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(57) Sang ché dé cap dén phuong phéap va hé thdng phat hién dau hiéu bénh lao
dang hoat dong. Hé thong theo sang ché dugc dung dé thyc hién phuong phap
phat hién ddu hiéu bénh lao dang hoat dong, phwong phéap dé tién xt Iy dong mau
tir ngudi va dong vat nghi ngd méc bénh lao dang hoat dong, hé thdng dung dé
tién xur Iy dong mAu tir ngudi va dong vat nghi ngd mic bénh lao dang hoat dong
va b kit dé thyc hién cac phuong phap trén.
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Linh vue ki thuit dwoc dé cip

Séang ché d& cap dén phuong phép tidn xir Iy mAu d& phat hién déu hi¢u bénh
lao dang hoat déng, va hé théng xét nghiém x4ch tay dé thuc hién phuong phap phat
hién d4u hiéu bénh lao dang hoat dong. Cu thé hon 13, sang ché dé cap dén hé thdng
d8 thyc hién phuong phép phat hién d4u hidu bénh lao dang hoat dong, phuong phép
tién xi Iy mAu tir ngudi hodc dong vat nghi ngd nhidm lao hoat tinh, va hé théng tién
xir ly dong mAu tir ngudi hodc dong vat nghi ngd nhiém lao hoat tinh va b dung cu

(kit) d& sir dung trong céc phuong phép ndy.
Tinh trang ky thuit ciia sing ché

Mycobacterium tuberculosis 1a lodi vi khudn giy bénh thudc ho
Mycobacteriaceae va 1 tic nhan gy bénh ciia hau hét cac truong hop bénh lao

(TB-tuberculosis).

C6 khoang chin tri€éu nguoi bi nhiém bénh lao vao nim 2013, trong d6 c6 1,5
triéu ca nhiém HIV. Nam 2013, 1,5 triéu nguoi da chét do nhiém lao va ¢6 360.000
ngudi trong sb do duong tinh véi HIV. TB 12 mot trong ba bénh gay t vong & phu
nit nhidu nhit trén toan thé gigi. Pa c¢6 510.000 phuy nir chét vi bénh lao vao nim
2013. Trong sb nhitng ngudi chét vi bénh lao do duong tinh véi HIV thi ¢6 dén 50%
1a phu ntr. Co it nhét 550.000 tré em bi bénh lao va udc tinh ¢ khoang 80.000 tré em
4m tinh v&i HIV chét vi bénh lao vao nim 2013. Trén toan cdu vao nim 2013, udc
tinh c6 khoang 480.000 ngudi di phat trién bénh lao da khang thuéc (MDR-TB) va
w6c tinh c6 khoang 210.000 ngudi tir vong do MDR-TB. Vo cubi nim 2013, c6
khoang 100 quéc gia bao cdo ring c6 it nhat c6 mot trudng hop bénh lao siéu khéng
thudc (XDR-TB). Trung binh, ¢6 khoang 9% trong céc ca nhiém MDR-TB 14 nhiém
XDR-TB.

Vi vay, cach thic dé chin doan bénh lao mot cach nhanh chéng va tin cy 1a

rat quan trong.
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Mbt s6 phuong phép chin doén bénh lao d& dugc phat trién, nhung tit ca cac
phuong phap déu c6 nhitng han ché. Chéin doan bénh lao dang hoat dong chi dua trén
dAu hiéu va tridu chimg 1a rat kho, nhét 1a chin doan bénh & nhitng ngudi bi tc ché
mién dich. Xét nghiém TB qua da (con dugc goi 1a xét nghiém qua da Mantoux st
dung tuberculin), xét nghiém TB qua méu (con goi la phén tich sy tiét interferon-
gamma hay IGRAs), hodc chup X quang phéi (X-ray) va xét nghiém phét hién vi
khuén lao khang axit (AFB) trong dom, chi ra nhitng ngudi bi nhiém bénh trong mot
vai ngay. Chéin doan chinh x4c bénh lao dugc thuc hién b%mg cach xéc dinh M
tuberculosis trong mot mau bénh phém (cu thé nhu dom, mu, hodc sinh thiét md).
Tuy nhién, qua trinh nudi ciy khé khin do su sinh truéng chim ciia vi khuén, c6 thé

mat tir hai dén séu tudn dé nudi cdy miu mau hodc dom nghi ngd nhiém bénh.

Con ngudi hodc dong vat bi nhiém M. ruberculosis thudng sinh khéng thé truc
tiép chdng lai Mycobacterium. Sy hién dién ctia nhitng khéng thé nay trong miu ldy
tir nhitng ngudi bi nhidm bénh cho thiy sw nhiém khuén & nhitng ngudi d6. Sang ché
WO 2005/116654 mé ta phuong phap dua trén nguyén téc ndy va @& cap dén viéc
phét hién d4u hidu bénh lao dang hoat dong. Phuong phép ctia WO 2005/116654 bao
gdm 14y mAu lin thtr nhét, thir hai va thtr ba tir mdt ngudi bi nghi ngd nhiém lao hoat
tinh, pha lodng m&u thir nhit va phoi nhiém mot phan mau véi khdng nguyén axit
mycolic duoc cd dinh trong 5ng xét nghiém va mot phan mAu véi khang nguyén axit
mycolic dugc ¢b dinh trong ng di chimg. MAu thir hai dwgc phoi nhiém véi céc hat
m& (liposom) c6 chira khang nguyén axit mycolic va mau thtt ba dugc phoi nhiém
véi liposom khong chira cac khang nguyén axit mycolic. MaAu thit hai duge thém vao
bng xét nghiém va mau tht ba duge thém vao bng dbi chimg va da phat hién céc
khang thé khang véi axit mycolic va khang nguyén trong ca 5ng xét nghiém va dbi
ching. Mirc d6 lién két khang nguyén khéng thé duoc so sanh giita dng xét nghiém
va bng dbi chimg. Lién két khéng nguyén khang thé trong 6ng xét nghiém it hon so
v6i bng dbi chiing cho thdy su hién dién cua céc khang thé di v6i khang nguyén axit

mycolic trong miu.

Séang ché WO 2013/186679 & cap dén phuong phép phét hién chi thi sinh hoc
khang thé dic hiéu khang nguyén dé chin doan bénh lao dang hoat dong, phuong
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phép bao goém céc budc: chuln bi ché phdm liposom chira chét trinh dién khang
nguyén cua lipit, 1a ché phdm ma thanh phén liposom cuia né chira lipit sterol cai bién
va chit lipit tinh khiét tir thanh t& bao vi khudn lao hogic din xuét hodc chét twong tu;
¢b dinh liposom dé tao ra cac khang nguyén axit mycolic ¢4 dinh chira cht lipit tinh
sach tir thanh té bao vi khuan lao hoic din xuét hoic chit twong tir; léy mAu l4n tht
nhét, thir hai va thi ba tir ngudi hodc dong vat bi nghi ngd méc bénh lao dang hoat
dong, trong d6 m&i miu c6 thé chira cac khang thé khéng khéng nguyén. Mau thu
nhit c6 ndng d6 thip hon do da dugc pha lodng hon so véi mau thit hai va th ba.
Phoi nhi®m mét phin ctia mAu thi nhit v6i khang nguyén axit mycolic ¢é dinh trong
éng xét nghiém va phoi nhiém mot phan céia mau thtr nhét v6i khang nguyén axit
mycolic ¢é dinh trong éng déi chimg. Phoi nhiém mAu tht hai véi ché phim liposom
chira chét trinh dién khang nguyén cta lipit d3 dugc chudn bi & budc thir nhit; phoi
nhiém mau thit ba vé6i liposom khong chira khang nguyén axit mycolic; thém mau
tht hai vao dng xét nghiém dé phoi nhiém véi ché phim liposom chita khang nguyén
axit mycolic d4 duoc chudn bi & budc mot; thém mAu thit ba vao éng dbi chimg dé
phoi nhiém véi cac liposom khong chira axit mycolic. Phét hién lién két cta khang
thé dbi v6i khang nguyén axit mycolic trong ca hai 5ng xét nghiém va d6i ching
trong thoi gian thye va so sénh mre 46 lién két khang nguyén khang thé giita Sng xét
nghiém va bng dbi chimg. Lién két khang nguyén khang thé trong 6ng xét nghiém it
hon so véi éng dbi chimng cho thiy sy hién dién cua cac khang thé dbi véi khang
nguyén axit mycolic trong mau c6 ngudn gbc tir ngudi hoic dong vat nghi nhiém lao

hoat tinh.

Céc phuong phap dugc md ta trong WO 2005/116654 va WO 2013/186679
@& cap dén cac phuong phép déng tin cdy dé chin doan bénh lao, tuy nhién van c6
nhidu nhugce diém. Thi nhét, cac phuong phap dugc md ta trong WO 2005/116654
va WO 2013/186679 yéu cau cung cAp mot vai mau tir cling mot dbi tuwong. Thi hai,
nhitng phurong phéap nay doi hoi mét vai bude pha lodng va mdt vai bude chuyén méu
t&i cac thit bi riéng biét khac nhau, vi vay doi hoi phai ¢6 b trang thiét b phitc tap
va 16n. Thir ba, cac phuong phap nay lién quan dén cac budce 1 maiu riéng biét va pha
lodng chiing; tir &6 can c6 céc phép do riéng biét. Do d6 cac phuong phép theo sing

ché WO 2005/116654 va WO 2013/186679 rét phitc tap va mét nhiéu thoi gian. Trén
3
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thuc t&, tdng thoi gian 14y mAu theo phuong phap trong sang ché WO 2005/116654
va WO 2013/186679 tir mot d6i twong nghi ngd nhiém lao hoat tinh dé x4c dinh xem
d6i twong d6 c6 nhiém lao hoat tinh hay khong wée tinh it nhét 1a khoang 2 gi& cho
mdi mau. Hon nita, c4c phuong phép niy doi hoi bd trang thiét bi phirc tap va 16n, vi
vay phuong phép nay c6 thé hitu ich trong moi trudng bénh vién nhung s&€ khong phu
hop & céac khu vuc thiéu bénh vién va khong c6 dich vu chdm soéc strc khoé phat trién
t6t, vi du & cac qubc gia dang phat trién. Dic biét bénh lao phd bién nhét & nhitng
qudc gia ndy, vi vay viéc chin doan dang tin ciy va nhanh chéng bénh lao 12 mong

muon 16n nhét & cac quoc gia nay.

Do d6, muc tiéu cia sang ché 1a d& xuét phuong phap dé x4c dinh xem mdt c4
nhéan c6 bi nhiém lao hoat tinh hay khong (vi du lao phéi hodc lao ngoai phéi) mot
cach nhanh va déng tin ciy va c6 thé thuc hién bén ngoai méi truong y té chuyén

nghiép, tic 1a bén ngoai bénh vién, vi du nhu trén dudng phd.
Ban chét k¥ thuit ciia sang ché

Theo khia canh tht nhit, sang ché d& xuit phuong phép tién xr ly mAu thu tir
nhitng ngudi hodc dong vat nghi ngd nhiém lao hoat tinh nhu dugc xac dinh trong

yéu cu bao ho 11.

Theo khia canh thit hai, sang ché @& xuAt thiét bi chin doan x4ch tay nhu duge

x4c dinh trong yéu cau bao h¢ 20.

Theo khia canh thit ba, séng ché d& xuét hé théng dé thyuc hién phuong phép
phét hién dAu hiéu bénh lao dang hoat ddng nhu duge xac dinh trong yéu cAu bao hd
29 va 35.

Theo khia canh thtt tu, sing ché d& xudt hé thdng tién xtt 1y mAu tir nhimg
ngudi hodc dong vat nghi ngd nhidm lao hoat tinh nhu dwgc x4c dinh theo diém yéu

ciu bao hd 32.

Theo khia canh thir ndm, sang ché d xuit bo kit nhu duoc x4c dinh trong yéu

ciu bao ho 39 va 40.
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MO ta viin tat cic hinh vé
Fig.1 md ta phuong 4n thyc hién vu tién thiét ciia thiét bi theo sang ché.

Fig.2 mé ta phuong 4n thuc hién wu tién cta he théng theo diém yéu ciu bao
ho 32.
M3 ta chi tiét sing ché

Nguyén tc clia sang ché dua trén sy nhan dinh cla tic gia sang ché réng khéng
thé khang din xuét axit mycolic trong mau c6 thé duoc phat hién nhanh va déng tin
cdy néu miu dugc tién xtr 1y theo cac budc i) -v) cua cac phuong phap duge mo ta

dusi day.

Phuong phap phat hién thoi gian thuc

Phuong phép phat hién cic khang th khang dAn xuét axit mycolic, cu thé 1a
cac khang thé khang yéu t4 thing hogic cic khang thé khang axit mycolic (MA) trong

mAu, trong d6 viéc phat hién xay ra theo thoi gian thye.
Phuong phap ndy bao gbm cac budc sau:

i) chuin bi miu tr ngudi hodc dong vt bi nghi ngd méc bénh lao dang hoat

dong;
ii) cho mAu tiép xuc véi lipit sterol;

iii) thu dugc it nhét hai ph?m ctia mAu néi trén hodc trude khi hoc sau khi phoi
nhidm mAiu d6 véi lipit sterol;
iv) phoi nhidm phan méu thu nhét thu dugc voi co chit mang khang nguyén

c6 nguodn goc axit mycolic dugc co dinh;

v) phoi nhiém phan mAu thtr hai thu dugc véi co chéit khéng mang khang

nguyén cé ngudn goc axit mycolic duge o dinh;
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vi) phoi nhiém phan miu dugc phoi nhiém trong budc iv) véi co chat xét
nghiém mang khang nguyén c6 ngudn gbc axit mycolic dugc c¢b dinh va phoi nhiém
phin mAu dugc phoi nhiém trong bude v) véi co chat déi chimg mang khéng nguyén

c6 ngudn gdc axit mycolic dugc co dinh;

vii) phét hién lién két ctia khéng thé v6i khang nguyén & budce vi) trong thoi

gian thyc; va

viii) so sénh mirc d6 lién két khéng thé giita co chét xét nghiém va co chat dbi
chimg, lién két khang nguyén khéng thé vé6i co chit xét nghiém it hon so v6i dbi
chimg cho thdy su hién dién cta cc khang thé dbi v6i khang nguyén axit mycolic
trong m&u c6 ngudn gbc tlr ngudi hodc dong vat nghi nhiém lao hoat tinh. Phuong

phép nay s& duoc gidi thi¢u trong sudt sang ché nhu 14 “phuong phap thoi gian thuc”.

Phuong phép thoi gian thuc cho phép cic mau, t5t nht 1a cac miu méu dugc
phén tich mdt cach dang tin cy va nhanh chéng ma khong can phai chuyén miu tir
bng nay sang dng khic. Sau budc i so bd mAu vdi lipit sterol, tién hanh dwa mot phén
mau dén 4 so bd v6i khang nguyén c6 ngudn gbe axit mycolic d8 14y mAu xét nghiém
va mot phan khac ctia mau dén 1 so bod twong tu nhung khong ¢ khang nguyén cé
ngudn gbc axit mycolic d& 4y mAu déi chimg, tao mAu phit hop dé thyc hién tryc tiép
trong budc phat hién ¢ din dén su lién két cac khang nguyén axit mycolic trong méu
3 dwoc tidn xit Iy véi co chét cam bién sinh hoc mang axit mycolic. Vi véy, co chét
cam bién sinh hoc khong ddi hoi phai u so bd hodc tién xtr Iy cam bién v6i miu pha
loang. Theo d6, phuong phép theo sang ché khong doi hoi cac budc pha lodng va

chuyén mAu cén thiét nhu trong cdc phuong phép ciia k¥ thudt hién nay.

Hon nita, phuong phép thoi gian thye cia sang ché phu hop dé thuc hién bing
thiét bi xach tay, cu thé 13 cac thiét bi duge mo ta dudi day. Phuong phap nay cho
phép x4c dinh xem mdt ca nhén ¢6 bi nhidm lao hoat tinh hay khéng (vi du lao phéi
hoic lao ngoai phdi) mot cach nhanh chong va dang tin cdy va cho phép phat hién
bénh lao trong vong 15 dén 25 phuit. Hon nira, phwong phap nay c6 thé duoc thuc

hién bén ngoai mdi treong y té chuyén nghiép.
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Cu thé 13, phuwong phap thoi gian thuc cung cAp phuong phap xét nghiém nhanh
tai chd d xé4c dinh xem mot c4 nhan c6 bi nhiém lao hoat tinh hay khong tirc 1a xét
nghiém tai chd hoic gén khu vuc chim séc bénh nhin. Cac xét nghiém cua sang ché

cung cép cac xét nghiém y té don gian co thé dugc thuc hién tai giwdng bénh.

Hon nita, phuong phép thoi gian thuc chi doi hoi phai 14y mot mAu tir d6i

tuong va mAu d6 ¢6 thé dugc sir dung tryc tiép trong phuong phép cita sang ché.

Phuong phap thoi gian thyce cia sang ché s& duoc mo ta chi tiét hon bing viéc

tham khao cac budc thuc hién phuong phép thoi gian thuce dudi day.

Budce i (phuong phap thoi gian thuc)

Phuong phép thoi gian thyc cla sang ché dya trén xét nghiém chén doén cac
miu, cu thé 13 cdc mAu méu clia ngudi hosic dong vat nghi ngd nhiém lao hoat tinh.
Muc dich trong budc i) ctia phuong phap thoi gian thuc cuia sang ché 1a chuén bi dugc
mAu ciia ngudi hodc dong vat nghi ngd nhiém lao hoat tinh. Mau t6t nhat 13 méu mau
toan phin. MAu c6 thé thu dugc bing bt ky phuong tién thong thudng nio dé 1y
mau tir ddi trong. MAu dugc st dung trong phwong phap clia sdng ché c6 thé da dugc
thu thap & giai doan trude d6, dugc luu trit cho dén khi st dung trong diéu kién thich
hgp va dugc cung cAp tai mot thoi diém thich hop. Ngoai ra, mot mAu c6 thé dugc
xét nghiém bing phuong phép cua sang ché tai chd, tirc 12 dudi dang xét nghiém
nhanh tai chd. Trong trudng hop nay, hé thng xét nghiém x4ch tay cua sang ché s&
dac biét phit hop dé str dung.

Trong trudng hop mAu 1a mAu m4u toan phin, mau c6 thé tiy thude vao cch
phét hién lién két khang thé v6i khang nguyén dé dugc loc hodc tach huyét twong
hodc huyét thanh truéc budc ii). Trong truong hop viée phat hién dugc thuc hién
bﬁng c4c phuong tién phat hién cc chét khéac nhau, méot budc loc c6 thé dugc uu tién
thyc hién truée dé loc cac thanh phén khéi lwvong cao nhu té bao mau. Trong trudng
hop phat hién lién két bang huynh quang c6 thé chon cach khong tién hanh loc mau.

Piéu ndy tham chi con rat ngan thoi gian can thict d€ chan doan.
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M3u tét nhét 1a mAu c6 ngudn gbc tir mau. MAu c6 thé 13 mAu m4u toan phan,
mAu huyét twong hodc mAu huyét thanh. Huyét thanh 1a huyét twong khong c6 cac
yéu t6 dong mau va dugc uu tién sir dung trong xét nghi¢ém hon so véi huyét trong.
Tir huyét twong trong sdng ché do d6 c6 thé ding dé chi huyét thanh (mau). Viéc lya
chon sir dung huyét trong hodc huyét thanh phu thudc vao viéc thiét bi ctia sang ché
¢6 duoc thiét ké dé tach mau toan phan thanh huyét twong hoic huyét thanh hay
khong. Huyét thanh duge wu tién sit dung hon bdi vi né chira it tap chét hon so véi
huyét tuong, nhitng tap chét nay co thé din dén cc tuong tac dic biét hodc hoat ddng
sinh hoc khéng mong mudn. Ngoai ra huyét thanh c6 thé c6 d6 nhét thap hon huyét
tuong. Vi vy viéc sir dung huyét thanh c6 thé tranh duogc cong doan pha lodng mAu,

tir d6 tiét kiém dugc thoi gian va vat liéu.

Trong mAu m4u toan phin chira khoang 55% huyét trong / huyét thanh. Néu
mAu mau toan phﬁn khong dugc loc hoan toan hodc néu tinh trang thé chét ctia bénh
nhan doi hoi viéc khong loc hoan toan do, c6 thé cin pha loing mAu mau toan phin
hodc huyét twong hoic huyét thanh. Vi viy, céc tur huyét twong hodc huyét thanh
trong sang ché c6 thé chi huyét twong hoic huyét thanh d4 dugc pha lodng.

Do d6, viéc pha logng méau hodc huyét tuong cé thé dugc thuc hién theo
phuong phép thoi gian thuc cta sang ché véi d6 pha loang 250-5000 lan, 750-1250
14n, cu thé nhu d6 pha long 4000, 2000 hogc 1000 1an. Tiry thude vao dd nhét cla
mAu, budc pha lodng nhu vay co thé tién hanh trude khi tach huyét twong khoi méu
hodc sau budc tach huyét twong hoic thay thé cho budc tach huyét twong. Cu thé,
bude pha lodng c6 thé thuc hién sau budc tach, nhung trude budce iv) hodc v) hode
sau budc v)/vi) va trudc bude vii). Tét hon 14 nén pha losing miu sau budc v)/vi) va
trude budc vii) tie 1a ngay trude khi mau dugc dua vao bd cam bién sinh hoc. Theo
cach nay, thé tich ctia mau dugc giit cang thap cang tdt trong hau hét cac budc clia
phuong phép, didu nay c6 1oi cho tc d6 xét nghiém cua quy trinh va d6 nho gon clia

thiét bi dugce st dung.

Pha loding c6 thé dugc thyc hién véi chit pha lodng phit hop bat ky, vi du nhu
dung dich dém phosphat (PBS). Dung dich dém c6 th 1a dém PBS/AE bao gdm
NaCl, KCl, KH,PO4, Na;HPO4 va EDTA trong nudc ¢ pH sinh ly. Dung dich dém

8
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¢6 thé 1a dém PBS gdm 8,0 g NaCl, 0,2 g KCl, 0,2 g KH2PO4 va 1,05 g Na2HPO4 hoa
tan trong mot lit nudc cit hai 1an, nuée khir ion c6 chira 1 mM EDTA va 0,025%
(m/V) natri azit va dugc diéu chinh dén pH 7,4.

MAu mau toan phan hoic huyét trong hodc huyét thanh c6 thé dugc pha loéng

thém véi cac thube chdng dong mau, nhw EDTA, heparin hoc xitrat.

Dung dich rira bt ky c6 thé duoc thém vao trong mawhuyét tuong/huyét thanh
v6indng d6 thap dé tranh cac thanh phén dinh vio thanh 6ng hoic thanh 6ng chira.

Budc ii (phuong phéap thoi gian thuc)

Trong budc ii, miu dugc phoi nhiém, tirc 1a ti€p xtic voi lipit sterol.

Mic du cac tic gia sing ché khong muén bi rang budc boi bat ky Iy thuyét nao
nhung can thira nhan ring lipit sterol loai bo c4c khang thé khang cholesterol tir miu,
néu khong cac khang thé nay s& phan tmg chéo véi cac khang nguyén axit mycolic

trén co chét cam bién va din dén chan doan duong tinh gia bénh lao.

Thoi gian phoi nhidm ctia mAu véi lipit sterol t6t nhat 1a dudi 10 phut, cu thé
1a 2-8 pht, 3-7 phtt, 4-6 phit hodc khoang 5 phit. Thoi gian phoi nhiém tuy thudc

vao cach mau dugce tiép xtc vdi lipit sterol.

Mot cach thitc miu muc d& phoi nhidm mAu véi lipit sterol 1a din mau vao
mot xodn dc dai duge phi trude bing mot lipit sterol, t6t nhét 13 cholesterol va dua
mAu doc theo chidu dai ciia éng. G cudi bng, mAu di duge phoi nhiém lipit sterol c6
thé chay qua thiét bi dang diém phan nhénh bing van thu dong d& phan dong méu
dén co chét tiép theo mang khdng nguyén dugc ¢b dinh c6 ngudn gbc axit mycolic &
budc v) va co chit khong mang khang nguyén dugc ¢ dinh c6 ngudn gbc axit
mycolic & budc vi), tirc 1a mot bng chira c6 chita co chit mang khang nguyén dugc
¢b dinh c6 ngudn gbc axit mycolic, va mot bng chira chira co chat khong mang khang

nguyén dugc co dinh ¢6 ngudn gde axit mycolic.

Mot phuong phép thay thé khac dé phoi nhiém mau véi lipit sterol 1a tiém mau

vao mot dng chira cholesterol, sau d6 U trong vong duéi 10 phut.
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MAu mau toan phin hoic huyét trong hoic huyét thanh c6 chtta hang trdm
loai phén tir khac nhau cé tinh chit va nude va ky nude. Do d6 vt liéu duge sir dung
1am co cht phai tro vé6i cac lién két khong ddc hiéu ciia cac phén ti trong mau. Trong

tredng hop séng ché, co chit dugc hidu 1a mot vat liéu hé tro.

Budc iv va v (phuong phap thoi gian thuc)

Trong budc tiép theo, mot phan ctia mau da phoi nhiém véi lipit sterol duge
phoi nhiém véi co chét mang khang nguyén dugc ¢ dinh c6 ngudn gbc axit mycolic
(buéc iv) va mot phin khéc ctia mAu di duge phoi nhiém vdi lipit sterol dugc phoi
nhi®m véi co chit khong mang khang nguyén dugce cb dinh c6 ngudn gdc axit mycolic

(bude V).

Dé c6 duoc it nhat hai phin miu da dugc phoi nhiém véi lipit sterol, tai mot
thoi diém nhét dinh trong qua trinh, dong mau/huyét tuong phai duge tién hanh chia
thanh timg phan (budc iii ctia phuong phép thoi gian thyc). D& thuan tién va tdi uu
héa dd tin cdy cta phuong phép, t6t nhét nén chia dong mau ra sau khi mau da duoc
phoi nhidm vdi lipit sterol, tic 13 mu da duoc phoi nhiém véi lipit sterol dugc chia
thanh it nh4t 1am hai phan @ chudn bi mét dong xét nghiém va mot dong d6i chimg,
Tét hon 13 mAu dwoc chia thanh hai phin bing nhau ho3c tuong duong nhau d cho
phép so sanh don gian ca hai phan miu ma khéng cén tinh toan hiéu chinh. Viéc chia
dong mAu c6 thé duoc thyc hién bing phuong tién bat ky dé chia dong m&u nhu diém

phén nhanh bang van thu dong.

Ngoai ra, dong miu (mau duge loc thanh huyét twong hoic huyét thanh) dugc
chia thanh it nhat hai phin mAu sau budc loc va truée khi c6 sy phoi nhidm véi lipit
sterol. Dong méu cling dugc tién hanh chia ra trude khi loc. Piéu nay it dwgc wu tién

hon vi trong trudng hop ndy yéu cau can ¢d cé hai b loc.

Loai co chét dung d& mang khéng nguyén dugc ¢b dinh c6 ngudn gde axit
mycolic va loai co chat khong mang khidng nguyén dugc co dinh c6 ngudn gdc axit

mycolic & cac budc iv) va v) t6t nhét 13 cling loai vat lidu.
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Nigoai ra, vi lipit sterol, (vi du cholesterol) va cac d&n xuét axit mycolic déu
ky nudce nén céac co chét dung dé phoi nhiém trong céc budc iv) va v) s& duge lam
bing vit lidu gidng nhu co chét duoc str dung trong budc ii). Pidu nay dugc hiduring
vét lidu ding 1am co cht thich hop 13 vét liéu tro véi cac lign két khong dic hiéu cta

cac phan tir trong mau.

Thoi gian phoi nhiém ctia m3u véi lipit sterol t6t nhat 14 dudi 10 phut, cu thé

nhu 2-8 phut, 3-7 phut, 4-6 phut hodc khoang 5 phut.

Mot cach @ phoi nhidm mAu véi cac co chét clia bude iv) va v) 1a dan dong
mau duoc chia vao cac 6ng xoén ¢ dai, t6t nhit 13 dwoc Ifip dat trén mot vi mach,
duoc phi s&n co chit mang din xuét axit mycolic (buéc iv) hodc co chét khéng mang
dAn xuét axit mycolic (budc v) va dua dong mau doc theo chidu dai ctia cic dng ndy.
Khoang céch tir ca hai ng dén cim bién sinh hoc s& phai c¢6 cing d6 16n. Pidu quan

trong 1a phai c6 cang it cang tot cic lién két khong dic hidu voi vat liéu 1am co chit.

Mot phuong phap thay thé khic dé phoi nhiém céc phan mau da phoi nhiém
v6i lipit sterol v6i co chat duge phti dan xuét axit mycolic va co chit khéng dugc phi
dAn xuét axit mycolic 12 tiém dong miu tht nhét vao trong mét dng chira c6 chira co
chit mang khang nguyén c6 ngudn gde axit mycolic dugc c¢b dinh (budc iv), va tiém
dong mau thir hai vao trong mot bng chtra c6 chira co chit khong mang khang nguyén
¢6 ngudn gdc axit mycolic dugc ¢d dinh (budc v) va 0 cac miu trong vong dudi 10

pht, cu thé nhur 2-8 phit, 3-7 phut, 4-6 phut hodc khoang 5 phut.

Budc vi (phuong phap thoi gian thuc)

Trong budc ndy, cac dong phan mau da phoi nhiém lipit sterol, hodc da phoi
nhi®m vé&i din xut axit mycolic trong budc iv (dong xét nghiém) hodc khong ¢ budce
v (dong dbi chung) dugce din dén céc co chat tip theo, co chét xét nghiém va co chét
d6i chiing twong g, mang din xuft axit mycolic, tét nhit 12 gidng nhu dén xuat &

budce iv.

Céc co chét xét nghiém va ddi chiing nay dugc chira trong mot cam bién sinh

hoc bao gdm khoang thir nhit (khoang xét nghiém) c¢6 chura co chét xét nghiém dé
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tiép nhan dong xét nghiém phoi nhidm véi céc din xudt axit mycolic trong bude iv)
va trong khoang thir hai (khoang d6i chimg) c6 chira co chét ddi chimg dé tiép nhan
dong dbi chimg khong phoi nhidm véi céc dan xuét axit mycolic trong bude v). Cac
co chit trong ¢4 hai khoang tdt nhét 13 dugc 1am tir cing mot vat liéu va mang cling
loai d4n xuét axit mycolic. Cam bién sinh hoc trong trudng hop nay c6 thé 1a phuong
tién bat ky c6 kha niing tao ra mot tin hiéu do dugc khi cac khéng thé tiép xuc v6i cac

dn xuat axit mycolic trén co chat xét nghiém va co chat doi ching.

Tét nhét 1a cac vat liéu ding 1am co chit xét nghiém va co chit dbi chimg ctia
bude vi) 1a co chét lam tu silic, ching han nhu co chét 1am silic dioxit. Co chit 1am
tur silic dic biét hitu ich khi sir dung cdng nghé cong hudng vong dé phét hién lién
két ctia khang thé véi céc khang nguyén axit mycolic ¢ dinh. T6t nhat 13 viéc phat
hién duogc thuc hién bﬁng cach st dung chip cam bién sinh hoc c6 str dung bd cdng
hudng vong 1am bang silic. Diéu nay cho phép phuong phap cia sang ché duoc thuc

hién v6i thiét bi rit nhod gon.

Co chét cta bude vi) cling c6 thé dugc lam tir kim loai vang. Co chét 1am tir
vang dic biét hitu ich khi quang phé cong hudng plasmon b& mit hoic quang phd
tbng trd dién hoa duge sur dung @& phat hién lién két ctia khang thé v6i cac khang

nguyén axit mycolic c¢b dinh.

Budc vii va viii (phuong phap thoi gian thuc)

Trong budc vii, sy lién két cua cac khang thé véi cac khang nguyén axit
mycolic ¢ dinh dugc phat hién. Boi vi phat hién xay ra trong thoi gian thyc, nén sy
lién két cia cac khang thé véi cdc khang nguyén axit mycolic ¢ dinh dugc phat hién
truc tiép trong sudt qua trinh xut hién lién két. Vi vy, phai hiéu ring céc budc vi va
vii khong phai 14 cac budc can thyc hién & nhiing thoi diém riéng biét. Piéu niy cling
4p dung cho budc viii, tic 14 viéc so sanh va phat hién co thé thyc hién trong khi quéa
trinh tao lién két ctia budc vii vin dang dién ra. K§ thuét phén tich twong tic khong
d4nh ddu duoc str dung dé thuc hién viéc phét hién néi chung trong thoi gian thue, vi

du nhu quang phd cong hudng plasmon bé mat hodc do nhiét d6 chuin déng quang
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phé tdng tré dién hoa, giao thoa 16p sinh hoc, lu6i quang, tinh thé quang tir, ghi lai

cong hudng am, vi can tinh thé thach anh.

Viéc phat hién lién két cta céc khang thé va ca cac vat liu khic v6i khang
nguyén axit mycolic ¢ thé duoc thuc hién trong mot thiét bi tw dong. C6 nhiéu thiét
bi tw d6ng dugc ngudi ¢ trinh d9 trung binh trong cuing linh vyc k¥ thuat biét dén va
nguoi ¢o trinh d9 trung binh ¢ thé Iya chon cac cong cu phin mém phit hop dé thuc
hién viéc so sanh & budc viii) v& mirc d6 lién két khang thé khang nguyén gifra co
chit xét nghiém va co chét dbi chimg. Bét ctt sy nhan thiy ndo ma chi ra lién két
trong co chét xét nghiém it hon so véi d6i chirng cho théy su hién dién ctia cac khéng
thé dbi v6i khang nguyén trong miu c6 ngudn gdc tir ngudi hoic dong vét nghi nhiém
lao hoat tinh. Trong trudng hop nay, cin hidu ring su it hon c6 thé dugc hidu 1a vé
chat lugng va s6 lugng, tirc 1a lién két it hon c6 thé duge hidu 1a c6 sb lugng lién két

it hon va c6 sy lién két yeu hon.

Thiét bi d& thuc hién phuong phéap thoi gian thuc

Theo mdt khia canh khéc, séang ché @& cap dén thiét bi x4ch tay thuc hién
phuong phép thoi gian thuc @& phat hién d4u hiéu bénh lao dang hoat dong, bao gbm
it nhAt mot éng chira lipit sterol duge bd tri va dugce cAu hinh @ tiép nhan dong mAu
tir ngudi hoic dong vat nghi ngd nhidm lao hoat tinh; phuong tién dé chia dong mAu
n6i trén thanh it nhit hai dong mau, dong mAu thir nhit va dong mau thir hai; phwong
tién k& trén c6 két nbi & du trén hodc ddu dudi clia 6ng chira lipit sterol; mot bng
chira khéc (6ng chira thit hai) st dung cho viée tiép nhan dong mAu thr nhét va nbi
v6i dAu dudi cua dng chira lipit sterol va chua co chét thir nhit mang khéng nguyén
¢6 ngudn gbc axit mycolic duge cb dinh; va thém mot éng chira khac (dng chita thit
ba) str dung cho viéc tiép nhan dong mAu thit hai, dugc bb tri song song véi dng chira
ké trén va ndi v6i ddu dudi cua Sng chira lipit sterol va chua co chét thr hai khong
mang khang nguyén c6 ngudn gdc axit mycolic duge ¢ dinh va cam bién sinh hoc
bao gdm khoang thir nhat d8 tiép nhan dong mAu thu nhét va két ndi véi bng chira
thir hai va chtra co chit mang khang nguyén c6 ngudn gdc axit mycolic dugce cb dinh;

va khoang thit hai d& tiép nhan dong méu thu hai va két nbi voi 6ng chira thir ba va
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chtra co chit mang khang nguyén cé ngudn goc axit mycolic dugc c¢b dinh giéng nhu

khoang thir nhét.

T6t nhat 13 thiét bi ctia sdng ché bao gom Ong dugc bo tri va cau hinh ¢6 dau
xuyén qua da va tiép nhdn mau méu tir dau xam nhap vao da va chuyén mAu méu ké

trén tir vi cua da dén 6ng chira chira lipit sterol.

Theo mdt phuwong an thuc hién khéc, thiét bi bao gém bd phéan loc dugc nbi
v6i dng thir nhat néi trén dé nhin miu mau néi trén va duoc cAu hinh 8 tich huyét

tuong ra khoi mau mau toan phan néi trén.

Theo phuong &n thyc hién vu tién khic cia sang ché, thiét bi x4ch tay c6 mét
dAu xuyén qua da ni voi éng thit nhat, éng ndy dugc bb tri va cAu hinh ¢ nhin mAu
mau tir ddu xuyén qua da va mang mau mau d6 ra khoi ving da; mot bd loc ndi voi
bng thtr nhat ké trén dé nhan mAu méu néi trén va duge ciu hinh @ tich huyét twong
ra khoi mAu méau toan phén néi trén; dng chira thir nhét dung dé tiép nhan mAu ké trén
va chira lipit sterol; phwong tién chia mAu néi trén chia mAu thanh it nhat hai dong
mAu: dong mAu thit nhét va dong mAu thtr hai; dng chira thi hai ding @€ tiép nhan
dong mau thir nhét va chira co chit mang khang nguyén c6 ngudn gbc axit mycolic
duge cb dinh; éng chira thir ba ding dé tiép nhan dong mAu thir hai va chira co chét
khéng mang khang nguyén co6 ngudn gdc axit mycolic duoc ¢b dinh; va bd cam bién
sinh hoc bao gdm khoang thir nhit ¢ tiép nhan dong mau thir nhét va két nbi voi éng
chira thtt hai va chira co chit mang khang nguyén c6 ngudn gbc axit mycolic dugc cb
dinh; va khoang thir hai @& tiép nhan dong mAu thir hai va két ndi v6i dng chira thir
ba va chira co chit mang khang nguyén c6 nguén gbc axit mycolic dugc ¢ dinh

gidng nhu khoang thit nhét.

Tét nhat 13, dong miu dwoc bom qua bing may bom, va t6t nhét 12 bom dong
chdy lién tuc, vi du nhu bom nhu dong hodc bom mang. Bom dugc b tri & phia duéi
clia cam bién sinh hoc d c6 thd hut mAu qua thiét bj va dé tranh nhi€ém mau trude khi

phan tich.

Céc phuong tién xuyén qua da c6 thé 1 phuong tién thich hop bat ky dé 13y
mAu méu tir ngudi hodc dong vét, chéng han nhu bom kim tiém hodc céc loai tuong tur.
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Ong thir nhét c6 kich thuéc phi hop véi myc dich ciia thiét bi, tirc 1a né can

phai phu hgp vdi cac phuong tién xuyén qua da va bng chira thir nht.

Céc bd phéan cua thiét bi, tic 13 cac 6ng chira, phuong tién dé pha lodng, bd
loc va bd cam bién sinh hoc c6 thé dugce két néi v6i nhau bing cac dng ndi thich hop.
Ngoai ra, cac by phén cla thiét bi c6 thé duoc thiét ké sao cho ching c6 thé duogc két
ndi truc tiép v4inhau. Vit liéu lam 6ng duoc str dung theo sang ché c6 thé 1a vat lidu
phu hop bét ky duogc biét dén béi ngudi c6 trinh do trung binh trong linh vue xét
nghiém mAu mé4u. V4t liéu phithop c6 tinh tro véi cac thanh phin ctia mau hozc huyét
tuong hogc huyét thanh bao gbm polytetrafloetylen (vi du Teflon®), polypropylen,
polyeteketon (PEEK) va polyetylen.

Céc b6 phan khéc c6 thé két ndi vai cac bd phan ctia thiét bi. Nhimg b phéan

ndy cé thé dugc ndi bang cac ong két ndi hodc gan tryc ti€p vdi nhau.

Thiét bi ctia séng ché ciing c6 thé bao gdm phuong tién dé pha losng méau hozic
huyét tuong. Cac phuong tién nay c6 thé dugc lp dat & trude dng chira c6 chia lipit
sterol, trude bd loc, gitta bd phén loc va éng chira ¢6 chira lipit sterol, gitta 6ng chira
lipit sterol va dng chira khéc (6ng chira thit hai va thi ba) hodc giita 6ng chira thir hai
/6ng chira thit ba va cac khoang twong mg clia by cam bién sinh hoc. Tét nhét 13 c4c
phuong tién pha lodng mAu duge dit nbi gilta 6ng chira thit hai va bd cam bién sinh
hoc va giita bng chira thit ba va bd cam bién sinh hoc. Vi du mot éng chira thé tich
10 ml c6 thé duoc dit & dau ra cta 6ng chira th hai va 6ng chira thir ba. M6t dém
thich hop c6 thé c6 sin trong dng chira hodc duge thém vao bng chira dé tao ra do
pha lodng mong mudn. Theo cach nay, thé tich ctia mu dugc gift cang thip cang tdt
trong hu hét cac budc clia sang ché, didu nay c6 loi cho téc d6 xét nghiém cuia quy

trinh va d6 nho gon chia thiét bi dugc st dung.

Cac dng chira c6 thé 14 lo, dng din dang mang hodc 6ng dan tron, cu thé nhu
bng mang xoén 8¢ hodc bng xofn ¢c. Mot ng mang xo04n hodc 6ng xo0én 13 tot nhat
vi cAu tric nhu vay can it khong gian trong khi van duy tri mot con dudng dong chay
dai. Mot 6ng méng xo04n hoic éng x04n ¢6 thé dugc la"lp dit dé dang trén mot vi mach.

Diéu nay déng gép vao do nho gon clia thiét bj theo sang ché.
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Bo6 loc c6 thé bao g@)m ludi loc. Tét nhat 14 bo loc duoc lép dit trén mot vi

mach b0 loc dé c6 duoc bd loc nhé gon.

Vit liéu dung lam céc 6ng chira t6t nhét 1 cing mdt loai vat liéu phu hop, ¢6

thé 1 thiry tinh bk-7, polytetrafloetylen, polypropylen, polyete keton hodc polyetylen.

Co chit duge dung bén trong dng chira phai 1a vét ligu tro dé khong lién két
dic hiu véi cac phan tir cia miu, vi du thuy tinh bk-7, polytetrafloetylen,

polypropylen, polyete keton hodc polyetylen.

Thiét bi bao gdm madt dng chira chira co chit mang khéng nguyén c6 nguén
gdc axit mycolic duge c¢b dinh (6ng chtra thir hai) va mot bng chura chtra co chét
khong mang khang nguyén c6 ngudn gbc axit mycolic dugc c¢b dinh. Dé thay thé cho
khéng nguyén c6 ngudn gbc axit mycolic duge ¢b dinh, cac 6ng chira phia sau c6 thé

pht hodc khéng phu chét tro, mi&n 12 khong c6 lién két dic hiéu ndo xay ra.

Tét nhét 1a cac vat liéu ding 1am co chit xét nghiém va co chét dbi chiing chira
trong khoang cam bién sinh hoc 14 co chit lam tir silic, chéng han nhu co chit [am tur
silic dioxit. Co chét 1am tir silic dic biét hitu ich khi sir dung cong nghé cong hudng

vong @& phét hién lién két ctia khéng thé véi cac khang nguyén axit mycolic ¢ dinh.

B6 cam bién sinh hoc bao gdm mét khoang thu nhét va khoang thir hai. Can
hiéu ring hai khoang khong cin phai gén ciing v6i nhau. Cu thé 13, bd cam bién sinh
hoc c6 thé bao gdm hai bd phan cam bién riéng biét, m8i bd cam bién c6 khoang chira
co cht mang khang nguyén c6 ngudn gdc axit mycolic dugc ¢ dinh. Mot bo cam
bién duge néi voi dng chira c6 chira co chit mang khéng nguyén c6 ngudn gdc axit
mycolic dugc c¢b dinh théng qua 5ng nbi, mot by cam bién khac duge nbi véi bng
chira c6 chura co chit khéng mang khang nguyén c6 ngudn gde axit mycolic duge cb

dinh théng qua dng nbi.

Tét nhét 13, bd cam bién sinh hoc bao gdm mdt bd cong hudng vong 1am bing

silic. Diéu nay cho phép thiét bi cia sang ché c6 kich thude nho gon.
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Theo khia canh ndy, sang ché ciing dé cap dén bo cam bién sinh hoc bao gdm
it nhit hai khoang chira co chét lam tir silic mang khang nguyén c6 ngudn gdc axit

mycolic dugc cb dinh va mét bd cong hudng vong lam bang siic.

Co chét trong cac khoang clia cam bién sinh hoc ciing c6 thé duge 1am tir kim
loai vang. Co chit 1am tlr vang dgc biét hitu ich khi quang phd cong huéng plasmon
bé mit hoic quang phé téng tré dién hoa duoc st dung dé phét hién lién két cua

khéng thé v6i cdc khdng nguyén axit mycolic cb dinh.

Thiét bi cta sang ché c6 thé duoc két ndi véi phuong tién phan tich ty dong
thich hop bt k¥, cu thé nhw méy tinh ¢6 céc chuong trinh phin mém thich hop dé
thuc hién viéc so sanh d6 lién két giita cac khang thé axit mycolic véi cc khing

nguyén dugc ¢ dinh trong khoang ctia b cam bién sinh hoc.
Phuong an thuc hién mAu thiét bi ciia sang ché dugc minh hoa trong Fig.1.

Fig.1 minh hoa miii xuyén qua da 1 dugc ndi v6i bng dan thir nhit 2, dng nay
duge bd tri va cAu hinh dé nhin mau tir kim 1 va dua luong mau di ra khéi ving da.
Ong dan 2 duoc ndi v6i bd phan loc 3. BO phan loc ¢6 vai tro tach huyét tuong ra
khéi mAu mau toan phan. Bo phan loc 3 dugce nbi qua 6ng din 13 dén éng chura thir
nhét 4 c6 dang dng xo4n bc, trong d6 mit trong bng chira 4 dugc phu lipit sterol. Ong
xo0én bc¢ 4 dugc nbi qua 6ng din 14 dén phuong tién c6 dang van thu dong phan nhanh
5 d chia huyét tuong. Mot nhanh ctia diém phén nhanh duoc néi qua éng dén 16 dén
b6ng chira thir hai 6 chira co chét mang khéng nguyén c6 ngudn gde axit mycolic duge
¢b dinh d8 tiép nhan dong mAu huyét twong thir nhét. Nhanh con lai ctia diém phén
nhénh dugc ndi qua éng din 15 dén éng chira thir ba 7 chira co chit khong mang
khang nguyén c6 ngudn gde axit mycolic duge cb dinh dé tiép nhan dong miu huyét
tuong thir hai. Cac dng chita 6 va 7 theo phuong 4n thuc hién c6 dang bng xo4n 6¢
va bén trong thanh éng duge phu khang nguyén c6 ngudn gdc axit mycolic (6ng chira
6) hodc khong dugc phu khang nguyén c6 ngudn gde axit mycolic (6ng chtra 7). Céc
bng chira 6 va 7 duge két ndi thong qua cac dng din twong tmg 17 va 18 dén cac bng
chira pha lodng 11 va 12 twong ung. Cac dng chira pha loang c6 thé chua sén dém

pha loang thich hop, cac bng pha losing 11 va 12 bao gbm cac miéng nap 21, 22 tuong
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g dé bd sung d&ém pha lodng. Cac 6ng chira pha loding 11 va 12 duoc nbi qua cac
6ng din 19 va 20 tuong Umg dén khoang xét nghiém 9 ctia by cam bién sinh hoc 8 va
dén khoang dbi chimg 10 cuia cam bién sinh hoc 8 twong tmg. Cac khoang xét nghiém
va d6i ching 9 va 10 déu chtra cling mdt loai co chit mang khéng nguyén c6 ngudn

gbc axit mycolic duge cb dinh.

B6 dung cu (kit)

Theo mdt khia canh khéc, sang ché dé cap dén b kit duoc sit dung dé chin
doén bénh lao str dung phuong phép phat hién thoi gian thuc, bao gdm mot hoic
nhiéu phuong tién xuyén qua da; mdt hodc nhiéu 6ng ndi; mot hodc nhidu éng chira
dugc phu lipit sterol va chit bit ky bao gdébm photphatidyl cholin, pectin,
amphotherixin B hogc B-xyclodextrin; mot hodc nhiéu 6ng chtra chira co chét mang
khang nguyén c6 ngudn gbc axit mycolic dugc ¢b dinh; mot hoic nhiéu dng chira
chira co chit khong mang khang nguyén c6 ngudn gdc axit mycolic duge ¢b dinh; va
mot hodc nhiu bd cam bién sinh hoc c6 it nhat hai khoang chira co chit mang khéang
nguyén c6 ngudn gbc axit mycolic dugc ¢b dinh; va phuong tién bat ky dé pha lodng

mau hodc huyét tuong va/hodc bd loc.

B4 kit ciing ¢6 thé bao gdm céc cong cu d& 1ap rap céc thanh phén, ching han

nhu vit, kep, keo, bang, tua vit vv

B kit ciing c6 thé chira cac phuong tién dé pha loing méu hodc huyét tuong
trong su6t qua trinh phéan tich mau. Cu thé 1a dng chira (vi du ¢6 thé tich 10ml) dugc
d3t tai dAu ra cua éng chtra thi hai va thir ba. M6t dém thich hop cé thé c6 sin trong

ong chtra hoic dugc thém vao Ong chira de tao ra ¢ pha lodng mong mudn.

Céc thanh phin ctia bo kit cho phép ngudi thyc hién xét nghiém chén doan bénh
lao 1p rap thiét bi ctia sang ché tai chd, ttc 1a tai diém mong mubn. Do d6 can hiéu
ring cac thanh phén cua bo kit ¢ cling dic tinh va céc tinh chit vu viét nhu d3 giai
thich & trén d6i v6i thiét bi ctia sang ché. Thibt bi ciia sang ché d& dang dugc 1ép rap tir
cac thanh phin ctia bd kit theo sang ché, tirc 12 khong yéu cau k¥ thuat chuyén mén.

Bo kit ¢6 thé duoc cung cép mot cach tién 1gi v&i cac hudng din lép rap va su dung.
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Phuong phép diém cudi

Sang ché d& c4p dén mot khia canh khac ctia phuong phéap phat hién cac khang
thé khang din xuét axit mycolic, cu thé 14 cdc khéng thé khang yéu t§ thimg hogc cac

khéng thé axit mycolic (MA) trong mau bing viéc sir dung xét nghiém diém cubi.
Phuong phap nay bao gém cac budce sau:

i) chuén bi miu tir ngudi hoic dong vat bi nghi ngo méc bénh lao dang hoat

dong;
ii) cho mAu tiép xuc véi lipit sterol;

iii) thu it nhAt hai phin cta mAu hoic trudc khi hoic sau khi phoi nhiém miu

do véi lipit sterol;

iv) phoi nhiém phin mAu thir nhit thu duge véi co chit mang khang nguyén

¢6 nguodn goc axit mycolic dugc co dinh;

v) phoi nhi®m phin mAu thir hai thu dwgc véi co chat khong mang khang

nguyén c¢6 ngudn gbc axit mycolic dugc co dinh;

vi) phoi nhidm it nhit mét phdn mAu d& duogc phoi nhiém trong budc iv) véi
co chit xét nghiém mang khang nguyén c6 ngudn gbc axit mycolic duge cb dinh va
phoi nhiém it nhét mot phin mAu da dugc phoi nhidm trong budce v) véi co chat dbi

chirg mang khang nguyén c6 ngudn gbc axit mycolic dugc cb dinh;

vii) phét hién lién két ctia khang thé véi khéng nguyén & budc vi) trong xét

nghiém di€m cuodi; va

viii) so sénh muc do lién két khang thé khang nguyén gifta xét nghiém va d6i
chimg. Lién két khang nguyén khang thé trong xét nghiém it hon so v6i dbi ching
cho th4y su hién dién ctia cac khéng thé d6i v6i khang nguyén axit mycolic trong mau
¢6 ngudn gdc tlr ngudi hodc dong vat nghi nhiém lao hoat tinh. Phuong phap nay sé&

dugc gi6i thiéu trong sudt séng ché nhu 12 “phuong phéap diém cubi”.
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Céc budc phat hién vi-viii) khong nhét thiét phai tién hanh tryc tiép ngay sau
cac budc tién xtt Iy i) -v). Cu thé 1a cac phan miu thu dugc sau budc v) c6 thé duoc
lwu trit cho dén khi duoc str dung tiép hodc dé chuyén t6i co chit xét nghiém. Béng
cach nay nguoi st dung c6 su linh hoat cao trong viéc 1ap ké hoach xét nghiém ctia
minh. Cu th, thuc t& cac budc phét hién vi-viii) khong nhat thiét phai tién hanh tryc
tiép ngay sau céc bude tién xtr ly 1) -v) cho phép viéc xtt ly céc mAu trude tién hanh,
dé chang c6 thé dugc xét nghiém tAt ca cing mot ltc voi vat liéu co chét, tir d6 cai
thién d0 tin ciy va su tai san xuit. Piéu nay cling giap cho viéc xét nghiém mau tir

nhidu bénh nhan dugc tién hanh trong ciing diéu kién.

Vi vay, sang ché cling dé cap dén phuong phap tién xtr Iy mu tir ngudi hodc
dong vat nghi ngo nhidm lao hoat tinh cho viéc phat hién bénh:

i) chudn bi miu tir ngudi hodc dong vat bi nghi ngd méc bénh lao dang hoat
dong;

ii) cho mAu phoi nhiém véi lipit sterol;

iii) thu dwoc it nhét hai phén ctia mAu néi trén hodc trude khi hodc sau khi phoi

nhim mau d6 véi lipit sterol;

iv) phoi nhiém phin mAu thi nhét thu dugc v6i co chit mang khang nguyén

c6 ngudn goc axit mycolic dugc co dinh;

v) phoi nhiém phin mAu thir hai thu duge véi co chit khong mang khang

nguyén c6 nguon goc axit mycolic dugc co dinh;

trong d6, sau khi phoi nhiém & cac budc iv) va v), it nhit mot phan cia céc
phén mau duge luu trit d8 sir dung tiép. Phuong phép ndy s& duoc gi6i thiéu trong
subt sang ché duéi dang “phuong phap tién xr Iy”.

Ngoai ra phuong phép diém cubi ctia sang ché cho phép cac mau, t6t nhat 13
cac mAu mau dugc phan tich mot cach dang tin cy va nhanh chéng. Sau budc i)-v)
@i so bd mAu véi lipit sterol, tién hanh dwa mot phin méu dén G so bd véi khang

nguyén c6 ngudn géc axit mycolic dé 14y mAu xét nghiém va mot phan khéc ctia mAu
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dén 1 so bd tuong tu nhung khong c6 khang nguyén c6 ngudn gbc axit mycolic dé
14y mAu dbi chtng, tao mAu phi hop dé thuc hién truc tiép trong budc phat hién dé
din dén su lién két cac khang nguyén axit mycolic trong mAu di duge xtt ly trude voi
co chit cam bién sinh hoc mang axit mycolic. Vi vdy, co chit khong doi hoi phai o
so bd hodc tién xir Iy v6i mAu pha lodng. Theo d6, mot sb su pha loging va céc budc
chuyén miu nhu trong cac phuong phép khac & cung linh vuc 12 khong bét budc véi

phuong phap cla sang ché.

Hon nita phuong phap diém cudi cho phép x4c dinh xem mdt c4 nhan c6 bi
nhidm lao hoat tinh (vi du lao phdi hoic lao ngoai phdi) mét cach nhanh chéng va
d4ang tin cdy va cho phép phat hién bénh lao trong vong 15 dén 25 phit. Pidu ndy dic
biét 1a do cac budc tién xir ly i) -v) clia phwong phép diém cubi va phuong phép tién
xir ly. Hon nita, phuong phap diém cudi c6 thé dugc thuc hién bén ngoai moi trudng
y té chuyén nghiép. Dic biét, phuong phdp ndy cung c4p phuong phép xét nghiém
nhanh tai chd d& xac dinh xem mot c4 nhén c6 bi nhiém lao hoat tinh khong tirc 1a xét
nghiém tai hodc g?m khu vuc chim séc bénh nhin. Céac xét nghi€ém cia sang ché cung

cép cac xét nghiém y té don gian c6 thé dugc thuc hién & tai giwdng bénh.

Hon nita, do céc budc chudn bi trude i) - v) d& 14y mAu tir mot déi tuong 1a da du

nén mAu dé c6 thé duge st dung truc tiép dé phat hién bénh ma khong can xir 1y thém.

Nguyén ly ctia phuong phip nay cta sang ché s& dwoc md ta chi tiét hon bing
viéc tham khao céc bude thuc hién phuong phap diém cubi va phuong phép xir ly

mAu so bd dudi day.

Budc i (phuong phap diém cudi / phuong phép tién xtr 1)

Phuong phép phat hién diém cubi ctia sang ché dua trén xét nghiém chén doan
c4c mau, cu thé 13 cAc mAu méu cta ngudi hodc dong vat nghi ngd nhiém lao hoat
tinh. Muc dich trong budce i) 1a chuén bi dugc mAu tir ngudi hodc dong vat nghi ngo
nhidm lao hoat tinh. MAu tét nhat 1a mAu méu toan phan. MAu c6 thé thu dugc béng
phuong tién thong thuong bit ky dé 14y méu tir déi twong. MAu duge sir dung trong
phuong phép cla sang ché c6 thé @3 duoc thu thap & giai doan trude do, duge luu trit
trong diéu kién thich hop cho dén khi st dung va duoc cung cép tai mot thoi diém
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thich hop. Ngoai ra, mt mau c6 thé duoc str dung trong phuong phéap phat hién cta
séng ché tai chd, tirc 12 xét nghiém nhanh tai chd. Mot phurong 4n khac 1a miu duoc
xtt Iy ngay tai chd theo céc budc i) -v) néu trén, va cc mau dugc tién xir Iy duge luu
gift cho dén khi str dung tiép hodc chuyén dén noi khéc dé thuc hién viée phat hién

bénh.

Trong trudng hop mAu 12 mAu méu toan phan, mau ¢6 thé tiy thude vao cach
phét hién lién két khang thé véi khang nguyén d& dugc loc hoic tach huyét twong
hodc huyét thanh truéc budc ii). Trong trudng hop viée phat hién dugc thyuc hién
bing cic phuong tién phét hién céc chét khac nhau, tt nhit 1 thyc hién budc loc dé
loc céc thanh phan khdi lugng cao nhu té bao mau. Trong trudng hop phat hién lién
két bang huynh quang c6 thé khong tién hanh loc mAu. Didu nay thdm chi con rat

ngén thoi gian can thiét d& chin doan va phong tri.

M3u t6t nhat 12 mAu c6 ngudn gée tir méu. MAu c6 thé 1a mAu mau toan phin,
mau huyét twong hoic méu huyét thanh. Huyét thanh 12 huyét twong khéng c6 céc
yéu t& déng méu va duoc wu tién sir dung trong xét nghiém hon so v6i huyét tuong.
Tir “huyét twong” theo sang ché do d6 c6 thé ding dé chi huyét thanh (méu). Viée
lva chon st dung huyét tuong hodc huyét thanh phu thudc vao viéc thiét bi cta sang
ché ¢6 duge thiét ké dé tach méau toan phan thanh huyét trong hozc huyét thanh hay
khong. Huyét thanh dugc wu tién sir dung hon boi vi né chira it tap chét hon so véi
huyét tuong, nhitng tap chét nay c6 thé din dén cac tuong tac dic biét hodc hoat dong
sinh hoc khong mong mudn. Ngoai ra huyét thanh c6 thé ¢ d6 nhot thap hon huyét
twong. Vi vy viéc sir dung huyét thanh c6 thé tranh dugc cong doan pha loang mau,

tir d6 tiét kiém duoc thoi gian va vat lidu.

Trong mAiu méu toan phén chira khoang 55% huyét tuong/huyét thanh. Néu
mAu m4u toan phin khong dugc loc hoan toan hodc néu tinh trang thé chit ctia bénh
nhan doi héi viéc khong loc hoan toan, c6 thé cin pha lodng miu mau toan phén hoic
huyét twong hozc huyét thanh. Vi vay, cc tir plasma hogc huyét thanh trong séng ché
¢6 thé chi huyét tvong hoic huyét thanh da dugc pha loang.
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Viéc pha logng mau hodc huyét tuong co thé duoc thuc hién theo cac phuong
phép cua sang ché. Nén pha logng miu 10-250 1an, cu thé 1 khi xét nghiém diém
cubi duoc thuc hién 13 k§ thuat loc mién dich vang, cu thé nhu k¥ thuét loc d4nh diu
min dich vang. Tuy thudc vao do nhét ciia mau, budc pha loing nhu vy c6 thé tién
hanh truéce khi tich huyét twong khoi mau hodc sau bude tich huyét tuong hodc thay
thé cho budc tach huyét twong. Cu thé, budc pha loing c6 thé thuc hién sau budce

tach, nhung trude budce iv) hodc v) hodc sau budc v)/vi) va truée budc vii).

Pha lo2ng c6 thé dugc thuc hién voi chit pha loadng phu hop bét ky, vi du nhu
dung dich dém phosphat (PBS). Dung dich dém c6 th8 13 dém PBS/AE bao gdm
NaCl, KCl, KH2PO4, Na;HPO4 va EDTA trong nudc ¢ pH sinh ly. Dung dich dém
c6 thé 12 dém PBS gdm 8,0 g NaCl, 0,2 g KC1, 0,2 g KH2PO4 va 1,05 g Na;HPO4 hoa
tan trong mot lit nudce cét hai 14n, nudc khir ion ¢6 chita 1 mM EDTA va 0,025%

(m/V) natri azit va dugc didu chinh dén pH 7,4.

MAu mau toan phn hoic huyét tuong hoic huyét thanh c6 thé duogc pha losng

thém véi cdc chit chéng d6ng mau, nhu EDTA, heparin hodc xitrat.

Dung dich rira bt ky ¢6 thé dugc thém vao trong méauw/huyét twrong/huyét thanh
v&indng d6 thip dé tranh cac thanh phan dinh vao céc thanh 5ng hoic thanh ng chira.

Budc ii (phuwong phap diém cudi / phuong phéap tién xit 1)

Trong budc ii, mau duge phoi nhiém, tic 1a tiép xuc véi lipit sterol.

Mic du tic gia sang ché khong mubn bi rang budc bsi bét ky 1y thuyét nao
nhung can thira nhan ring lipit sterol loai bd céc khang thé khang cholesterol tir mau,
néu khong cac khang thé niy s& phan tmg chéo véi cac khang nguyén axit mycolic

trén co chit cam bién va din dén chan doan duong tinh gia bénh lao.

Thoi gian phoi nhim ctia mAu véi lipit sterol t6t hon 1a duéi 10 phit, cy thé
nhu 2-8 phut, 3-7 phut, 4-6 phut hodc khoang 5 phut. Thoi gian phoi nhiém tiy thudc

vao cach mau dugc ti€p xtic véi lipit sterol.
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M6t cach thirc mAu muc d& phoi nhidm mAu véi lipit sterol 12 d4n mAu vao
mdt éng xoén dc dai dwgc phu trude bing mot lipit sterol, t&t nhét 13 cholesterol v
dua mAu doc theo chidu dai cia éng. O cudi dng, mau di duge phoi nhiém lipit sterol
c6 thé chay qua thiét bi dang diém phan nhénh bing van thu dong dé phan dong miu
dén co chét tiép theo mang khédng nguyén dugc c¢b dinh c6 ngudn gdc axit mycolic &
budc v) va co chit khong mang khdng nguyén duoc ¢ dinh c6 ngudn gbc axit
mycolic ¢ budc vi), tirc 1a mot bng chua c6 chira co chit mang khang nguyén duoc
¢b dinh c6 ngudn gbc axit mycolic, va mot bng chira chira co chat khong mang khéng

nguyén dugc co dinh c6 ngudn goc axit mycolic.

Mot phuong phap thay thé khac ¢ phoi nhi€m mAu véi lipit sterol 12 tiém mau

vao mot dng chira cholesterol, sau d6 U trong vong dudi 10 phit.

Mot phuong phap thay thé khéc dé phoi nhiém mau véi lipit sterol 1a chira lipit
sterol trong cac khoang cua cdt. Trong khoang do, t6t nht 1a lipit sterol dugc pht

trén thanh khoang.

MAu mau toan phin/huyét twong/huyét thanh c6 chtra hang tram loai phan tir
khac nhau c6 tinh chét wa nude va ky nude. Do d6 vat liéu dugce st dung lam co chét
phai tro véi céc lién két khong diic hidu ciia cac phén tit trong mau. Trong trudng hop

séng ché, co chét dugc hiéu 1a vat lidu h trg.

Budc iv va v (phuong phap diém cudi / phuong phap tién xtt 1y)

Trong bude tiép theo, mot phan mAu da phoi nhiém véi lipit sterol dugc phoi
nhidm véi co chit mang khang nguyén dugc cb dinh c6 ngudn gbc axit mycolic (budc
iv) va mot phin khéc cia mAu d dugc phoi nhiém véi lipit sterol dugc phoi nhiém véi

co chit khong mang khéng nguyén dugc ¢b dinh c6 ngudn gdc axit mycolic (budc v).

Pé c6 duoc it nhat hai phin mAu, tai mot thoi diém nhét dinh trong qua trinh
dong mau/huyét trong phai dugc phan chia (budc iii). Pé thuén tién va t6i wu héa do
tin c4y ctia phuong phap, dong mAu nén duge phan chia sau khi mau d4 dwoc phoi
nhi®m véi lipit sterol, tirc 12 mAu d& dwoc phoi nhiém véi lipit sterol dugc chia thanh

it nhét 1a hai phin @ chun bi mot dong xét nghiém va mot dong dbi chtmg. Tt nhat
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12 mAu duge chia thanh hai phan bang nhau hogc twong duong nhau dé cho phép so
sénh don gian ca hai phin miu ma khong can tinh toan hiéu chinh. Viéc chia dong
mAu c6 thé duoc thuc hién bing phuong tién bét ky dé chia dong miu, cu thé nhu

diém phan nhanh bang van thu dong.

Ngoai ra, dong miu (méu dugc loc thanh huyét twong hodc huyét thanh) dugce
chia thanh it nhét hai phin m&u sau budc loc va truéc khi phoi nhiém véi lipit sterol.
Ngoai ra, dong mau ciing dugc phén chia trude khi loc, tuy nhién, diéu nay it dugc

wu tién hon vi trong trudng hgp nay yéu cau can ¢ c6 hai bd loc.

Trong trudng hop cac cdt duge sir dung, dong mau trong trudng hop nay dugc
chia ra trude khi tiép xuc véi lipit sterol trong budc ii), d8 cac budc ii) va iv) c6 thé

dién ra trong cling mot cdt va bude ii) va v) c6 thé dién ra trong cot khéc.

Loai co chat mang khang nguyén dugc ¢ dinh c6 ngudn goc axit mycolic va
loai co chat khong mang khang nguyén dugc co dinh cé nguon goc axit mycolic &

céc bude iv) va v) t6t nhit 1a cling loai vat liéu.

Ngoai ra, vi lipit sterol, (cu thé 1a cholesterol) va cac din xuat axit mycolic
du ky nudc nén cic co chit ding @& phoi nhiém trong cac budc iv) va v) s& duge
lam béng vét liéu giéng nhu co chit dugc sir dung trong bude ii). Pidu nay duge hiéu
réng vat liéu ding 1am co chét thich hop 1a vat liéu tro v6i cic phan tir lién két khong

dac hiéu ciia mau.

Thoi gian phoi nhidm ctia mAu véi lipit sterol t6t hon 14 dudi 10 phut, cu thé

nhu 2-8 phut, 3-7 phut, 4-6 phut hodc khodng 5 phut.

Mot céch thitc mAu muc ¢ phoi nhiém miu véi co chét cta budce iv) va v) 1a
din mAu vao mdt 6ng xodn Oc dai, tot nhat 1a duoc lap dat trén mot vi mach, duoc
phu s&n hodc co chit mang dan xuét axit mycolic (budc iv) hogc co chat khong mang

dAn xuét axit mycolic (budc v) va dua dong mau doc theo chiéu dai ciia céc ong nay.

Mot phuong phép thay thé khac d& phoi nhiém c4c phin mau da phoi nhiém
v6i lipit sterol v6i co chét duge phu dan xudt axit mycolic va co chit khéng duge phit
d4n xuit axit mycolic 1a tiém dong mAu thir nhét vio trong mot éng chira ¢6 chira co
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chit mang khang nguyén c6 ngudn gdc axit mycolic dugc ¢ dinh (bude iv), va tiém
dong mau thir hai vao trong mgt 6ng chira c6 chira co chat khong mang khang nguyén
¢6 ngudn gde axit mycolic duge c6 dinh (bude v) va U cac mAu trong vong dudi 10

phiit, cu thé nhu 2-8 phit, 3-7 phut, 4-6 phut hodc khoang 5 phut.

Mot cach khac 1a cac budc iv) va v) dién ra trong cling mdt cot. Dong mau
trong trudng hop nay dugc chia ra trude khi tiép xuc v6i lipit sterol trong budc i), dé
cac budc ii) va iv) c6 thé didn ra trong ciing mét cot va bude ii) va v) c6 the diénra

trong mot cot khac.

Mic du véi ly do vékha ning 13p lai va do tin cdy ctia phuong phap phét hién,
t6t nhat 1a trong budce v), mot phan khéc ctia mAu da phoi nhiém véi lipit sterol duoc
phoi nhiém véi co chit khéng mang khéng nguyén c6 ngudn gdc axit mycolic dugc
c¢b dinh, cing c6 thé budc phoi nhiém phin miu néi trén véi co chét khong mang
khéng nguyén c6 ngudn gdc axit mycolic dugce c¢b dinh va phin mAu nay duogc lwu trit
cho dén khi str dung tiép, cu thé nhu trong buée vi). Viéc nay c6 thé dugc thuc hién

trong cung mot ct hodc bng chira, trong d6 da tién hanh 1 véi lipit sterol.
Do d6, sang ché ciing dé cip dén phuong phép bao gdm cac budc sau:

i) chuén bi miu tir ngudi hodc dong vat bi nghi ngd méc bénh lao dang hoat

dong;
ii) cho mu tiép xuc véi lipit sterol;

iii) thu duoc it nhat hai phﬁn clia mAu noéi trén hoic trudce khi hodc sau khi phoi

nhiém mAu d6 véi lipit sterol;

iv) phoi nhiém phin mAu thtt nhét thu dwoc v6i co chit mang khang nguyén

¢6 ngudn gdc axit mycolic duge cb dinh;
v) giit lai it nh4t mot phan ctia phin mau tht hai cho dén budc vi);

vi) phoi nhiém it nht mot phdn mAu d& duge phoi nhiém trong budc iv) v6i

co chit xét nghiém mang khdng nguyén c6 ngudn gbc axit mycolic duge ¢b dinh va
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phoi nhidm it nhét mét phan mAu da dugc luu trit trong bude v) véi co chét ddi chimg

mang khéng nguyén c6 ngudn goc axit mycolic dugc co dinh;

vii) phat hién lién két cua khang thé véi khdng nguyén & budc vi) trong xét

nghiém di€ém cudi; va

viii) so sanh muc d6 lién két khang thé khang nguyén gifta xét nghiém va dbi
chimg. Lién két khang nguyén khang thé trong xét nghiém it hon so véi dbi chimg
cho thdy su hién dién ctia cdc khéang thé déi v6i khang nguyén axit mycolic trong mau

6 ngudn gbc tir ngudi hodc dong vat nghi nhiém lao hoat tinh.

Trén co s& d6, sang ché ciing d¢ xuat phuong phép tién xit ly mAu tir ngudi

hodc déng vat nghi ngd nhiém lao hoat tinh dé phat hién bénh:

i) chuén bi mAiu tir nguoi hodic dong vat bi nghi ngd méc bénh lao dang hoat

dong;
ii) cho mAu phoi nhiém véi lipit sterol;

iii) thu dugc it nhét hai phé‘m ctia miu néi trén hoic trude khi hodc sau khi phoi

nhiém mAu d6 véi lipit sterol;

iv) phoi nhiém phan mAu tht nhét thu duogc v6i co chit mang khang nguyén

¢6 ngudn gde axit mycolic duge c¢b dinh;
v) luu giit it nhit mot phan cla phan mAu thit hai néi trén dé tiép tuc st dung;

trong d6, sau khi phoi nhiém trong bude iv) it nhit mot phin ctia phin mau

thir nhét duoc gitt lai dé tiép tuc str dung.

Budc vi (phuong phép diém cudi)

Trong budc nay, cic dong mAu da phoi nhiém lipit sterol dugc phan chia, hogc
dugc phoi nhiém véi dan xuét axit mycolic trong budc iv (dong xét nghiém) hodc
khong dwoc phoi nhiém véi din xut axit mycolic trong budc v (dong d6i chimg)

duoc dua dén cac co chit tiép theo, co chit xét nghiém va co chét dbi chimg tuong
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g, mang c4c d&n xuat axit mycolic, tot nhat 13 céc dAn xuat axit mycolic giong nhu

& budc iv.

Co chét xét nghiém va co chit dbi chimg c6 thé 14 co chét bit ky c6 thé mang
khang nguyén co ngudn gbc axit mycolic duge cb dinh va tir d6 c6 thé phat hién lién

két giita cac khang thé trong mAu véi cac khang nguyén néi trén.

Theo phwong an thyc hién wu tién, viéc phat hién d4u hiéu bénh dugc thuc
hién bang k¥ thuat loc mién dich bing hat vang. Trong xét nghiém ndy, co chit xét
nghiém va déi chimg 1 mot mang c6 18 nho, t5t nhét 13 mang nitroxenluloza dugc

phu khéng nguyén c6 ngudn gdc axit mycolic duogc c¢b dinh.

Co chét xét nghiém va co chit d6i ching c6 thé 13 cac chét riéng biét. Miit
khéc, co chit xét nghiém va co chét ddi chimg c6 thé dugc nhan biét cac vi tri khac
nhau trén toan bd co chét. Cu thé nhu, trong trudng hop mang c6 18 nho, co chit xét
nghiém va co chat déi chimg c6 thé duge tao ra boi mang c6 18 nhé thir nhét (cu the
nhu nitroxenluloza) va mang c6 18 nhé thit hai (cu thé nhu nitroxenluloza). Ngoai ra,
co chit xét nghiém va co chét di ching dugce gén trén mang. Trong trudng hop do,
viing xét nghiém dién ra tuong tac khang th/khang nguyén xay ra (vi du tai chd) trén
mdt vi trf cia mang va ving dbi ching dién ra tuong tic khang thé/khang nguyén c6

thé x4y ra ¢ vi tri khic cia mang.

Budc vii va viii (phuong phép diém cudi)

Trong budc vii, su lién két cua cac khang thé v6i cac khang nguyén axit
mycolic ¢§ dinh dugc phét hién theo phuong phap di8m cubi. ft nhat mot trong cac
phén mAu d4 duge xir Iy trude d6 dugce xét nghi¢m bang phuong phép phét hién diém
cubi. C6 thé st dung toan bd phﬁn mau dé thuc hién phép thir nghiém diém cubi.
Ngoai ra, phﬁn mau duogc st dung dé phat hién lién két ctia cac khang thé véi cac
khang nguyén axit mycolic duoc cb dinh trong phwong phép diém cudi va mot phén
khac duge luu trir dé xét nghiém sau con tiy thude vao két qua ctia phan du tién cia

cac phan mau.
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Thuét ngit “xét nghiém diém cudi” duoc hidu 13 mot xét nghiém, trong d6 Kkét
qua dugc quan tdm la két qua cudi ciing sau giai doan 0 xét nghiém c¢d dinh, nguoc
lai phuong phép xét nghiém thoi gian thuc. Trong truong hop phuong phéap phét hién
dAu hiéu bénh ctia sang ché, phuong tién dung dé thuc hién va kiém tra cac miu dugc
xir Iy thu dugc sau cac bude iv) va v) cung cAp d4u hidu vé lugng khéng thé c6 trong

c4c mau duge xit 1y sau cc budc iv ) va v).

Xét nghiém phat hién diém cudi c6 thé phat hién cac thay ddi vé mau sic,
huynh quang, hip thu hoic phat quang khi két thuc xét nghiém. Trong viéc phat hién
trong céc xét nghiém diém cubi c6 thé duge thuc hién bing cac phuong phap k§ thust
phat hién nhu quang phé, kinh hién vi huynh quang, phat quang hod hoc hozc mién
dich dién héa phat quang. Didu nay c6 thé bao gdm viéc str dung céc loai méy, vi du
nhu may doc quang phd / may do mau, mdy doc mang huynh quang hodc may doc

d6 quang héa.

Céc xét nghiém diém cudi thich hop c6 thé bao gdm xét nghiém hip thy mién
dich lién két enzym (ELISA), Western blot, xét nghiém dénh dAu phéng xa, xét
nghiém quang phd hp thy, mi&n dich huynh quang, mién dich két tia, héa mé mién
dich, quang phd téng trd dién héa (EIS).v.v... Vi du xét nghiém ELISA lién quan dén
it nhat mot khéng thé dic hiéu véi mot khang nguyén cu thé. Trong trudng hop cua
sang ché, khang nguyén 12 mot khéang nguyén c6 ngudn gbc axit mycolic va khang

thé 12 mot khang thé chdng lai khang nguyén c6 ngudn gdc axit mycolic.

Tuong tic gifta khang thé va khang nguyén c6 ngudn gbc tir mycolic trong
phuong phap xét nghiém diém cudi c6 thé duoc thuc hién bing cich sir dung céc
khang thé thir cAp ma lién két chudi ning cia khang thé khang lai dan xuat axit
mycolic. Nhiéu khang thé thit cAp phi hop di duge thuong mai héa. Céc khang thé
thir cép 6 thé duoc két hop véi hat, vi du hat vang, hodc lién két véi liposom. Vi du
vé cac khang thé thir yéu c6 thé 1a protein A hodc G, c6 thé lién hop véi mot enzym

cho phép viéc phat hién lién két.

K§ thuét hay phuong phéap cu thé pht hop dé phat hién sy lién két clia cac

khéng thé v&i cac khang nguyén axit mycolic dugc c¢b dinh & budc vii) 14 xét nghiém

29

29/58



44224

loc mién dich bing hat vang (IGFA), va cu thé 1a xét nghiém loc danh déu mién dich

bing hat vang (DIGFA).

Xét nghiém loc mién dich bing hat vang 12 xét nghiém két hop k§ thuat ELISA
va c4c phuong phép loc miu xét nghiém bing mang microporous, t5t nhit 13 mang
nitroxenluloza, va dugc boc bing dau do bt gift trén mang, Péu do duoc danh ddu
bang keo vang dugc cho phép loc qua mang microporous theo céch nay. Bing cach
stt dung mang microporous nhu chit mang cho dAu do bét giit va loi dung tinh chét
mao dan va tinh thim thiu cia mang, cic khang nguyén va khang thé mang c6 thé d&
dang phan tmg va c6 thé d& dang bj rira hogc khéa lai. Khi ddu do dugc danh déu
bing hat keo vang lién két v6i diu do bt giit trén mang thi c6 thé nhin thiy bing mét

thuong chdm d6 xuét hién 1a tp hop cla cac hat vang.

Xét nghiém loc mién dich bang hat vang 1a phuong phap xét nghiém don gian
va nhanh chéng béi vi khong cén thiét bi gi ngoai trir mot mang va thudc thir, va két

qué c6 thé dugc quan sat bing mét thuong trong vong vai phit.

Trong xét nghiém loc mién dich bang hat vang, mang microporous c6 thé 1a
mang nitroxenluloza, mang xenlulozo axetat hodc mang PVDF vé&i dudng kinh 16
phtt hop. Tét nhét 14 mang nitroxenluloza duoc st dung. Pudng kinh 16 pht hop 12
0,2-5 pm.

Trong phuong phap diém cudi, cic khang thé chira trong mot mau dugce phat
hién bang cac phwong tién ctia phwong phép xét nghiém diém cubi. Trong trudng hop
xét nghiém diém cubi 12 phuong phap sir dung xét nghiém loc mién dich b%lng hat
vang, co chit dwgc dé cap trong céc bude vi) va viii) ciia phrong phéap phat hign déu
hiéu bénh cta sang ché, 12 mang microporous, tot nhat 1a mang nitroxenluloza, dugc
pht khang nguyén c6 ngudn gbc axit mycolic duge c¢b dinh. Sau khi c¢b dinh khéng
nguyén c6 ngudn gbc axit mycolic 1én mang microporous, phin mAu dugc tién xtr ly
trong budc i) dén v) c6 thé dugce gén 1én mang. Sau khi thém céc phin miu va phan
ung cta khang nguyén ¢ ngudn gdc axit mycolic duge cb dinh véi cac khang thé c6
trong c4c mau trén mang, cac khang th8 thtr cip duoc danh déu bing hat keo vang

duoc dua 1én mang dé c6 su két tu hat vang tai noi xdy ra phan ung khang thé khang
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nguyén. Trong trudong hop nay, su két tu hat vang s& tao ra cic ddm d6 hodc nau c6
thé nhin thdy bing mét thuong. Cuong d6 ving phéan Ung ty 18 thuén voi luong phan
mg giita khang nguyén va khing thé, tuc 1a lugng khang thé trong mAu tién xr ly.
Trong trudong hop co chit d6i chimg cho thiy tin hiéu cuong d6 cao hon co chat xét
nghiém thi ddy 12 ddu hiu cho biét bénh lao dang hoat dong & ngudi duoc ldy mau.
Mt khac, trong truong hop co chit di chimg cho thiy khéng c6 sy khac nhau vé tin
hiéu cuong d6 mau (hodc khac nhau khong déng k&) so v6i co chét xét nghiém thi

diéu nay chi ra ring ngudi hodc dong vt duge 14y miu khong nhiém lao hoat tinh.

Trong cac bude khac nhau ctia xét nghiém loc mién dich bé‘lng hat vang, mang
t& bao ¢6 thé duge rira véi dém thich hop, vi du nhu dém PBS. Dung dich dém c6 thé
12 dém PBS/AE bao gém NaCl, KCl, KH,PO4, Na;HPO4 va EDTA trong nuéc & pH
sinh Iy. Dung dich dém c6 thé 13 @&m PBS gbm 8,0 g NaCl, 0,2 g KCl, 0,2 g KH2PO4
va 1,05 g Na;HPO4 hoa tan trong mot lit nudc c4t hai 1in, nudc khir ion ¢6 chira 1

mM EDTA va 0,025% (m/V) natri azit va dugc diéu chinh dén pH 7,4.

Trong trudng hop st dung phuong phap DIGFA, mang microporous c6 thé
dugc phu khang nguyén ¢6 ngudn gbc axit mycolic theo phuong thitc diém don gian.
Trong xét nghiém DIGFA cac mau dd duoc xir Iy trude trong cac budce i) dén vi) duoc
dua 1én mang dudi dang céc diém. Ngoai ra cac khang thé thtr hai duogc danh diu
béng keo vang dugc thém vao dudi dang cac diém. Trong phuong 4n thuc hién nay,
co cht di chitng va co chét thir nghiém t5t nhat 1a mang c6 16 nho giéng nhau véi
cac chdm khang nguyén c6 ngudn géc axit mycolic dugc ¢ dinh trén né. Phuong
phép phét hién ctia sang ché ¢6 thé tién hanh phat hién ca phan miu déi ching va cic
phan mAu xét nghiém trén cing mt mang. Piéu nay ning cao dd tin cdy cta phép
thir va hiéu qua vé chi phi. Xét nghiém DIGFA dugc dic biét wa thich vi cac khang
nguyén khac nhau cé nguén gbc tir cac ching mycobacteria khac nhau c6 thé duoc
cb dinh tai cdc didm khac nhau trén mot s6 mang. Bing cach nay, s& c6 thé cung cp
thong tin v& ching vi khudn gay bénh cho ngudi bénh. Mdt i thé khac cta viée st
dung DIGFA la cac mau ldy tir nhitng ngudi khéc nhau nghi nhiém lao hoat tinh c6
thé duoc so sanh trong cling mot xét nghiém bgi vi DIGFA cho phép phét hién nhanh
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va dang tin cly su tuong tac khang thé khéng nguyén ma khéng gi6i han sb lwong va

chi tuy thudc vao kich thudc cua mang.

Viéc phat hién su lién két ctia cac khang thé va vat lidu khac véi khang nguyén
axit mycolic, cu thé nhu sy nhudm mau dé trong trudng hop xét nghiém DIGFA duge
stt dung 1am phuong phap phat hién ddu hiéu bénh c6 thé duoc thuc hién trong mot
thiét bi ty dong. C6 nhiéu thiét bi ty dong dugce ngudi c6 trinh d trung binh trong
cing linh vuc k¥ thuit biét dén va c6 thé Iyra chon c4c cong cu phin mém phit hop dé
thue hién viéc so sanh & budc viii) v& mirc do lién két khang thé khéng nguyén giita
co chit xét nghiém va co chit d6i chimg. B4t ctt sy nhan thAy ndo ma chi ra lién két
trong co chét xét nghiém it hon so véi dbi ching cho théy su hién dién ctia cac khang
thé d6i v6i khang nguyén trong miu c6 ngudn gde tlr ngudi hodc dong vét nghi nhiém
lao hoat tinh. Trong trudng hop nay, cin hidu ring sy it hon c6 thé duoc hidu 1a vé
chét luong va sé luong, tirc 12 lién két it hon ¢6 thé dugc hiéu 1a c6 s6 luong lién két

it hon va c6 sy lién két yéu hon.

Viéc phat hién viéc lién két cac khang thé va cac chét khac v6i khang nguyén
axit mycolic c6 thé dugc thuc hién béng k¥ thuét phat hién truc quan hodc k¥ thuat
phét hién phit hop bit ky. Theo phuong 4n thyc hién cla sang ché, viéc phét hién ddu
hiéu bénh bing phwong phap xét nghiém diém cudi dwoc thyc hién truc quan, t6t nhat
1a bing mét thuong. Diu nay c6 lgi thé 13 d& phat hién ma khong can dén cong nghé

phét hién dit tién va phuec tap.

Trong trudong hop st dung phuong phdp DIGFA, lién két khang nguyén khang
thé va/hoic céc chét khac véi khang nguyén axit mycolic c6 thé dwoc dénh gid bang

mét thuong.

Mot tin hi€u truc quan, cu thé nhu sy nhudm mau dé trong xét nghiém diém
cudi stt dung phuong phép DIGFA, ciing c6 thé dugc phét hién véi sy trg gitp cua
mot ung dung di dong, tirc 1a mdt chuong trinh may tinh duoc thiét ké dé chay trén
céc thiét bi di d6ng nhu mdy tinh bang hoic dién thoai thong minh. Cy thé, ung dung

nay dugc thiét ké dé so sanh tin hi¢u lién két ctia co chat xét nghiém va co chét d6i
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chtmg va cho biét liéu nguoi hodc dong vat duoc lay mau xét nghiém d6 c6 nhiém

lao hoat tinh hay.
Hé théng

Theo mdt khia canh khéc, sang ché d& xuit mot hé théng hodc thiét bi, tot nhat
14 hé thdng hozc thiét bi x4ach tay, dung @& thuc hién phuong phap diém cubi trong
phét hién dAu hiéu bénh lao dang hoat dong. Hé théng ¢6 thé dugc chia nho thanh 1)
hé théng hoic thiét bi tidn xir 1y dong mAu tir ngudi hogc dong vét nghi ngd nhiém
bénh lao dang hoat dong dé xtr Iy mau cho phu hop véi viéc phét hign bang phuong
phép cua sang ché; va 2) cac phuong tién phat hién d& cho phép phét hién twong tac

cta cac khdc thé c6 trong mau da tién xir ly.

Theo phuong an thuc hién, hé théng bao gdm it nhit mot éng chira ¢ chia
lipit sterol dugc bd trf va cdu hinh dé tiép nhan dong mAu tir ngudi va dong vat nghi
ngd nhidm bénh lao dang hoat dong; céc phuong tién dé chia dong mAu thanh it nhat
mot dong mAu thir nhét va mot dong mau thit hai; cdc phuong tién ndy hodc duge két
nbi hodc & phia truée hodc & phia sau cta it nhét mot 6ng chira ¢6 chira lipit sterol;
ng chira thtr hai tiép nhan dong m3u thit nhét duge két néi & phia sau v6i dng chira
c6 chira lipit sterol, va cé chira co chét thir nhit mang khang nguyén c6 ngudn gdc
axit mycolic dugc c¢d dinh; 6ng chira thi ba tiép nhéan dong mAu thit hai duge bd tri
song song v6i 6ng chira thit hai va & phia sau bng chira thir nhét c6 chira lipit sterol;
va bao gdm co chét thir hai khong mang khéng nguyén c6 ngudn gdc axit mycolic
dwoc cb dinh, va co chat phét hién tht nhét mang khing nguyén c6 ngudn gdc axit
mycolic dugc c¢b dinh dé tiép nhén it nhét mot phén ctia dong mAu thir nhét va co chét
phat hién thir hai mang khang nguyén co6 ngudn gbc axit mycolic dugce cb dinh dé tiép

nhén it nhit mot phin cta dong mAu thit hai.

Theo mdt phuong én thyc hién cu thé, hé thdng thuc hién phuong phap phat
hién d4u hiéu bénh lao dang hoat dong bao g6m it nhat mot 6ng chtra cd chura lipit
sterol duge bd tri va cdu hinh dé tiép nhan dong mAu tir ngudi va dong vat nghi ngd
nhidm bénh lao dang hoat dong; céc phuong tién dé phéan chia dong mAu thanh it nhat

mét dong miu thr nhét va mot dong mAu thir hai; cac phuong tién nay dugce két ndi
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hodc & phia trude hodc & phia sau cua it nhét mot 6ng chira ¢ chira lipit sterol n6i
trén; 6ng chira thit hai c6 chta co chét thir nhit mang khang nguyén c6 ngudn gbc
axit mycolic dugc cb dinh, dugc két ndi & phia sau éng chira thit nhét c6 chta lipit
sterol d& tiép nhan dong mAu thir nhét; éng chira thi ba dugce bd tri song song v&i dng
chira thir hai va duoc két ndi & phia sau dng chira thir nhat c6 chira lipit sterol dé tiép
nhan dong mau thit hai; bao gdm co chit thir hai khong mang khang nguyén c6 ngudn
gbc axit mycolic dugc cb dinh, va co chit phat hién th nhit mang khang nguyén cé
ngudn gdc axit mycolic duge cb dinh dé tiép nhan it nhit mot phan ctia dong mau thit
nhét tir 6ng chira thit hai, va co chat phét hién thir hai mang khéng nguyén c6 ngudn
gbc axit mycolic dugc cb dinh d8 tiép nhén it nhit mot phan ctia dong mAu tht hai tir

bng chira thir ba, trong d6 co chat phat hién thir nhat va thir hai 13 mang microporous.

Tét nhét 13, co chit phat hién thir nhit va co chit phat hién thir hai 12 mang
microporous, mang microporous t6t nhat 12 mang nitroxenluloza. Co chit phat hién
tha nhét va co chit phat hién thit hai trong trudng hgp ndy c6 cac diém riéng biét, cu
thé 1a cac diém phat hién thir nhat va th hai, trén cing mot mang. Do d6, ciing mot
phuong phép va trén cung mdt mang cd thé dugc sir dung @& phat hién tuong tac
khéng thé/khang nguyén. Diéu nay lam ting dd tin cdy cia viéc phat hién va don gian
hoa viéc so sanh su tuong tdc dugc phat hién trén co chét xét nghiém va co chét dbi

chimg. Hon nita, diéu nay cho phép nhidu mAu c6 thé dugc xét nghiém ddng thoi.

Cac co chit phat hién khong c6 méi lién két vat Iy v6i céc thanh phan khac
cua hé théng. Cu thé 13, cac mAu thu dugc sau khi di qua cac dng chira thir hai va thir
ba ¢6 thé duoc luu trit lai cho dén khi tiép tuc duoc st dung hodc dé chuyén dén co
chét phathién. Béng cach nay, ngudi thye hién cé sy linh hoat trong viéc 1ap ké hoach
xét nghiém. Cu thé, diéu nay cho phép tidn xtr Iy mAu tir mot s6 ddi twong duge thu
thap, rdi tht ca cac mau duoc xét nghiém mot 14n trén mot vat lidu co chét. Piéu nay
ciing cho phép d& dang xét nghiém c4c mAu tir nhiéu bénh nhan trong cing mot diéu
kién.

Do d6, theo mot khia canh khac, sang ché @& xuét hé thdng hoic thiét bi, tot
nhét 12 hé théng hodc thiét bj x4ch tay, diing dé tién xir ly dong mau tir ngudi hodc
dong vat nghi méc bénh lao dang hoat dong @& xir Iy mAu cho phu hop véi viéc phat
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hién trong phuong phép phat hién, bao gbm it nhit mot bng chira c6 chira lipit sterol
duoc bé tri va cAu hinh dé tiép nhan dong mAu tir ngudi hodc dong vat nghi ngd nhiém
bénh lao dang hoat dong; cdc phuong tién @& phan chia dong mau thanh it nhit mot
dong mAu thir nhat va mot dong méu thir hai; cac phuong tién dugce két ndi hoic &
phia truée hodc & phia sau cua it nhét mot dng chira c6 chia lipit sterol; bng chira thi
hai c¢6 chita co chét thit nhit mang khéng nguyén c6 ngudn gde axit mycolic dugc cd
dinh dugc két ndi & phia sau dng chira thir nhét c6 chira lipit sterol dé tiép nhan dong
mAu thtt nhét; éng chira thir ba duge bd tri song song v6i bng chura thir hai va duge
két ndi & phia sau éng chtra thu nhét c6 chira lipit sterol dé tiép nhan dong mAu thu
hai; va bao gdm co chat thir hai khong mang khang nguyén c6 ngudn gdc axit mycolic
dwoc cb dinh, va phuong tién dé luu trit hodc chuyén cac mAu da xir ly. Céc phuong
tién nay khong duoc két ndi vat Iy véi cac ng chira c6 chira co chét thit nhét va co
chét thtr hai twong tng va duoc dinh vi ¢ phia sau cua céc 5ng chira khi hé thong

duoc st dung dé tiép nhan cac phan miu da tién xir 1y.

Theo phuong an thuc hién, hé théng hoic thiét bi tién xtr ly dong mau tir ngudi
hoic dong vat nghi ngd nhidm bénh lao dang hoat dong dé xir Iy mau cho phu hop
v6i vide phét hién theo phuong phép clia sing ché ¢6 thé bao gdm hai cot. M&i cot
bao gdm hai ngin hogc hai bng chira. M6t ngan hogc éng chita trén chita co chit dugc
pht lipit sterol, cu thé nhu cac hat dugc phi cholesterol. Ngin dudi cia mét trong hai
cot ¢6 chita co chét thir nhat mang khang nguyén c6 ngudn gbc axit mycolic dugc cb
dinh, va ngin dudi ctia cdt con lai ¢é chira co chét khong mang khang nguyén c6

ngudn goc axit mycolic dugc co dinh.

Theo khia canh ndy, sang ché d xuét hé thng tién xtt Iy dong mAu c6 ngudn
géc tir ngudi hodc dong vat nghi ngo nhiém bénh lao dang hoat dong, hé théng bao
gdm céc phuong tién dé phéan chia dong mAu thanh it nh4t mot dong mau thir nhit va
mot dong mAu thir hai, it nhit mot cot thir nhét va mot ¢t thit hai, duoc cAu hinh dé
iép nhan dong mAu thit nhit va dong mAu tht hai tuong tmg; cot thir nhét bao gom
mdt ngin chira lipit sterol va ngén con lai chira co chit the nhit mang khéng nguyén
¢6 ngudn gbc axit mycolic duge ¢ dinh ndm & phia duéi ctia ngén chira lipit sterol;

va cot thit hai bao gdm mot ngin chira lipit sterol va ngén con lai chira co chit thir
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hai khong mang khang nguyén co6 ngudn gbc axit mycolic duge ¢ dinh ndm & phia
duéi cta ngin chira lipit sterol; va cadc phuong tién 8 1iru trir hodc chuyén cic miu
da xr 1y di qua céc cot noi trén. Cac phuong ti€n @8 luu trir hodc chuyén khong két
ni vat 1y véi cac bng chira ¢6 chira co chét thir nhat va thi hai twong tng, va duge
dat & phia sau ctia cic c6t khi hé théng dugc sit dung d8 tiép nhan cac phin mAu duoc

tién xtr Iy.

Nguyén tic ndy c6 thé duoc 4p dung cho hé thdng thuc hién phuwong phip
didm cubi dé phét hién d4u hiéu bénh lao dang hoat dong. Theo khia canh nay, sang
ché @ xuit hé thdng thuc hién phuong phap phat hién d4u hiéu bénh lao dang hoat
dong & mAu c6 ngudn gbe tir ngudi hodc dong vét nghi ngd nhiém bénh lao dang hoat
dong, hé thdng bao gdm cac phuong tién dé phan chia dong mau thanh it nhit mot
dong mAu thir nhét va mot dong mAu thir ha, it nht mot cot thtr nhat va mot cot thir
hai, dugc cAu hinh d8 tiép nh4n dong mAu thir nhit va dong mAu thit hai twong tmg;
cot thir nhét bao gdm mot ngin chira lipit sterol va ngén con lai chira co chét thi nhét
mang khang nguyén c6 ngudn gbc axit mycolic duge cb dinh nam & phia duéi ctia
ngan chira lipit sterol; va cdt thir hai bao gbém mét ngin chira lipit sterol va ngén con
lai chtta co chét tht hai khéng mang khang nguyén c6 ngudn gdc axit mycolic duge
¢ dinh nim & phia dudi clia ngén chia lipit sterol; va co chét phat hién thir nhat
mang khang nguyén c6 ngudn géc axit mycolic dugc c¢b dinh dé tiép nhan it nhat mot
phén ctia dong méu tht nhét va co chat thir hai mang khéang nguyén c6 nguén gbc

axit mycolic dugc c¢b dinh dé tiép nhan it nhét mot phﬁn ctia dong mAu thit hai.

T6t nhét 13, hé théng hodc thiét bi bao g@)m mot du xuyén qua da dugc két
ndi v6i bng din thir nhat dugce bb tri va cu hinh 8 tiép nhan dong mau tir du xuyén

qua da va dé dua dong mdu tir vi tri trén da dén 6ng chira/ngin c6 chira lipit sterol.

Theo phuong an thuc hi¢n vu tién, hé théng hodc thiét bi bao gi‘)m bd phén loc
duoe két ndi v6i éng dan thi nhét dé tiép nhan dong méu va duge cAu hinh dé tach

huyét twong tir miu mau toan phén.

Theo mdt phuong an thuc hién khac, hé théng hodc thiét bi bao gém dau xuyén

qua da duoc két néi vi éng dan thir nhit duge b6 tri va cdu hinh dé tiép nhén dong
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mau tir diu xuyén qua da va dé dwa dong méu ra khoéi vi tri trén da; mét bd phéan loc
duoc két ndi v6i bng din thi nhét dé tiép nhan dong méu va dugc cAu hinh dé tach
huyét trong tir mAu mau toan phén; éng chira thi nhét dé tiép nhan miu, ng chira
c6 chira lipit sterol; cac phuong tién d& chia mAu thanh it nht m6t dong mAu thi nhét
va mot dong mAu thit hai; éng chira thir hai dé tiép nhan dong mAu thir nhét, dng chita
thir hai ¢6 chira co chét thit nhit mang khang nguyén c6 ngudn gbc axit mycolic duge
cb dinh; 6ng chira thit ba dé tiép nhan dong mAu thir hai, dng chira thit ba c6 chita co
chét tht hai khong mang khéng nguyén c6 ngudn gbc axit mycolic duge ¢b dinh; va

c4c phuong tién dé luu trit hodc chuyén miu di xir ly.

Dong di qua hé théng hoic thiét bi t6t nhét 1a dwgc bom bing may bom, bom
t6t nhAt 12 bom lién tuc, cu thé nhu bom nhu déng hodc bom mang. Trong trudong hop

cot dwoc sir dung, dong mAu c6 thé dugc din béi luc hip dan hogc mao dan.

Phuong tién xuyén qua da c6 thé 12 phuong tién bét ky pht hop dé 14y dong

mau tir nguoi hodc ddng véat, cu thé nhu bom kim tiém ho#c dung cu tuong ty.

Ong dan tht nhét c6 kich thuée phit hop véi muc dich cta thiét bi, tc 1a né

cin phai lap vira v6i phuong tién xuyén qua da va bng chira thir nht.

Céc thanh phén cua thiét bi hogc hé théng, cy thé 12 dng chira, phuong tién dé
pha lodng va b loc co6 thé duge két néi v6i nhau bing cac dng ndi thich hgp. Ngoai
ra, c4c thanh phan cua thiét bi ¢6 thé dugc thiét ké dé ching ¢6 thé duoc két néi truc
tiép v6i nhau, va dugc ngén cach bdi cac b loc cho mau di qua mdt céch c6 chon loc
nhung khéng c6 co chét di qua. Vat lidu lam ng dugc sir dung theo sang ché c6 thé
1 vét liéu phu hop bit ky dugc biét dén bdi ngudi c6 trinh d6 trung binh trong linh
vuc xét nghiém mau mau. Céc vat liéu phi hop tro v6i cac thanh phin mawhuyét
tuong/huyét thanh va bao gébm polytetrrafloroetylen (Teflon®), polypropylen,
polyetekton va polyetylen.

Céc thanh phén khéc c6 thé dugc két ndi gitta céc thanh phén cua thiét bi. Cc
thanh phn khac c6 thé dugc két néi trong cac éng ndi cc thanh phin dugc gin truc

tiép vao cac thanh phan.
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Hé théng hoic thiét bi phu dé thuc hién cac budc i-v ctia phuong phap theo
sang ché ciing c6 thé bao gdm cac phuong tién dung dé pha lodng méau hozc huyét
tuong. Cac phuong tién nay co6 th dugc lip dit trude 6ng chita c6 chira lipit sterol,
trude bd loc, gitta bd loc va 6ng chira ¢6 chira lipit sterol, gitra 6ng chira cé chira lipit
sterol va cac 6ng chira khac (thir hai va thi ba) hodc giita dng chira thir hai/thtt ba va
c4 phuong tién luu trit va chuyén. Cu thé 1a mét dng chira 10 ml c6 thé duge 1ép dit
& dAu ra cua dng chira thir hai hodc dng chita thir ba. Dung dich d&m phu hop c6 thé
¢6 s&n trong dng chira hoic duge bd sung vao bng chira dé c6 d9 pha loing mong
mudn. Theo cach nay, thé tich miu dugc gitt & mic thip nhét c6 thé trong hau hét
céc budc cua cac phuong phap theo sang ché, didu nay c6 loi cho téc d6 xét nghiém

cta quy trinh va ¢ nho gon cua thiét bi theo sang ché.

B6 loc c6 thé bao gém lu6i loc. Tét nhét 13, bd loc duge lép dit trén mot vi

mach bd loc dé c6 duoc bd loc nhd gon.

Cac 6ng chira c6 thé 1a lo, éng din dang méng hoic éng dAn tron, cu thé nhu
5ng méang xoén &c hoic bng xo#n dc. Mot bng mang xo4n hodc 6ng xoin bc 14 t6t
nhét vi cdu trac nhu vay cin it khong gian trong khi van duy tri mot con dudng dong
chay dai. Mot bng méang x04n hoic éng x08n c6 thé duge lp dit dé dang trén mot vi
mach. Didu ndy gop phén 1am nhé gon thiét b theo séng ché. Thuat ngit “dng chira”
phai duoc din giai theo nghia rong, cu thé 13, né c6 thé duoc nhin thiy dudi dang
khu vuc duge xé4c dinh trong mot bd phén khéc, tirc 1a mét ngén, cu thé nhu mot ngin
cua cbt. Do @6, thuat ngir “6ng chra” va “ngan” co thé duoc sir dung hoan ddi cho
nhau trong phin mo ta sang ché. Piéu quan trong 1a 5ng chira c6 chira lipit sterol va
cac dng chira khéc (6ng chtra thir hai va thir ba) tich roi vé khong gian. Vi vay, mot
bng chira c6 chira sterol c6 thé nim trong mét cot cung voi dng chtra khac (6ng chira
thit hai) trong khi mot éng chtta ¢6 chira sterol khac c6 thé ndm trong mot cot cling
v&i mot éng chira khéc nita (6ng chira thir ba). Theo séng ché, cot dé chuén bi dong
duoc xét nghiém trén co chit xét nghiém c6 thé bao gdm co chét trén (hoic phia
tredc) duge ph lipit sterol dugce tach biét boi tdm chin, nhung lién thong trong dung
dich 16ng v6i co chét dudi (hodc phia sau) duge phi khang nguyén c6 ngudn gdc axit

mycolic. Cot dé chuén bi dong dugc xét nghiém trén co chét d6i chimg c6 thé bao
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gbm co chét trén (hodc phia truée) duge phu lipit sterol duge tich biét boi tAm chén,
nhung lién théng trong dung dich 16ng véi co chét dudi (hoic phia sau) khong duoc
phu khéng nguyén c6 ngudn gbc axit mycolic. Can luu y ring “lién thong” trong ngit
canh nay c6 nghia 13 mu duogc xét nghiém c6 thé di qua tAm chén, trong khi tim chin
khong cho phép co chit di qua. Cac co chét phit hop cho cdt 1a cc hat. Theo phuong
4n thuc hi€n cua sang ché, hé théng dé tién xr Iy dong mAu tir ngudi hodc dong vat
nghi ngd nhiém bénh lao dang hoat dong dé tao ra mau pht hop cho viéc phat hign
béng phuong phap ctia sang ché bao gém it nhAt mot cot thit nhit va mot cot thit hai,
duoc cAu hinh d8 tiép nhan dong mAu thit nhit va dong mau tht hai twong tng, cot
thir nhit bao gdm 6ng chira ¢ chira lipit sterol va 6ng chira thir hai ¢6 chia co chét
thtt nht mang khéng nguyén cé ngudn gbc axit mycolic dugc cb dinh, va cot thir hai
bao gdm bng chira ¢6 chira lipit sterol va ng chira thir ba c6 chira co chét thir hai

khong mang khang nguyén c6 ngudn gbc axit mycolic dugc c¢b dinh.

Tét nhét 13, vat liéu ctia céc dng chira giéng nhau va cic vt liéu phi hgp c6 thé
14 thuy tinh bk-7, polytetetrafloetylen, polypropylen, polyete keton hodc polyetylen.
Ranh gi6i gitta hai 6ng chira c6 thé 1a bd loc khong cho phép vét liéu co chit di qua,
nhung cho phép dong mau di qua. Cac co chét ctia 8ng chira phai 13 v4t lidu tro d6i v6i
cac lién két khong dic hiéu ctia cdc phén ti trong mAu, cy thé 13 thuy tinh bk-7,
polytetetrafloetylen, polypropylen, polystyren, polyete keton hodc polyetylen. Co chét
c6 thé & dang hat, hat c6 lién két ngang bat ky, cu thé 14 hat polystyren.

Thiét bi ctia sang ché bao gdm mot éng chira ¢6 chita co chit mang khéng
nguyén c6 ngudn gde axit mycolic duge cb dinh (6ng chira thi hai) va mét dng chira
¢6 chira co chit khong mang khang nguyén c6 ngudn gdc axit mycolic duge cd dinh.
Thay vi khang nguyén ¢6 ngudn gdc axit mycolic dugc cb dinh, éng chira sau c6 thé
dugc phu co chét tro hoic khong duge ph, mién 13 khdng c6 lién két dic hiéu nao

X4y ra.

Céc phuong tién lwu trit hogic chuyén mAu di xt 1y c6 thé 1 céc 1o nho trong
d6 mAu c6 thé duogc luu trit @& phan tich tiép, cu thé nhu bang k§ thuat loc mién dich
bing hat vang. Ngoai ra, cac phuong tién cso thé dugc tao ra bdi pipet ¢6 thé dugc
stt dung d& chuyén cac phan miu di xt ly trong budc i)-v) ctia phuong phap theo
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séng ché dén céc co chat voi khang nguyén c6 nguon goc axit mycolic duge ¢o dinh
ctia xét nghiém diém cudi, cy thé 1 dén cac phan danh dau duéi dang chim trong k¥

thuat loc mién dich bang hat vang.

Thiét bi/hé théng 6 thd duoc két ndi dén cac phuong tién phén tich ty dong
phit hop bat ky, cu thé nhu may vi tinh véi chuong trinh phin mém phii hop dé thuc
hién so sanh lién két ctia khang thé axit mycolic v6i khang nguyén dugc c¢b dinh trén

co chat.

Mot phuong én thye hién mau ctia hé théng theo diém yéu ciu bao ho 32 duoc

minh hoa trén Fig.2.

Fig.2 minh hoa kim xuyén qua da 101 duoc két néi voi 6ng dan thir nhit 102
dugc b trf va chu hinh dé tiép nhéﬁ mau tir kim 101 va mang lugng mau ra khoéi vi
tri da. Ong din 102 duoc két ndi v6i bd phan loc 103. BO phéan loc ¢b vai trd tach
huyét twong tir mAu méu toan phin. Qua éng din 113, bd phan loc 103 dugc két ndi
dén bng chira thir nhit 104 c6 dang 5ng mang xo4n c6 thanh trong dugc phu lipit
sterol. Qua 6ng din 114, éng méng xoén 104 dugc két ndi v6i phuong tién chia huyét
tuong 105 c6 dang diém phan nh4nh van thy dong. Mot nhénh ctia diém phan nhénh
duoc két nbi qua éng din 116 dén bng chira thi hai 106 dé tiép nhan dong huyét
tuong tht nhét, éng chira 106 c6 chura co chit thu nhit mang khang nguyén c6 ngudn
gbe axit mycolic dugc ¢d dinh. Nhanh con lai ciia diém phén nhanh dugc két ndi qua
bng din 115 dén dng chira thi ba 107 @8 tiép nhan dong huyét tuong th hai, bng
chira thir ba 107 c6 chita co chit thit hai khong mang khang nguyén ¢ ngudn gbec
axit mycolic dugc ¢ dinh. Céc 6ng chira 106 va 107 theo phuong 4n thyc hién c6
dang 6ng mang xo4n c6 thanh trong hodc duge phi khang nguyén c6 ngudn gbc axit
mycolic (dng chita 106) hodc khong dugc phi khang nguyén cé ngudn gdc axit
mycolic (6ng chira 107). Céc dng chira 106 va 07 dugc két ndi qua céc 6ng din 117
va 118 tuong tmg dén céc dng pha lodng 111 va 112 tuong tmg. Cac bng pha lodng
111 va 112 c6 thé chira sin dém pha lodng phu hop, cac dng pha lodng 111 va 112
bao gdm céc miéng nap 121 va 122 tuong tmg d8 din dém pha logng vao. Cac éng
pha loang 111 va 112 c6 thé dugc két ndi qua cac 6ng din 119 va 120 tuong tng dén
phuong tién luu trit hodc chuyén 108 va 109 twong tng. Ngoai ra, cac 6ng pha lodng
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111 va 112 c6 thé duogc két ndi qua céc bng din 119 va 120 twong tng dén co chit
x¢ét nghiém va co chét @i chimg véi khang nguyén cé ngudn gbc axit mycolic dugc

¢ dinh duoc xét nghiém trong xét nghiém di€m cuoi.

Bo kit

Theo mot khia canh khéc, sang ché @& xuit bo kit dé sir dung trong chén doan
bénh lao hodc tién xir Iy mau cho chin doan bénh lao, bao gém mdt hodc nhiéu
phuong tién xuyén qua da; mdt hodc nhiéu 6ng ndi; mot hodc nhidu 6ng chira duoc
phu lipit sterol va chét bét ky bao gém photphatidyl cholin, pectin, amphotherixin B
hodc B-xyclodextrin; mgt hodc nhidu ng chira chira co chit mang khéng nguyén c6
nguff)n géc axit mycolic dugc ¢ dinh; mot hodic nhidu dng chtra c¢6 chira co chét
khéng mang khang nguyén c6 ngudn gdc axit mycolic dugc ¢ dinh; ty chon mét
hodc nhidu éng chtra d& chuyén va luu trit mAu; tiy chon phuong tién dé pha lodng
mau hoac huyét tuong va/hodc bd phén loc; it nhét mot mang microporous v6i khang
nguyén c¢6 ngudn gdc axit mycolic dugc cb dinh trén d6, va tily chon céc khéng thé
thir cp lién két véi chudi ning cla céc khang thé khang lai khang nguyén c6 ngudn
gbc mycolic c6 trong miu ¢6 ngudn gbc tir ngudi hodc dong vt nghi ngd nhiém bénh

lao dang hoat dong, t6t nhat 1a khang thé tht cAp dwoc danh diu bang hat keo vang,

Theo phuong an thuc hién uu tién, b kit bao gém: mot hodc nhidu phuong
tién xuyén qua da; mdt hodc nhiéu dng ndi; mot hodc nhidu cot, bao gém mdt ngan
c6 chita co chit dwoc phu lipit sterol va chit bat ky dugc chon tir nhém bao gbdm
phosphatidyl cholin, pectin, amphotherixin B va B-xyclodextrin, va mgt ngén c6 chira
co chét duge phu khang nguyén c6 ngudn gbée axit mycolic dugc c¢b dinh & bén dudi
ngéan c6 chura co chét dugc phi lipit sterol néi trén; mot hodc nhiéu cét, bao gém mot
ngin c6 chira co chit dugce phi lipit sterol va chét bit ky duoc chon tir nhém bao gdm
phosphatidyl cholin, pectin, amphotherixin B va B-xyclodextrin, va mgt ngén c6 chira
co chit khong dwoc phi khang nguyén c6 ngudn gbc axit mycolic dugc ¢d dinh & bén
duéingan c6 chira co chit dugce phu lipit sterol néi trén; tity chon mét hogc nhiéu ong
chira d& chuyén va luu trit mau; ity chon phuong tién dé pha lodng mau hozc huyét
tuong va/hodc b phan loc; tiry chon it nhét mdt mang microporous véi khang nguyén
c6 ngudn gdc axit mycolic dugc cb dinh trén d6, va tity chon céc khéng thé thu cap
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lién két voi chudi niing cta cac khang thé khang lai khdng nguyén c6 nguén goc
mycolic ¢ trong mAu c6 ngudn géc tir ngudi hode dong vat nghi ngd nhiém bénh lao

dang hoat dong.

Bo kit cfing c6 thé bao gdm mét hodc nhiéu phuong tién dé chuyén céc phén
mAu da tién xr 1y theo cac bude i)-v) cia phuong phap theo sing ché dén mang

microporous, cu thé 12 mot pipet va phu kién pipet, cu thé 13 d4u con pipet.

Bo kit ciing c¢6 thé bao gdm mdt hoic nhidu phuong tién dé heu trit cac phén

mAu d3 tién xr Iy theo cic bude i)-v) d€ st dung tiép, cu the nhu 1o hodc Ong chira.

Bo kit ciing c¢6 thé bao gdm céc cong cu 8 14p rap cac thanh phin, ching han

nhu vit, kep, keo, bang, tua vit, v.v...

B kit cfing c¢6 thé chira cic phuong tién dé pha loing mau hodc huyét tuong
trong subt qué trinh phén tich mau. Cu thé 1a éng chtra (vi du co6 thé tich 10 ml) dugc
dt tai ddu ra cua 6ng chira thit hai va thir ba. M6t dém thich hop 6 thé c6 sin trong

bng chira hoic duge thém vao ong chira d€ tao ra d6 pha lodng mong mudn.

Céc thanh phr?m ctia bo kit cho phép ngudi thuc hién xét nghiém chin doan
bénh lao 1ip rap hé théng clia séng ché tai chd, tirc 12 tai diém mong mubn. Do d6 can
hidu réng c4c thanh phan ciia bo kit c¢6 cing dic tinh va céc tinh chét wu viét nhu da
gii thich & trén ddi véi thibt b ciia sang ché. Hé théng cta séng ché d& dang dugc
1&p rép tir cac thanh phan cta b kit theo sang ché, tic 12 khong yéu cau k¥ thuat
chuyén mén. B kit c6 thé duge cung cAp mot cach tién 1oi v6i cac hudng dan 13p rép

va st dung.

Lipit sterol

Lipit sterol dugc str dung theo sang ché t&t nhat 13 cholesterol hodic din xuét
cta no. Lipit sterol cling co thé 1a sterol phospholipit cai bién. Sterol-lipit cai bién c6
thé 1a sterol-phospholipit cai bién, cu thé nhu sterol-phosphatidylcholin cai bién hoic
glyxerophospholipit. Déi véi lipit sterol cai bién, sterol tét nhét 1a cholesterol. Mot vi
du dién hinh cta lipit sterol cai bién phi hop cho muc dich cua sang ché 1a 1-
palmitoyl-2-colesteryl carbonoyl-sn-glyxero-3-phosphocholin.
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Lipit sterol t&t nhét 12 dugc ¢b dinh trén b& mat. Mot vi du 1a co chét ¢6 16p
pht chira cholesterol hodc este cholesterol trong d6 este cholesterol 1a cholesterol
linoleat, trong d6 ty 1€ trong lugng cua axit linoleic so véi cholesterol trong khoang

1:3-1:20.

Co chét ciing c6 thé dugc phu lipit sterol, tt nhét 1a cholesterol, két hop véi
phén tir khac.

Tt nhét 13, lipit sterol 1a cholesterol duge ¢ dinh trén co chit clng véi
phosphatidyl cholin. Lipit sterol loai bo cic khéng thé khang cholesterol khéi
mau/huyét trong/huyét thanh néu khong céc khang thé nay s& phan tng chéo véi cac
khéng nguyén axit mycolic trén co chét va din dén chin doan duong tinh gia bénh
lao. Phosphatidyl cholin s& gan v6i chét ky nuéc trong miu méau, 1am cho miu cé
tinh va nudc sau khi phoi nhidm. MAu wa nuée thu duge s& duge xit ly d& dang hon

trong cc budc tiép theo va it bi dong tu hon.

Theo mot phuong an thuc hién, lipit sterol t6t nhat 1a cholesterol dugc c¢b dinh
ctng v6i pectin trén co chét, cu thé 13 thanh trong cta dng. Theo phuong 4n thyc hién,
lipit sterol loai bé cac khéng thé khang cholesterol khoi méau/ huyét twong/huyét thanh
néu khong c4c khang thé nay s& phan tmg chéo véi cac khang nguyén axit mycolic
trén co chat va din dén chin doan duong tinh gia bénh lao. Ngoai ra, pectin loai bo
cholesterol ra khoi mAu ciing nhu khang thé cholesterol. Pidu nay dén dén phuong

phép phat hién bénh lao c6 d6 tin cdy cao hon nira.

Ngoai ra, lipit sterol t&t nhat 1a cholesterol dugc c¢b dinh v6i hop cht lién két
véi cholesterol trong miu c6 ngudn gdc tir mau, cu thé 1a cholesterol lién két
heteropolysaccarit, cu thé nhur B-xyclodextrin, pectin, amphoterixin B hozc dextrin.
Cac phan tir nay loai bé cholesterol khéi mAu ciing nhu khang thé cholesterol. Piéu

nay dan dén phuong phép phat hién bénh lao c6 d¢ tin cdy cao hon nira.

Déi véi lipit sterol, t6t nhit 14 cholesterol dugc cb dinh véi B-xyclodextrin
hodc pectin, amphoterixin B trén co chét, cu thé nhu mang polypropylen s¢i rong

hodc thuy tinh.
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Nhiéu phuong phép dugc biét dén @ cb dinh lipit sterol, cu thé 14 cholesterol
1én co chét. Ngudi ¢6 trinh d trung binh trong cung linh vuc k¥ thuét c6 thé Iva chon
quy trinh phit hop d& phii co chét. Cu thé, viée phii ¢6 thé dugc thyc hién bing céch,
d4u tién hoa tan cholesterol trong dung mdi hitu co, tiép d6 pha lodng cholesterol da
hoa tan trong dung dich etanol, cho dung dich bay hoi tai chd trong 6ng chira, rira 16p
pht bang nuéc mudi dém, 1am kho bng chira bang khong khi, va boc kin bng chira

trong bao bi chong hoi nudc c6 chira chat khira mui.

Khang nguyén c6 ngudn gdc axit mycolic

Cac khang nguyén c6 ngudn gbc axit mycolic c6 thé ¢6 ngudn gbc tir
mycobacteria dugc chon tir mycobacteia ddc hai va gdy bénh. Tét nhét 13, khéng
nguyén axit mycolic ¢ ngudn gbc tir Mycobacteriu tuberculosis. Khang nguyén c6
ngudn gbc axit mycolic it nhét 13 mot loai dugc chon tir nhém bao gdm axit mycolic,
yéu t6 thimg, axit mycolic cai bién hoa hoc, yéu tb thimg cai bién héa hoc, ddn Xuét

axit mycolic tdng hop, din xuét yéu t6 thimg téng hop.

Ngudn tu nhién cta din xuét axit mycolic bao gdm thanh té bao cua
mycobacteria, cu thé 13 Mycobacterium buberculosis bao gbm hdn hop nhiéu 16p hop
chét khac nhau va céc ddng ding axit mycolic khac nhau, thudng 1a cc dan xuit ma

trong d6 chung duoc lién két véi thanh té bao.

Ngoai ban than c4c axit mycolic, t& bao mycobacteria cling bao gdm céc hop
chit c6 ngudn gbc tir axit, cu thé nhu este dudng cua axit mycolic. Cac este duong
xuét hién trong tu nhién nhu trehaloza-6,6-dimycolat (thuong duoc goi 1a TDM), con
dugc goi 14 “yéu t6 thimg”; va trehaloza monomycolat (thwong dugc goi 1a TMM).
Céc este duong xuét hién trong tu nhién dudi dang hdn hop phire tap ctia nhiéu 16p

axit mycolic khac nhau va nhiéu ddng ding khac nhau trong mi 16p.

Béi vi rat kho dinh danh cc yéu t6 thimg c6 mit trong c4c sdn phim tu nhién
va phén biét cac phan tir riéng biét, nén t6t hon 12 str dung cac din xuét axit mycolic
ban tdng hop, va t&t nhit 14 st dung c4c dan xuét axit mycolic tdng hop cho muc dich
ctia sang ché. Hon nita, ngudi ta da biét ring cAu tric clia don vi axit mycolic anh
hudng dén hoat tinh sinh hoc ctia yéu t6 thimg. Do d6, khi ddn xudt axit mycolic tu
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nhién dugc st dung, thi cé su khic biét v& hoat tinh sinh hoc gifta cac din xuit nay,
va nhu vAy viéc phat hién lién két giita khang thé va khang nguyén trong miu c6 thé
khong thé doan trude dugce va két qua phat hién trd nén thiéu do tin cdy. Ngoai ra, sai
1&ch trong viéc chuén bi cac din xuét axit mycolic tw nhién c6 thé din dén véan dé

trong viéc 1ap lai cc 16 thi nghiém khic nhau.

Do d6, dé co6 thé phat hién bénh v6i do tin cly cao va Kkét qua lap lai, t5t hon
1a sir dung dAn xuét axit mycolic ban tbng hop, va tdt nhét 1a str dung dan xudt axit
mycolic tdng hop vbn giéng nhu hoic gin gidng mot hop chét duy nhit dugc tim
thdy trong hdn hop ty nhién.

Céc dAn xudt ban téng hop phit hop bao gdm céc yéu t thimg ban téng hop
¢6 thé duoc diéu ché bing cach gin axit mycolic véi nhém dudng. Tuy nhién, yéu td

ban tdng hop vin bao gdém hdn hop ctia nhidu déng dang khac nhau.

Do d6, din xuit axit mycolic phit hop dé st dung theo sdng ché 1a cac yéu t6
thirng téng hop, cu thé 13 cac yéu t6 thimg tong hop duge mo ta trong sang ché WO
2010/08667, cu thé hon 14 cac hop chét ¢ cong thitc (M)x (S)y (M')z, trong d6 x bang
1-6, y bang 1-12, z bang 0-10, m&i M va mdi M’ ddc lap v6i nhau 1a du lwong axit

mycolic bao gom mdt nira axit f-hydroxy va mdi S 12 mét don vi monosaccarit.

Khang nguyén axit mycolic c6 thé 1a dang duoc chon tir hdn hop hop chét
ddng nhit va khong ddng nhét. Khang nguyén c6 ngudn gdc axit mycolic ¢6 thé dugc

stt dung két hop v6i mot phospholipit, cu thé nhu phosphatidylcholin.

Khang nguyén axit mycolic ¢ thé duge cb dinh trén co chét theo nhidu cach
d3 dugce biét dén boi ngudi c6 trinh @9 trung binh trong cuing linh vyc k¥ thuét. Khang
nguyén c6 ngudn gde axit mycolic c6 thé duoc tdng hop v6i nhém hoat tinh cy thé

cho phép ¢b dinh vao vét lidu co chit.

Cu thé nhu, d6i véi cb dinh trén silic dioxit, thi héa hoc bét cip silan ¢6 thé

duoc str dung.

Trong trudng hop co chit nitroxenluloza, khang nguyén c6 ngudn gbc axit
mycolic ¢6 thé duge cb dinh nhu sau. Khang nguyén c6 ngudn gbc axit mycolic c6
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thé duoc thu nhan & dang dong kho va dugc hoan nguyén trong hdn hop dung moi,
cu thé nhu hdn hop clorofom:metanol:nude, va dugc pha lodng dén néng d6 mot vai
nanomol, cu th8 nhu 1nM. Dich pha lodng c6 thé dugc phat hién trén mang
notroxenluloza, trong d6 mdi chidm duoc tach roi & khoang cach xac dinh trude, cu
thé nhu 1 cm. Sau khi sy kho cac chdm, khang nguyén c6 ngudn gdc axit mycolic
duoc cb dinh trén mang. Cac phuong phép c¢d dinh khac cling c6 lién quan dén viéc
hoa tan khang nguyén trong hexan hodc PBS néng dé tao thanh dung dich pht khang

nguyén trude khi phat hién dung dich trén mang.
Vi du thye hién sing ché

Céc vi du sau day nhim 1am rd nguyén téc cua sang ché va khong nén duoc
hiéu 13 gi6i han pham vi clia séng ché. Trong vi du, mAu huyét thanh ngudi dugce xét
nghiém cho khang thé khang lai dan xuét axit mycolic trong xét nghiém mién dich
hép thu lién két enzym (ELISA). La mét phuong phéap phat hign, phuong phap ELISA
d4 duoc chon bai vi né it nhay hon so véi mét s6 phuong phap nhu quang phé cong
hudng plasmon bé mit hogic quang phd téng trd dién héa hodc cong hudng vong. Do
d6, c6 thé két luan ring nbu dat dugc két qua kha quan véi ELISA, cdc phuong phép
phét hién nhay hon ciing thu duoc két qua tot.

Vit liéu

« MAu (huyét trong hogc huyét thanh ngudi)

* Bo loc xoay 0,2 pm (Whatman)

« Axit mycolic va hat gén cholesterol

+ Axit mycolic da dong dugc hoa tan trong hexan
* bia ELISA polystyren

* PBS

« P&ém ngin ngtra phan tng: 0.5% casein trong PBS
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« Dung dich co chét tao mau TMB-ELISA (Thermo Scientific)

* Axit sulfuric 2M

« Khang thé thir cip: khang thé thé khéng IgG ngudi HRP (DAKO)
Quy trinh

Phu dia ELISA

M3di giéng ctia cac dia ELISA 96 giéng dugc b6 sung 50 pl hexan voi axit
mycolic da dong & ndng d6 3 pg/ml/ Hexan khong c6 axit mycolic dwgc st dung lam

d6i chtmg. Cac dia dugc 1 trong 24 git ¢ 4°C va sau d6 dugce rira hai 14n bang PBS.

Chuén bi cic hat

Trong cac vi dy, hat dugc sir dung lam co chét dai dién cho co chit duogc @

cap trong cac budc ii), iv) va v) clia cic phuong phap theo sang ché.

V6i muc dich cta vi du nay, hat Toyopearl AF-Amino-650M (Tosoh
Bioscience) da dugc sir dung. Hat dugc chuén bj theo huéng din ctia nha san Xuit.
Vi cholesterol 7-keto cholesterol dugc gin véi hat co ban nhu duge mé ta trong
Abdel-Magid AF va cong su (Reductive Amination of Aldehydes and Ketones with
Sodium Triacetoxyborohydride. Studies on Direct and Indirect Reductive Amination
Procedures. J. Org. Chem. 1996:61;3849-3862) bang céach trdn cholesterol 7-keto
(100 mg, 0,25 mmol) va dung dich Toyopearl (2,5 ml, 0,25 mmol nhém phan tng)
trong axetonitril (3,5 ml), tiép theo 1a xtr ly v6i natri triaxetoxyborohydrua (80 mg,
0,375 mmol). H3n hop dugc khudy & nhiét do phong trong mdi treong N» trong 1,5
git. Sau d6, hdn hgp phén ung dugc 1am ngimg bing cach thém dung dich NaHCOs3
bdo hoa. C4c hat duogc rira sach bing H20, NaCl 1M, va cudi cling 12 H2O d loai bd
céc chét gin két du thira. Sau d6 cdc nhom amin du dugc axetyl héa béng cach thém
8 ml natri axetat 0,2M va 4 ml anhydrit axetic vao nhya (resin) & 0°C trong 30 phut,
sau d6 thém 4 ml anhydrit axetic va i & 25°C trong 30 Phut.

Khi axit mycolic, mot hdn hop céc ddng vi tu nhién cua axit mycolic (trong
luong phén tit 1100-1300) d& dugc sir dung dé gén v6i cac hat theo Law B va Jenner
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WN (Immunoassay: A Practical Guide. London: Taylor & Francis. 2005: p 11-31 and
Hermanson GT. Bioconjugate Techniques. 3th ed. London; Elsevier. 2013: p 535-
545). Tém tit nhu sau: N-(3-Dimetylaminopropyl)-N'-etylcacbodiimit hydroclorua
(EDC.HCI) (57,7 mg, 0,3 mmol (1,2 equiv.)) va N, N- diisopropyletylamin (DIPEA)
(81,3 mg, 0,625 mmol (2,5 equiv.)) d& dugc bd sung vao dung dich amin (Toyopearl
amino hoat tinh, 2,5 ml, 0,25 mmol), axit (isolithocholic axit: 93,8 mg, 0,25 mmol (1
equiv)/ axit mycolic: 300 mg, 025 mmol (1 equiv)) va HOBt (1-
Hydroxybenzotriazole hydrat) (40,5 mg, 0,3 mmol (1,2 equiv. )) Trong DMF (2,5 ml
(10ml/1mmol)) va khudy/lic trong 24 gi& & nhiét d6 phong trong khi nito. Dung méi
duoc loai bo bing phuong phap bay hoi va hat dugce rira béang cach str dung nude va
dung dich NaCL 1M va nuéc. Cac nhém amino du (khong gén) dugc ngin ngira phan
g bing cch axetyl héa. Hat dugc rira sach bing nudc, dung dich NaCl 1M va nude.
DAu tién, khi tro nito hodc argon dugc tao ra. Thir tu chét phan Umg: axit mycolic v&i
DMF (& 0°C), tiép theo bd sung HOBt, bb sung hat sau 10 phit, 10 phit sau thém
bazo DIPEA va cubi cing, bb sung EDC sau 15 phut.

Chuén bi mau

Huyét thanh ¢6 ngudn gdc tir ngudi bi bénh lao dugc pha lodng 1:5 trong dém
ngin ngira phan tmg. Mau dugc st dung c6 ngudn gbc tir ci bénh nhan dwong tinh
va 4m tinh. Hai phﬁn 0,5 ml dugc thu nhan va dugc chuyén mdi phz“m dén mot bd loc
xoay 0,2 um va dugc ly tim ¢ 10.000 g. Dich loc dugc pha lodng tir 1:5 1én 1:20

trong dém ngén ngira phéan Umg.

250 pl dich loc duge bd sung vao hat hodc dugc phu cholesterol, axit mycolic
da dong hoic chét ngan ngira phan tmg. Hat dugc khudy & nhiét d6 phong. Sau khi 1,
hat duge lam 14ng nhanh va dich ndi duge st dung 1am mAu. Tong thoi gian tién xir
ly mAu véi hat (theo cac budc i)-iv) ciia phuong phép theo sang ché trong thiét 13p cu

thé nay xay ra dudi 10 phut, sau d6 c6 thé phan tich truc tiép.

Thu tuc ELISA

D& ngan ngira lién két dic hiéu clia khang th8 véi axit mycolic trong cac giéng
cia dfa ELISA, 300 ul dém ngén nglra phan ing dd dugc bd sung vao mbi giéng va
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duoc v trong 1 gid. Sau 6, dém ngan ngira phan ing duge thay thé bing 45 pl miu.
Pém ngin nglra phan ing duoc st dung lam d6i chimg 4m. Sau khi 0, dia dugc ria
ba 14n bing PBS. Dém PBS rira duoc thay thé bing HRP gén khang thé thir c4p trong
dém ngin ngira phan tng. Sau khi u, dia duoc rira lai ba 14n bang PBS. Sau d6, mdi
giéng duge bd sung 50 ul dung dich co chit TMB-ELISA va dia dugc 0 15-30 phut
& nhiét @6 phong. Phan tmg dugc dimg bing cach bd sung vao mbi giéng 50 pl axit
sulfuric 2M. D hip thu & bude séng 450 nm da dugc do dé dinh luong lién két cia

céc khang thé véi co chit axit mycolic cia dia ELISA.
Xt Iy miu
Céc miu duge xir Iy nhu sau.

1. Trong nghién ctru so sdnh dAu tién, hai phdn (1 va 2) dugc 14y tir mdi mét
trong 6 mAu c6 ngudn gbc tlr nhitg ngudi khac nhau. T4t ca cac phan dugc 1 riéng
v6i hat ma khong c6 téc nhan két hop bat ky (phan 1 va 2) va luu trit cho dén khi thuc
hién phuong phap phét hién ELISA. Tin hiéu ELISA trung binh thu dugc tir mdi phan
duoc x4c dinh. C4 hai phin déu c6 ciing két qua. Tin hiéu ELISA cia hai phin nay

dugc dit o muc 100%.

2. Trong nghién ctru so sanh thir hai, hai phn (3 va 4) da duoc ldy tir mdi mot
trong s6 6 mAu ndi trén. Cac mAu clia phan 3 dugc G riéng v6i hat két hop véi tac nhan
chan phan tng duy nhét va sau d6 dugc luu trit cho dén khi thuc hién phuong phép
phét hién ELISA. C4c mAu cua phén 4 duge U riéng véi hat két hop véi cholesterol va

sau d6 dugc luu trit cho dén khi thuc hién phwong phép phat hién ELISA.

3. Trong nghién ctru so sanh thir ba, hai phan (5 va 6) dugc 14y tir mdi mot
trong 6 mAu néu trén. C4c mAu clia phin 5 duge 0 riéng véi hat gan cholesterol va
sau d6 duge luu gift cho dén khi thuc hién phuong phap phét hién ELISA. Cac miu
cta phén 6 d4u tién dugc u riéng voi hat gén cholesterol, sau d6 cdc mau dugc quay
léng nhanh va dich ndi duoc sir dung cho 14n U thi hai véi hat gén axit mycolic da
dong. Céc mau sau d6 duge luu trit cho dén khi thuc hién phuong phép phét hién

ELISA.
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4. Trong nghién ciru tiép theo, hai phan (7 va 8) dugc 14y tir mdi mot trong 6
mAu néu trén. C4 hai phan 7 va 8 dugc u véi hat gén cholesterol va céac hat 1a co chét
két hop véi axit mycolic da dong ddng thi va sau d6 dwge luu trit cho dén khi thuc

hién phuong phap phat hién ELISA.

Ngoai trir sy khac biét v& hat, tt ca cac diéu kién khac déu giéng nhau cho tat
ca cac phuong phép xu ly.

Két qua

Tin hiéu ELISA trung binh thu dugc tir ting phén ctia 6 miu dugc xé4c dinh.
Tin hiéu ELISA cia cic phdn 1 va 2 13 gidng nhau va duge dat & 100%. Tin higu
ELISA cta céc phan khac dugc thé hién bing phén trim so véi tin hiéu cla phén 1

(hodc 2) trén bang 1 dudi day.

Bang 1: Két qua ELISA

Phan Tin hiéu ELISA
Phén 1 100%
Phén 2 100%
Phén 3 81%
Phén 4 68%
Phén 5 73%
Phén 6 54%
Phén 7 96%
Phén 8 96%

Céc két qua nay chi ra ring cdc mau dau tién phoi nhiém vi lipit sterol va tiép

d6 phoi nhim véi co chat mang khang nguyén cé ngudn goc axit mycolic dugc co
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dinh (c4c mAu ctia phan 6) c6 tin hiéu ELISA thip hon bét ky phan nao khéc dugce
thit nghiém. Sy khéc biét rd rang c6 thé dugc nhan thiy gitta c4c phn 5 va 6, ¢ nghién
ctru so sanh ¢6 thé dwge xem 1a phuong 4n thyc hién mAu ciia phuong phap diém cubi
d8 phat hién dAu hiéu bénh lao dang hoat dong theo sang ché. Pang ngac nhién 1a tin
hiéu ELISA thép thu dugc tir phdn 6 khong thé thu duge bing cach i mAu dong thoi
véihat gén cholesterol va hat ge“'ln axit mycolic da dong. Trong thuc té, tin hiéu ELISA
cua cac phﬁn 7 va 8 tham chi cao hon tin hiéu ELISA cua hat chi gén chét ngan ngura
phan tmg hodc cua hat gén cholesterol. Phin duoc phoi nhiém véi hat chi gin axit
mycolic ciing khong thu dugc két qua kha quan. Tir két qua trén cho thdy diéu quan
trong 13, viéc tién xtr Iy mAu xay ra trong hai budc sau 1) phoi nhiém véi lipit sterrol
va 2) phoi nhiém v6i din xuét axit mycolic dé thu dugc sy giam tin hiéu rd rang nht
va do d6 lién két khang thé so véi mAu déi chimg khong dugc phoi nhiém véi din

xudt axit mycolic.

Hon nita, vi du cho thiy ring tong thoi gian tién xir Iy mAu véi hat (theo cac
budc i)-v) ctia phuong phép theo sang ché) trong thiét 1ap cu thé nay c6 thé dién ra

trong thoi gian dudi 10 phu, sau d6 xét nghiém co6 thé dugc thuc hién.

Thoi gian cin thiét dé xét nghiém tily thudc vao xét nghiém phat hién dugc sir
dung. Nhu duoc d& cap & trén, thay vi xét nghiém bang ELISA, c4c xét nghiém phat
hién khac ciing c6 thé duoc 4p dung. Méu duoc tién xi Iy nhu mé ta trén day, ¢6 the
dwoc xét nghiém bang cich sir dung cong nghé thich hop bat ky. Cac tac gia sang ché
phét hién ra ring khi sir dung quang phd tong tr& dién hoa, viéc phat hién lién két cua
cac khang thé c6 trong mAu véi co chit phat hién c6 thé dién ra trong vai gidy. Piéu
nay cho phép xac dinh xem mdt cd nhan c6 bi nhiém bénh lao dang hoat dong hay
khong mot cach nhanh chéng va déng tin cdy, cho phép phat hién bénh lao trong vong
chwa dén 10 phut.
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YEU CAUBAO HQ

1. Phuong phap tién xir Iy mAu tir ngudi hodc dong vét nghi nhiém lao dang

hoat dong, bao gém cac budc:

i) chuén bi miu tir ngudi hoic dong vat bi nghi ngd méc bénh lao dang hoat

dong;

ii) phoi nhi®m mAu vai lipit sterol trong d6 lipit sterol duge ¢d dinh trén co
chét, trong d6 lipit sterol 1a cholesterol hodc din xuét ciia nd, va trong d6 lipit sterol

loai bo khang thé khang cholesterol ra khéi miu;

iii) thu it nhat hai phan ctia mAu néi trén hodc trudc khi hodc sau khi phoi

nhidm mAu véi lipit sterol;

iv) phoi nhiém phan mAu d4 phoi nhiém lipit sterol thir nhét véi co chit mang

khéng nguyén c6 ngudn gbc axit mycolic duge c¢b dinh;

v) phoi nhiém phin mAu d4 phoi nhidm lipit sterol thir hai véi co chat khéng
mang khéng nguyén c6 ngudn gdc axit mycolic dugc cb dinh; hodic Iwru trit it nhat mot
phin ctia phin mAu thi hai dé sir dung sau, bd qua buéc phoi nhiém phén mau thir hai

v6i co chit khong mang khang nguyén c6 ngudn gbc axit mycolic dwgc cb dinh.
2. Phuong phép theo diém 1,

trong d6 sau khi phoi nhiém & budc iv) va budce v) it nhét mot phan cta céc

phin mAu d phoi nhidm dugc lru trit dé tiép tuc st dung.

3. Phuong phép theo diém 1 hogc 2, trong d6 khang nguyén c6 ngudn gbc axit
mycolic 1a it nhét mot loai dugc chon tir nhém bao gém: axit mycolic, yéu tb thirng,
axit mycolic cai bién héa hoc, yéu tb thimg cai bién héa hoc, din xuét axit mycolic

tdng hop, dan xuét yéu t6 thimg téng hop.

4. Phuong phép theo diém batky 1-3, trong d6 lipit sterol dugc cb dinh 1én co
chét chira lipit sterol va hop chét gén véi cholesterol trong mau, cu thé 13 pectin,

amphoterixin B hodc p-xyclodextrin.
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5. Phuong phap theo diém bét ky 1-4, trong d6 lipit sterol dugc c¢b dinh 1én co
chét bao gdm lipit sterol va phosphatidyl cholin.

6. Hé théng x4ch tay ding d thuc hién phuong phap phat hién dau hiéu bénh

lao dang hoat ddng, bao gbm:

it nhat mot 6ng chira ¢6 chira lipit sterol, trong do lipit sterol duoc ¢b dinh trén
co chét, trong d6 lipit sterol 1a cholesterol hodc dAn xuét ctia nd, duge bd tri va duoc

chu hinh 8 tiép nhan dong mAu tir ngudi hodc dong vét nghi ngo nhiém lao hoat tinh;

phuong tién dé chia dong mAu thanh it nhat dong mau thi nhit va dong méau
thtt hai; phuong tién két ndi hogic & ddu trén hodc & dAu dudi ctia bng chira c6 chura

lipit sterol;

mot ong chira khéc ti€ép nhan dong mau thir nhat va noi véi dau dudi ctia 6ng
chira ¢ chtra lipit sterol, va chira co chat thir nhat mang khéng nguyén c6 nguén goc

axit mycolic dugc co dinh;

mot bng chira khic nita tiép nhan dong mau thi hai, duge bd tri song song véi
bng chira khac va néi véi dAu duéi ctia dng chira c¢6 chira lipit sterol; va chira co chét
thir hai khdng mang khang nguyén co6 ngudn gdc axit mycolic duge c¢b dinh; va co
chét phat hién thir nhit mang khang nguyén c6 ngudn gbc axit mycolic duge c¢b dinh
@ tiép nhan it nhét mot phin ctia dong mAu thi nhit tir éng chira khac néi trén va co
chét phat hién thtt hai mang khang nguyén c6 ngudn gde axit mycolic duge c¢b dinh

d tiép nhan it nhét mot phin ctia dong mAu thit hai tir éng chira khéc nita.

7. Hé théng theo diém 6, 1a thiét bi xéch tay dé thuc hién phuong phép phat

hién d4u hiéu bénh lao, bao gdm:

bo cam bién sinh hoc (8) bao gém khoang thr nhét (9) dé tiép nhan dong miu
thit nht va két ndi v6i dng chira thit hai (6), chira co chit mang khing nguyén c6
ngudn gdc axit mycolic dugce ¢6 dinh, va khoang thir hai (10) d tiép nhan dong miu
thir hai va két ndi v6i dng chira thit ba (7) va chua co chit mang khéng nguyén c6

ngudn gbc axit mycolic dugc cé dinh giéng nhu khoang thir nht (9).
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8. H¢ théng theo diém 6 hoic 7, con bao gém thém b phén loc (3) dugc nbi
v6i bng din thi nhét (2) va éng chira thir nhit (4) va duge cdu hinh dé tach huyét

tuong ra khéi mAu mau toan phan, trong d6 b phan loc (3) bao gbm ludi loc.
9. Hé théng theo diém batky 6-8, bao gdm:

dAu xuyén qua da (1) duoc ndi véi ng din thir nhit (2) duge bb tri va cAu hinh

dé nhan mau m4u tir ddu xuyén qua da (1) va mang mau méu d6 ra khoi ving da;

bd phéan loc (3) néi voi éng din thir nhat (2) ¢ nhin miu mau va duge ciu

hinh @& tach huyét twong ra khéi mau mau toan phan;

éng chira thir nhét (4) d8 tiép nhan mAu ké trén, dng chira thir nhét (4) c6 chira

lipit sterol;

phuong tién (5) dé chia mAu thanh it nhat dong mAu tht nhét va dong mau
thir hai;

bng chira thir hai (6) dé tiép nhan dong mAu tht nhét, dng chira thir hai (6) c6

chira co chat mang khang nguyén c6 ngudn goc axit mycolic dugc co dinh;

bng chira thir ba (7) dé tiép nhan dong mau tht hai, 6ng chira thit ba (7) ¢6

chira co chat khdng mang khéng nguyén c6 nguén goc axit mycolic dugc co dinh; va

b6 cam bién sinh hoc (8) bao gdm khoang thir nhét (9) dé tiép nhan dong miu
tha nhit va két ndi véi dng chira thit hai (6), chita co chit mang khéng nguyén c6
ngudn gdc axit mycolic duge c¢b dinh, va khoang thir hai (10) dé tiép nhan dong miu
thr hai va két néi v6i éng chira thir ba (7) va chira co chit mang khéng nguyén c6

ngudn gbc axit mycolic duge cb dinh giéng nhu khoang thir nhét (9).

10. Hé thng theo diém bt ky 6-9, trong d6 co chét cta khoang chira thir nhét
v tht hai (9, 10) 12 hop chét silic, tt nhét 14 trong d6 cam bién sinh hoc bao gdm bd
cong hudng vong Si.

11. Hé thdng d8 tién x1r Iy mAu tir ngudi va dong vat nghi ngd nhiém bénh lao

dang hoat dong, bao g6m it nhat mot 6ng chira c6 chura lipit sterol dugc b tri va cu
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hinh d& tiép nhan dong mAu tir ngudi va dong vt nghi ngd nhiém bénh lao dang hoat
dong; cac phuong tién dé chia dong mAu thanh it nhAt mot dong mAu thir nhat va mot
dong mAu tht hai; cac phurong tién ndy hodc duge két ndi hodc & phia trudc hodc &
phia sau cia it nhét mot dng chira c6 chua lipit sterol; bng chira thir hai dé tiép nhan
dong mAu thir nhit duoc két ndi & phia sau ctia dng chtra c6 chira lipit sterol, va c6
chira co chit thir nhat mang khdng nguyén c6 ngudn gdc axit mycolic dugce cb dinh;
bng chtra thi ba dé tiép nhan dong mau tha hai dugc bé tri song song v6i dng chira
thir hai va duoc két néi & phia sau ng chira thi nhét c6 chira lipit sterol; va bao gém
co chit thir hai khong mang khang nguyén c6 ngudn gbc axit mycolic dugc cb dinh,

vi céc phuong tién luu trit hogc chuyén mAu da xi ly.

12. Hé théng dé tién xir ly dong mau c6 ngudn gbc tir ngudi hodc dong vét
nghi ngd nhiém bénh lao dang hoat dong, hé théng bao gébm c4c phuong tién dé phan
chia dong mAu thanh it nhit mot dong mAu thir nhét va mot dong mAu thit hai; it nhét
mot cot thir nhit va mot ¢t thit hai, duoc cAu hinh dé tiép nhén dong mau thir nhét
va dong mau thit hai twong tmg; cot thi nhit bao gdm mdt ngin chira lipit sterol va
ngén con lai chira co chit thir nhit mang khang nguyén cé ngudn gbc axit mycolic
duogc c¢b dinh nim & phia dudi ciia ngan chira lipit sterol; va cot thir hai bao gbém mot
ngin chira lipit sterol va ngén con lai chita co chét thir hai khdng mang khéng nguyén
¢6 ngudn gbc axit mycolic duge ¢ dinh nim & phia duéi ctia ngan chua lipit sterol;

va cac phuong tién dé litu trit hodc chuyén cac mau d3 xir Iy di qua céc cdt noi trén.

13. Hé théng dé tién x1r Iy dong mAu c6 ngudn gdc tir ngudi hodc dong vat
nghi ngd nhiém bénh lao dang hoat dong, h¢ thdng bao gdm céc phuong tién dé phén
chia dong mAu thanh it nhit mot dong mAu thir nhét va mot ddng mAu thit hai; it nhét
mét cot thir nhit va mot cot thir hai, duoc cAu hinh dé tiép nhan dong méau thir nhét
va dong mAu thit hai twong tmg; cot thir nhit bao gdm mdt ngin chia lipit sterol va
ngédn con lai chira co chét thir nhit mang khéng nguyén c6 ngudn gdc axit mycolic
duogc cb dinh ndm & phia dudi ctia ngén chira lipit sterol; va cdt thir hai bao gbm mot
ngin chira lipit sterol va ngin con lai chira co chét thir hai khong mang khang nguyén
¢6 ngudn gbc axit mycolic duge ¢ dinh nim & phia dudi cia ngan chura lipit sterol;

vi co chit phat hién thir nhit mang khang nguyén c6 ngudn gbc axit mycolic duge
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c¢b dinh dé tiép nhan it nhét mot phan ciia dong mau thi nhét va co chét thi hai mang
khéng nguyén c6 ngudn gbc axit mycolic duge cb dinh d8 tiép nhét it nhat mot phan

ctia dong mAu thir hai.

14. Hé théng theo diém 12 hoic 13, trong d6 lipit sterol dugc ¢ dinh trén cac

hat, va co chét thtr nhit va co chét thir hai 13 cac hat.

15. Hé théng theo diém bat ky 6, 13-14, trong d6 céc co chét phat hién thir

nhét va thi hai 13 mang microporous, tot nhat 14 mang nitroxenluloza.

16. Hé théng theo diém 6, 13-15, trong d6 co chét phat hién thir nhit va co
chéit phét hién thtr hai dugc hinh thanh béi cac diém tach biét trén ciing mot co chét.

17. Hé thdng theo diém bat ky 6-16, trong d6 lipit sterol dugc c¢b dinh trén co
chit bao gdm lipit sterol va hop chét lién két voi cholesterol trong mau, cu thé 1a

pectin, amphoterixin B hodc B-xyclodextrin.

18. Bd dung cu (kit) dung dé chan dodn bénh lao hoic tién xtr Iy mAu cho chin

doan bénh lao, bao gom:
mot hodc nhi€u phuong tién xuyén qua da;
mot hodc nhiéu ong noi;

mét hodc nhiéu dng chira dugc phu lipit sterol va chét bt ky bao gém

photphatidyl cholin, pectin, amphotherixin B hogc B-xyclodextrin;

mot hodc nhiéu dng chtta ¢6 chira co chat mang hodc khong mang khang

nguyén c6 nguodn goc axit mycolic duge co dinh;

mdt hodic nhidu dng chira d& chuyén va luu trit mAu v/hodic it nhat mdt mang
microporous v&i khang nguyén co6 ngudn gbc axit mycolic dugc c¢b dinh trén d6, va
tity chon cac khang thé thi cép lién két v6i chudi ning clia cac khang thé khang lai
khéang nguyén c6 ngudn gbe mycolic cé trong mAu c6 ngudn gbc tir ngudi hodc dong

vat nghi ngo nhiém bénh lao dang hoat dong; hodc mot hodc nhiéu bd cam bién sinh
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hoc bao gdm it nhét hai khoang c6 chira co chit mang khang nguyén c6 nguén gdc

axit mycolic dugc co dinh; va

tuy chon cac phuong tién dé pha lodng mau hodc huyét tuong va/hodc bd

phén loc.

19. Bo dung cu (kit) ding dé chén don bénh lao hogc tién xir Iy mau cho chin

doan bénh lao, bao gom:
mdt hodc nhiéu phuong tién xuyén qua da;
mot hodc nhi€u dng noi;

mot hodc nhiéu cot, bao gém mot ngén cé chua co chit duogc phu lipit sterol
va chéit bit ky dugc chon tr nhém bao gdbm phosphatidyl cholin, pectin,
amphotherixin B va B-xyclodextrin; va mét ngén c6 chia co chét duoc phi khang
nguyén c¢6 ngudn gdc axit mycolic dugc c¢b dinh & bén dudi ngin c6 chira co chat

dugc phu lipit sterol néi trén;

mot hodc nhiéu cot, bao g@)m mdt ngan c6 chira co chit dugc phu lipit sterol
va chit bit ky duoc chon tr nhém bao gdbm phosphatidyl cholin, pectin,
amphotherixin B va B-xyclodextrin; va mdt ngén c6 chita co chét khéng dugc phi
khéng nguyén c6 ngudn gbc axit mycolic duge ¢ dinh & bén duéi ngin c6 chira co

chét duoc phu lipit sterol néi trén;
tity chon mét hosc nhiéu éng chira d& chuyén va Iuu trit mau;
tly chon phuong tién dé pha loging méu hoic huyét tuong va/hodc bd phén loc;

tily chon it nhat mdt mang microporous véi khang nguyén c6 ngudn goc axit

mycolic dugc ¢b dinh trén d6; va

tiry chon céc khang thé thi cap lién ket voi chudining ctia cic khang thé khang
lai khang nguyén cé ngudn goc mycolic c6 trong mau c6 ngudn goc tir ngudi hodc

dong vat nghi ngo nhiém bénh lao dang hoat dong.
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