol,
2-butyl-4-chloro-5-formylimidazol, 2-hydroxymetyl-1-benzylimidazol,

2-hydroxymetyl-2-metylimidazol, 2-etyl-4-metylimidazol, 4-butylimidazol,
4-formylimidazol, 4-formyl-1-metylimidazol, 4-formyl-1-tritylimidazol,
5-formyl-1-metylimidazol, 4-formyl-5-metylimidazol,  4-hydroxymetylimidazol
hydroclorua, metylimidazol-4-carboxylat, etylimidazol-4-carboxylat,
1,2-dimetylimidazol, 1,2,4-trimetylimidazol va mubdi cia bat ky trong s6 imidazol
hodc dan xuét imidazol noéi trén.

13. Phuong phép theo diém 11, trong d6 imidazol hodc dAn xuit imidazol, hodc mubi
cua ching dugc chon tr nhom bao g(“)m imidazol, 1-metylimidazol, 1-etylimidazol,
1-propylimidazol, 1-butylimidazol, 1-phenylimidazol, 1-vinylimidazol,
1-alylimidazol, 1-benzyl-2-metylimidazol, 1-benzyl-2-formylimidazol,
1-benzyl-4-hydroxymetylimidazol, 1-benzyl-5-hydroxymetylimidazol,

1-(2-hydroxyetyl)-imidazol, 1-(2-hydroxyetyl)-2-metylimidazol, ~2-metyimidazol,
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2-etylimidazol, 2-propylimidazol, 2-butylimidazol, 2-phenylimidazol,

2-formylimidazol, 2-hydroxymetylimidazol, 2-metyl-1-vinylimidazol,
2-butyl-4-formylimidazol, 2-butyl-4-hydroxymetylimidazol,
2-butyl-4-chloro-5-formylimidazol, 2-hydroxymetyl-1-benzylimidazol,

2-hydroxymetyl-2-metylimidazol, 2-etyl-4-metylimidazol, 4-butylimidazol,
4-formylimidazol, 4-formyl-1-metylimidazol, 4-formyl-1-tritylimidazol,
5-formyl-1-metylimidazol, 4-formyl-5-metylimidazol, = 4-hydroxymetylimidazol
hydroclorua, metylimidazol-4-carboxylat, etylimidazol-4-carboxylat,
1,2-dimetylimidazol, 1,2,4-trimetylimidazol va mudi cta bit ky trong s6 imidazol

hodc dan xuat imidazol néi trén.
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