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Linh vy k§ thuit dwgc dé cip

N6i chung, sang ché d& cap dén phuong phap phat hién, nhn dién va
x4c dinh sy bam dinh cta vi khuén vao chét nhay va t€ bao biéu mo. Cu thé,
séng ché dé cap dén thu nghiém dung dé phét hién va nhén dién sy bam dinh
hodic khong bam dinh cta vi khudn vao chét nhay (t& bao biéu mé (vi duy, c6
mit trong rudt)) hoic phin khic cta dong vat ma trong d6 c6 thé c6 mait vi
khuén, va phuong phép nhéan dién va xac dinh dic diém (vi du, cong hi€u) cua
tac nhan diéu bién sy bam dinh ctia vi khuén vao chit nhay va té bao bidu mo

ho#ic phan khac cta dong vt ma trong do6 c6 thé c6 mit vi khuén.
Tinh trang k§ thuit ciia sing ché

Té bio biéu m6 trong rudt non, dudng hd hip, duong tiét nidu va duong
sinh san ctia dong vat dugc bao phi boi 16p chit nhay twong dbi day c6 chira
muxin, nhiéu protein nhé gén lién, glycoprotein, lipit va glycolipit. Té bao biéu
md va chét nhay chira thu thé nhan biét protein bam dinh vi khun dic hiéu. Su
bam dinh hodic su lién két chit ch& cia vi khuén vao t& bao biéu md cé thé gop
phén vao sy cu tri cling nhu kha ning gdy bénh ciia vi khudn. Ngoai ra, su bam
dinh ctia vi khuén vao chét nhay ciia rudt va biéu mé dudng nhu dong vai trd

quan trong ddi véi su én dinh cé thé trong khu hé vi khuén.
Ban chit k§ thuit ciia sing ché

Séng ché nhin chung d& cdp dén phwong phép phét hién, nhan dién va
xac dinh sy bam dinh va chdng bam dinh ciia vi khuén vao chit nhay va té bao
(vi du, t& bao biéu md). Cu thé, sang ché d& xuit thir nghiém dung dé phat hién
va nhén dién sy bam dinh cta vi khun vao chit nhay (vi dy, mang niém mac
rudt) va t& bao biéu mo, va phwong phap nhan dién tic nhan didu bién sy bam
dinh ctia vi khuin vao chét nhay va té bao biéu mé. Thir nghiém nay 1a phi
phéng xa, an toan vé& mit vi sinh, déng thoi ciing dn dinh, d& van chuyén va d&

bao quan.
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Do d6, theo mdt s& phuong 4n, sing ché @ xuét bo kit gdm thir nghiém
hip phu mién dich lién két enzym (enzyme linked immunosorbent assay -
ELISA) phi phéng xa dé thir nghiém vé sy bam dinh cta vi khuln vao chét
nhay va/hoic t€ bao biéu mo. B6 kit nay khéng bi giéi han & c4c thanh phén cu
thé. Theo mot s6 phuong 4n, bo kit gdm nén rén c6 pht chét nhay hodc té bao
biéu md trén d6, mau chira vi khuén, khang thé so cép ddc hiéu véi vi khudn va
khéng thé thit cdp dugc danh dau c6 thé phét hién dugc dic hiéu véi khang thé
so cp lién két vi khudn. Theo mét s6 phuong 4n, bo kit gdm co chét cho phép
hién thi khang thé thtt cip dugc danh diu c6 thé phat hién duogc. Theo mot sb
phuong 4n, khang thé thi cAp dwoc danh déu c6 thé phat hién dugc chita chat
danh diu enzym. Theo mot s& phuong 4n, co chét 14 hop phin tao ra tin hiéu so
mau, do huynh quang hodc phéat quang héa hoc trong diéu kién c6 chét danh
déu enzym. Theo mot sb phwong 4n, khang thé thir cAp dugc danh ddu c6 thé
phat hién dugc 1a globulin mién dich khang IgG & lon lién hop véi peroxidaza.
Theo mdt s§ phuong an, hop phn so mau 14 3,3°,5,5°-tetrametylbenzidin. Theo
mot s6 phuong 4n, nén rin 13 dia c6 96 giéng. Theo mot sb phuong an, vi
khuén 12 vi khuan E. coli. Vi du vé chét nhay bao gdm, nhung khong gidi han
&, chét nhay rudt hdi can tAm cua lon, chét nhay rudt két xa tAm cua lon, chét
nhdy rudt ta ciia ga giod va chit nhay rudt tit cia ga gid. Vi dy vé khang thé so
cép bao gém, nhung khong giéi han &, khang thé da dong lién hop HRP dic
hiéu véi typ huyét thanh khang nguyén O va K ciia E. coli, khang thé da dong
dic hiéu véi typ huyét thanh khang nguyén O va K cua E. coli. Vi du vé khang
thé thir cip bao gdm, nhung khong gidi han &, khang thé lién hop HRP & thd
khéng IgG cua dé d4 tinh ché 4i luc, khang thé lién hop AP & thd khang IgG
clia dé d4 tinh ché 4i lyc, khang thé da dong lién hop FITC hudng dich IgG ciia
dé (H&L), streptavidin-phosphataza kiém tir Streptomyces avidinii va

streptavidin-peroxidaza tir Streptomyces avidinii.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, sang ché dé xut phuong phap x4c dinh
su bam dinh va chdng bam dinh cta vi khudn vao chit nhay va cua vi khuin
vao t& bao biéu mo. Phuwong phép nay khong bi gidi han & k¥ thuat cu thé dé

x4c dinh sy bam dinh cua vi khuan vao chat nhay va cta vi khuan vao té bao
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biéu mo. Theo mot sé phuong 4an, phuong phap niy bao gdm budc cung cip
mAu chira vi khuén va chit nhay, va budc két hop miu chtra vi khudn va chét
nhay nay trong thir nghiém so mau phi phéng xa trong diéu kién sao cho xac
dinh dugc sy bam dinh cta vi khuén vao chét nhay. Theo mot sb phuong én,
thir nghiém so mau phi phéng xa 1a thir nghiém ELISA. Theo mdt s§ phuong
an, diéu kién bao gdm bd sung khang thé so cip dic hiu voi vi khudn lign két
chit nhay, t& bio biéu mé hodc cac té bao khac, va bd sung khang thé thir cép
dwoc danh diu cé thé phat hién duoc dic hidu véi khang thé so cp lién két vi
khuén. Theo mét s6 phuong 4n, phuwong phép niy bao gdm budc bd sung co
chét cho phép hién thi khang thé thu cép dugc danh diu c6 thé phat hién duoc
lién két v6i khéng thé so cép. Theo mot s phuong 4n, chit nhay duge phu 1én
dfa vi chudn d6. Theo mot s§ phuong 4n, khang thé tht cip duge danh diu cé
thé phat hién dugc chira chit danh du enzym. Theo mdt sb phuong 4n, co chét
14 hop phin tao ra tin hiéu so mau, do huynh quang hodc phat quang héa hoc
trong didu kién c6 chit d¢4nh diu enzym. Theo mot sé phuong 4n, khéng thé tht
cap dugc dénh diu c6 thé phat hién dugc 14 globulin mién dich khéng IgG &
lon lién hop véi peroxidaza. Theo mét s phuong 4n, hop phin so mau la
3,3°,5,5°-tetrametylbenzidin. Theo mdt s§ phuong 4n, vi khudn 13 vi khuén E.
coli. Phuong phap nay khong bi gi6i han & khéng thé so cip hoic khang thé thir
cép cu thé. Theo mot sb phuong 4n, vi du vé khang thé so cip bao gdm, nhung
khong gi6i han &, khéng thé da dong lién hop HRP dic hiéu véi typ huyédt
thanh khéng nguyén O va K cta E. coli va khéng thé da dong dic hiéu véi typ
huyét thanh khang nguyén O va K cta E. coli. Vi du vé khang thé thu cip bao
gdm, nhung khéng gidi han &, khang thé lién hop HRP ¢ tho khang IgG cua dé
da tinh ché 4i luc, khang thé lién hop AP & tho khang IgG cua dé da tinh ché 4i
luc, khéng thé da dong lién hop FITC huéng dich IgG cta dé (H&L),
streptavidin-phosphataza kiém tir Streptomyces avidinii va streptavidin-
peroxidaza tir Streptomyces avidinii.

Theo céc phuong 4n nhét dinh, sang ché d& xuét phuong phap nhén dién
tac nhan didu bién sy bam dinh cta vi khudn vao chét nhay, bao gdm budc

cung cip mAiu chira vi khuan, chat nhiy va tac nhan, va budc két hop mau chira
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vi khuén, chit nhiy va tac nhin ndy trong thir nghiém so mau phi phéng xa
trong didu kién sao cho x4c dinh dugc su bam dinh ctia vi khuén vao chét nhay.
Phuong phap nay con bao gdm budc so sanh sy bam dinh ctia vi khuin trong
diéu kién c6 va khéng c6 tac nhin, va budc nhin dién tic nhén 13 tic nhan diéu
bién su bam dinh cta vi khun vao chét nhay néu sy bam dinh x4c dinh duoc
cao hon hoic thip hon so vdi si bam dinh cua vi khudn vao chét nhay trong
diéu kién khong c6 tac nhan. Theo mot sb phuong 4n, thir nghiém so mau phi
phéng xa 1 thir nghiém ELISA. Theo mét s§ phuong 4n, diéu kién bao gbm b
sung khang thé so cip diic hiéu véi vi khudn lién két chét nhay. Theo mét sb
phuong 4n, diéu kién bao gdm bd sung khang thé th cp dugc danh du c6 thé
phat hién duge dic hiu vé6i khang thé so cép lién két vi khudn. Theo mot sd
phuong 4n, didu kién bao gdm bd sung co chét cho phép hién thj khang thé tha
cdp duoc danh d4u c6 thé phat hién dugc lién két véi khéng thé so cip. Theo
mot s phuong 4n, chit nhay duoc phu 1én dia vi chuén dd. Theo mot sb
phuong én, khang thé thi cép duogc danh diu c6 thé phét hién dugc chta chét
danh ddu enzym. Theo mot sb phuong 4n, co chit 14 hop phén tao ra tin hiéu so
mau, do huynh quang hodc phat quang héa hoc trong diéu kién c6 chit danh
déu enzym. Theo mét s& phuong 4n, khéng thé thir cAp dugc danh diu c6 thé
phat hién dugc bao gdm globulin mién dich khéng IgG & lon lién hop véi
peroxidaza. Theo mot s& phuong én, hop phdn so mau la 3,3°,5,5'-
tetrametylbenzidin. Theo mdt sb phuong 4n, vi khudn 1a vi khuan E. coli. Vi du
vé khang thé so cip bao gdm, nhung khong gi6i han &, khang thé da dong lién
hop HRP dic hi€u véi typ huyét thanh khéng nguyén O va X cta E. coli, khang
thé da dong diic hidu véi typ huyét thanh khang nguyén O va K cua E. coli. Vi
du vé& khang thé thtr cAp bao gdm, nhung khong giéi han &, khang thé lién hop
HRP ¢ thé khang IgG cua dé da tinh ché 4i luc, khang thé lién hop AP & thé
khang IgG cua dé da tinh ché 4i luc, khéng thé da dong lién hgp FITC hudéng
dich IgG cua dé (H&L), streptavidin-phosphataza kiém tir Streptomyces
avidinii va stfeptavidin—peroxidaza tlr Streptomyces avidinii. Theo mot sb
phuong 4n, tdc nhan dugc chon tir danh sich bao gém phén tir c6 trong ty

nhién, phan tir thu dugc bang cach tdng hop va phan tir thu duoc theo céch tai
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t5 hop.

Theo céc phuong 4n nhat dinh, sing ché d& xuét hop phan chira tic nhan
14 tic nhan diéu bién sy bam dinh ctia vi khuén vao chit nhay, trong dé tac
nhén ndy duoc nhan dién théng qua quy trinh bao gdm céc bude: cung cép i)
mAu chita vi khun, ii) chét nhay, iii) tic nhan; két hop mAu chira vi khuén, chit
nhay va tic nhin ndy trong thir nghiém so mau phi phéng xa trong diéu kién
sao cho x4c dinh dugc sy bam dinh cua vi khudn vao chét nhay; so sanh sy bam
dinh cua vi khudn trong diéu kién c6 va khong c6 tac nhan; va nhin dién tac
nhan 13 tdc nhan diéu bién sy bam dinh cta vi khudn vao chét nhay néu sy bam
dinh x4c dinh dugc cao hon hodc thap hon so véi sy bam dinh cta vi khuin vao
chit nhay trong diéu kién khéng c6 tac nhan. Theo mét sb phwong an, hop phin
nay dugc dua vao thirc dn duoc tao ra dé cho dbi tuong dugc chon tir nhém bao

gbm vat nudi, dong vat bau ban, ca va ddng vat vo gidp dung.
M0 ta van tat cac hinh vé

Fig.1 thé hién mirc d6 anh huéng cia ndng d6 chit nhady (mg protein/ml)
dbi v6i sy bam dinh cta E. coli ALI 84 va ALI446, nhu duoc xac dinh béng vi
khuén dugc danh diu phéng xa.

Fig.2 thé hién mttc d6 anh hudng cia cic khang thé so cip déi véi su
bam dinh cta E. coli AL184, nhu dugc xac dinh bing may dém d6 nhay véi vi
khuin dugc danh diu phéng xa. Cac khang thé so cAp: HRP = khang thé lién
hop HRP khéng E. coli; BP2022 = khéng thé khong lién hop khéng E. colj,
Biotin = khéng thé lién hop biotin khéng E. coli.

Fig.3 thé hién mtic d6 anh hudng cla cic khang thé so cip déi véi su
bam dinh ctia E. coli AL1446, nhu dugc xac dinh bing may dém d6 nhay véi vi
khudn dugc danh déu phéng xa. Céc khang thé so cip: HRP = khang thé lién
hop HRP khang E. coli; BP2022 = khéng thé khong lién hop khang E. col;,
Biotin = khang thé lién hop biotin khang E. coli.
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Fig4 thé hién sy hién mau cia ba co chit ELISA 3,3°5,5°-
tetrametylbenzidin (TMB) khac nhau khi dwoc @ v6i vi khudn E. coli (ching
AL184 va AL1446).

Fig.5 thé hién sy hién mau cta co chit ELISA p-nitrophenyl phosphat
(pNPP) va 2,2’-azino-bis(axit 3etylbenzothiazolin-6-sulfonic) (AzBTS) khi
dwoc 0 v6i chung E. coli ALI84 va ALI446. E = chit ting cuong vi giéng
ABTS.

Fig.6 thé hién su hién mau ciia cic co chit ELISA khéac nhau khi duoc 0
trong céc giéng c6 phu chit nhay. Anh dugc chup tai thoi diém 60 phut, tin
hiéu yéu duoc quan sat thdy trong sdu giéng dwong tinh (mau vang) tai thoi

diém 15 phut.

Fig.7 thé hién sy bd tri dia khi thir nghiém sy lién két khong dic hidu
ctia cac khang thé vao chit nhay hoic dia. BP2022 = khéng thé so cip khéng E.
coli; BP2022HRP = khang thé so cip lién hop peroxidaza khang E. coli; Biotin
= khéang thé so cAp lién hop biotin khéng E. coli; HRP = khang thé thi cAp lién
hop peroxidaza; StrHRP = streptavidin lién hop peroxidaza; AP = khang thé
thir cip lién hop phosphataza kiém; StrAP = khang thé tht cip lién hop

streptavidin. Khéng c¢6 vi khun nio duge st dung trong thir nghiém nay.

Fig.8 thé hién su lién két cta cac khang thé vao chit nhay hoic dia. Su

bd tri dia dugc mo ta trén Fig.7.

Fig.9 thé hién thtr nghiém vé sy lién két khong dic hiu véi cac khang
thé so cip va thir cdp. Cac khang thé so cdp: HRP = khang thé so cép lién hop
HRP, BP2022 = khang thé so cip da dong khéng lién hop khang E. coli; Biotin
= khang thé so cép lién hop biotin khang E. coli. Cac khang thé thir cip: HRP =
IgG lién hop HRP; StrHRP = streptavidin dugc d4nh ddu HRP. Khéng c6 vi
khudn nio duoc sir dung trong thir nghiém nay.

Fig.10 thé hién thir nghiém lién két khong dic hiéu voi cac khang thé so
cép va thir cdp. Su b tri dia dugc mo ta trén Fig.9. Céc khang thé so cép: HRP
= khéang thé so cip lién hop HRP, BP2022 = khéang thé da dong khéng lién hop



22303

khéng E. coli; Biotin = khang thé lién hop biotin khang E. coli. Cac khang thé
thi cdp: HRP = IgG lién hop HRP; StrHRP = streptavidin duogc danh diu HRP.

Fig.11 thé hién bang mé ta diéu kién dugc sir dung ¢ t8i wu héa d6 pha
lodng khang thé va sb lugng vi khudn/giéng. Khang thé so cip: khang thé so
cAp lién hop HRP, khong c6 khang thé thi cép.

Fig.12 thé hién dit liéu thu dwoc tir thir nghiém vé d6 pha loang khang
thé va sb lugng vi khudn/giéng t&i wru. Khang thé so cip: khang thé so cip lién

hop HRP, khong c6 khang thé thir cAp. Su bé tri dia dwoc thé hién trén Fig.11.

Fig.13 thé hién bang mé ta didu kién dugc st dung dé t8i wu héa do pha
lodng khang thé va sd lugng vi khuin/giéng. Khang thé so cip: khang thé lién
hop biotin khang E. coli, khéng thé thir cép: streptavidin lién hop HRP.

Fig.14 thé hién dit liéu thu duoc tir thir nghiém vé d6 pha lodng khang
thé va sd luong vi khudn/giéng t8i wu. Khang thé so cip: khang thé lién hop
biotin khéng E. coli, khéng thé thir cip: streptavidin lién hop HRP.

Fig.15 thé hién d6 hdp thu ELISA véi 10°10% vi khudn duoc bd sung

trong cac giéng. Puong xu hudng 16garit dugc thém vao.

Fig.16 thé hién d6 hdp thu ELISA véi 0-10° vi khuén dugc bd sung

trong céc gieéng.

Fig.17 thé hién A) muc d6 anh hudng ciia cic ndng d6 Bio-Mos khac
nhau ddi voi sy bam dinh cia vi khudn. Mirc d6 anh hudng nay duoc thé hién
dudi dang ty 1& phan trim ctia d6 hip thu khi khong bd sung Bio-Mos; va B)
muc dd .énh hudng cua Bio-Mos d6i véi sy bam dinh cta chung E. coli ALI84,

dugc x4c dinh bang vi khuin dugc déanh diu phéng xa trong may dém do nhay.

Fig.18 thé hién dir lidu tir cac thir nghiém vé& s§ luong vi khuin/giéng
nhim phét hién mirc t81 wu cho viée phét hién tdc dong lam thay dbi sy bam
dinh/gén két (vi du, str dung Bio-Mos).

Fig.19 thé hién dit lidu tir cac thir nghiém vé sé lugng vi khuln/giéng

nhim phét hién mirc t6i wu cho viéc phat hién tac dong lam thay ddi sy bam

dinh/gén két (vi du, sit dung Bio-Mos).
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Fig.20 thé hién dit liéu lién quan téi d6 pha lodng khang thé so cdp dé

phat hién sy khac nhau gitta cac nong do khac nhau cua Bio-Mos.

Fig.21 thé hién mtc d6 anh hudng cla Bio-Mos trong ELISA sir dung

cac loai chat nhay khac nhau va nhiéu nong d¢ Bio-Mos.

Fig.22 thé hién sy so sanh mitc d anh huéng cia Bio-Mos trong thir
nghiém gin két phéng xa va k¥ thuat ELISA. Sai s6 chuén cia gia tri trung

binh gifta cdc mau 13p lai dwoc thé hién dudi dang thanh sai s.

Fig.23 thé hién sy bam dinh cta céc vi khudn dugc 1am bét hoat theo cac
cach khac nhau vao dia c6 phu chit nhay. Sy bam dinh dugc xac dinh trong
diéu kién c6 va khong cé Bio-Mos. Dit liéu v& vi khuén duoc 1am bét hoat bﬁng

UV va DMSO khéng duoc thé hién.

Fig.24 thé hién sy bam dinh cua vi khuin vao chét nhay trén cac dia méi
duogc phu theo k¥ thuat ELISA.

Fig.25 thé hién mic d6 anh hudng cta ndng do etanol trong chét 1ong

bao quan E. coli d0i v6i sy bam dinh cia vi khuan vao chat nhay.

Fig.26 thé hién su bam dinh cta vi khuln trong diu kién c6 va khong cé

Bio-Mos vao dia c6 phil chit nhay dugc bao quan theo cac cich khac nhau.

Fig.27 thé hién mirc d6 anh hudng cia Bio-Mos dbi v6i sy bam dinh cia
E. coli dugc 1am bit hoat bing etanol vao dia c6 phu chédt nhay duoc lam kho
bing khong khi. Sai s§ chuén ciia gi4 tri trung binh gitta cac mau lap lai duoc

thé hién dudi dang thanh sai sd.

Fig.28 thé hién sy bién thién theo dia tuyét dbi ddi véi cac mirc thir
nghiém Bio-Mos khic nhau. Céc thir nghiém lap lai (cic giéng) ciia ciing miu

duoc thé hién dudi dang cédc nhom thanh.

Fig.29 thé hién sy bién thién theo dia tuyét d6i ddi véi cac mirc thir
nghiém Bio-Mos khéc nhau. Bbn panen ciia hinh v& nay thé hién cac thir
nghiém duoc tién hanh vao bbn ngay khac nhau, nhung v6i mét me E. coli. Céc
thir nghiém lip lai (cac giéng) ctia cling mAu dugc thé hién dudi dang cic nhém

thanh.
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Fig.30 thé hién su bién thién theo dia tuyét d6i dbi voi cac muc thu
nghiém Bio-Mos khéc nhau trong cic panen khac nhau. Bén nhém cot trong
mdi panen thé hién cac tho nghiém dugc tién hanh vao bén ngdy khéc nhau,

nhung v&i mét mé E. coli.

Fig.31 thé hién sy bién thién theo dia twong dbi dbi v&i cac mic thir
nghiém Bio-Mos khac nhau. C4c cft thé hién gié tri trung binh cta cac giéng
thir nghiém 1dp lai va céc thanh thé hién sai sb chuén cua gia tri trung binh. Céac
thir nghiém duoc tién hanh vao bdn ngay khéc nhau, nhung véi mot mé E. coli.
Hai panen thé hién ciing dit liéu, nhung duoc thé hién theo cic cich khac nhau
d& nhin manh sy bién thién theo dia (panen phia trén) hoic mirc 6 anh hudng

cua Bio-Mos (panen phia dudi).

Fig.32 thé hién su bién thién theo mé twong d6i ddi véi mirc do anh
hudng ctia Bio-Mos. Céc cdt clia panen phia trén thé hién gié tri trung binh cta
céc giéng thir nghiém l3p lai va cAc thanh thé hién sai s6 chuén cua gia trj trung
binh. Céc thlr nghiém dugc tién hanh hoan toan doc lap bét dau tir bude chudn
bi mdi trudng va chit dém, va nudi cdy E. coli. Panen phia trén thé hién tin
hiéu do dugc va panen phia dudi thé hién gié tri so véi giéng dbi chimg.

Fig.33 thé hién s luong giéng l3p lai cin dé phat hién sy khac biét da
dinh giita cac cht didu tri thir nghiém véi thir nghiém duogc phat trién.

Fig.34 thé hién tin hidu do dugc di véi nim (5) mé ché phdm vi khuén
doc 1ap trong diéu kién c6 va khong cé Bio-Mos (2 ng/ml).

Fig.35 thé hién tin hiéu do duoc dbi véi nam (5) mé dia chét nhay doc

1ap trong diéu kién c6 va khong c6 Bio-Mos (2 ng/ml).
Fig.36 thé hién tin hiéu cta thir nghiém sau 1 va 2 tudn bao quan.

Fig.37 thé hién 6ng tiém va dia dugc dong kin chan khéng theo mot

phuong 4n ciia sang ché.
MO té chi tiét sing ché

Pinh nghia
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Mot s6 thuat ngit duoc dinh nghia duéi day @ hiéu sang ché dé dang

hon.

Trong ban md ta ndy, thuat ngit “chét nhay” ding d& chi chit tiét twong
d6i dic dwoc san xuét bdi va bao phu cac phin cta dudng tiéu hoa (vi dy, dugc
san xuét boi va bao phu té bao biéu mé cua rudt). Chét nhay c6 thé chira mot
hoic nhiéu thanh phan nhu muxin, protein, glycoprotein, lipit va glycolipit.
Chit nhay ciing c6 thé chira mét hogic nhidu loai thu thd (vi dy, thu thd nhan
biét protein bam dinh ddc hiéu). Sy bam dinh va/hodc sw lign két chit ché cua
vi khuén vao chét nhay va/hoic t& bao biu md (vi du, qua 16p chét nhay) co
thé gép phn vao sy bam dinh cta vi khudn vao chit nhay cua rudt va/hosc
bidu md (vi dy, do d6 c6 vai trd trong quin thé vi khuin séng & rudt). Séng ché
khong bi giéi han & loai cht nhay cu thé bit ky hodc & chét nhay thu dugc tir
ngudn cu thé bat ky (vi dy, loai ddng vat) hodc vi tri (vi du, phén cua duong
tiéu héa (vi du, rudt hdi (vi dy, can tdm, xa tim, v.v.), rudt ta, rudt tit, rudt két
hozc phan khéc cta dudng tiéu héa)).

Trong ban mo ta nay, tit ca cac thuat nglt “peptit”, “polypeptit” va
“protein” diing dé chi trinh tw so cdp ciia c4c axit amin dugc ndi boi “lién két
peptit” cong héa tri. Nhin chung, peptit gdm mot vai axit amin, thuong tir 2-50
axit amin, va ngén hon protein. Thuét ngit “polypeptit” gém peptit va protein.
Theo mdt sd phuong 4n, peptit, polypeptit hoic protein 1 tdng hop, trong khi
theo cac phuwong 4n khéc, peptit, polypeptit hogic protein 13 tai t6 hop hodic c6
trong tu nhién. Peptit tbng hop 14 peptit dugc tao ra theo cach nhan tao in vitro
(tc 13, khdng dugc tao ra in vivo).

Thuat ngt “mau” va “miu vat” dugc sir dung theo nghia rong nhit cia
chiing va bao gdm mau hoic miu vét thu dugc tir ngudn bit ky. Trong ban mé
ta ndy, thuit ngit “miu” duoc sir dung d& chi mu sinh hoc thu duoc tir dong
vét (bao gdm nguoi), va bao gdm dich 16ng, chét rén, mé va chét khi. Theo mot
s& phuong 4n ctia sang ché, miu sinh hoc bao gém dich no tiy (cerebrospinal
fluid - CSF), dich thanh dich, nudc tidu, nudc bot, mau va san phém mau nhu
huyét tuong, huyét thanh va chét twong tw. Tuy nhién, cdc vi du nay khong

duoc hicu 1a 1am gi¢i han cac loai mAu ma c6 thé duge sir dung theo séang che.
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Trong ban md t nay, thuat ngir “vat chi” va “dbi twong” diung dé chi
dong vét bat ky, bao gdbm, nhung khong gi6i han &, ngudi va dong vat khong
phai 1a nguoi (vi dy, chd, meo, bo, ngua, ciru, gia cam, c4, loai gidp xac, v.v.)
ma dugc nghién ctru, phén tich, thir nghiém, chin doan hoic diéu tri. Trong ban
mo ta ndy, thudt ngit “vat chu”, “dbi tuong” va “bénh nhan” dugc str dung thay
thé 14n nhau, trir khi cé quy dinh theo cach khac.

Trong ban md ta nay, thut ngit “khang thé” (hodc “cic khang thé”)
ding d& chi globulin midn dich bét ky lién két dic hiéu véi yéu t§ quyét dinh
khang nguyén, va lién két dic hiéu véi protein giéng hodc c6 lién quan vé mit
chu trac voi yéu td quyét dinh khang nguyén ma kich thich viéc san xuét ching.
Theo d6, khang thé c6 thé hitu dung trong cac thir nghiém ding dé phat hién
khang nguyén ma kich thich viéc san xut ching. Khang thé don dong dwgc thu
nhan tir mot dong té bao lympho B (ttc 13, t& bao B) don 1¢é, va thudng ddng
nhit v& cAu truc va tinh dic hiéu khang nguyén. Khang thé da dong c6 ngudn
gbc tir nhiu dong té bao sin xuét khang thé khic nhau, va do d6 khong ddng
nhét v& cu truc va tinh dic hiéu epitope ciia chiing, nhung tat ca déu nhan biét
cing mdt khang nguyén. Theo mot s6 phuong 4an, khang thé don dong va
khéng thé da dong duoc sir dung dudi dang ché phdm tho, trong khi theo
phuong an dugc uu tién, khang thé nay dugc tinh ché. Vi duy, theo mdt sb
phuong 4n, khang thé da dong chira trong huyét thanh mién dich thd dugc st
dung. Ngoai ra, du dinh ring thuit ngit “khng thé” bao gdm globulin mién
dich bat ky (vi du, IgG, IgM, IgA, IgE, IgD, v.v.) thu dugc tir ngudn bét ky (v
du, ngudi, loai gim nhdm hai ring clra, ddng vat linh trudng khong phai 14
ngudi, loai gdm nhim bén rang cira, d€, bo, ngua, clru, v.v.).

| Trong ban mé ta ndy, thudt ngit “khang nguyén” duoc sir dung dé chi
chét bat ky c6 kha ning dugc nhén biét boi khang thé. Dy dinh ring thuat ngit
ndy bao gdm khang nguyén va “chét sinh mién dich” bat ky (tuc 1a, chét kich
thich su tao thanh khang thé). Theo dé, trong phan tmg mién dich, khang thé
duge tao ra dé dép ung lai su c6 mit clia khdng nguyén hodc mot phén cta
khang nguyén. Thuat ngit “khang nguyen” va “chét sinh mién dich” dugc sir

dung dé chi dai phan tir riéng r& hoic dé chi nhém cac dai phan tir khing
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nguyén ddng thé hoic di thé. Dy dinh ring thuit ngit khing nguyén va chét
sinh mién dich bao gdm phén tir protein hodc cic phin ciia phan tir protein, c6
chita mot hogc nhiéu epitop. Trong nhiéu trudng hop, khang nguyén ciing 1a
chét siﬁh mién dich, do d6 thuit ngit “khédng nguyén” thudng duoc sir dung
thay thé 1in nhau véi thuat ngit “chét sinh min dich”. Theo mét s& phwong 4n
dwoc wu tién, chét ¢6 tinh sinh mién dich duoc st dung 1am khang nguyén
trong céc thir nghiém ding dé phat hién su c6 mit ctia khéng thé thich hop
trong huyét thanh ctia dong vat dugc gy mién dich.

Trong ban m6 ta ndy, thuit ngit “manh khang nguyén” va “mdt phéan ciia
khang nguyén” va dang twong tu dugc st dung d& chi mot phin cia khéng
nguyén. Phin hojic manh khéng nguyén thuong xép loai theo kich thude, tir ty
1& phan trim nho ciia toan bd khang nguyén dén ty 1é phin trim 16n, nhung
khong phai 1a 100%, cta khang nguyén. Tuy nhién, trong cic trudong hop trong
d6 “it nhat mot phan” cta khang nguyén dugc chi 15, thi du dinh réng toan bd
khang nguyén cling c6 thé c6 mit (vi du, khéng du dinh ring mau duogc thir
nghiém chi chita mgt phan cta khang nguyén). Theo mdt sb phuong an, phin
va/hogc manh khéng nguyén chira “epitop” dugc nhén biét boi khéng thé, trong
khi theo céc phuong 4n khéc, phin va/hosic manh nay khéng chira epitop dwoc
nhan biét boi khang thé. Ngoai ra, theo mét s6 phwong an, phan va/hodc manh
khéng nguyén khong c6 tinh sinh mién dich, trong khi theo phuong 4n dugc wu
tién, phan va/hoic manh khang nguyén cé tinh sinh mién dich.

Thuét ngit “yéu t& quyét dinh khang nguyén” va “epitop” trong ban mo
ta nay ding dé chi phan cta khang nguyén ma tiép xic véi ving bién ddi cua
khang thé cu thé. Khi protein hodc méanh (hoic phan) cua protein dugc st dung
d& gay mién dich déng vat chu, nhiéu viing cta protein nay c6 thé kich thich
viée san xut khéang thé lién két dic hidu véi ving hodc ciu tric ba chidu nhit
dinh trén protein nay (cic ving va/hodc ciu tric ndy duogc goi 1a “yéu t6 quyét
dinh khang nguyén”). Trong mét s§ truong hop, yéu t6 quyét dinh khéang
nguyén canh tranh véi khang nguyén nguyén ven (tic 13, “chét sinh mién dich”

dugce st dung dé gay ra dap ing mién dich) dé lién két voi khang thé.
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Thuét ngit “lién két dic hidu” va “lién két mot cach dic hiéu” khi duoc
str dung @ chi su tuong téc gifta khang thé va khang nguyén mé ta su tuong
tac phu thudc vao su c6 mit ciia cdu tric cu thé (tuc 13, yéu tb quyét dinh khang
nguyén hodc epitop) trén khdng nguyén. N6i cach khac, khang thé nhan biét va
lién két véi cAu tric protein duy nhat d6i v6i khéang nguyén, chir khong phai 1a
lién két voi tat ca cac protein ndi chung (tic 13, lién két khong diic hiéu).

Trong ban md ta ndy, thudt ngit “thir nghiém mién dich” dung d& chi thu
nghiém bat ky sir dung it nhit mét khang thé dic hiéu d& phat hién hodc dinh
lwong khang nguyén. Thir nghiém mién dich bao gdm, nhung khéng giéi han &,
thdm tdch Western, ELISA, thir nghiém mién dich phéng xa va thir nghiém
mién dich huynh quang.

Trong ban mé ta nay, thuit ngit “ELISA” ding dé chi thir nghiém hép
phu mién dich lién két enzym (hodc EIA). Nhidu tmg dung va phuong phap
ELISA 14 d biét trong linh vuc k§ thuat ndy, va dugc mé ta trong nhidu tai liéu
tham khao (xem, vi duy, Crowther, “Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA)”, in Molecular Biomethods Handbook, Rapley et al. (eds.), pp. 595-
617, Humana Press, Inc., Totowa, N.J. (1998); Harlow and Lane (eds.),
Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press
(1988); Ausubel et al. (eds.), Current Protocols in Molecular Biology, Ch. 11,
John Wiley & Sons, Inc., New York (1994)). Ngoai ra, c6 nhiéu hé thir nghiém
ELISA c6 ban trén thi truong.

Trong ban md ta nay, thuét ngit “chét chi thi”, “phén tr chi thi”, “co
chét phat hién” va “chét phat hién” dugc sir dung dé chi chét cho phép phat
hién va/hojic dinh lugng khang thé lién két voi khang nguyén. Vi duy, theo mot
s6 phuong 4n, chit chi thi 13 co chdt so mau dbi véi enzym di lién hop véi
khang thé. Viéc bd sung co chit thich hop vao thé lién hop khang thé-enzym
tao ra tin hiéu so mau hoc do huynh quang (vi du, sau su lién két cua khang
thé lién hop voi khang nguyén dang quan tdm). Céc chét chi thi khac bao gbm,
nhung khéng gi6i han &, hop chét phong xa. Pinh nghia niy ciing bao gdm
viéc str dung hop chét gdc biotin va avidin (vi dy, bao gdm, nhung khong gi6i

han &, neutravidin va streptavidin) 1am mot phéan ctia hé phét hién.
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Trong ban m6 ta ndy, thuat ngit “tin hiéu” nhin chung dugc sir dung dé
chi qua trinh ¢6 thé phat hién dugc bt ky ma thé hién ring phan ing da Xay ra,
vi du, lién két ctia khéng thé véi khang nguyén. Dy dinh ring tt ca céc tin hiéu
& dang hoat tinh phéng xa, san phdm/chit do huynh quang ho#c so mau déu
dugc sir dung theo sang ché. Theo nhidu phuong 4n cia séng ché, tin hiéu duoc
danh gia mot cach dinh tinh, trong khi theo cac phuong an khac, tin hiéu duoc
danh gia mot cach dinh luong.

Trong ban mo ta ndy, thut ngit “nén rdn” dugc st dung dé chi chét rin
hodc vat liéu ¢ dinh bit ky ma chét phan tmg nhu khang thé, khang nguyén va
c4c thinh phén thir nghiém khic dugc gin vao d6. Vi duy, trong k¥ thuét
ELISA, cac giéng ctia dfa vi chuln do tao ra nén rin. Céc vi du khac v& nén rén
bao gdm ban kinh diing cho kinh hién vi, 14 kinh d4y, hot, hat, binh nubi c4y té
bao, ciing nhu nhidu nén thich hop khéc.

Trong ban md ta ndy, thut ngft “lugng hitu hiéu” ding dé chi lugng hop
phén da dé tao ra két qua c6 loi hodc mong mudn. Luong hitu hi€u cé thé duoc
st dung va/hodc két hop véi nguyén liéu khac trong mdt hodc nhidu 1an sir
dung, 4p dung hoic liéu lugng va khéng duoc du dinh 13 bi gidi han & ché
pham hoic dudng ding cu thé.

Trong ban md ta nay, thuit ngit “viéc st dung” va “stt dung” dung dé
chi hanh dong dua thudc, tién duoc chit hodc tac nhan khac, hodc chét diéu tri
tri lidu (vi dy, tdc nhan dugc nhan dién 13 tic nhan diéu bién sy bam dinh coa vi
khuin vao chit nhay bang cich sir dung phwong phép theo sang ché) cho dbi
twong (vi du, d6i tuong hodc t& bao, méd va co quan in vivo, in vitro hodc ex
vivo). Pudng ding tiéu biéu c6 thé 13 qua mét (co quan thi giic), miéng (co
quan vi gi4c), da (tai chd hodc qua da), miii (co quan khiu giac), phdi (xong
hit), niém mac miéng (m4), tai, tryc trang, am dao, bﬁng cach tiém (vi dy, trong
tinh mach, dudi da, trong khéi u, trong mang bung, v.v.) va dudng ding twong
tu.

Trong ban md ta ndy, thudt ngit “viéc sit dung ddng thoi” va “sir dung
ddng thoi” ding dé chi viéc st dung it nhat hai tic nhan (vi dy, tc nhan dugc

nhén dién 1a tidc nhén diéu bi€n sy bam dinh cta vi khuan vao chat nhay bang
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céch st dung phuong phép theo sang ché va mot hodc nhiéu tac nhan khac (vi
du, chét tri lidu dugc biét 1a didu tri ri loan do vi khuin gdy bénh gy ra) cho
dbi tuong va/hodc nguyeén li€u (vi dy, thitc dn (vi dy, thitc dn dong vat))). Theo
mot s6 phuong an, viéc st dung déng thoi hai hodic nhiéu tac nhan hodc chét tri
liéu 1a cung lic. Theo cac phwong 4n khac, tic nhan/chét tri liéu thir nhét dugc
stt dung trudc tac nhan/chét tri liéu thi hai. Ngudi c6 hidu biét trung binh v&
linh vuc k¥ thuit ndy s& hiéu ring ché phim va/hodc dudng ding cla céc tic
nhan hodc chét tri lidu dugc st dung khac nhau cé thé thay dbdi. Liéu thich hop
@8 str dung dong thoi c6 thé duge xac dinh mét cach d& dang boi ngudi ¢6 hiéu
biét trung binh vé linh vuc k¥ thuat nay. Theo mét sé phuong 4n, khi téc nhan
hodic chét tri liéu dugc sit dung ddng thoi, thi tac nhan hodc chit tri lidu tuong
tmg nay duoge str dung va/hoiic duoc bao ché & lidu thép hon so véi liéu thich
hop cho viéc st dung va/hodc bao ché ching & dang riéng 1€. Theo d6, viéc sir
dung déng thoi duge uu tién ddc biét trong cac phuong an khi viéc st dung
ddng thoi/bao ché dong thdi céc tic nhan hodc chét tri lidu gitip 1am giam lidu
can thiét cta (cac) tic nhan gy hai (vi dy, doc) tiém 4n, va/hodc khi viéc st
dung ddng thoi hai hodc nhiéu tic nhén gitip d6i twong nhay véi tac dung c6 loi
clia mot trong s6 cic tac nhin théng qua viée sir dung ddng thdi véi tac nhan
con lai.

Trong ban m6 ta niy, “diéu tri sau cu tr” hojc “4p dung sau” ding dé
chi viéc diéu trj sau khi d3 loai bd bénh 1y nhiém.

Trong ban mé ta ndy, “4p dung truéc” va/hoic “didu tri du phong” ding
d& chi viéc didu tri dugc sir dung 1am bién phap phong nglra (vi du, dé ngin
ngira su 14y nhiém va/hodc bénh).

Trong badn mo ta nay, thuét ngit “bénh” va “tinh trang bénh ly” dugc st
dung thay thé 13n nhau d& mo ta trang thai, déu hiéu va/hodc triéu ching lién
quan dén su suy yéu bat ky cia trang thai binh thuong cta dong vét séng hogic
clia co quan hodc md bét ky ctia n6 ma phé v hodc lam thay d6i viéc thyc hién
céc chirc ning binh thudng, va c6 thé 1a mot dap tmg vai cac yéu td méi truong
(nhu tinh trang nghe¢o dinh dudng, rii ro cdng nghi€p hodc khi hau), vai tac
nhin giy nhiém bénh cy thé (nhu giun, vi khuan hoic virut), véi khiém khuyét

-16-



22303

vbn ¢6 ciia sinh vat (nhu cac bit thuong di truyén khac nhau, hodc véi tb hop
ctia cac yéu t6 nay va cac yéu t6 khac).

Trong bin md ta ndy, thuat ngtt “méc bénh” dung dé chi déi tuong (vi
du, dong vat hodc nguodi) dang phai trai qua mot bénh cu thé. Khéng du dinh
rﬁng séng ché bi gidi han & céac du hiéu hoic tridu chting hoic bénh cu thé bt
ky. Theo d6, du dinh ring séng ché bao gdm céc dbi twong dang phai trai qua
loai bénh bét ky (vi duy, tir biéu hién can lam sang dén bénh toan phét) trong dé
dbi tugng thé hién it nhit mot sb chi thi (vi du, d4u hiéu va triéu ching) lién
quan dén bénh cu thé.

Trong ban mb ta ndy, thuit ngit “doc” ding dé chi tac dong bét loi hodc
c6 hai bat ky dbi véi dbi tugng, té bao hoic mé so véi cling té bao hoic md
trudc khi sir dung ddc chit.

Trong ban md ti nay, thuit ngit “thanh phan thirc #n chic ning” hodc
“chét phu gia thtic &n chitc ning” dung @& chi ché phim két hop cua hoat éhﬁt
(vi dy, t4c nhan duoc nhan dién 14 tac nhan didu bién su bam dinh cta vi khun
vao chét nhay) véi chét mang tro hodc cd hoat tinh, tao ra hgp phén dac biét
thich hop dé st dung trong chén doéan hoic tri 1idu in vitro, in vivo hodc ex vivo.

Trong ban mb ta ndy, thuat ngit “chit mang” ding dé chi chit mang
chudn bét ky bao gém, nhung khong gidi han &, dung dich nudc mubi duge
dém phosphat, nuéc, nhii twong (vi dy, nhu nhii twong diu/nudc hoic
nuc’yc/déu), va céc loai chit thAm udt khac, bét ky va tht ca cac dung moi, méi
truong phan tén, chit bao, natri lauryl sulfat, chit 1am chim sy hép thy va déng
trwong, chét gy rd (vi dy, tinh bot khoai tay hodc glycolat natri tinh bét), 16
ngd, bd chung cAt rugu d3 duoc 1am khd, cam lua my, ndm men (vi dy, ndm
men toan phan di qua st dung), thanh phan ndm men (vi dy, chét chiét thanh t&
bao nim nien), va céc chit tvong tw. Hop phn cfing c6 thé chita chét 6n dinh
va chat bao quan. Vi du vé chit mang, chit 8n dinh va t4 dugc c6 thé duoc
xem, vi dy, trong tai li€u Martin, Remington’s Pharmaceutical Sciences, 15th
Ed., Mack Publ. Co., Easton, Pa. (1975), tai li€u nay dugc dua vao ban mé ta

ndy bang cach vién dan.

-17-



22303

Trong ban md ta nay, thuit ngit “tiéu héa” ding dé chi sy chuyén héa
thic an, thuc phém hodc cac hop chét hitu co khéc thanh dang hép thu dugc; dé
6 thé 1am mém, phéan hity hodc pha v béng nhiét va hoi 4m hodc tac dong hoa
hoc.

Trong ban mo ta nay, “hé ti€u hoa” ding dé chi hé (bao gém hé da day-
rudt) trong d6 su ti€u hoa co6 thé x4y ra hodc that sy xay ra.

Trong ban mé ta nay, thuit ngit “thirc &n” dung dé chi (cac) nguyén li€u
duoc tiéu thu boi dong vat va déng gép ning lugng va/hodc chét dinh dudng
cho ché d6 in udng cta dong vat. Vi du v& thirc &n bao gdm, nhung khong gidi
han &, khéu phan hdn hop hoan chinh (total mixed ration - TMR), (céc) thirc an
cho stic vat, (c4c) vién, (cic) chét cd, (cac) san phdm ddng thoi tron sin, (cac)
hat, (c4c) ba chung cAt ruou, ri dudng, (céc) soi, cod cho gia suc, cd, co kho,
(c4c) nhan hat, 14, bot xay thd, (cac) chét tan va (cac) chit b sung.

Trong ban md ta nay, thudt ngit “déhg vat” ding dé chi sinh vat thudc
giéi Animalia (gi¢i Pong vat). Dong vat bao gdm, nhung khong gi6i han &,
dong vat chin nudi, dong vt trang trai, ddng vat nudi trong nha, dong vat canh,
dong vat nudc ngot va nudc min va dong vat hoang da.

Trong ban mé ta nay, thuat ngit “mubi dugc dung” dung dé chi mudi bét
ky (vi dy, thu dwoc biang phan tng véi axit hodc bazo) cua hop chit theo sang
ché (vi dy, chira thanh phﬁn thanh t& bao hoic té bao ndm men séng theo sang
ché) ma duoc dung nap vé& mit sinh ly & dbi tugng dich (vi dy, déng vit c6 v,
ngudi, gia cm, bo, lon, ngua, clru, dé, ché, meo, c4, lac da, lodi ggm nhim hai
ring ctra cling nhu c4 va dong vat vé gidp, va/hoic t& bao, mé hogic co quan in
vivo hoic ex vivo). “Mudi” clia hop chét theo sang ché c6 thé thu duoc tir axit
va bazo v co hodc hitu co. Vi du vé axit bao gbm, nhung khong gidi han ¢,
axit clohydric, bromhydric, sulfuric, nitric, percloric, fumaric, maleic,
phosphoric, glycolic, lactic, salixylic, suxinic, toluen-p-sulfonic, tartric, axetic,
xitric, metansulfonic, etansulfonic, formic, benzoic, malonic, sulfonic,
naphtalen-2-sulfonic, benzensulfonic, va cac axit twong ty. Cac axit khac, nhu

oxalic, mdc du ban than ching khong dugc dung, ciing c6 thé dugc sir dung
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trong viéc diéu ché mudi hitu ich 1am san phdm trung gian dé thu dugc hop
chét theo séng ché va mudi cdng axit dugc dung cia chung.

Vi du vé bazo bao gdm, nhung khong gi6i han &, hydroxit kim loai kidm
(vi du, natri), hydroxit kim loai kiém thd (vi du, magie), amoniac, va hop chét
c6 cong thirc NW,", trong d6 W la C,4 alkyl, va céc bazo tuong tu.

Vi du vé mubi bao gdm, nhung khéng gidi han &: axetat, adipat, alginat,
aspartat, benzoat, benzensulfonat, bisulfat, butyrat, xitrat, camphorat,
camphorsulfonat, xyclopentanpropionat, digluconat, dodexylsulfat,
etansulfonat, fumarat, flucoheptanoat, glyxerophosphat, hemisulfat, heptanoat,
hexanoat, clorua, bromua, iodua, 2-hydroxyetansulfonat, lactat, maleat,
metansulfonat, 2-naphtalensulfonat, nicotinat, oxalat, palmoat, pectinat,
persulfat, phenylpropionat, picrat, pivalat, propionat, suxinat, tartrat,
thioxyanat, tosylat, undecanoat, va cac mudi tuong tw. Vi du khéc vé& mudi bao
gdm anion clia hop chit theo sang ché dwoc két hop véi cation thich hop nhu
Na®, NH," va NW," (trong d6 W 14 nhém C,4 alkyl), va cac mudi twong ty. D&
sit dung trong tri li€u, mubi cua hop chét theo séng ché dugc du dinh 12 duoc
dung. Tuy nhién, mudi ctia axit va bazo khong dugc dung ciing c6 thé duge st
dung, vi dy, trong viéc diéu ché hoic tinh ché hop chét duoc dung.

Pé sir dung trong trj liéu va/hodc phong ngira, mudi ctia hop chit theo
sang ché dugc du dinh 14 duoc dung. Tuy nhién, mudi cua axit va bazo khong
dugc dung ciing c6 thé duge st dung, vi du, trong viéc diéu ché hoic tinh ché
hop chét dugc dung.

Trong ban mé ta ndy, thuat ngit “gidng cdy té bao” ding @& chi gibng
ciy t& bao in vitro bat ky. Thuat ngit niy bao gbm dong t& bao lién tuc (vi du,
v6i kidu hinh bt tir), giéng cy té bao so cip, dong té bao da dugc bién nap,
dong té bao hitu han (vi dy, t& bao khong duoc bién nap) va quén thé t& bao bat
ky khéac dugc duy tri in vitro.

Trong ban md ta ndy, thuat ngit “sinh vit cé nhan dién hinh” ding d& chi
sinh vat c6 thé phan biét dugc véi “sinh vat khéng c6 nhan dién hinh”. Dy dinh
ring thut ngit ndy bao gdm tit ca cac sinh vét c6 céc té bao thé hién dic tinh

thong thudong clia sinh vét c6 nhan dién hinh, nhu sy c6 mit ctia nhan thuc
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duoc bao boc béi mang nhén, trong d6 c6 nhiém sic thé, su c6 mit cua co quan
té bao dugc bao boc béi mang, va céc dic tinh khac thuong quan sat thdy trong
sinh vét c6 nhan dién hinh. Theo d6, thut ngft nay bao gdm, nhung khong gisi
han &, sinh vat nhu nim, dong vat nguyén sinh va dong vat (vi dy, nguoi).

Trong ban mo ta ndy, thuat ngit “in vitro” ding dé chi méi trudng nhan
tao va quy trinh hodc phan g xay ra trong mdi truong nhan tao. Moi trudong
in vitro c6 thé bao gdm, nhung khong gi6i han &, 6ng nghiém va gidng chy té
bao. Thuat ngit “in vivo” dung dé chi moi truong tu nhién (vi du, dong vt hodc
té bao) va quy trinh hoic phan tmg xay ra trong moi trudng tu nhién.

Trong ban md ta nay, thut nglt “miu” dugc st dung theo nghia rong
nhét ctia né. Theo mdt nghia, thudt ngit ndy bao gdm miu vat hodc giéng cy
thu dugc tir ngudn bit ky, cling nhu miu sinh hoc va miu méi trudong. Mau
sinh hoc c6 thé thu dugc tir dong vat (bao gdbm ngudi) va bao gdm dich léng,
chit rin, md va chét khi. MAu sinh hoc bao gdm san phém mau, nhu huyét
tuong, huyét thanh va cac dang tuong tu. Miu méi trudng bao gdm vét liéu
mbi trudng nhu vat chit bé mit, dit, nudc, tinh thé va miu cong nghiép. Tuy
nhién, cic vi du nay khong dugc hiéu 14 lam gi¢i han loai miu c6 thé ap dung
dugc theo sang ché.

Trong ban mo ta ndy, thuat ngit “bd kit” ding dé chi tap hop cic nguyén
vat li€u dugc dong gai.

Trong ban mé ta ndy, “tic nhan diéu bién chéng bam dinh” va/hodc “tac
nhan diéu bién chéng dinh bom” ding @& chi tac nhan didu bién ngan chin sy
bam dinh (vi du, ngin chin hop chit khong bam dinh vao diém tua, va/hodic
ngén chédn sy bam dinh cua vi khuén vao t& bao biéu md nhay va/hodc vao céac
loai t& bao khéc).

Thir nghiém lién két phong xa d3 dugc chimg minh 14 xdc dinh duoc sy
bam dinh cta vi khudn vao chét nhay cta rudt, va mot s6 chit nhét dinh ngan
nglra mot cach hi€u qua sy bdm dinh nay (xem, vi dy, Conway, et al., 1990,
58:3178-3182). Cu thé, thir nghiém lién két phong xa dd dugce ching minh 1a
x4c dinh duge sy bam dinh cua vi khudn vao chét nhay cla rudt con cho théy

mitc 46 anh hudng clia Bio-Mos, mannoprotein thu duge tir thanh té bao cua
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Saccharomyces cerevisiae, d6i véi viée tic ché sy bam dinh ctia vi khun. Tuy
nhién, khong c6 sdn phuong phép phi phong xa thong thuong nao dé phat hién,
nhén dién va xac dinh sy bam dinh cta vi khudn vao chét nhay. Phuong phap
va hop phan theo sang ché khic phuc duoc céc han ché nay thong qua viée dé
xuét phuong phap phi phong xa dé phét hién, nhan di€n va xac dinh sy bam

dinh cta vi khuan vao chat nhay.

Cu thé, sang ché @ xuét thir nghiém mién dich don gian va chinh x4c dé
xé4c dinh sy bam dinh ctia vi khudn vao chit nhay va dé thir nghiém mirc do anh
hudng cia san phém ma diéu bién (vi dy, tc ché, thuc déy) su bam dinh. Theo
mdt s6 phuong 4an, thir nghiém mién dich 14 thim tach Western. Theo mot sb
phuong 4n, thit nghiém mién dich 14 thir nghiém mién dich phéng xa. Theo mot
s& phuong 4n, thir nghiém mién dich 14 thir nghiém mién dich huynh quang.
Theo mot s6 phuong 4n, thir nghiém mién dich 13 thir nghiém dua trén ELISA.
Phuong phép dua trén ELISA 13 phuong phap thay thé hip din cho thir nghiém
phéng xa do tinh linh hoat trong viéc sir dung céc td hop khéc nhau ciia khang
thé so cAp va khéng thé thir cAp va cac hé phat hién so mau khac nhau ddi véi
céc lodi vi sinh vat khac nhau. Do d6, sang ché d& xuit phuwong phap dya trén
ELISA d phat hién va nhan dién sy bam dinh ctia vi khudn vao chét nhay (vi

du, mang ni€ém mac rudt).

Nhu vay, theo mot s§ phuong 4n, sang ché d& xut thir nghiém so mau
phi phéng xa dé theo ddi va/hoic x4c dinh su tuong tac (vi du, lién két, gin két,
&i luc, v.v.) giita chdt nhay va té bao vi khudn. Theo mét sb phuong an, thi
nghiém phi phéng xa nhay ngang bing va/hoic nhay hon so véi thir nghiém
phong xa dugc st dung dé theo ddi va/hoic x4c dinh dic diém tuong tu. Theo
mdt s phuong 4n, thir nghiém so mau phi phéng xa theo sang ché duoc sir
dung dé theo d6i va/hodc xac dinh kha ning ctia mdt hodc nhidu chét thu
nghiém trong viéc 1am thay d6i (vi du, tc ché va/hoic ting cudng) su tuong tac

cua té bao vi khuan (vi dy, lién keét, gan két, ai luc, v.v.) véi chat nhay.

Vi du, theo mot sb phuong 4n, sing ché d& xuit phuong phép thir

nghiém hip phu mién dich lién két enzym (ELISA) dé theo ddi va/hoic xac
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dinh sy twong tac (vi dy, li€n Kkét, gén Kkét, 4i luc, v.v.) giita chét nhay va té bao
vi khudn (vi dy, nhu dugc mb ta trong vi du 1-16). Theo mot s6 phuong an, thir
nghiém dugc tién hanh & nhiét 49 phong. Theo mét s§ phuong 4n, thir nghiém
duoc tién hanh & nhiét ¢ 37°C. Theo mét s6 phuong 4n, thir nghiém duogc t6i
wu héa nhu duge md ta trong cac vi du 2-15. Theo mét s6 phuong an, dia (vi
du, dfa vi chudn d6 (vi dy, dia MAXISORP (vi du, c6 6, 12, 24, 48, 96, 128
giéng hodc nhiéu hon))) dugc phu chit nhay. Sang ché khong bi gi6i han & loai,
ngudn hodc lwong chit nhay. Theo mét s§ phuong 4n, chit nhay dugc sir dung
1a chét nhay dong vat. Theo mét s§ phuong an, chit nhay thu duoc tir lon, ga,
bo, ngua, chd, meéo hodc loai dong vat khac. Theo mdt sb phuong én, chét nhay
thu dugce tir mot hodc nhiéu phﬁn ctia duong tiéu hoa. Vi dy, theo mot sb
phuong an, chét nhay thu dugc tir rudt hdi (vi dy, ruot hdi can tAm, rudt hdi xa
tAm, v.v.), rudt t4, rudt tit, rudt két va/hodc phén khéc ctia duong ti€u hda. Sang
ché khong bi gi6i han & lugng chét nhay duoc sit dung dé phu dia (vi dy, tiy
thugc vao sb luong va/hodc kich c& cla cic giéng trén dia). Theo mot sb
phwong 4n, chét nhay dugc pha lodng trong chit dém bao phu va sau d6 duoc
sir dung dé phu dia. Theo mdt s phwong 4an, chit d&&m bao phu 14 dung dich
chura 1 lit nuéc dd dugce hoa tan 1,6 g Na,CO;, 2,94 g NaHCO;, va 0,2 g Na-
azit va d6 pH dugc diéu chinh t4i 9,6, hodc chit dém twong tu. Theo mdt sb
phuong 4n, chit dém bao phii chira tir khoang 0,001 - 0,2 mg protein chit nhay
trong m&i ml chit dém bao phu dugc sir dung dé phi mbi giéng trén dia, mic
du ¢6 thé sir dung lugng 16n hon (vi dy, 0,3 mg/ml, 0,4 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,75
mg/ml, 1,0 mg/ml hodc 16n hon) hodc nho hon (vi du, 0,0005 mg/ml ho#c nho
hon). Theo mdt s6 phuong 4n, khoang 300 pl huyén phi bao phu dwogc sir dung
dé pht mbi giéng, miic du c6 thé sir dung thé tich 16n hon (vi du, 400 ul, 500
pl, 600 pl, 700 pl hodc 16n hon) hodc nhéd hon (vi dy, 200 pl, 100 pl, 50 pl, ‘25
pl hodc nhé hon) ctia dung dich bao phu (vi dy, tiy thudc vao kich c& cla
giéng, luong tin hi€u mong mudn, hodc cic yéu t§ khéc (vidy, su bam dinh ctia
vi khuén)). Ngay khi dung dich bao phu dugc bd sung vao giéng, chit nhay
duoc dé cho phit mdi giéng trong mot khoang thoi gian (vi du, khoang 1 gid,

khoang 2 gio, khoang 3 gio, khoang 6 gio, khoang 12 gio, khoang 24 gio, hodc
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1au hon) & nhiét d6 khong ddi (vi du, 4°C, nhiét d6 phong hodc nhiét do 4m hon
(vi dy, 37°C)). Theo mét s6 phwong 4n, dia dugc day trong khi 0 (vi du, dé
ngidn nglra sy bay hoi ctia dung dich pht). D6i khi trong khoang thoi gian ph,
chat thir nghiém (vi du, chit cAn dugc thir nghiém vé& kha nang cua no trong
viéc lam thay ddi (vi du, trc ché va/hoic ting cuong) su lién két cua vi khudn
vao chét nhay) duoc didu ché. Chét thir nghiém duoc pha lodng trong chit dém
thich hop bat ky (vi du, nuéc mudi duge dém phosphat (phosphate buffered
saline - PBS) (vi dy, dung dich PBS duogc tao ra béng cach hoa tan 8,0 g NaCl,
0,2 g KCI, 1,4 g Na,HPO, x 2H,0, 0,2 g KH,PO, vao 1 lit nudc va diéu chinh
dén d6 pH = 7,4). Sang ché khong bi gidi han & loai chét thir nghiém. Trén thuc
té, nhiéu chit thir nghiém c6 thé duoc theo doi va/hodc xé4c dinh bing cach sir
dung phuong phép theo sang ché, bao gdm, nhung khong gi6i han &, cac chit

dugc néu trong badn mo ta nay.

Sau khi qud trinh phtl hoan thanh, dung dich bao phu dugc loai ra khoi
giéng (vi duy, ma khong tron 14n cac chét c6 trong giéng) va mdi giéng duge rira
bing mdt thé tich thich hop (vi du, 100 ml, 200 ml, 300 ml, 400 ml hodc 16n
hon) cua dung dich rira (vi dy, PBS).

Vi khuén cén dugc theo ddi va/hoic xac dinh sy twong tic v6i chit nhay
dugc chudn bj bing cach thu gom vi khuin trong diéu kién ma khong pha v& su
nguyén ven ctia vi khudn. Sang ché khong bj gidi han & loai vi khuin cu thé bit
ky, va cling khong bi giéi han & pha sinh trudng cu thé bt ky cta vi khudn.
Trén thuc té, nhiéu loai vi khuin c6 thé dugc theo ddi va/hodic x4c dinh trong
thir nghiém theo sang ché, bao gdm, nhung khong gii han &, cc loai vi khun
dugc néu trong ban md ta nay. Ngay khi dugc thu gom (vi dy, théng qua Iy tim
d 1am lang két cac t& bao vi khuln), vi khuén dugc tai tao huyén phu trong
chat dém (vi du, PBS) dén ndng d6 mong mudn tuy thudc vao sb luong vi
khun mong muén trong m3i giéng. Theo mét s6 phuong 4n, sb lugng vi khun
duoc bd sung trong mbi giéng 14 khoang 107, mic du c6 thé bd sung sb lugng
vi khudn 16n hon (vi dy, 10%, 10, 10'%) hoic nhé hon (vi dy, 10°, 10°, 10*) vao

mdi giéng. Sau lan rira dia cudi cling, vi khudn duoc dua vao cac giéng. Theo
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mét s§ phuong 4n, dung dich chét thir nghiém dugc thém vao huyén phu vi
khuén ngay trudc khi dwa vao céc giéng. Luong chét thir nghiém va luong té
bao c6 thé thay dbi nhur dugc néu trong ban mé ta nay. Ngay khi dugc dua vao
cac giéng, vi khuln va/hodc vi khudn cdng voi chét thir nghiém dugc U trong
céc giéng trong mot khoang thdi gian di dinh (vi dy, 1 gid, 2 gid, 4 gio, 8 gio
hoéc lau hon). Sau khi u, cic giéng duoc rira (vi du, mdt, hai, ba hoic nhiéu lan
bing PBS). Sau khi rira, chit &&m phong bé (vi dy, huyét thanh bao thai bd
(fetal bovine serum - FBS), albumin huyét thanh bod (bovine serum albumin -
BSA), sita hodc cic chit phong bé thich hop khéac (vi du, 10% FBS dugc pha
lodng trong PBS) dugc bb sung vao mbi giéng (vi dy, st dung cuing thé tich cua
chit dém phong bé ma dugc str dung d& phu cac giéng voi chat nhay). Dung
dich phong bé dugc 0 trong cac giéng trong mot khoang thoi gian da dinh (vi
dy, khoang 1 gid, khoang 2 gio, khoang 3 gid hodc 1au hon) ¢ nhiét 46 khong
ddi (vi du, 4°C, nhiét d6 phong hosc nhiét &6 4m hon (vi du, 37°C)). Chat dém
phong bé dugc loai ra, va sau d6 khang thé so cip (vi dy, c6 4i lyc dic hidu voi
vi khuln cin theo doi va/hodc xéc dinh) duoc bd sung vao céc giéng. Khéng
thé so cAp dugc pha loing (vi dy, & ty 18 1:500, 1:1000, 1:2500, 1:5000 hosc
16n hon) trong chit dém phong bé. Thé tich ctia khang thé so cip da dugce pha
lodng dugc bd sung vao cic giéng nim trong khoang tir khoang 100 ml dén
khoang 400 ml (vi dy, 200 ml) va duoc G trong céc giéng trong mét khoang
thoi gian déd dinh (vi dy, khodng 1 gio, khoang 2 gio, khoang 3 gid hoic lau
hon) & nhiét d6 khong dbi (vi du, 4°C, nhiét d6 phong hozc nhiét d6 4m hon (vi
dy, 37°C)). Sang ché khong bi giéi han & khang thé so cip dugc sir dung. Trén
thuc té, khang thé bit ky c6 4i luc dic hiu voi loai vi khuln cin theo dai
va/hodic xac dinh c6 thé duoc st dung. Theo mét sb phuong an, khang thé so
cap 1a khang thé da dong. Theo mét s phuong 4n, khang thé so cdp 1a khang
thé don dong. Theo mdt s& phuong 4n, khang thé so cip 13 manh khang thé.
Theo mdt s§ phwong 4n, khang thé so cip la khang thé lién hop. Vi du, theo
mdt s6 phuong 4n, khang thé so cip duoc lién hop véi biotin. Theo mot sb
phuong 4n, khang thé so cdp 1a khéng thé da dong lién hop biotin huéng dich

E. coli. Sau khi 0 khéng the so cap, cac gi€éng dugc rira (vi du, mét, hai, ba hoic
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nhiéu lﬁn) béng chét dém rira (vi dy, PBS). Chét dém rira dugce loai bo, va sau
dé khang thé tha cép (vi du, c6 ai lyc ddc hi€u voi khang thé so cép duoc bd
sung vao cac giéng. Khang thé thir cip ciing dwoc pha loang (vi dy, & ty 18
1:500, 1:1000, 1:2500, 1:5000 hozc 16n hon) trong chit dém phong bé. Sang
ché khéng bi gioi han & loai khang thé thir cAp duoc st dung. Theo mot sb
phuong 4n, khang thé thir cép 1a khéng thé da dong. Theo mét s§ phuong 4n,
khang thé thir cip 12 khang thé don dong. Theo mdt sb phuong 4n, khéng thé
thir cAp 12 manh khang thé. Theo mét s& phuong 4n, khang thé thir cip 1a khang
thé lién hop. Theo mét sb phwong 4n, khang thé thir cdp duogc lién hop véi
streptavidin. Theo modt sb phuwong 4an, khéng thé thir cip dugc lién hop voi
enzym (vi dy, peroxidaza, phosphataza, v.v.). Thé tich ctia khang thé th cdp da
duoc pha lodng dugc bd sung vao cac giéng nim trong khoang tir khoang 100
ml dén khoang 400 ml (vi du, 200 ml) va dugc 1 trong cac giéng trong mot
khodang thoi gian dé dinh (vi dy, khoang 1 gio, khoang 2 gio, khoang 3 giv hodc
1au hon) & nhiét d6 khong dbi (vi du, 4°C, nhiét d6 phong hoic nhiét 46 4m hon
(vi dy, 37°C)). Sau khi 1, céc giéng duoc rira (vi du, hai, ba, bbn, nam hodc
nhiéu 14n) bing chit dém rira (vi du, PBS). Sau l4n rira cudi cling, co chét so
mau duge bd sung vao cic giéng. Sang ché khéng bi gidi han & loai co chét
duoc sir dung. Co chét tiéu biéu bao gdm, nhung khong giéi han &, 3,3°,5,5’-
tetrametylbenzidin (TMB) (vi du, d6i v6i khang thé thu cdp lién hop
peroxidaza), (p-nitrophenyl phosphat (pNPP) (vi du, d6i v&i khang thé lién hop
phosphat), v.v.). Mau hién ra trong cac giéng va dugc phat hién va/hodic dinh
luong (vi du, bing quang phd ké). Sy hién mau c6 thé dugc lam dimg bing
céch bd sung chit dém axit (vi du, H,SO, 2M) & thoi didm bat ky (vi du, dé
ngin ngira viéc tao ra tin hiéu mau rd rét (vi dy, d& dinh lugng sy gén két cua vi
khuén)).

Séng ché khong bi giéi han & phuong phép dua trén ELISA cu thé dé
phét hié€n, nhan dién va x4c dinh sy bam dinh cia vi Kkhuén vao chét nhay. Theo
mdt s6 phuong 4n, sang ché dé xuit phuong phap trong d6 1) phii dia dugc tao
cAu tric dé sir dung trong thir nghiém duya trén ELISA bing miu chit nhay, 2)
dwa vi khudn vao dia c6 pht chét nhdy, 3) dua khang thé so cip huéng dich vi
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khuén vio, 4) dua khang thé tht cip huéng dich khang thé so cép vao, 5) dua
co chét 1ong vao, va 6) xac dinh sy bdm dinh cta vi khudn. Theo mdt sé
phuong an, budc rira dugc thuc hién gitta mdt hodc nhiéu budc. Theo mot sd
phwong 4n, dung dich phong bé dugc s dung gitta mét hodc nhidu bude.
Phuong phap ndy khéng bi gi6i han & loai hoic kiéu cu thé nao cia miu chét
nhay, vi khuin, khéng thé so cdp, khang thé thir cip, co chét 1ong va/hodc k§

thuat xac dinh sy bam dinh ctia vi khun.

Phuong phap phét hién, nhan dién va xac dinh sy bam dinh cta vi khuin
vao chét nhay khong bi gi6i han & loai vi khudn cu thé. Trén thuc té, loai vi
khuin bit ky c6 thé duoc st dung trong sang ché. Vi du vé vi khuin bao gdm,
nhung khong gi6i han &, Acidobacteria, Actinobacteria, Aquificae,
Bacteroidetes/Chlorobi, Chlamydiae/Verrucomicrobia, Chloroflexi,
Chrysiogenetes, Cyanobacteria, Deferribacteres, Deinococcus-Thermus,
Dictyoglomi, Fibrobacteres, Firmicutes, Fusobacteria, Gemmatimonadetes,
Nitrospirae, Planctomycetes, Proteobacteria, Spirochaetes, Synergistetes,
Tenericutes, Thermodesulfobacteria va Thermotogae. Theo mot s§ phuong én,
vi khuén 13 vi khudn gdy bénh nhu, vi du, Bordetella (vi du, Bordetella
pertussis), Borrelia (vi du, Borrelia burgdorferi), Brucella (vi du, Brucella
abortus, Brucella canis, Brucella melitensis, Brucella suis), Campylobacter (vi
du, Campylobacter jejuni), Chlamydia (vi du, Chlamydia pneumoniae,
Chlamydia psittaci, Chlamydia trachomatis), Clostridium (vi du, Clostridium
botulinum, Clostridium difficile, Clostridium perfringens, Clostridium tetani),
Corynebacterium (vi du, Corynebacterium diphtheriae), Enterococcus (vi du,
Enterococcus faecalis, Enterococcus faecum), Escherichia (vi du, Escherichia
coli), Francisella (vi du, Francisella tularensis), Haemophilus (vi du,
Haemophilus influenzae), Helicobacter (vi du, Helicobacter pylori), Legionella
(vi dy, Legionella pneumophila), Leptospira (vi du, Leptospira interrogans),
Listeria (vi du, Listeria monocytogenes), Mycobacterium (vi du,
Mycobacterium leprae, Mycobacterium tuberculosis), Mycoplasma (vi duy,
Mycoplasma pneumoniae), Neisseria (vi du, Neisseria gonorrhoeae, Neisseria

meningitidis), Pseudomonas (vi du, Pseudomonas aeruginosa), Rickettsia (vi
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du, Rickettsia rickettsii), Salmonella (vi du, Salmonella typhi, Salmonella
typhimurium), Shigella (vi du, Shigella sonnei), Staphylococcus (vi du,
Staphylococcus  aureus,  Staphylococcus  epidermidis,  Staphylococcus
saprophyticus), Streptococcus (vi du, Streptococcus agalactiae, Streptococcus
pneumoniae, Streptococcus pyogenes), Treponema (vi du, Treponema
pallidum), Vibrio (vi du, Vibrio cholerae) va Yersinia (vi du, Yersinia pestis).
Theo mot sd phuong an, vi khudn duogc chon tir ching E. Coli cu thé d3 biét 1a
bam dinh manh vao chét nhay tir lon (vi dy, E. coli ALI84 va/hodc ALI446).

Sang ché khong bi giéi han & cach thirc cu thé dé didu ché va/hoic st
dung vi khuén trong phuong phap dua trén ELISA d phat hién, nhan dién va
xé4c dinh sy bam dinh cta vi khun vao chat nhay. Theo mot s§ phwong 4n, vi
khudn dugc 1am bt hoat trude khi sir dung (vi duy, nhim muc dich bao quan) va
dugc hoat héa trong qua trinh thir nghiém. Phuong phép nay khong bi gidi han
O phuong phép cu_thé dé 1am bét hoat vi khuén. Vi du vé& phuong phap lam bét
hoe_it Vi khuén bao gém, nhung khong gi6i han &, 1am dong lanh vi khuén, tao
huyén phu Vi‘khuén v6i etanol, tao huyén phu vi khudn véi glutaraldehyt, tao
huyén phu vi khudn véi formalin, chiéu xa vi khudn béng blrc xa cuc tim, tao
huyén phti vi khuin vé&i dimetyl sulfoxit va 1am néng vi khudn truéc khi lam
lanh dé bao quan. Phuong phap niy khong bi gioi han & cach thic cu thé dé
hoajt héa vi khuan da duogc 1am bt hoat nhdm muc dich thir nghi¢ém. Theo mét
s6 phwong an, vi khudn duoc hoat héa (vi du, dugc thu hoach) béang k¥ thuat ly

tam.

Phuong phap niy khong bi giéi han & cach thic cu thé dé 1am bét hoat
vi khudn bing etanol. Theo mét s& phwong 4n, vi khudn duoc cho sinh trudng
va dugc chuyén vao méi truong méi (vi du, 10% nguyén liéu cy) trudc khi
1am bt hoat (vi dy, mdt ngay trudc khi 1am bat hoat) bing etanol. Tiép theo, vi
khuén dugc 1am bt hoat va dugc bao quan bang cach bd sung etanol truc tiép
vao gidng cdy vi khuin (vi du, &én khoang ndng d6 cubi ciing 1 40% theo thé
tich (vi du, 20% theo thé tich; 30% theo thé tich; 33% theo thé tich; 35% theo
thé tich; 37% theo thé tich; 40% theo thé tich; 42% theo thé tich; 45% theo thé
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tich; 50% theo thé tich; 60% theo thé tich). Theo mot sb phuong an, vi khuén
duoc 1am bt hoat bing etanol (vi du, dén ndng d¢ cudi cung khoang 40% theo
thé tich) duoc bao quan & nhiét d§ khoang +4°C (vi dy, 2°C; 3°C; 4°C; 5°C;
6°C). Theo mot s6 phuong én, vi khuén duoc 1am bét hoat b'ﬁmg etanol (vi du,
dén ndng d6 cubi ciing khoang 40% theo thé tich) (vi dy, dugc bao quan & nhiét
d6 khoang +4°C) duoc hoat héa (vi du, dwogc thu hoach) bang k¥ thuét ly tam.
Theo mot s6 phuong 4n, vi khudn duogc tao huyén phtl trong nudc mudi dém
phosphat (vi du, PBS) (vi duy, 8,0 g NaCl, 0,2 g KCl, 1,4 g Na,HPO, x 2H,0,
0,2 g KH,PO,, dinh mirc d&n 1000 ml MilliQ H,0, d6 pH 7,4).

Phuong phap phat hién, nhan dién va x4c dinh sy bam dinh cta vi khudn
vao chét nhay khong bi gi6i han & loai chit nhay cu thé. Trén thuc té, loai chat
nhay bét ky cé thé duoc st dung theo sang ché. Theo mot sb phuong én, chét
nhay dugc sir dung 12 tir lon (vi dy, chit nhay rudt két lon) (vi dy, chit nhay

rudt lon (vi dy, dugc cao tir rugt hoi cén tdm cta lgn khoang mdt ndm tuoi)).

Séng ché khong bi gidi han & cach didu ché va/hodc sir dung mau chét
nhay (vi du, chit nhay tir lon) cu thé trong phuong phap dva trén ELISA dé
phét hién, nhan dién va xac dinh sy bam dinh cta vi khuin vao chét nhay. Theo
mot s§ phwong 4n, mAu chit nhay duogc tao huyén phti véi chit dém bao phu.
Phuong phép nay khong bi giéi han & thanh phin cdu tao cu thé cia chit dém
bao phd. Theo mot s6 phuong an, chit dém bao phu chira 1,6 g Na,COj3 (kho),
2,94 g NaHCO;, 0,2 g Na-azit, 11 H,O véi @6 pH = 9,6 (sau khi tron cac thanh

phan, gié tri cubi 1én dén 9,7).

Theo mdt s6 phuong 4n, miu chit nhay dugc phu 1én dia (vi dy, giéng)
(vi du, dia c6 96 giéng) (vi du, dia Maxisorp c6 96 giéng) dugc tao cAu truc dé
stt dung trong thir nghiém dua trén ELISA. MAu chit nhay khéng bj gi6i han &
cach thirc cu thé dé phu 1én dia duogc tao chu tric dé st dung trong thir nghiém
dva trén ELISA. Theo mot sb phuong 4n, miu chét nhay dugc phu truc tiép Ién
dia ngay trudc khi thir nghiém. Theo mét s§ phuong 4n, miu chit nhay dwoc
pht truée 1én dia d& cho phép bao quan lau dai trude khi thir nghiém. Phuong
phap nay khong bi giéi han & phuong phap cu thé @& phu trudc dia duge tao
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cdu tric @& str dung trong thir nghiém dya trén ELISA bing mAu chét nhay (vi
du, chét nhay rudt lon). Theo mdt s6 phuong é&n, viéc phu trude dia duoc tao
céu tric @ sir dung trong thir nghiém dua trén ELISA bing miu chit nhay
dugc thuc hién bing cach phu dia ndy bing miu chit nhay va sau d6 lam dong
lanh dfa d3 duoc pha. Theo mot s§ phuong 4n, viée phu trude dia dugce tao ciu
tric dé sir dung trong thir nghiém dua trén ELISA bing miu chit nhay dugc
thuc hién bang cach pha dia nay bing miu chit nhay va sau d6 lam kho dia da
dugc phu trong khong khi. Phuong phdp nay khéng bi gidi han ¢ cach thic cu
thé dé tai hydrat hoa mAu chit nhay d4 dugc phi trudce 1én dia dwoc tao cAu tric
dé su dung trong thir nghiém dua trén ELISA. Theo mdt sb phuong an, viéc tai
hydrat hoa dugc thuc hién béng cach cho méu tiép xtic véi nude mudi dém
phosphat (vi dy, PBS) (vi du, 8,0 g NaCl, 0,2 g KCI, 1,4 g Na,HPO, x 2H,0,
0,2 g KH,PO,, dinh mirc &én 1000 ml MilliQ H,0, d6 pH = 7,4).

Phuong phép phat hién, nhan dién va xé4c dinh sy bam dinh cta vi khuin
vao chit nhay khéng bi gioi han & loai khang thé so cip cu thé. Theo mot sb
phwong 4n, khang thé so cip hudng dich vi khuén dang duoc thir nghiém vé sy
bam dinh vio chit nhay. Theo mét s6 phwong 4n, khang thé so cép 1a khang thé
da dong lién hop HRP huéng dich typ huyét thanh khang nguyén O va K cia E.
coli (sb catald Acris BP2022HRP). Theo médt s6 phuong 4n, khéng thé so cip
1a khang thé da dong huéng dich typ huyét thanh khéng nguyén O va K cua E.
coli (sb catald Acris BP2022). Theo mét sb phwong an, khéng thé so clp 1a
khéng thé da dong lién hop biotin hudng dich typ huyét thanh khéng nguyén O
va K cua E. coli (s catald Acris BP1021B).

Phuong phép phat hién, nhan dién va x4c dinh sy bam dinh ctia vi khun
vao chét nhay khong bi giéi han & loai khang thé thtr cip cu thé. Theo mot sb
phuong an, khang thé tha cép duogc tao ciu trac dé phét hién sy lién két cua
khéng thé so cip véi vi khuén lién két vao chit nhay. Nhu viy, theo mot sb
phuong 4n, khéng thé thir cdp huéng dich khang thé so cip. Theo mot sb
phuong 4n, khang thé thtr c4p 1a khang thé 1ién hop HRP & tho khang IgG cua
dé da tinh ché 4i luc (sd catald Acris R1317HRP). Theo mét s phuong 4n,
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khéng thé thir cp 13 khang thé lién hop AP & tho khang IgG cua dé da tinh ché
&i lyc (s6 catald Acris R1317AP). Theo mot s6 phuong an, khang thé thu cip la
khéng thé da dong lién hop FITC huéng dich IgG cua dé (H&L) (s catald
Acris R1317F). Theo mét sb phuong 4n, khang thé thu cip 1a streptavidin-
phosphataza kiém tir Streptomyces avidinii (s catald Sigma S2890). Theo mot
sd phuong 4n, khang thé thir cép 1a streptavidin-peroxidaza tir Streptomyces

avidinii (s6 catalé Sigma S5512).

Theo mot s6 phwong 4n, khang thé so cip va khang thé tha cip dugc
pha loding trong dung dich phong bé. Phuong phép nay khéng bi gidi han & loai
dung dich phong bé cu thé. Theo mét s& phuong 4n, dung dich phong bé 12 sra.
Theo mdt s§ phuong 4n, dung dich phong bé 13 huyét thanh bao thai bo (FBS).
Theo mét s6 phuong 4n, dung dich phong bé 14 albumin huyét thanh bo (BSA).

Phuong phap phat hién, nhan dién va xac dinh sy bam dinh ctia vi khudn
vao chét nhay khoéng bi gioi han & loai co chét long cu thé. Theo mdt sé
phuong an, co chét léng dugc tao chu tric d tao didu kién thuén lgi cho viéc
phét hién su lién két ctia khang thé so cdp va/hoic khang thé thu cip trong thu
nghiém 3,3°,5,5’-tetrametylbenzidin (TMB) (s6 catald Sigma T4319). Theo
mdt s6 phuong 4n, co chét l1ong 13 TMB dang dong hoc chdm (sau day goi la
TMB chim) (s6 catalé Sigma T0440). Theo mot sb phuong 4n, co chét 16ng 1a
TMB siéu nhay (sau ddy goi 1a TBM super) (s6 catald Sigma T4444). Theo mot
s& phuong 4n, co chét 16ng 13 P-nitrophenyl phosphat (s6 catald Sigma N7653).
Theo mot sb phuong 4n, co chit long 1a axit 2,2’-azino-bis(3-
etylbenzothiazolin-6-sulfonic) (AzBTS; s6 cataldé Sigma A3219) + chit tdng
cudng vi giéng ABTS (s catalé Sigma AI227).

Phuong phap phat hién, nhan dién va x4c dinh sy bam dinh cta vi khuin
vio chit nhiy khong bi gi6i han & k§ thuit cu thé d& x4c dinh sy bam dinh ctia
vi khuén vao chét nhay. Theo mot sb phuong 4n, sy bam dinh cuia vi khuin vao
chét nhay dugc xac dinh béng mét thuong (vi dy, st dung k¥ thuat 1am hién
anh va/hodc chup anh). Theo mdt s6 phwong 4n, sy bam dinh cta vi khun vao

chit nhay duoc x4c dinh bang thiét bi doc dia ELISA. Theo mét sé phuong én,
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ky thuat dugc st dung dé xac dinh sy bam dinh cta vi khudn vao chét nhay
giip phét hién, xac dinh va dinh lugng, vi du, d6 hép thy, mat d6 huynh quang,
d6 phat quang, d6 huynh quang phédn gidi theo thoi gian va/hodc d6 phin cuc
huynh quang.

Theo mdt s6 phuong 4n, phuong phap phat hién, nhan dién va xac dinh
sy bam dinh ctia vi khuin vao chit nhay (vi du, phuong phap dua trén ELISA)
dugc str dung dé nhan dién tac nhan didu bién sy bam dinh cta vi khudn vao
chat nhay. Theo mdt s6 phuong an, phuong phap phat hién, nhén dién va/hogic
xac dinh sy bam dinh cta vi khudn theo sang ché duoc st dung dé tao ra
va/hodc nhan dién hop phan dugc t6i wu héa (vi dy, thé hé thi hai, thi ba, tht
tu hodic cao hon) (vi dy, thé hién hiéu qua 16n hon (vi dy, trong viéc ngin ngira
su bam dinh ctia vi khudn) so véi hop phin thé hé trudc. Phuong phép nay
khong bi gii han & k§ thuat cu thé d& nhén dién tac nhan didu bién sy bam
dinh cta vi khué_n vao chit nhay va/hoic t& bao (vi dy, t& bao biéu m0). Theo
mdt s6 phuong 4n, tac nhan diéu bién sy bam dinh cta vi khuln vao chét nhay
va/hodc t& bao (vi dy, t& bao biéu md) tiém ning duoc dua ddng thdi véi miu
vi khudn vao dia d3 duge phu chét nhay va/hoic té bao (vi dy, t bao biéu md)
(vi du, chit nhay rudt lgn va/hoac té bao biéu mo), va sau d6 cac khang thé so
cép va tht cip va co chit 1ong duge dua vao. Theo mét sé phuong an, viée xac
dinh hoat tinh diu bién cua tac nhan duge thuc hién thong qua viéc so sanh su
bam dinh cua vi khudn trong diéu kién c6 va khong c6 tac nhan. Vi dy, tdc nhan
1am ting su bam dinh cta vi khuin vao chét nhay va/hoic té bao (vi du, t& bao
biéu md) dugc x4c dinh 13, vi dy, tdc nhin tao diéu kién thuan loi cho su bam
dinh ctia loai vi khudn cu thé vao loai chit nhay va/hoic t& bao cu thé (vi dy, t&
bao biu mo). T4c nhén lam giam sy bim dinh cta vi khudn vao chét nhay
va/hodc té bao (vi du, t& bao biéu mo) duoc xé4c dinh 13, vi du, tic nhan tc ché
su bam dinh cua loai vi khudn cu thé vao loai chét nhay va/hodc té bao cu thé
(vi du, t& bio biéu mo). Phuong phép nay khéng bi gisi han & loai hodc kidu
tac nhan tiém ning cu thé. Theo mot sb phuong én, tdc nhan, vi dy, 1a phan tir
c6 trong tw nhién, phan tir thu duoc bing cach tng hop hoic phan tir thu duoc
theo cach tai td hop.
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Theo mdt s6 phuong 4n, phuong phap nay bao gém viéc sir dung trude
mot hodc nhiéu tc nhan da biét 1a didu bién su bam dinh ctia vi khuln vao chét
nhay hodc t€ bao bidu mé 1am bién phép phong ngira hodc ngén ngtra. Vi dy,
theo mdt s§ phwong 4n, phuong phép niy bao gdm viéc sir dung trudc mot
hodc nhiéu tac nhan da biét 1a tc ché sy bam dinh cta vi khudn vao chét nhay.
Phuong phép theo sang ché khong bi gidi han & loai tac nhén cu thé bét ky da
biét 12 wrc ché sy bam dinh cua vi khudn vao chit nhay va/hoic té bao (vi dy, té
bao bidu md). Vi dy, theo mét sé phuong 4n, téc nhan di biét 13 Gc ché sy bam
dinh cta vi khuén vao chét nhay 1 Bio-Mos (vi du, mannoprotein thu dugc tir
thanh t& bao cla Saccharomyces cerevisiae), mic di sang ché khong bi gidi
han nhu vay. Theo mot s phwong 4n, tic nhan da biét 13 wc ché sy bam dinh
ctia vi khudn vao chét nhay duoc nhan dién bang cich sir dung phwong phép
dwa trén ELISA theo sang ché. Theo mdt s6 phwong 4n, phuong phap niy bao
gém viéc st dung déng thdi mot hodic nhidu tic nhan d3 biét 1a tdng cudng su
bam dinh ctia vi khuén vao chét nhay. Phuong phap nay khong bi giéi hah 4]
loai tic nhan cu thé da biét la ting cudng sy bam dinh cla vi khudn vao chét
nhay. Theo mot s6 phuong 4n, tac nhan di biét 1 ting cuong su bam dinh cta
vi khudn vao chét nhay duoc nhén dién bang cach st dung phuong phap dua
trén ELISA theo sang ché.

Theo mot sb phuong 4n, phuong phap nay bao gém viée st dung ddng
thdi mot hogc nhidu téc nhan da biét 1 diéu bién sy bém dinh cua vi khuan vao
chét nhay. Vi du, theo mot s6 phuong 4n, phuong phap nay bao gdm viéc st
dung ddng thoi mot hodc nhidu tac nhan da biét 1a wc ché sy bam dinh cia vi
khudn vao chit nhay. Phuong phap nay khong bi gi6i han & loai tic nhan cu thé
da biét 1a wrc ché sy bam dinh cua vi khuén vao chit nhay. Theo mét sd phwong
&n, tac nhan da biét 13 e ché sy bam dinh cta vi khuin vao chat nhay 1a Bio-
Mos (vi du, mannoprotein thu dwgc tir thanh t& bao clia Saccharomyces
cerevisiae). Theo mot sb phuong 4n, tac nhan d4 biét 14 e ché sy bam dinh cua
vi khuln vao chét nhay dugc nhén dién bing cach sir dung phuong phép dua
trén ELISA theo sang ché. Theo mét s6 phuong 4n, phuong phap nay bao gbm

viéc st dung déng thoi mot hodic nhidu tac nhan da biét 1a tdng cudng sy bam
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dinh cua vi khuén vao chét nhay. Phuong phap nay khong bi gi6i han & loai tac
nhan cu thé da biét 13 ting cudng sy bam dinh cia vi khuén vao chét nhay.
Theo mot sb phuong an, tic nhan da biét 1a tdng cudng sy bam dinh cua vi
khudn vao chit nhay dugc nhan dién bing cach st dung phuong phép dya trén
ELISA theo sang ché.

‘Theo mét s6 phuong 4n, phuong phap nay bao gdm viéc hau sir dung
mot hodc nhidu tc nhan da biét 13 didu bién sy bam dinh ctia vi khun vao chét
nhay hoic té bao biéu mé sau khi bénh 1ay nhiém da dugc loai bé. Vi duy, theo
mot sé phuong &n, phuong phap niy bao gdm viéc hau st dung mot hodc nhidu
tac nhan da biét 1a rc ché sy bam dinh ciia vi khuan vao chit nhay va/hoic té
bao (vi dy, t& bao bidu mé). Phuong phéap nay khong bi giéi han & loai tac nhan
cu thé da biét 1a e ché sy bam dinh cua vi khuén vao chit nhay. Theo mdt sb
phuong 4n, tic nhin da biét 13 &rc ché sy bam dinh ca vi khuin vao chét nhay
1a Bio-Mos (vi du, mannoprotein thu dwgc tir thanh té bao ctia Saccharomyces
cerevisiae). Theo mdt s phuong 4n, tic nhan d3 biét 12 &rc ché sy bam dinh cua
vi khudn vao chét nhay duoc nhin dién bing cach sitr dung phwong phap dua
trén ELISA theo sang ché. Theo mot s6 phwong 4n, phuong phép nay bao gdm
viéc st dung d6ng thoi mot hodic nhiéu tac nhan da biét 1a tang cudng sy bam
dinh cua vi khudn vao chit nhay. Phuong phép nay khéng bi gi6i han & loai tac
nhan cu thé da biét 13 ting cudng sw bam dinh clia vi khuin vao chit nhay.
Theo mot sb phuong 4n, tic nhan d3 biét 13 ting cudng su bam dinh cua vi
khuén vao chét nhay dwoc nhan dién bing cach sir dung phuong phép dua trén
ELISA theo sang ché.

Theo mét s6 phuwong 4n, thir nghiém theo sédng ché dwoc st dung dé
nhén dién va/hodc x4c dinh hop chit chéng bam dinh d6i v6i vi khudn duong
rudt va/hodac dudng tiét niéu (vi du, vi khudn cu tra & bé mit niém mac cia
dudng rudt va/hoic dudng tiét niéu). Theo mdt sé phuong an, hop chat chéng
bam dinh dwoc nhan dién d sir dung trong ngin nglra va/hoic diéu tri bénh
va/hodc ddu hidu va/hodc triéu chimg clia bénh (vi du, bénh nhiém khuén

Salmonella, bénh viém tir cung, v.v. (vi du, & ddng véat (vi du, dong vat cé kha
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ning sinh san nhu bo sita, lon néi, v.v.))). Theo mot sb phwong an, thir nghiém
theo séng ché c6 thé dugc tién hanh & noi bit ky ma cé thé st dung duoc thiét
bi doc vi dia, bao gdm, nhung khong gidi han &, trong phong thi nghiém (vi du,
phong thi nghi¢ém thudc trudng dai hoc, phong thi nghi€ém tu nhén, phong thi
nghi€m céng cfng hodc loai phong thi nghiém khac), trong thuc dia (vi du, tai
ndng trai, trang trai hoc dia diém ciia ngudi st dung thir nghiém), v.v.. Theo
mot s6 phuong 4n, thir nghiém va/hodic cic thanh phdn cta thir nghiém duoc
bén trén thi truong va dugc str dung bdi nguoi sir dung cudi (vi du, ngudi mua
thir nghiém) trong phong thi nghiém riéng ctia ngudi st dung cubi (vi du, dé
kiém tra hidu qua, tinh ning va/hodc tinh nhit quén ctia san phim (vi dy, hop
chét chdng bam dinh)). Theo d6, sang ché @& xuit hop phan va phuong phap
cho phép ngudi st dung thir nghiém thyc hién viée tu xéc dinh chét lugng cua
hop chét (vi du, hop chét chéng bam dinh) tai dia diém cta ngudi sir dung (vi
du, tai vi tri sitr dung hop chét chéng bam dinh (vi du, BIO-MOS)). Theo mot
sd phuong 4n, théng tin (vi dy, hiéu qua, chit lugng, tinh nhét quan, v.v.) lién
quan t6i hop chit chéng bam dinh duoc tao ra bing cach sir dung thir nghiém
theo sang ché duoc thu gom. Theo mdt sb phuwong 4n, théng tin dugc thu gom
béng cach s dung co s¢ dit lidu (vi dy, co s& dit liu truc tuyén) hoéc thu tir.
Theo mdt s& phuong 4n, thong tin va/hodc dit liéu thu gom duoc lién quan téi
hop chét chéng bam dinh (vi du, hiéu quéa, chét luong, tinh nhit quan, v.v.)
duogc st dung trong chuong trinh kiém so4t chit lugng. Theo mdt s phuong
an, thong tin va/hodc dit li€u thu gom dugce li€n quan téi hop chét chéng bam
dinh (vi dy, hi¢u qua, chét luong, tinh nhét quéan, v.v.) dugc st dung bodi nha
cung cap va/hogic nha san xuét hop chét chéng bam dinh dé giam sat hoat tinh
cua hop chét. Theo mdt sb phuong an, thong tin va/hodc dit liéu thu gom dugc
lién quan t6i hop chit chéng bam dinh (vi du, hiéu qua, chit luong, tinh nhit
quan, v.v.) dugc st dung véi dit liéu vé strc khoe dong vat thu gom duoc tai dia
diém str dung hop chit chdng bam dinh (vi du, d cung cp thong tin lién quan
dén hiéu nang cua dong vat). Theo mot sb phuong an, dang vét ly dugc wu tién
cua tac nhin dugc nhan dién béng cach sir dung phuong phép dua trén ELISA

theo séng ché (vi dy, dugc nhén dién 1a tdc nhén di€u bién sy bam dinh cla vi
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khudn vao chat nhay) 14 bot khé chay tw do thich hop d& dua truc tiép vao thirc
dn dong vat hodc dé 1am chét bd sung truc tiép cho dong véat. Theo cac phuong
an khéc, dang vat ly dugc uu tién cia tdc nhan dugc nhin dién béng cach s
dung phuong phép dua trén ELISA theo sang ché (vi du, dwoc nhén dién 1 tac
nhan diéu bién sy bam dinh ciia vi khuén vao chit nhay) 1a chit long hoiic bot
nhio duge sir dung sau khi tao vién hoic thong qua nudc udng.

Hop phén theo sang ché chira tic nhin dugc nhan dién bing cach st
dung phuong phép dua trén ELISA theo sang ché (vi du, dwoc nhén dién 1 tac
nhén diéu bién sy bdim dinh ctia vi khuén vao chét nhay) c6 thé dugc bd sung
vao thirc an bét ky c6 trén thi truong cho vat nudi, dong vat bau ban, ca va
dong vat vo gidp bao gém, nhung khong gidi han &, khiu phin hdn hop hoan
chinh (TMR), (c4c) thirc #n cho stc vat, (cic) vién, (cac) chét cd, (cic) san
phim ddng thoi tron sin, (cac) hat, (cic) ba chung cét ruou, ri dudng, (cac) soi,
¢O cho gia sic, ¢o, cd kho, (céc) nhén hat, 14, bot xay tho, (cac) chét tan va
(c4c) chét bd sung. Hop phin theo séng ché chira tac nhin dwgc nhén dién bing
céch sir dung phuong phap dua trén ELISA theo sang ché (vi du, dugc nhan
dién 13 tac nhan didu bién sy bam dinh cta vi khuin vao chit nhay) duoc két
hop truc tiép vao thuc &n dong vat (vi dy, thitc &n dang vién c6 trén thi trudong).
Khi dugc két hop truc tiép vao thirc an dong vat, hop phin chira tic nhan duoc
nhan dién bing cich sir dung phuong phép dua trén ELISA theo sang ché c6
thé dugc bd sung vao thirc an cho dong vat, ca hoic dong vt vo gidp véi luong
nim trong khoang tir 0,0125% dén khoang 0,4% khéi luong cua thtc 3n. Theo
mdt s§ phwong 4n, hgp phén dugc bd sung vao thirc #n cho dong vat, c4, dong
vat vo gidp v6i lugng ndm trong khoang tir khoang 0,025% dén khoang 0,2%
khdi lugng cia thirc an. Theo cach khac, hop phén theo sang ché dugc cip truc
tiép vao dong vat dudi dang chét bd sung (vi dy, véi lugng nam trong khoang
tir 2,5 dén khoang 20 gam cho mdi dong vat mdi ngay). Ngudi c6 hidu biét
trung binh vé linh vuc k¥ thuat nay s& hiéu ring lugng hop phin dugc cip s&
thay ddi tiry thudc loai dong vat, kich thudc va loai thirc &n ma hop phén theo

sang ché duoc bd sung vao do.

-35-



22303

Hop phén theo sang ché chira tac nhan dugc nhan dién bing cach sir
dung phuong phap dua trén ELISA theo sédng ché (vi du, dugc nhén dién 13 tac
nhan diéu bién sy bam dinh ctia vi khuin vao chét nhay) c6 thé duoc cp cho
dong vat bét ky, bao gém, nhung khong gidi han &, dong vat nhai lai va loai
ngua. Khi dugc tron véi thic an hodac dugc cép dudi dang chét bd sung, hop
phén theo séng ché chira tac nhan dugc nhan dién bing cach sir dung phuong
phap dua trén ELISA theo sang ché (vi du, dugc nhén dién 13 tic nhéan didu
bién sy bam dinh ctia vi khuin vao chéit nhay) s& diéu bién (vi du, 1am ting
hodc 1am gidm, tiy thudc vao tic nhan) sy bam dinh ciia vi khudn vao chét
nhay & dong vat ndy, cdi thién hidu ning va stc khde va lam giam ty 16 mic
bénh.

Theo mét sb phuong 4n, sang ché dé xuit phuong phap diéu tri rbi loan
do vi khuén gy bénh gay ra thong qua viéc sir dung cho ddi tuong tac nhan da
biét 13 diéu bién (vi du, Gc ché, tao didu kién thuan loi) sy bam dinh cia vi
khuan vao chit nhay. Theo mét s6 phuong 4n, tic nhan dugc nhan dién bing
cach sir dung phwong phép dua trén ELISA theo séang ché. Theo mét s6 phuong
an, r6i loan dugc gdy ra boi Bacillus anthracis (vi dy, bénh than da, bénh than
phdi, bénh than da day-rudt), va theo mdt s6 phuong 4n, phuong phap nay bao
gbm viéc str dung ddng thoi penixilin, doxyxyclin va/hodic xiprofloxaxin. Theo
mdt s6 phuong 4n, rdi loan dwugc gay ra boi Bordetella pertussis (vi du, chimg
ho ga, bénh viém phdi thir phat do vi khuén), va theo mét sb phuong éan,
phuong phép ndy bao gdm viéc st dung ddng thoi cac chét khang sinh phén tr
macrolit (vi du, azithromyxin, erythromyxin, clarithromyxin). Theo mdt sd
phuong 4n, rdi loan duoc gy ra boi Borrelia burgdorferi (vi du, bénh lyme),
va theo mdt s6 phuong an, phuong phap nay bao gdm viéc st dung ddng thoi
xephalosporin, amoxixilin va/hoic doxyxyclin. Theo mét sé phuong an, réi
loan dwoc giy ra boi vi khudn gdy bénh Brucella (vi du, Brucella abortus,
Brucella canis, Brucella melitensis, Brucella suis) (vi du, bénh Brucella), va
theo mot s& phuong 4n, phuong phap ndy bao gdém viéc st dung ddng thoi
doxyxyclin, streptomyxin va/hosc gentamyxin. Theo mdt s§ phuong é&n, rdi

loan dugc gay ra béi Campylobacter jejuni (vi du, bénh viém ruét cip tinh), va
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theo mdt sb phuong &n, phuong phap nay bao gdm viéc sir dung ddng thoi
xiprofloxaxin. Theo mét s phwong 4n, réi loan dugc gay ra boi Chlamydia
pneumoniae (vi dy, bénh lay nhiém dudng hé hip mic phai tir cong ddng), va
theo mot s6 phuong 4n, phuong phap nay bao gdém viéc st dung ddng thoi
doxyxyclin va/hogc erythromyxin. Theo mot s§ phuong 4n, rdi loan dugc gy
ra boi Chlamydia psittaci (vi du, bénh sbt vet), va theo mot sb phuong an,
phuong phép ndy bao gém viéc st dung ddng thoi tetraxyclin, doxyxyclin
va/hodc erythromyxin. Theo mot s§ phwong 4n, rbi loan dugc gdy ra boi
Chlamydia trachomatis (vi dy, bénh viém niéu dao khong do lau ciu
(Nongonococcal urethritis - NGU), bénh mét hot, bénh viém mang két thé vui &
tré so sinh (inclusion conjunctivitis of the newborn - ICN), bénh Nicolas-Favre
(bénh u hat lympho sinh duc, bénh hét xoai, LGV)), va theo mot sb phuong an,
phuong phép nay bao gém viéc st dung ddng thoi azithromyxin, erythromyxin,
tetraxyclin va/hodc doxyxyciin. Theo mét s6 phuong 4n, réi loan dwoc giy ra
bdi Clostridium botulinum (vi dy, chimg ngd doc thit), Clostridium difﬁcz’le,
Clostridium perfringens, clostridium tetani (vi dy, bénh udn van),
Corynebacterium diphteriae (vi dy, bénh bach h?lu), Enterococcus faecalis,
Enterococcus faecum, Escherichia coli, Francisella tularensis (vi du, bénh
Tularemia), Haemophilus influenzae, Helicobacter pylori, Legionella
prneumophila (vi du, bénh Legionnaire), Leptospira interrogans, Listeria
monocytogenes, Mycobacterium leprae (vi dy, bénh Hansen), Mycobacterium
tuberculosis (vi du, bénh lao), Mycoplasma pneumoniae, Neisseria
gonorrhoeae, Neisseria meningitidis, Pseudomonas aeruginosa, Rickettsia
rickettsii, Salmonella typhi, Shigella sonnei, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus saprophyticus, Streptococcus
agalactiae, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Treponema

pallidum, Vibrio cholerae va Yersinia pestis (vi dy, bénh dich hach).

Theo mdt s§ phuong 4n, séng ché dé xut bo kit dugc tao cdu tric dé
cho phép ngudi st dung thyc hién phuong phép theo séng ché (vi du, phuong
phap phéat hién, nhan dién va x4c dinh sy bam dinh cua vi khudn vao chét

nhay). Theo mdt sb phuong an, bd kit chira mét hodc nhiéu thanh phén sau,
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mAu chit nhdy, dia dugc phit miu chit nhay, vi khudn, khang thé so cip, khang
thé thir cAp, co chét 1ong, dung dich rira, thiét bj dwoc tao cu tric dé giai nghia
thir nghiém dua trén ELISA, huéng din, tdc nhan di biét 14 1am giam sy bam
dinh cta vi khuén vao chit nhay (vi du, Bio-Mos) (vi du, tic nhén dugc nhan
dién bing cach stir dung phuong phép dua trén ELISA theo séng ché), tac nhan
da biét 1a 1am tang sy bam dinh cta vi khudn vao chit nhay (vi dy, tdc nhin
dugce nhan dién bing cach sir dung phuong phép dua trén ELISA theo séng
ché) va chét diéu tri bb sung (vi du, chat khang sinh).

Vi du thwe hién sang ché

Céac vi du néu dudi day duge dua ra d€ chimg minh va minh hoa thém
mdt sb phuong 4n va khia canh dugc wu tién clia sang ché va khong dugc hidu

la 1am gidi han pham vi cta sang che.

Vi du 1 - Nguyén li¢u va phuong phdp duogc sir dung trong ELISA so mau so
véi k§ thuat phat hién sy bam dinh cua vi khuén vao bo phén rudt dua vao

phong xa

Chung vi khudn. Hai ching E. coli dugc chon cho ké hoach phét trién:
E. coli ALI84 va ALI446. Ching néu trudc duge phan 1ap ban dau tir gia cim
bi bénh va ching néu sau dugc phén 14p tir lon méc bénh tiéu chay. Céac ching
nay dugc chon vi ching thé hién sy bam dinh vao chét nhay cua lon. Cac vi
khuén nay duoc cho sinh trudng trong canh truong LB va duge chuyén sang
mdi trudng méi (gidng cAy:mdi truong 1:10) vio ngdy trude khi thir nghiém.
S6 lugng vi khuén dugc udc tinh theo thoi gian nudi cy.

Khéng thé. Cac khang thé dwoc mua tir Acris Antibodies GmbH, Dirc va
Sigma Aldrich, Ptrc. Céc khéng thé so cip bao gém: khang thé da dong lién
hop HRP huéng dich typ huyét thanh khang nguyén O va K ctia E. coli (sb
catald Acris BP2022HRP); khang thé da dong hudng dich typ huyét thanh
khang nguyén O va K ciia E. coli (s6 catald Acris BP2022); va khang thé da
dong lién hop biotin hudng dich typ huyét thanh khang nguyén O va K cta E.
coli (sb catald Acris BP1021B).
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Céc khang thé thir cAp bao gdm: khang thé lién hop HRP & tho khang
IgG cuia dé d4 tinh ché 4i luc (sd catald Acris R1317HRP); khang thé lién hop
AP & tho khang IgG cua dé d tinh ché i luc (sb catald Acris R1317AP);
khéang thé da dong lién hop FITC hudng dich IgG cua dé (H&L) (sb catald
Acris R1317F); streptavidin-phosphataza kiém tir Streptomyces avidinii (sb
catald Sigma S2890); streptavidin-peroxidaza tir Streptomyces avidinii (sb
catald Sigma S5512). Co chat ELISA dugc mua dudi dang dung dich dung sin
tir Sigma-Aldrich, Pc: 3,3’,5,5’-tetrametylbenzidin (TMB) (s6 catald Sigma
T4319); TMB dang dong hoc chdm (sau diy goi 1a TMB chim) (s6 catald
Sigma T0440); TMB siéu nhay (sau ddy goi 12 TBM super) (s6 catald Sigma
T4444); P-nitrophenyl phosphat (sd catald Sigma N7653); axit 2,2’-azino-
bis(3-etylbenzothiazolin-6-sulfonic) (AzBTS; sb cataldé Sigma A3219) + chit
ting cuong vi giéng ABTS (sb catald Sigma AI227).

Chét dém. Ban du, chit dém HEPES-Hanks (46 pH = 7,4) duoc sir
dung dé rira cc giéng, ngoai trir 14n rira cudi ciing trong d6 PBS duoc sir dung
dé tranh 1am xdo tron HEPES-Hanks d3 dwgc nhuém mau do trong ELISA.
Theo mdt sé phuong 4n, PBS (nudc mudi duge dém phosphat, 46 pH = 7,4)
dugc st dung trong tit ca cac bude thay cho chit dém HEPES-Hanks.

Dia. Déi véi thir nghiém ELISA, céc dia mién dich c6 96 giéng duoc st
dung (Maxisorp, Nunc, Pan mach, sau ddy dugc goi 1a “dia Maxisorp”). béi
v6i thir nghiém nhip nhay, cac dia vi chuin d6 polyetylen terephtalat duoc sir
dung (dia mu PET c6 96 giéng, 1450-401; Wallac Oy, Turku; dugc goi & day

1a “dia mém™) dé sir dung trong may dém d6 nhay.

Thir nghiém lién két/gén két phéng xa théng thudng dugc md ta dudi
day duge st dung 1am dbi chimg cho ELISA so mau.

Pénh diu vi khuin bing phéng xa cho thir nghiém gén két phong xa. Vi
khudn duoc cho sinh truong qua dém & nhiét d6 +37°C va huyén phii vi khuén
dugc pha lodng 1:10 vao mé LB méi va metyl-1,-2,-3H thymidin (117 I-
1Ci/mmol; Amersham) duoc bd sung. Vi khudn duoc 1 trong 2 gid & nhiét d6

+37°C va duoc thu gom bing cach ly tAm trong 5 phut & tbc d6 3000 g. Lop
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ling két vi khun duoc tai huyén phi trong chit dém HEPES-Hanks hoic PBS

va dugc sir dung trong thir nghiém gin két.

Thir nghiém gén két phong xa. 200 ul huyén phi vi khudn da dugc pha
loding dugc bd sung trong cac giéng vi chuén do va cac dia dugc G trong thoi
gian 1 gio & nhiét d6 +37°C. C4c té bao khong lién két dugc loai bd bing cach
rira ba lan bang 300 pl chit dém HEPES-Hanks hodic PBS. 250 ul chit long
nhép nhay dugc bd sung va tinh phdng xa dugc do bing méay dém do nhay.

T4ch va ¢ dinh chét nhay. Cac dia duoc phil bing cac ndng d6 khac
nhau ciia chit nhay tir cac dong vat khac nhau. Chit nhay tlr rudt hdi cén tim
cta lon 1 nim tudi dugc sir dung, trir khi c¢6 chi din khac. Chét nhay dudc cao
tir b& mit cua rudt va duge rira. Chét chiét chit nhay tho dugc bao quan & nhiét
d6 -80°C cho dén khi sir dung. D& phii, ndng d6 protein cia chit nhay duogc
diéu chinh dn 0,0 - 0,2 mg/ml bing cach sir dung chit dém natri cacbonat
(chit dém bao phu, d6 pH = 9,6), va ndng d6 chit nhay t8i vu dbi véi sy bam
dinh cta vi khuin dugc thir nghiém. Dung dich chét nhay dugc cb dinh trén dia
bing cach dua 300 pl hodc 200 pl chét nhay vao mdi giéng 350ul. Sau do, dia
duoc 1 & nhiét 46 +4°C qua dém. Chit nhay du dugc loai bo khoi céc giéng vi
chuin d¢ bang cach rira hai 14n bang 300 ul chit dém HEPES-Hanks hoic PBS.

Phuong phép vi ly tdim dugc st dung trong thir nghiém sy hién mau
khong dic hiéu boi E. coli véi cac co chit ELISA. Gidng cdy E. coli méi (~10®
vi khuén/ml) duoc chia vao cac 6ng vi ly tAm (~107/6ng). Céc bng duoc ly tdm
trong 5 phut/3000g, va dich ndi bé mit dugc loai bod. Vi khudn dugce tao huyén
phit vao 700 pl co chit ELISA. D¢ hép thu ciia huyén phit dwgc doc bing
quang phd ké & 370, 405 va 630 nm sau nim phit va sau d6 14 sau mdi 15 phut
cho dén khi du 3 gio.

Phuong phép FITC duoc st dung trong thir nghi€ém tinh dac hiéu cia
khéang thé so cip. Tinh dic hidu clia khang thé so cAp (khang thé da dong khang
E. coli, BP2022, twong thich véi khang thé thir c4p lién hop FITC) duoc kiém
tra bang kinh hién vi huynh quang. 10® vi khudn dugc dua vao mdi éng vi ly

‘tAm va duoc rira ba 1an bang 1 ml PBS (va duoc ly tim 3000g/5 phut gitra cac
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14n rtra). Khang thé so cip dugc pha long dén 1:100, 1:500, 1:1000 trong 1%
BSA/PBS dugc dwa vao mdi 6ng va dugc & & nhiét d6 phong trong 45 phut. 1%
BSA/PBS dugc st dung lam ddi chimg 4m. Vi khudn dugc rira ba l4n bing
PBS va khang thé thtt cp (khang thé lién hop FITC & thé khang IgG cua dé)
dugc dua vao trong céc dung dich pha lodng 1:100, 1:500 va 1:1000 trong 1%
BSA/PBS. Cac 6ng duoc U & nhiét d6 phong trong 1 gid. Vi khudn duoc ria
hai 14n bing PBS va dugc loc bing mang Whatman BLACK NUCLEPORE,
kich thudc 18 0,2 pm. Céc mang loc duoc rira hai lin br?mg PBS, duoc chuyén
1én ban kinh kinh hién vi va dugc gin kin bing giot ddu ngam. Céc ban kinh

duoc giit trong chd t6i.

Quy trinh ELISA co ban. Quy trinh co badn duge mé ta dudi day, nhung
céc diéu kién chinh x4c trong timg thir nghiém dugc mé ta theo céc két qua néu
dudi day. Tu 0 dén 107 vi khudn d3 dugc tao huyén phu trong chét dém duogc
dua vao cac giéng c6 phu chét nhay. Trir khi c6 chi din khéc, nong d6 chat
nhay 0,1 mg/ml va 107 vi khuén/giéng dwoc st dung. Trong mot sb thir nghiém,
Bio-Mos (Alltech, Nicholasville, KY) dugc bd sung cung vdi vi khuén da dugc

pha loding trong PBS & cac ndng d6 duge mo ta dudi day.

Céc dia dugc U ¢ nhiét d§ +37°C hodc nhiét d phong trong 1 gio. Cac
dfa nay duogc rira bang chit dém (PBS hoic HEPES-Hanks, 300 ul), ba lan.
Lién két khong dic hidu duoc ngin chin bing sita, huyét thanh bao thai bod
hoic BSA (albumin huyét thanh bd) trong PBS. Cac dia dugc U trong 1 gidy &
nhiét d6 +37°C hosc nhiét d6 phong. Chét dém phong bé dugc loai bo va khang
thé so cip duoc dua vio céc dung dich pha lodng & ty 18 nim trong khoang tir
1:200 dén 1:100.000. Khang thé dugc pha lodng trong chit dém phong bé. Cac
dia lai dugc 1 trong 1 gid & nhiét do +37°C hoic nhiét 49 phong va dugc rira ba
1in biang PBS hoic HEPES-Hanks. Khang thé thir cAp dugc bd sung vao céc
dung dich pha lodng & ty 1¢ ﬁém trong khoang tir 1:1000 dén 1:100.000 trong
chét dém phong bé. Cac dia dugc 1 trong 1 gior & nhiét d6 +37°C hoic nhiét d6
phong. Sau 14n 1 cubi cing, cac dia dugc rira nim 1dn bing PBS (300 ul/giéng)

d8 dam bao ring tit ca cac khang thé thir cp tw do déu duoc loai bo hoan toan.
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Co chét duoc bd sung va dia dugc doc béng thiét bi doc ELISA va/hoic duoc
chup anh.

Vi du 2 - Néng d6 cta chit nhay ctia rudt

Dé x4c dinh ndng d6 cta chét nhay trong huyén phii bao phi, cic giéng
dugc phi bing cac huyén phii v6i ndng d6 chét nhay khac nhau. Nong d¢ chat
nhay 1a bién sb6 dugc xéc dinh 1a quan trong dbi voi do tin cdy cua thir nghiém
(vi dy, néu ndng d6 chét nhay qué thip thi vi khudn c6 thé lién két voi dia thay
vi chét nhay). Phuong phép co ban: thir nghiém gin két phéng xa (xem phin
Nguyén liéu va phuong phap néu trén). Pia: dia PET loai 96 giéng (dia mém);
chét nhay: rudt hdi can tdm cia lon, 0,0-0,2 mg protein/ml chit dém bao phu;
vi khudn: chiing E. coli ALI84 trén mét dia, ching E. coli ALI446 trén dia con
lai; 107 vi khuén/giéng. Chit dém: HEPES-Hanks; phong bé: khong phong bé;
khang thé so cip: khéng c6; khang thé thi cAp: khong c6; nhiét d6 u: +37°C.
Mirc do anh hudng cta n6ng d6 chat nhay cta E. coli ALI 84 va ALl446, dugc
xé4c dinh theo vi khuin duoc danh diu phéng xa duoc thé hién trén Fig. 1.

Fig.1 cho thdy ring vi khuin thé hién sy bam dinh t6i wu vao cac giéng
khong c6 chét nhay. P& x4c nhan ring vi khudn gin vio chét nhay va khong
gén vio dia, ndng d6 chét nhay tuong ddi cao (0,1 mg protein/ml chét dém bao
pht) duoc xé4c dinh va dugce chon cho céc thir nghiém tiép theo. Nhu véy, theo
mdt sb phuong 4n, sang ché sir dung ndng d6 chit nhay thich hop dé phu cac
giéng (vi dy, luong 1am giam va/hoic loai bo su lién két ctia vi khuén vao cac

giéng cla dia).

Vi du 3 - Phén tich tac dung trc ché ciia cac khang thé so cp ddi véi sy bam
dinh cta vi khudn

Dé kiém tra xem c4c khang thé so cip c6 giy anh hudng ddi voi sy bam
dinh cua vi khudn hay khéng, vi khuén trong céc giéng cé phu chét nhay duoc
1 v6i cac dung dich pha logng khang thé nim trong khoang tir khong c6 khéng
thé dén 1:200. Phuong phép co ban: thir nghiém gin két phong xa (xem phin
Nguyén liéu va phuong phép). Pia: dia PET loai 96 giéng (dia mém); chit

nhay: rudt hdi cén tam cua lon; vi khudn: ching E. coli ALI84 trén mdt dia,
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ching E. coli ALI446 trén dia con lai, 107 vi khuén/gié'ng; chit dém: HEPES-
Hanks; phong bé: khéng phong bé; khéng thé so cip: HRP = khéng thé lién hop
HRP khéng E. coli; BP2022 = khang thé khong lién hop khéng E. coli, Biotin =
khang thé lién hop biotin khang E. Coli; khang thé thir cAp: khong c6 khang thé
thir cip; nhiét do u: +37°C.

| Nhu duge thé hién trén Fig.2 va Fig.3, hai khang thé so cép dAu tién
khac nhau 1am ting cudng sy bam dinh ctia vi khuin vao chét nhay & ndng do
thip nhét (dugc pha logng 1:20000) nhung lam giam sw bam dinh khong d4ng
ké & d6 pha lodng 1:200. C6 thé 13 ving Fc ciia hai khang thé d4u tién nay &
trang thai ty do gén vao chit nhay, trong khi d6 sy lién két ciia viing nay vao
chét nhay bi phong bé boi biotin trong khang thé thir ba. G ndng d6 thip, hai
khéng thé dAu tién c6 thé tic dong dé gin két vi khuan va chét nhay (ving Fab
lién két véi vi khudn va ving Fc lién két voi chat nhay). G néng d6 cao hon,
(46 pha lodng 1:200), s lién két ctia vi khudn vao chét nhiy bi giam vi khang
thé dudng nhu phong bé céc vi tri lién két chit nhay trén bé mit cta vi khudn
(ho3c céc vi tri lién két vi khudn trén chét nhay). Khang thé lién hop biotin c6
tac dung rat nho; c6 vé 1a tang cudong sy bam dinh. Ngoai ra, trong thir nghiém
nay, khang thé so cip dugc bd sung cliing vé6i vi khudn, nhung trong k¥ thuét
ELISA gén két so mau dwoc md ta & day, vi khuan truée tién dugc U riéng
trong 1 gid. Nhu vay, theo mot sd phwong an, mirc d6 anh hudng cia cic
khéng thé dbi v6i sy bam dinh/lién két cua vi khudn (vi du, khang thé thyc sy
lam tdng hodc lam giam sy bam dinh cta vi khuén) bi gidm va/hoac loai bd khi
vi khuén d3 gin vao chét nhay (vi duy, trong diéu kién khong c6 khang thé).
Ngoai ra, theo mot s§ phuong 4n, huyét thanh bao thai bd hozc chit phong bé
khéc c6 thé dugc sir dung dé phong bé su lién két khong ddc hi€u. Nhu viy,
theo mot sb phuong 4n, sang ché dé xuit ring khang thé so cip lién hgp HRP
va khang thé so cip khong lién hop lam thay dbi (vi duy, ting cudng hodc tic
ché) su bam dinh cua vi khudn vao chit nhay trong thir nghiém gén két phong
xa thong thudng, va thir nghiém so mau theo sang ché khong bi thay dbi nhu
vay. Ngoai ra, vi tAt ca cac khang thé duoc thu nghiém déu c6 vé thich hop véi

c4c phuong phap duoc mod ta & day, nén sang ché con dé xudt ring thir nghiém
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lién két/gan két theo sang ché ciing thich hop v6i nhiéu loai khang thé (vi du,
khang thé khong lién hop va khang thé lién hop).

Vidu 4 - Sy hién mau khong dédc hi€u bdi E. coli véi céc co chit ELISA

Kha ning tao ra phan tmg mau khong dic hiéu véi cic co chit ELISA
ctia hai ching E. coli dugc chon duoc thir nghiém. Thir nghiém dugc tién hanh
trong 6ng vi ly tAm c6 @ vi khudn véi co cht. Phuong phap vi ly tAm (xem vi

du 1. Nguyén liéu va phuong phap) dugc sir dung.

Nhu duge thé hién trén Fig.4 va Fig.5, mau dugc tao ra bdi vi khuin 1a
rdt nho va twong dwong véi sw hién mau cia chi riéng co chit. Trong khoang
thoi gian tir khoang 5 dén 30 phit, khoéng ¢ co cht ndo tao ra phan tmg mau
dang ké&. Nhu viy, theo mot sb phurong 4n, sang ché dé xuét ring mdi trong sb
céc co chat ELISA dugc mé ta & dy 1a thich hop dé sir dung trong thir nghiém
bam dinh/gén két theo sang ché.

Vi du 5 - Sy hién mau khéng diic hiéu bai chit nhay véi cac co chit ELISA

Nim mau chét nhay tr lon mdt ndm tudi duogc kiém tra vé kha nang tao
ra phan ng mau khong dic hidu véi cac co chit ELISA. ELISA duoc tién
hanh nhu dugc néu trong phan Nguyén liéu va phuong phép trong vi du 1. Bia:
dia mém; chit nhay: rudt hdi cén tAm cua lon, rudt hodi & gifta va xa tdm va rudt
két can tAm va xa tdm; vi khudn: khong c6 vi khudn; khang thé: khong cé
khang thé; chit dém: PBS; phong bé: 1% BSA/PBS 1 gid; nhiét d6 u: +37°C;

co chét: tt ca sau co chat duoc thé hién trén Fig.6.

Nhu duge thé hién trén Fig.6, chit nhay tir rut hdi lon ma khéng phai
tir rudt két tao ra phan img mau véi para-nitrophenyl phosphat (pNPP). Céc co
chét khac khong phan tmg v&i chét nhay. Su tao mau cia pNPP c6 thé 1a do
phosphataza ndi sinh c¢6 mit trong chit nhay ciia rudt hdi. Nhu vay, theo mot sb
phuong 4n, séng ché d& xut rang chat nhay tir rudt hdi lon ma khong phai tir
rudt két tao ra phan mg mau vdi para-nitrophenyl phosphat (pNPP). Cac co
chét khac khong phan tmg véi chit nhay.

Vi du 6 - Thir nghiém v& tinh dic hiéu ctia khang thé so cdp
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Tinh dic hiéu cta khéng thé so cép duoc kiém tra bﬁng kinh hién vi
huynh quang. Néi mét cach ngén gon, vi khudn dwoc phong bé bing BSA,
duoc 4 trudc tién véi khang thé so cip va sau d6 véi khang thé thi cAp lién hop
FITC. Su phat huynh quang dugc quan sat bing mét thuong bing kinh hién vi
huynh quang. Phuong phép FITC dugc md ta trong Nguyén li€u va phuong
phép trong vi du 1 dugc st dung.

T4t ca cac mau chira khang thé thir cp déu thé hién sy phat huynh
quang nhét dinh ngay ca khi khong c6 khang thé so cép, va ndng d6 ciia khang
thé thir cép tao ra cac khac biét rd rét nhét gitta cac mau. Do d6, theo mot sd
phuong 4n, séng ché @ xut ring lién két khong dic hiéu c6 thé dugc lam suy
yéu va/hoic duge e ché bing cach sir dung huyét thanh bao thai bd (FBS)
va/hodc albumin huyét thanh bd (BSA).

Vi dy 7 - Su lién két khong dic hidu cua cac khang thé vao chét nhay hodc dia

DPé kiém tra xem céac khang thé c6 lién két khong dic hiéu voi dia hodc
chit nhay khong c6 vi khuin hay khong, cac khang thé so cip va thi cip dugc
bd sung vao dia c6 phil chit nhay. K§ thuat ELISA dugc mé ta trong vi du 1
dugc str dung. BSA duogc str dung dé phong bé su lién két khong dac hiéu. bia:
dia Maxisorp; chét nhay: rudt hdi cin tAm cua lon; vi khuln: khéng c6 vi
khuén; phong bé: 1% BSA trong PBS; chét dém: PBS; khéng thé so cdp: xem
bang 1; 200 ul cua cac dung dich pha lodng khac nhau trong 1% BSA trong
PBS; khéng thé thtr cip: xem bang 1; 200 ul ciia cac dung dich pha loang khac
nhau trong 1% BSA trong PBS; nhiét d6 U: +37°C; co chat: TMB (dbi véi
khang thé thir c4p lién hgp HRP), pNPP (dbi v6i khang thé thir cdp lién hop
AP). Fig.7 va Fig.8 lan luot thé hién sy b tri dia dé thir nghiém sy lién két
khong dic hiéu ciia cc khang thé vao chit nhay hoic dia, va cac két qua vé sy
lién két khong dic hiéu, mét cach twong tmg. Khong c6 vi khudn duogc sir dung
trong thlr nghiém. Nhu vay, theo mot sd phuong 4n, sang ché dé xuét sy lién
két khong dac hi¢u manh cua cic khang thé vao chét nhay hodc dia. Theo mét
s6 phuong 4n, BSA khong phai 12 chit phong bé thich hop cho thir nghiém gén

két theo sang ché.
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Vi du 8 - Thir nghiém chat phong bé dé ngin chin su lién két khong dac hi€u

cua cac khang the

Khéng thé thir cdp lién két manh vao chét nhay/dia ma khong bd sung
bét ky vi khun hoic khang thé so cip ndo (xem Fig.8). Do d6, sita va huyét
thanh bao thai bd dugc thir nghiém thay cho BSA @ phong bé sy lién két
khoéng dic hi€u. Ky thuat ELISA co ban dugc mé ta trong vi du 1 dugc sir
dung. Pia: dia Maxisorp; chét nhay: rudt hdi can tAm cia lon; phong bé: 5%
stta bot khong béo trong PBS hodc 10% huyét thanh bao thai bo trong PBS
trong thoi gian 1 giy & nhiét d6 +37°C; chit dém: PBS; khang thé so cip: xem
bang 2; 200 ul clia cdc dung dich pha lodng khac nhau trong chit dém phong
bé; khang thé thir cdp: xem bang 2; 200 ul ciia céc dung dich pha lodng khac
nhau trong chit dém phong bé; khang thé thtr c4p lién hop streptavidin duge sir
dung & d6 pha lodng 1a 1:1000 va 1:10000 theo hudéng din clia nha san xuét.
Nhiét d6 u: +37°C; co chat: TMB. Fig.9 thé hién su bd tri dia cho thir nghi€ém.
Khang thé so cap: HRP = khang thé so cip lién hop HRP, BP2022 = khang thé
so cip da dong khong lién hop khang E. coli; Biotin = khang thé so cip lién
hop biotin khéng E. coli. Khang thé thir cp: HRP = IgG lién hop HRP; StrHRP
= streptavidin dugc d4nh ddu HRP. Khong c6 vi khudn nao duoc sir dung trong

thir nghi€ém nay.

Nhu dugc thé hién trén Fig.10, huyét thanh bao thai bd phong bé sy lién
két khong dic hiéu hiéu qua hon so véi sita. Sy lién két khong dic hidu 1a t6i
thiéu vé&i phitc chét biotin-streptavidin va manh nhit v&i khang thé so cip
BP2022. Dya trén thir nghiém ndy, 10% huyét thanh bao thai bd trong PBS
dugc chon dé phong bé trong cac thir nghiém. Nhu vay, sang ché d& xuit ring
10% huyét thanh bao thai bod trong PBS 1a chit phong bé thich hgp cho thir

nghiém gén két theo sang ché.
Vi du 9 - Su lién két ctia vi khuén véi dia c6 phu chét nhay

Viéc t6i wru héa toan bd quy trinh ELISA (bao gdm cé chét nhay va vi
khudn) duoc bét dau bang cach t6i wu hoa do pha lodng khang thé va sb luong

vi khuin/giéng. K§ thuat ELISA co ban dugc mé ta trong vi du 1 dugc sir
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dung. Dfa: dia Maxisorp; cht nhay: rudt hdi cin tim cta lon; vi khuén: chung
E. coli ALI84 va ALI446, s6 lugng vi khudn/giéng dugc thé hién trén Fig.11.
Chit dém: HEPES-Hanks/PBS; phong bé: 10% huyét thanh bao thai bod trong
PBS; khéng thé so cdp: 200 ul clia cic dung dich pha lodng khic nhau trong
chat dém phong bé (Fig.11 va Fig.13); khang thé thir cdp: 200 ul cua céc dung
dich pha lodng khac nhau trong chit dém phong bé (Fig.13); nhiét d6 u: +37°C;
co chét: TMB.

Nhu duogc thé hién trén Fig.12 va Fig.14, phirc chit biotin-streptavidin
dic hiéu hon so v6i khang thé so cdp lién hop HRP. Khong quan sat thiy sy
lién két khong dic higu (xem Fig.14, d6i ching, hai hang riéng biét). Pidu nay

xé4c nhan két qua thu duoc trong vi du 8.

Theo d6, d3 x4c dinh dugc 1a s& chi tiép tuc voi hdn hop biotin-
streptavidin. Fig.14 cho thdy ring d6 pha lodng 1:1000 c6 thé tao ra phan tmg
trén sb lugng vi khuén thdm chi nhé hon, va do vay do pha lodng nay dugc
chon cho céac thir nghiém bd sung. Do pha lodng ciia khing thé so cép ciing
duoc t6i wu héa. Fig.14 cho thdy ring 1:10.000 13 d6 pha lodng khang thé thu
cép (streptavidin-HRP) qua nho dé c6 thé sir dung @ phat hién sb luong vi
khuin nhé (nhu véy, theo mdt s6 phuwong 4n, d6 pha lodng 1:1000 duogc st
dung).

T hop biotin-streptavidin dic hiéu hon so véi cac khang thé khac va
dugc sir dung trong céc thir nghiém tiép theo. Nhu vay, theo mét sé phuong an,
sang ché d& xuét ring 107 vi khuén/giéng 1a s6 lugng vi khuln t8i wu dé st
dung trong thir nghiém gin két theo sang ché, mic dii s6 lwong 16n hon (vi dy,
nhiéu hon 107 vi khudn/giéng (vi dy, 10® vi khuin, 10° vi khuin, 10'° vi khuén
hogc nhiéu hon)) hogic nhd hon (vi dy, it hon 107 vi khuin/giéng (vi du, 10° vi
khudn, 10° vi khuén, 10* vi khudn hoéc it hon)) ciing cé thé duoc sir dung. B§
pha lodng 1:1000 - 1:10.000 ctia khéng thé so cép lé t6i wu trong thir nghiém
nay, nerng luong khang thé so cip c6 thé 16n hon hoic nhé hon khoang nay.
Theo mdt s6 phuong an, lugng khang thé so cip duoc chon sao cho khong han

ché phan Umg mau.

-47-



22303

Vidu10-Do tuyén tinh ctia ELISA trong vi¢c phat hién s6 lugng vi khun

Pé danh gia khoang tuyén tinh cta k¥ thuat ELISA, ELISA duoc tién
hanh véi cac sb lugng vi khudn/giéng khac nhau. K§ thuat ELISA co ban dugc
mo ta trong vi du 1 dugc str dung. Pia: dia Maxisorp; chét nhay: rudt hdi cén
tim cta lon; vi khuén: chung E. coli ALI84, 107 vi khuén/gié'ng; chit dém:
PBS; Bio-Mos: khong c6; phong bé: 10% huyét thanh bao thai bd; khang thé so
cép: khang thé so cip lién hop biotin, d6 pha lodng 1:1000 trong chit dém
phong bé; khang thé thir cip: streptavidin lién hop HRP, d6 pha loang 1:1000
trong chit dém phong bé; nhiét d6 : +37°C dbi v6i mot dia, nhiét d6 phong
d6i voi dia con lai; cht phan ung & nhiét d6 phong; co chit: TMB.

bo hép thu & 620 nm so vdi sb luong vi khuin dugc vé& db thi. Déi vei
s6 lwong vi khuén 18n dén 10° vi khuin/giéng, méi quan hé 14 tuyén tinh (xem
Fig.16), nhung tir 10° dén 10°, dudong xu huéng phit hop gin nhit 1a logarit
(xem Fig.15). Theo d6, sang ché dé xuét ring & s6 luong vi khuin/giéng nhét
dinh, kha ning lién két v6i vi khudn cia chit nhay giam khi céc vi trf lién két
tréd nén béo hoa.

Nhu viy, theo mdt s§ phuong 4n, thir nghiém theo sang ché 1a tuyén tinh
trong mdt khoang sd lwong té bao vi khudn/giéng (vi du, tir 0 dén khoang 10° vi
khuén trong mdi giéng). Theo mdt s§ phuong 4n, sang ché d& xuit cach tinh c6
d6 nhay cao dbi véi vi khudn gin vao mdi giéng. Theo mdt sé phuong 4n,
phuong phép theo séng ché dugc chudn héa (vi dy, dé dat duoc két qua so sanh

c6 thé lap lai).
Vidu 11 - Mtic 49 anh hudng ctia Bio-Mos d6i voi sy bam dinh cua vi khudn

Pé kiém tra d tuyén tinh va d6 phan giai cta k§ thuat ELISA, cic ndng
d6 Bio-Mos khac nhau duge sir dung dé phong bé sy bam dinh ctia céc t& bao
vi khudn vao chét nhay. Cac két qua sir dung ELISA so mau co ban dwgc mo ta
trong vi du 1 dugc so sanh véi cac két qua thu dwoc bing cach sir dung thir
nghiém gin két phéng xa ciing dwgc md ta trong vi du 1. Pia: dia Maxisorp va
dia mém; chét nhay: rudt hdi can tdm ctia lon; vi khuén: ching E. coli ALI84

va ALI446, ~107 vi khuén/giéng. Huyén pht vi khudn duoc danh ddu phong xa
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gidng nhau dugc st dung cho ca hai dia dé dam bao ring cac dia 1a gidng nhau;
chit ¢&ém: HEPES-Hanks, PBS; Bio-Mos: ndng d6 0-20 g/l, dugc pha loing
trong PBS; phong bé (chi & dia Maxisorp): 10% huyét thanh bao thai bo trong
PBS; khéng thé so cdp (chi & dia Maxisorp): khang thé so cép lién hop biotin
(1:1000 trong chét dém phong bé); khang thé thir cip (chi & dia Maxisorp):
streptavidin lién hop HRP (1:1000 trong chit dém phong bé); nhiét do u:
+37°C; co chat: TMB.

Nhu dugc thé hién trén Fig.17A va Fig.17B, thir nghiém phéng xa da
phét hién thiy cac khéc biét v& sy bam dinh ctia vi khudn khi cac ndng d6 Bio-
Mos khac nhau dugc st dung. Sau khi thyc hién ELISA, ca hai dia dugc do
bing may dém d6 nhdy (5 phut/giéng). Fig.17B cho thiy ring s§ dém nhép
nhay 13 thap hon sau khi thyc hién ELISA, cho thdy ring vi khuin dugc rira di
trong qua trinh thuc hién ELISA. Tuy nhién, quan sét thdy tic dung rd rang cua
Bio-Mos. |

Dic diém bat ngd cia k§ thuat ELISA so mau dugc x4c dinh & chd né
c6 thé phat hién dugc cac khac biét vé su gin két giita cic giéng khong c6 vi
khuén (d6i chimg) va cac giéng c6 néng d6 Bio-Mos 16n nhét (véi s6 luong vi
khuén nho nhit) (xem Fig.17A), trong khi d6 s6 dém nhép nhéy ctia cac giéng
c¢6 ndng d6 Bio-Mos 16n nhit 13 gin véi ddi chimg khong c6 vi khuin (Fig.15).
Nhu viy, theo médt sb phuong 4n, sang ché dé xuat k¥ thuat ELISA c6 thé phat
hién duoc cac khac biét vé su gén két/bam dinh gitra cac giéng co n<‘3ng do Bio-
Mos 16n nhét (v6i s lugng té bao vi khudn nhé nhét) va cac giéng khong c6 vi
khudn (d6i ching) (vi du, thr nghiém so mau nhay hon nhidu so véi thir
nghiém phéng xa trong khoang ndng d6 nay).
Vi du 12 - S8 lwong vi khuén quan trong dé phat hién tac dung thay dbi sy gén
két

Muc dich ciia thir nghiém nay 1 nhdm phat hién s luong vi
khudn/giéng dé phat hién mirc d6 anh hudng ciia Bio-Mos. Phuong phap co
ban: ELISA (xem phin Nguyén liéu va phuong phap); dfa: dia Maxisorp; chét
nhay: rudt hdi cin tim cua lon; vi khudn: ching E. coli ALI84 va ALI446, 0-
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10% vi khuén/giéng; Bio-Mos: ndng d6 0-20 g/l duoc pha lodng trong PBS; chét
dém: PBS; phong bé: 10% huyét thanh bao thai bo; khang thé so cip: khang thé
so cép lién hop biotin, d6 pha lodng 1:1000 trong chit dém phong bé; khang
thé thir cAp: streptavidin lién hgp HRP, d6 pha lodng 1:1000 trong chit dém
phong bé; nhiét d6 u: +37°C; co chét: TMB.

Nhu dugc thé hién trén Fig.18-Fig.19, di xac dinh duoc rﬁng, theo mot
s6 phuong 4n, sé lugng vi khudn/giéng cin vuot qua 10° d& tao ra sy khéc biét
c6 thé phat hién dugc. C6 thé quan sat thdy sw khac biét rd rang khi st dung
107 vi khudn/giéng. 10® vi khudn/giéng ciing tao ra su khéc biét rd rang, nhung
phan tmg dat t6i diém cudi rét nhanh va do d6 c6 thé gay ra bién thién vi khong
thé bd sung co chit mét cach ddng thoi vao tit ca cac giéng. Ciing c6 thé 1a &
sO luong vi khudn/giéng rit cao, ndng d6 khang thé hoic co chét hodc vi trf lién
két chét nhay tré nén han ché. Do vay, cac thir nghiém tiép theo duoc tién hanh
vc’ri_~107 vi khudn/giéng. Vi ca hai ching E. coli, nng d6 Bio-Mos rat thp
du‘orng nhu 1am ting cudng sw gin két ciia vi khudn vio chit nhay. Nhu vay,
theo mot sd phuong 4n, thir nghiém theo sang ché da xac dinh dugc ring murc
tuong d6i thp (vi du, tir khoang 0,1 d&n khoang 1,0 g/1) ctia tic nhén tc ché (vi

duy, Bio-Mos) loai b vi khudn hiéu qua hon so véi luong chét 16n hon.
Vi du 13 - Phuong phap rira cai tién

Cho dén nay, thiét bi rira mién dich Nunc dugc st dung cho budc rira,
nhung do su bién thién dang k& gitra cac giéng lap lai, da x4ac dinh duoc ring
thiét bj nay c6 thé qua manh d6i véi phuong phép nay. Do vy, phuong phap
rira khéc di duogc thir nghiém dé giam thidu sy bién thién giita cdc mAu.
Phuong phép méi nay dua trén viéc lic chét long ra. Phuong phap co ban:
ELISA (xem phan Nguyén liéu va phuong phép); dia: dia Maxisorp; chit nhay:
rudt ti cla ga gid; vi khudn: ching E. coli ALI84, 107 vi khun/giéng; chét
dém: PBS; Bio-Mos: néng d6 0, 0,1, 1 va 10, dugc bd sung cung véi vi khuén;
phong bé: 10% huyét thanh bao thai bd; khang thé so cip: khang thé so c4p lién
hop biotin, 1:1000 trong chit dém phong bé; khang thé thit cAp: streptavidin
lién hop HRP, 1:1000 trong chit dém phong bé; nhiét d6 &: +37°C; co chit:
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TMB. Nhu dugc thé hién trén Fig.20, phuong phap rira méi (“rira 14c”) tao ra
céc két qua tdt hon cho k§ thuat ELISA. Céc tin hiéu tdng cong 16n hon, va
phét hién dugc céc khéc biét 16n hon gilta cac néng d6 Bio-Mos khac nhau.
Phuong phdp méi ndy cling nhanh hon va cho phép thao tic mot sb dia mot
céch ddng thoi. Tuy nhién, didu quan trong 13 phuwong phép ndy dugc tién hanh
trong cac diéu kién dé tranh tron 13n céc chét trong giéng. Theo do, sang ché dé
xult phuong phap rira lic méi tét hon so véi phwong phép rira thong thudng.
Trong phuong phép rira lic, chit dém rira dugc bd sung bing pipet vao giéng
trude khi lic nhe dia 16n ngugc @& lam rdng giéng ma khong cho phép dung
dich chuyén tir giéng nay sang giéng kia. Viéc nay duoc 13p lai nhidu 14n néu

can.
Vi du 14 - Nong d9 ctia khang thé so cip

Cho dén nay, d6 pha logng 1:1000 ctia khang thé so cAp thudng duoc sir
dung trong thir nghiém phéng xa dé dam bao ring ndng d6 khang thé khong
1am giéi han d6 nhay ctia ELISA. Nhu vay, néu thir nghiém theo sang ché dugc
st dung trong mdi trudng quy md 16m, d6 pha lodng khéng thé c6 thé dong vai
trd quan trong trong viéc trién khai thir nghiém. D6 pha lodng ciia khang thé so
cép dugc thir nghiém dé x4c dinh tinh kha thi cta viéc trién khai thir nghiém
trén quy md 16n. ELISA co ban md ta trong vi du 1 dugc sur dung; dia: dia
Maxisorp; chét nhay: rudt hdi can tdm cua lon; Bio-Mos: néng d5 0, 5va 10
g/l, dugc pha lodng trong PBS; vi khuin: ching E. coli ALI84, ~107 vi
khudn/giéng; phong bé: 10% huyét thanh bao thai bd trong PBS; khang thé so
cap: 200 pl khang thé so cip lién hop biotin (trong khoang 1:1000-1:10.000)
trong cht &m phong bé); khang thé thir cip: 200 ul streptavidin lién hop HRP
(1:1000 trong chit dém phong bé); nhiét d6 v: nhiét do phong; co chit: TMB.

Do pha lodng 1:1000 tao ra s phéan gii t6t gitta cdc mic Bio-Mos, mic
du d6 pha loang nhé hon ciing tao ra diéu nay. Nhu vy, theo mét s6 phuwong
an, do pha lodng 1:1000 hodc nho hon (vi dy, 1:900, 1:750, 1:500 hodc nhé
hon) duogc sir dung dé tao ra cac khac biét vé& su phan giai rd rang trong thir

nghiém theo sang ché. Nhu vay, theo mét s§ phuong 4n, d6 pha lodng cia
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khéng thé so cip duoc chon sao cho cé kha ning Iam bio hoa tit ca céc vi tri
lién két trén vi khuén duoc thir nghiém trong thir nghiém. Theo mét s§ phuong
an, néu thir nghi¢m theo séng ché duge st dung dé phat hi€n mic d6 anh
hudng cua lugng rét thip (vi du, ndng d6 khoang 0,0001 g/l dén khoang 1,0
g/1), ctia tdc nhén c ché gén két (vi du, Bio-Mos), thi thdm chi d6 pha logng
nho hon cta khang thé so cép cling ¢6 thé duoc st dung (vi dy, 1:750, 1:500
hodic nhé hon (vi du, @& dam bao ring ndéng d9 cta khang thé khong lam gidi
han sy hién mau). Theo cach khéc, theo méot s6 phuong an, sb luong vi khuén

trong mdi giéng duoc lam giam dé 1am ting sw tao mau.
Vi du 15 - Thé tich phan tmg ctia thir nghiém

Tin hiéu so mau phat trién rit nhanh trong céc giéng c6 sd luong vi
khuén 16n nhét. Do vay, ¢ thé x4c dinh duoc xem liéu dién tich chét nhay nhd
hon (vi dy, ¢6 kha ning lién két it vi khuén hon (vi dy, nhd d6 1am giam cudng
d6 tin hidu)) c6 lam giam cudng do tin hiéu hay khong. Ciing c6 thé xac dinh
dugc xem lidu c6 thé 1am giam luong chit phan tng bing cach lam giam thé
tich cAn dé dién ddy giéng da dugc phit hay khong. Céc giéng c6 dién tich chat
nhay nhé hon hoat dong tdt, va gidi han phat hién cta vi khuén/giéng 1a tuong
tw v6i cac két qua thu dugc trong céc vi du trude d6. Mau phat trién chadm hon
truée d6. Nhu véy, theo mot sb phuong 4n, sang ché d& xuét ring thé tich cla
chét nhay trong mot giéng c6 thé nim trong khoang tir khoang 200 pl dén
khoang 300 pl (vi dy, tiy thudc vao cuong df tin hi¢u mong mudn). Theo mot
s& phuong 4n, thé tich ctia chit nhay c6 thé nho hon 200 ul (vi du, 150 ul, 100
pl hodc nho hon) hodc 16n hon 300 pl (vi dy, 350 pl, 400 pl hodc 1én hon).
Theo mot sé phuong 4n, sang ché @& xuét ring thé tich phi chit nhay nho hon
cho phép st dung it chit phan g hon (vi du, khoang mét nira lugng chét phan
tng 14 da cho giéng chira 200 pl chét nhay so voi lugng yéu ciu ddi véi giéng
chira 300 pul chdt nhay) ma khéng lam mét tinh ning va d9 nhay cia thir
nghiém (vi dy, tin hiéu c6 thé phat hién duoc). Theo d6, sang ché dé& xuét

phwong phép va thir nghiém @ duy tri tinh ning va d6 nhay cta thir nghiém
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trong khi ddng thoi 1am giam chi phi c6 lién quan dén sy can kiét chét phan
ung.
Vi du 16 - Ngudn chat nhay

Trong cac thr nghiém dugc tién hanh trudc d6 (vi du, vi du 1-15), chét
nhay rudt hdi can tAm ctia lon dugc st dung. Pé x4c dinh xem c6 thé phét hién
so mau véi cac ngudn chit nhay khac nhau hay khong, nhiéu ngudn chét nhay
khac nhau dugc thr nghi€ém (vi dy, rudt hdi can tAm cua lon, rudt két xa tim
cua lgn, rudt ta cia ga gid va rudt tit cua ga gio) trong bbi canh thu nghiém
ELISA dugc md ta trong vi du 1. Pia: dia Maxisorp; chat nhay: rudt hdi can
tam va rudt két xa tAm cua lon, rudt ta va rudt tit ca ga gio; vi khudn: ching E.
coli ALI84, 107 vi khudn/giéng; chit dém: PBS; Bio-Mos: nong d6 0, 0,1, 1 va
10, duwoc bd sung cing v6i vi khudn; phong bé: 10% huyét thanh bio thai bo;
khang thé so cip: khang thé so cip lién hop biotin, d6 pha lodng 1:1000 trong
chét dém phong bé; khang thé thi cp: streptavidin lién hgp HRP, d6 pha lodng
1:1000 trong chit dém phong bé; nhiét d6 u: +37°C; co chat: TMB.

Nhu duoc thé hién trén Fig.21, vi khuén thé hién cac muc do ga"ln Kkét
khéac nhau (vi du, cudng d6 va/hodc &i luc) tuy thudc vao loai chét nhay dugc
str dung. Vi du, vi khuén dugc thir nghiém gin nhu thé hién sy gin két vao chét
nhay thu dugc tlr rudt ta clia ga gio va rudt tit cua ga gio 16n hon hai 14n so véi
vao chét nhay thu dugc tir rudt hdi cua lon va rudt két cua lon. Tuy nhién, thi
nghiém so mau 1a nhay va di manh dé thu dugce cac mic d6 bam dinh khac
nhau ctia vi khuén, cling nhu kha niing cta chit phong bé (vi dy, Bio-Mos) dé
trc ché su bam dinh cta vi khudn vao chit nhay trong khoang ndng d6 ctia chit
phong bé. Nhu viy, theo mot sb phwong 4n, sang ché dé xuét thir nghiém lién
két so mau phi phéng xa ma c6 thé str dung nhiéu loai va/hodc ngudn chit nhay
khac nhau (vi dy, tir cac dong vat khac nhau va tir cac phén khac nhau cua

duong ti€u hoa (vi dy, rudt)).
Vi du 17 - Thir nghi€ém phéng xa so v&i thir nghiém so mau

Thir nghi€ém dat canh nhau dugc tién hanh dé so sanh nguyén li¢u va

phuong phéap dugc st dung trong thir nghiém so mau theo sing ché vé&i nguyén
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liéu va phuong phap dugc sir dung trong thir nghi€ém phong xa thong thuong va
dé danh gi4 kha ning ctia m3i thir nghiém trong viéc phat hién cac khac biét vé
s bam dinh ctia vi khuén do Bio-Mos gy ra. Pia: dia Maxisorp va dia mém;
chét nhay: rudt hdi c4n tAm cta lon; Bio-Mos: 50 ul/giéng 0 cac n6ng dd khac
nhau, dugc pha lodng trong PBS; vi khudn: ~107 vi khudn/giéng. Huyén pha vi
khuén dugc danh dau phong xa giéng nhau duogc str dung cho ca hai dia dé dam
bao ring cac dia nay 1a gidng nhau; phong bé (chi ¢ dia Maxisorp): 10% huyét
thanh bao thai bd trong PBS; khang thé so cép (chi & dia Maxisorp): 100 ul
khang thé so cdp lién hop biotin (1:1000 trong chit dém phong bé); khang thé
thir cAp (chi & dia Maxisorp): streptavidin lién hop HRP (1:1000 trong chit
dém phong bé); nhiét d6 1: nhiét 46 phong; co chit: TMB. Sau ELISA, ca hai
dia dugc dién diy bang chit 1ong nhdp nhay va hoat tinh phéng xa duoc do
bing méay dém do nhay.

Mirc d6 anh hudng ciia Bio-Mos dugc quan sat thiy 13 rit tvong tu nhau
bing cach sir dung nguyén liéu va phuong phap clia ca hai thir nghiém. Nong
d6 Bio-Mos thip duong nhu 1am ting cudng su gin két ciia vi khudn vao chit
nhay. Mic di co ché 1a khong cin thiét dé thuc hién sang ché, va sang ché
khong bi gi6i han & co ché hoat dong cu thé bét ky, nhung theo mot sb phuong
an, & néng do thép nhét, Bio-Mos hoic loai tac nhén e ché khac tham gia vao
su tao thanh céc khdi két tu vi khudn. Nhu vy, ngay ca khi ndng d6 thip nhit
lam ting sy gin két nhu dugc xac dinh bang cac thir nghiém nay, thi dudng
nhu 13 (vi dy, trong trudng hop lumen rudt) cac khbi két tu nay duoc ria ra
khoi ruét mot cach dé dang hon. Nhu vay, ndng d6 thip ctia Bio-Mos hodc tac
nhan tc ché khac (vi dy, dugc nhin dién va/hodc dugc xac dinh béng phuong
phép theo sang ché duoc mo ta & day) c6 thé thuc su loai bo vi khudn mot cach
hiéu qua hon va/ho3c hiéu qua ngang bing véi cac ndng d6 cao hon.

Nhu duoc thdy trén Fig.22, & ndng d¢ Bio-Mos rat thap, d6 hip thu cua
hai phuong phap khac nhau d6i chat. Xu hudng ciia duong ELISA dé 14 tuong
tu tai cac thoi diém rat som (= d6 hip thu thép), va do d6 xu hudng di xudng tir

1,0 g/1 xudng 0,1 g/l khong thé 13 do cac han ché vé kha ning clia thiét bi doc
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ELISA. C6 thé 14 sy hién mau c6 thé bi han ché boi ndng d6 clia cac khang thé
hoidc co chét, nhung gia thuyét nay khong giai thich dwoc xu huéng di xubng
d6i chit tir 1,0 g/l dén 0,1 g/1.

Céc két qua nay va céc két qua cia cac vi du khac cho thiy ring thu
duoc d6 hap thu cao nhét véi 0,1 g/l hodc 1,0 g/l. Nhu vy, theo mét sd phuong
an, sang ché dé xuét réng su bién thién 14 do céc khac biét v& sb luong vi khudn
gifta cac thir nghiém gay ra. Nhu vay, theo mot s6 phwong 4n, @ c6 cac két qua
twong duong, c6 thé st dung cing mot huyén phu vi khuén hodc chuén héa
phuong phép nudi cdy dé dam bao ring s lugng vi khuén ban d4u 13 tuong tu
trong céac thir nghi€m song song. Nhu viy, theo mot s6 phuong 4n, viéc lam
giam sb luong vi khudn/giéng c6 thé d¢im bao ring ndng d6 cia Bio-Mos
va/hodc chét phong bé khac (vi du, chét thir nghiém) 13 yéu t§ lam gi6i han
nhét, thay vi s6 luong vi tri lién két chit nhay hoic ndng d6 khang thé hoic co

chét.

Vi du 18 - Thir nghiém lién két vi khuén phi phéng xa

Thir nghiém nay dugc tién hanh trong qué trinh phat trién cac phuong 4n
cua sang ché nhim tiép tuc thir nghiém vi€c st dung ELISA so mau dugc tao ra
theo ban moé ta nay dé x4c dinh sy gin két ciia mim bénh va d& danh gia muc
d6 thay ddi su gén két cua chét thu nghi¢m. Nhu vdy, thir nghiém nay dugc tién
hanh nhim x4c dinh xem thir nghiém c6 thé duoc sir dung dé sang loc chét thir
nghiém ma co thé ¢6 hodc c6 thé khong 1am thay d6i (vi du, &rc ché) su gin két
ctia vi khuln vao chét nhay hay khong. Tém lai, sing ché dé xuat cach thay thé
cho viéc st dung mim bénh séng, c6 tinh phong xa (vi dy, thir nghiém theo
sang ché khong can sir dung vi khun séng hodc c6 tinh phéng xa (vi dy, séng
ché dé xuét réng vi khuén dugc lam bat hoat béng etanol c6 thé duoc st dung
trong thir nghiém gén két)) va con dé xuét dfa c6 phu chét nhay dugc lam kho
bang khong khi. Theo d6, cac phuong phap dugc phat trién trong qua trinh phat
trién cac phuong 4n cua sang ché tao ra cac loi ich dang ké so véi cac phuong
phép thong thudong & chd, theo mot sd phuong 4n, cic phuong phap dugce aé

xuét trong ban mo ta ndy khdng can phai stt dung vi khuan song va/hodc c6 tinh
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phéng xa (vi du, vi khudn gy bénh) va ciing khong cin phai diéu chinh mat do
vi khuAn mdi khi thir nghiém dugc tién hanh.

Béo quan va tinh ddng déu ctia ché phdm vi khuén. Nhu duoc néu trong
cac vidu 9, 10 va 12, mat do cta ché phém vi khudn duoc st dung trong thir
nghiém gin két dugc nhan dién 14 bién s§ quan trong trong phan tng. G mat do
vi khuén thép, tin hiéu 1a yéu, trong khi d6 & mat do vi khuln cao, tin hiéu &
trén khodng tuyén tinh. T cac dit li€u nay, dad xac dinh duoc rz"lng dé dat duoc
do chinh xéc, d§ nhay va tinh twong duong cla cac thir nghiém lién tiép, mat
d6 vi khun cd dinh 1a cin thiét. Ciing d3 xac dinh xem c6 thé tao ra dugc
huyén phit vi khuin chuén (vi du, @ st dung trong loat thir nghiém khong xay
ra déng thoi (vi dy, vao céc ngay khac nhau, hodc vao céac tudn hodc thang khac
nhau)) (vi du, dé bao quan, dé sir dung va khong giy bénh) hay khong. Nhiéu
phuong phép 1am bat hoat va bao quéan vi khuén khac nhau d4 dugc xé4c dinh va
thir nghiém, bao gdm lam bét hoat va bao quan bing chét cb dinh héa hoc (vi
du, etanol, glutaraidehyt, formalin, DMSO), 1am bt hoat bing c4ch chiéu xa tia
UV va sit dung huyén phit vi khuén sdng dong lanh.

Mitc d bao toan dia c6 phi chit nhay. Trong céc thir nghiém dwoc mo
t4 & trén (vi du, vi du 1-15), c4c dia c6 96 giéng dugc phil chit nhay mdi khi
thir nghiém dugc tién hanh. Nhu d néu, quy trinh nay doi hoi phai G qua dém.
Theo d6, thir nghiém dugc tién hanh dé xac dinh xem quy trinh mit nhiéu thoi
gian nay co thé duoc thay thé (vi dy, béng dia cé phu chét nhay trude, co thé
bao quan trong thoi gian dai) hay khong. Nhiéu phuong phap dugc thir nghiém,
bao gdm lam d6ng lanh céc dia d& duoc phu cling nhu 1am khé bing khong khi
cac dia nay va st dung sau khi bao quan trong thoi gian dai (vi du, véi cac loai
chét nhay khac nhau).

Phuong phép

Nuéi cdy va 1am bét hoat vi khudn. Vi khudn dugc cho sinh trudng &
nhiét d9 37°C trong canh trudong Luria va dugc chuyén vao méi trudng méi
(10% nguyén liéu cdy) mot ngdy trudc khi thir nghiém theo du dinh. Céc
phuong phép khic nhau dé lam bit hoat hodc bao quan vi khudn dugc thir

nghiém:
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Lam dong lanh: Gidng cdy vi khudn d4 dugc cho sinh trudng dugc 1am
doéng lanh & nhiét d -20°C. Trudce khi sir dung, giéng céy nady dugc lam tan
d6ng & nhiét @ phong. Mot mé dwoc 1am dong lanh véi glyxerol dé bao vé cac
té bao khong bi 1am tdn hai trong qué trinh 1am déng lanh, nhung phuong phép
nay bi dimg lai do khé thu gom vi khudn ra khoi glyxerol va tao ra cac két qua
khong hitu dung.

Etanol: Etanol 99% dugc bd sung 1:1 vao gidng ciy vi khudn trong canh
truong Luria dé tao ra dung dich etanol 50%. Huyén phii ndy duoc bao quan &
nhiét 46 4°C.

Glutaraldehyt: Glutaraldehyt dugc st dung & ndng d6 cubi cung 13 4%.
Huyén pht ndy dugce bdo quan & nhiét d6 4°C.

Formalin: Formaldehyt duogc sir dung & ndng d6 cudi ciing 1a 4%. Huyén
phu ndy duoc bao quan & nhiét 46 4°C.

UV: ’Giéng cdy dugc chiéu xa dudi dén UV trong 30 hodic 60 phit.
Huyén phil ndy duge bao quan & nhiét d6 4°C.

Dimetyl sulfoxit: DMSO dugc bd sung trong giéng ciy & ndng do 10%.
Huyén phit ndy dugc bao quan & nhiét d6 4°C.

Nhiét: Gidng cdy duoc lam néng & nhiét d@ 70°C trong 30 phut va sau
d6 duge bao quan & nhidt do 4°C.

Vi khuén duoc thu hoach béng cach ly tﬁm.ng‘ay trude khi st dung.

Chuén bi va bao quan dia c6 phil chit nhay. Chét nhay dugc cao tir rudt
ctia lon con dugc pha lodng trong chit dém NaCO; (46 pH = 9,6) dé tao ra
huyén phi véi 0,1-0,3 mg protein .nhéy/ml. 300 pl huyén phii nay duoc dua vao
mf)i‘giéng’tré'n dia IgA c6 96 giéng. Pia ndy duge 0 & nhiét 6 4°C qua dém.

Trong qua trinh 1am kho bing khong khi, céc dia dugc rira hai 14n bing
PBS va dugc lam kho trong ti cdy dong chay ting (laminar flow cabinet) qua
dém. Cac dia dugc bao quan & nhiét d§ phong trong ti lam bing chét déo.
Trude khi st dung, 300 ul PBS dwoc dua vao mdi giéng va chit nhay duoc dé
ta"1i hydrat héa trong 10 phut, sau d6 PBS duoc loai bo bing cach lic nhe dia 16n

nguoc.
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Déi v6i phuong phap lam dong lanh, cic dia duoc 1am dong lanh & nhiét
d6 —20°C véi huyén phii chét nhay. Trude khi st dung, dia dugc lam tan dong
& nhiét 46 phong va duoc rira ba 14n biang PBS.

Céc dia méi duoc rira ba 14n bang PBS sau khi phti chit nhay qua dém.
Két qua

Budc dau sang loc phuong phép bao toan vi khudn bang cach sir dung
thir nghiém phéng xa. Ba phuong phap sir dung vi khuin duoc bao quan cé vé
1a dap tmg didu kién so véi thir nghiém voi vi khudn méi (xem Fig.23). Cac
phuong phép nay 1 sir dung etanol, chiéu xa bang UV va lam d6ng lanh (céc
phuong phép con lai duge xac dinh 14 khdng thich hop cho thir nghiém nay).
Dit liéu vé& vi khudn dugc lam bat hoat bing UV va DMSO khéng dugc thé
hién trén Fig.23 vi st dung cac huyén phu vi khuin khac nhau. Viéc lam bAt
hoat bﬁng DMSO tc ché manh sy bam dinh cta vi khun, trong khi d6 viéc
chiéu xa vi khuin thir nghiém bing UV tao ra cac két qua bam dinh tuong d6i
t6t.

Ngoai sy bam dinh tuyét di, kha ning ctia phwong phéap trong viéc phat
hién tac dung tc ché su gén két cuia chit thir nghiém ciling dugc xéc dinh. Cac
két qua ddi véi cac phuong phap bao toan vi khuén khac ngoai DMSO va chiéu
xa bang UV duoc thé hién trén Fig.23. B4t ké phuong phép duoc chon 14 gi, thi
thir nghiém nay vin c6 thé cho thdy ring Bio-Mos trc ché dugc sy bam dinh
cua E. coli.

Thir nghiém ELISA véi cdc phuong phap bao toan vi khudn duoc chon.
Dua trén céc két qua nay, ba phuong phap lam bét hoat vi khuén duoc thir
nghiém trong hé phat hién vi khuin ELISA. Mic du sang ché khong bj giéi han
& co ché tic dong bit ky va viéc hidu rd co ché tic dong 1a khong cin thibt dé
thuc hién sang ché, nhung c6 thé 13 viéc cb dinh vi khudn bing phwong phép
bét ky trong sd cic phuong phap néu trén s& 1am thay dbi cac dic tinh khang
nguyén cia vi khuén, do d6 dan dén sy thit bai ciia cic phuong phép dua trén
khang thé d& phat hién vi khuén d3 dugc diéu bién. Tuy nhién, k¥ thuat ELISA
c¢6 vé hoat dong dbi véi ché phadm vi khuin dugc thir nghiém. Trong s6 céc

phuong phép 1am bt hoat vi khuin, phuong phép lam bit hoat bing UV va lam
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dong lanh 13 t5t hon so v&i phuong phép bao toan bing etanol, xét theo hiéu
qua bam dinh vi khudn tuyét d6i, nhu dugc thé hién trén Fig.24. Tuy nhién, cac
phuong phép nay c6 nhuge diém 16n khi xét dén thuc tidn sir dung: huyén phu
vi khuin duoc 1am bt hoat béng UV chi 6n dinh khi chua duge mé, nhung d&
bi 1am hong béi vi khudn khac khi tiép xic véi vi khudn xung quanh. Mit khéc,
vi khudn dugc 1am dong lanh vin con séng va c6 thé bat dau sinh trudng hodic
¢6 hoat tinh trao d6i chét sau khi 1am tan dong. Piéu nay s& giy anh hudng dén
d6 chinh xac va kha nang ldp lai cuia thir nghiém. Ngoai ra, cac van @& v& do an
toan can phai dugc xem xét khi thuc hién véi vi khuén séng.

Téi wu héa ndng @9 etanol trong huyén phit vi khun. Mic dir c6 vé 1a
phuong phép bao toan vi khuén bing etanol 13 khong 1y tuéng, nhung cac tac
gi4 sang ché van quyét dinh tiép tuc cb ging phat trién phuong phap nay vi cic
loi ich khac ma phwong phép ndy mang lai. Ban dau, etanol & ndng d6 50%
duogc st dung dua trén kha néng tiéu diét vi khuén cta né. Tuy nhién, céc néng
dd ruou khéc ciing duoc thir nghiém dé x4c dinh mtrc d6 anh huong cta n<“>ng
d6 rugu ddi véi sy bam dinh cta vi khudn. D3 x4ac dinh duoc rz‘“mg néng do
etanol gdy anh hudng dang ké dén hiéu qua bam dinh ciia vi khudn. Mic di
sang ché khong bi gidi han & co ché tac dong bit ky va viéc hiéu rd co ché tac
dong 13 khong cén thiét dé thyc hién sang ché, nhung theo mot s6 phwong én,
séng ché boc 16 réng etanol tdch hodc pha huy tua vién cén thiét cho su lién két,
hodc 1am thay dbi c4c tinh chit khang nguyén khéc ca vi khuén. Etanol & ndng
d6 40% c6 vé 1a tbt hon déng ké so véi etanol & ndng d6 50% khi xét dén hidu
quéa bam dinh. Xu huéng khéng tuyén tinh ddng ngac nhién dugc thé hién trén
Fig.25 dugc quan sét thiy lip di l3p lai nhiéu lan.

Bao toan dia c6 phu chét nhay. Kha ning cta vi khuén trong viéc bam
dinh trén dia c6 phu chit nhay dwoc bao toan bang cach lam kho bing khong
khi va 1am déng lanh dugc kiém tra bang cach so sanh ching véi cac dia méi
dwoc phu. Trong céc thir nghiém véi vi khudn duge danh diu bing phéng xa,
dia duoc lam khé bang khong khi 13 twong dwong véi dia méi duge phu, trong

khi d6 dia dwoc lam dong lanh tao ra sé dém cao hon mdt chat. Mdi phuong
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phap dugc thir nghiém bang cach sir dung k§ thust ELISA phi phéng xa theo
sang ché.

Nhu dugc thé hién trén Fig.26, cic dia duoc 1am kho bing khong khi tao
ra tin hiéu yéu hon so v6i céc dia méi dugce phu va duge bao quan déng lanh.
Tuy nhién, mirc d§ anh hudng cta Bio-Mos d6i v6i sy bam dinh ctia vi khudn
12 18 rang véi tit ca cac phwong phap dugc sir dung. Theo d6, sang ché d& xut
phuong phép st dung dia c6 phii chit nhay dugc tao ra va dugc bao quan trude
d6 (vi duy, dia dugc lam kho br?mg khéng khi hodc dugc bao quan dong lanh).

Thoi gian tai hydrat héa cta dia d3 dugc 1am khd. Khoang thoi gian tir 1
phut dén 12 gid duge thir nghiém dé tai hydrat héa cac dia dugc 1am kho bing
khong khi trude khi tién hanh thir nghiém. D4 x4c dinh dugc ring thoi gian tai
hydrat héa khong gay anh huéng 16n dén céc két qua cia thir nghiém, nhung dé
thu dugc cac két qua tuong dwong, thoi gian tai hydrat héa ¢b dinh (vi dy, 10
phut) duge st dung cho tit ca cac thir nghiém tiép theo.

Nong d6 chit nhay trong giéng. Nong d6 chét nhay trong cic giéng da
duge thlr nghiém truéc d6, nhung céc tic gia sang ché van quyét dinh thu
nghiém xem sy bam dinh ctia vi khudn c6 thé dugc ting cudng véi ndng do
chét nhay cao hon hay khong. Ba mic cua chat nhay trong chit dém bao phu
dugc thir nghi€ém; cac mic nay l4n luot tuong img véi 0,1 mg/ml, 0,2 mg/ml va
0,3 mg/ml protein. Sy bam dinh ctia vi khuén cai thién rd rang khi ndng d6 chit
nhay ting 1én, 0,3 mg protein/ml tao ra sy bam dinh cao nhét.

Phat hién thay dbi vé sw bAm dinh ctia vi khuén béng céch st dung chit
thir nghiém (vi dy, Bio-Mos). Dya trén thir nghiém ELISA va thir nghiém nhép
nhéy so bd, vi khuén dugc 1am bat hoat béng etanol va cac dia dugc lam kho
bing khong khi dwgc sir dung dé kiém tra mirc 46 anh hudng cua chét thu
nghiém (vi du, Bio-Mos) va kha ning clia né trong viéc 1am thay ddi sy bam
dinh ciia vi khuén vao chit nhay. Dit liéu thu dugc cho thiy ring dudng cong
thu dugc rat tuong ty véi duong cong thu dugc khi thyc hién ELISA véi vi
khuin va dia mdi.

Kha ning 4p dung v&i céc loai chét nhay khac. ELISA (st dung dia

duoc bdo quan va vi khuin dugc 1am bit hoat béng EtOH) dugc thir nghiém
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vé6i céc loai chat nhay khéac. ELISA tao ra dit li€u hitu dung béng cach str dung
nhiéu loai chét nhay bao gém rudt hdi can tAm cua lon, rudt két xa tAm cta lon,
rudt ta cla ga gio va rudt tit clia ga gio. Sang ché boc 16 réng ELISA sir dung
dfa duoc bao quan va vi khudn dugc 1am bit hoat bang EtOH va dugc bao quan
tao ra dit liéu hitu dung, va tdc dung cta kha ning phong bé sy gin két/bam
dinh cta vi khudn ctia chit thir nghiém (vi du, Bio-Mos) 13 tuong tu, bét ké
ngudn chéit nhay 13 gi. Theo d6, sing ché d& xudt hop phin (vi dy, vi khudn
duoc 1am bét hoat bing etanol va dia c¢6 phu chit nhay dwoc 1am khé bing
khong khi) va phwong phap (vi du, ELISA phi phong xa) hitu dung dé theo dai
va xac dinh su gén két/bam dinh cia té bao vi khudn vao chét nhay ma dé st
dung, an toan, va nguyén liéu d& bao quan va van chuyén.

Xéc dinh dic diém khac cta thir nghiém lién két vi khudn phi phéng xa.
Thit nghiém dugc tién hanh trong qua trinh phat trién sang ché ¢ xé4c dinh xem
thir nghiém phi phéng xa dugc d& xuét trong ban md ta nay cé déng tin cdy, c6
thé 13p lai dugc va sy bién thién c6 dugc lam giam dén muc t8i thiéu hay
khong. Su bién thién gitta cdc mé vi khuén va dia khac nhau duoc thir nghiém
va kha ning 13p lai cua thir nghiém dugc xac dinh (vi du, bing cach tién hanh
vao cac ngdy khic nhau (su bién thién gitta cac dia) va theo ddi sy bién thién
trong dia clia cac miu lip lai).
Phuong phép

| Nudi cdy va lam bat hoat vi khudn. Vi khudn dugc cho sinh trudng &

nhiét o 37°C trong canh truong Luria va dugc chuyén vao méi trudong méi
(10% nguyén liéu cAy) mot ngay trude khi 1am bat hoat bing etanol. Vi khuin
duoc lam bit hoat va duogc bao quan béng cach bd sung etanol truc tiép vao
gidng cdy di dwoc cho sinh trudng qua dém dén ndng ¢ cudi cung 13 40% theo
thé tich. Huyén phii dugc bao quan & nhiét do 4°C va dugc thu hoach bing
cach ly tAm ngay trudc khi sir dung. L6p lang két duoc tao huyén phi trong thé
tich ban du ciia canh truong Luria dé thu duoc huyén phu véi khoéhg 108 vi
khuan/ml.

Tao va bao toan dia cé phu chét nhay. Chét nhay dugc cao tir rudt non

cia lon con dugc pha lodng trong chit dém NaCO3 (d6 pH = 9,6) dé tao ra
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huyén phil v6i 0,3 mg protein cht nhay/ml. 300 pl huyén phu ndy dugc dua
vao mdi giéng trén dia IgA loai 96 giéng. Pia dugc 0 & nhiét d6 4°C qua dém.
Sau d¢, cac dia duoc rira hai 14n bing PBS va dugc lam kho trong ti ciy dong
chay ting (laminar flow cabinet) qua d&m va dugc bio quan & nhiét d6 phong
trong tai 1am bang chét déo. Trudc khi st dung, 300 ul PBS dugc dua vao mbi
giéng, va chét nhay duoc dé tai hydrat hoa trong 10 phut, sau d6 PBS dugc loai
bo béng cach lic nhe dia 16n nguoc.

K¥ thust ELISA. Pia di dugc pht chit nhay va dugc lam khé bing
khong khi dugc dé tai hydrat héa trong 10 phit véi PBS truée khi bd sung 100
pl huyén phit vi khudn va 100 pl huyén pht Bio-Mos trong PBS hozc 100 pl
PBS tinh khiét. C4c mau chét diéu tri dwoc chi dinh mot cach ngiu nhién vao
cac giéng dé tranh sai s6 hé thdng. Pia duoc U trong 1 gid & nhiét d6 phong,
duoc bao v¢ khdi anh sédng va su bay hoi. Sau khi 1, dia dugc rtra ba lan b?mg
PBS, va chit dém phong bé (10% huyét thanh bao thai bd) dugc bd sung. Dia
duge 0 nhu néu trén va dugc 1am rdng. Khéng thé so cdp dugc bd sung, dia
dwoc 1 va duoc rira nhu néu trén. Khang thé thir cip duoc bb sung, va dia dugc
i va dugc rira nhu néu trén. Cudi cung, co chit TMB duoc bd sung vao cac
giéng, va mau sic dugc dé hién mau trong 15-30 phut. Phan tmg dugc dimg lai
béng axit sulfuric, va d6 hap thu duge do & 450 nm.

Phén tich thdng ké. Cac hé s6 bién thién (CV - coefficient of variation)
duoc ude luong dbi vai cac gia tri dugc chia ty 1€ sao cho gia tri trung binh cta
cac mau 0 (zero) d6i véi mdi dia 1a 100%. Sau d6, wdc lugng cac hé sb bién
thién trong dia va gitta dia duoc tinh todn d6i véi cac gia tri da dugc chia ty 18
murc 1 va 2 nay bing céch sir dung MSE ctia ANOVA mdt chidu ddi véi giita
cac chit diéu tri va trong cung chét diéu trj lam udc lugng phuong sai. Su udc
lwong nay dwoc tién hanh riéng 1& dbi v&i cic mic Bio-Mos khac nhau. Phan
tich lwc miu (power analysis) duoc thuc hién @& cung cip udc luong vé sd
luong 14n 13p lai cn dé phat hién dugc su khac biét gifta hai chit didu tri. Muc
rui ro u=0,05 va nang lyc = 0,8 hodc 0,9 duoc str dung.

Két qua
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Bién thién x4c dinh dugc tir cac miu 13p lai dugc phéan tich trong cling
mot dia. Pbi véi muc dich danh gia san phém, diéu quan trong 1a khi thuc hién
mot sb 1an 13p lai trong cung mot dia, thi thr nghiém phai cé kha ning 13p lai
dugc, va theo d6 tao ra thir nghi¢m déng tin cdy, gidi han phat hién ctia n6 1a da
biét va duoc xem 1a du cho tmg dung thuc tién cta thir nghiém. Péi voi muc
dich nay, thir nghiém dwoc thuc hién trong dia c6 phi chét nhay dong nhit, va
v6i mot mé ché phdm vi khuén. Fig.28 cho thdy ring ¢ su bién thién theo dia
nhét dinh, nhung tac dung trc ché sy bam dinh cta Bio-Mos dugc bd sung 13 rd
rang va l3p lai. Sy so sanh véi cac giéng ddi ching cho thdy ring cac muc 1
mg/ml va 2 mg/ml ctia Bio-Mos khéc véi d6i chimg véi gid tri p <0,0001. Tuy
nhién, hai mc Bio-Mos niy khéng khac nhau, nhu dugc thé hién trén Fig.28.
Céc hé s6 bién thién dugc tinh toan riéng ré d6i voi mbi chét diéu tri.

Bién thién xac dinh dugc tir bdn dia chit nhay khac nhau

Péi véi muc dich danh gia san phim, didu quan trong 13 thir nghiém
phai c6 kha ning lap lai dugc. P& x4c dinh xem thir nghiém c6 kha ning l3p lai
duoc (vi du, & cac thoi diém khac nhau, sir dung cing cht phan ung) hay
khong, thir nghiém trong d6 dit liéu dugc thé hién trén Fig.28 dugc lép lai 4 lan
vao bbn ngdy khac nhau. Mdi nhém thir nghiém dugc tién hanh vio cac ngay
va dia chit nhay khac nhau, nhung véi mot ché phdm vi khuin. Céc két qua
dugc minh hoa trong bbn panen duoc thé hién trén Fig.29. Su bién thién trung
binh trong céac dia khac nhau 1a 14%, 14% va 13% dbi véi cac dia 1, 2 va 3,
mdt cich twong tmg, va cao dén 22% dbi voi dia 4. Bang 1 dudi day thé hién
CV tinh toan dugc cho mdi thir nghiém trong mdi dia. Duong nhu ¢6 xu hudng
ring CV thép hon dbi vdi cac giéng dbi chimg so véi cac giéng chira Bio-Mos.
CV trung binh tinh toédn dugc tu tht ca bdn dia thu nghiém va tht ca cac chét
didu tri ddu 12 16% (bang 1).

Béng 1
CV do duoc tir cac lan thir nghi€ém ldp lai néu trén
Thur nghiém bia 1 Dia 2 DPia 3 Dia 4 Trung binh
Khoéng cé Bio-Mos | 1% 8% 8% 23% 1%
Bio-Mos 1 mg/ml | 13% 12% 15% 24% 16%
Bio-Mos 2 mg/ml | 19% 23% 14% 21% 19%
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| Tat ca [14% | 14% [13%  [22% [ 16%

Sur khéc biét v& tin hidu tuyét d6i do duogc tir bbn dia chit nhay khac
nhau. Fig.30 thé hién dit liéu trén Fig.29, nhung dugc sip xép theo cach khac
nhau dé nhin manh d6 16n coa tin higu tuyét d6i trong cac thir nghiém khéac
nhau. Cac dia dugc thao tdc mdt cach twong tw nhung ddc 1dp véi nhau. Céc
mAu duge chi dinh ngiu nhién vao céc giéng dé tranh sai s6 hé thdng do cac
yéu t6 nhu vi tri giéng. Péng chu ¥ 12 mirc tuyét dbi cta tin hidu thay dbi theo
ngdy, mac du da cb géng 13p lai timg budc cia thir nghiém mdt cach chinh xac
theo ciing mot cach. Mic dit séng ché khéng bi gidi han & co ché tac dong bat
ky va viéc hiéu 18 co ché tac dong 1a khong can thiét dé thuc hién séng ché,
nhung theo mot s§ phuong 4n, sy bién thién 13 do mét hodc nhiéu budc bao
gdm: 1. Lién két ctia chit nhay, 2. Rira giéng, 3. Lién két ciia vi khuén, 4. Rira
vi khuén tu do, 5. Lién két ctia khang thé so cép, 6. Rira, 7. Lién két ctia khéng
thé thir cp, 8. Phan tng hién mau. Tuy nhién, séng ché @& xuét ring mic di c6
su bién thién nhit dinh v& sy hién mau, nhung su bién thién nay la c6 gidi han
va khong ngan can vi€c tao ra dit liéu hitu dung (vi du, vé kha ning ctia mot
hodic nhiéu chit thir nghiém trong viéc 1am thay déi (vi du, tc ché) lién két cua
vi khuén vao chét nhay).

So sanh sy bién thién theo dia khi sir dung tin hiéu tuong d6i. Néu va
khi chét diéu tri d6i chimg lién quan c6 mit trong cling mét dia nhu san phim
cAn thir nghiém, thi sy bién thién tin hiéu theo dia khong phai 1a van dé. Toan
b céc tin hiéu déu dugc chuyén thanh gi tri tuong ddi bang cach gan gié tri
bing 1 cho gi4 trj trung binh cua tit ca cic giéng chira ddi chimg, va gan cac
gié tri d& dwoc chuén héa theo d6 cho céc giéng chira hop chét thir nghiém. Cac
két qua da duoc chudn héa duge thé hién trén Fig.31. Khi cé mit dudi dang tin
hi€u tuwong ddi, quan sat théy réng bién d§ phat hi€én dugc clia mirc dd anh
hudng ciia Bio-Mos 13 gin gidng nhau trong tit ca cac dia.

Sy bién thién gifta cac mé vi khudn. D& thir nghiém sy bién thién giita
cac mé vi khuén va céc dia, cac giéng ciy vi khudn duoc cho sinh trudng mot

cach d6c 14p duogc tao ra, va céc dia cé phu chat nhay dugc tao ra mot cach dde
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1ap cling dugc tao ra. Cac mé dugc tao ra hoan toan doc lap, st dung cac mé
khac nhau cta PBS, canh trudng Luria va cho sinh truéng mdi giéng ciy tir hat
du trit méi d8 duge lam déng lanh. Thir nghi€ém ELISA tuong tu dugc tién
héﬁh v6i mbi trong sb cic dia va gidng cdy doc lap. Cac két qua cua thir
nghiém nay duoc thé hién trén Fig.32.

Nhu dugc thé hién trén Fig.32, muc tuyét dbi cua tin hidu thay dbi theo
thr nghiém, nhung khi dugc so sanh véi tin hi€u ctia cac thir nghiém dbi
ching, thi cac nghién ctru hoan toan ddc 1dp tao ra dir li€u gén nhu 1a md ta
dugc mire d6 4nh hudng twong tu ctia Bio-Mos dbi véi su gin két (xem Fig.32)

Phén tich lyc mAu. Nho sir dung dit liéu thir nghiém, c6 thé wéc luong
duogc s6 1an 13p lai cdn dé dat duoc ning luc phét hién mong mudn. Nang luc
phat hién cé nghia 1a sy khéc biét tinh theo % giita cac ddp Uing cla hai hop
chét thir nghiém hodc chét didu tri ma tao ra sy khéac biét c6 y nghia vé mit
théng ké so véi nhau. Fig.33 va bang 2 dudi ddy thé hién mbi quan hé giita
ning luc phét hién va s6 1an lip lai.

Séang ché dé xuit ring khi cac mé chét thir nghiém duogc so sanh, chi cin
5 14n Lip lai (hodc it hon) 1a di dé c6 thé néi ring hai chit (hoic cac dich pha
lodng cta ching) 14 khac nhau khi san phim A, vi du, tc ché sy bam dinh 1a
50%, trong khi san phim B wrc ché sy bam dinh 13 66%, thi 5 1an l3p lai 14 du.

Bang 2. Vi du v& niing lyc phat hién

S lan l3p lai Su khéc biét phét hién duoc

5 31%
10 22%
15 18%

Dua trén néng lyc 80% & murc rui ro 5%
Vi du 19 - Tao ché phdm vi khudn c6 chirc ning 6n dinh va dia c6 pht chét
nhay
Thir nghiém duoc tién hanh trong qué trinh phat trién cic phuong 4n clia
sang ché nhdm c6 géng tao ra huyén phii vi khudn c6 cac dic diém sau: tua vién
c¢6 mat va/hodc dugc gitt lai trén vi khuén d3 chuén bi c6 kha nang didu tiét su

bam dinh cta vi khudn vao chit nhay, trong d6 tua vién ndy c6 s6 luong 16m va
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cAu truc nguyén ven, cho phép vi khuén lién két voi va/hodc bam dinh vao chit
nhay véi éi luc cao; khang nguyén bé mit vi khudn gitt dugc dic tinh mién dich
cia chiing, nhd @6 cho phép su lién két higu qué ciia cac khang thé so cip dugc
st dung trorig ELISA va tiéu diét va/hodc lam bit hoat vi khuén theo cach sao
cho khong 1am bién dbi su lién két ciia khang thé; va/hoic ché phim vi khuin
duoc tién hanh theo cach sao cho tao ra ché phém c6 thoi han st dung dai va
cho phép str dung ngay va don gian trong ELISA.

Céc cai bién ca thir nghiém lién két vi khuin phi phong xa bao gdm ché
phdm nguyén liéu cdy vi khuén néu trong vi du 18 dugc tién hanh. Thir nghiém
dugc tién hanh bing cach sir dung quy trinh tiéu diét kép it manh hon va nhe
nhang hon (vi du, d& bao toan tua vién va/hodc khing nguyén bé mit vi khun
(vi du, d lién két v6i khang thé)). Nhr dugc néu dudi ddy, quy trinh 1am kho
lanh tao diéu kién thuan lgi cho viéc bao quan nguyén liéu cdy trong thoi gian
dai. Vi dy, theo mot s§ phuong 4n, quy trinh 1am khé lanh cho phép tao ra éng
tiém dung mot lan chira ding sb luong vi khuén chinh x4c (vi du, @8 sir dung
voi dia c6 phu chit nhay trong thir nghiém (vi du, dé sir dung trong bd kit)).
Céc phuong phap va hop phan méi ndy lam giam dang k& sai sé tiém 4n lién
quan dén phﬁn viéc cua k¥ thudt vién (vi dy, trong viéc phai xac dinh kich c&
nguyén liéu cdy chinh x4c), 1am gizm nguy co nhidm tap nguyén liéu cdy va
lam giam dén muc t5i thiéu su pha hiy ché phdm vi khuén theo thoi gian. Ong
tiém d3 dugc 1am kho lanh 8n dinh & nhiét do phong va c6 thé van chuyén duoc
(vi duy, toan cau) ma khong c6 nguy co bi mét chirc ning.

Phuong phép chuin bi vi khuén. Vi khudn (vi du, chung E. coli F4+
(trude day la K88)) dugc cho sinh trudng & nhiét d6 37°C trong canh trudng
Luria Bertani. C4c giéng cdy dugc thu hoach bing cach ly tim, dwoc tai tao
huyén phu trong dung dich nudc mubdi va duge dém ngay bang cach dém bing
kinh hién vi. Huyén phu vi khudn bj tiéu diét bing cach lam néng & nhiét do
65°C trong 45 phiit, sau d6 chiéu xa bing UV trong 45 phut. Sau d6, cic mé vi
khuén dugc chia vao dng tiém, mdi ng tiém chira 1 x 10° t& bao vi khuln va
duge lam déng lanh & nhiét 4§ -80°C. Sau 24 gid lam ddng lanh, éng tiém

duoc lam kho lanh va dugc bit kin. C)ng ti€ém dugc bao quan & nhiét do +4°C.
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E. coli con sbng trong dng tiém dwoc xdc dinh bing hai phuong phép khac
nhau, 13 phuong phap dém dia truc tiép va phuong phap sir dung sé c6 x4c suét
16n nhit (MPN: most probable number). Cac dich pha lodng theo day 10 1in
duogc didu ché nam lan 13p lai tir m3i trong s& cac mé vi khuan d6i v6i phuong
phap dém dia truc tiép. Moi truong duoc st dung 13 Luria Berthan gidu dinh
dudng khong chon loc. Cac khuén lac duoc dém sau 2 ngay 0 & nhiét do 37°C.
Phuong phap MPN dugc thuc hién bing cach pha lodng theo ddy lwong chira
trong dng tiém mdt cach truc tiép trong canh truong gidu dinh dudng khong
chon lgoc. Phuong phdp MPN duoc thuc hién ba lan lap lai (MPN 3 bang). Sy
sinh trudng trong 6ng MPN du tién dugc ghi lai sau 2 ngay & nhiét d6 37°C,
va sau d6 lai dugc ghi sau 2 tudn. Trong phuong phiap MPN, toan bd luong
trong 6ng tiém chira vi khuén (~ 10° t bao) duoc tao huyén phu trong éng thur
nhit dugc pha loang it nhét. Theo d6, phuong phap MPN dé xuét ring can phat
hién duoc vi khuin con séng don 1é. Trong phuong phép dém dia, luong trong
bng tiém dugc tao huyén phi trong 10 ml chét pha lodng, trong sb d6 0,1 ml
duoc phét 1én dia. Theo d6, khong c6 su sinh trudng biéu thi ring bng tiém
chira it hon 100 t& bao E. coli con séng. Nam mé khac nhau ciia ché phim vi
khudn (6ng tiém) dugc kiém tra vé kha ning sdng sét. Cac két qua tir ca hai
phuong phép kiém tra, 1a phuong phap dém dia truc tiép va phuong phap dém
MPN, déu cho thdy ring khéng c6 ddu hiéu vé kha ning séng sét. Theo do,
sang ché dé xuét phuong phép tidu diét kép mdi ma tao ra ché phim vi khuin
nhét quén va cé kha nang lap lai cao (vi dy, nhu dugc xac dinh trong thir
nghiém bam dinh vao chit nhay (xem, vi dy, Fig.34)).

Tao va lam dn dinh dia c6 phi chit nhay. Thir nghiém duoc tién hanh
trong qué trinh phat trién sang ché dé tao ra dia c6 phul chdt nhay c6 cac dic
tinh sau: 16p phi cht nhay c6 chit lugng ddng déu giita cic giéng cua mbi dia
va gilta cac dia khac nhau; céc dia chét nhay dugc lam dn dinh theo céch sao
cho khéng phé hiy vi khudn va/hodc cic dic tinh lién két ctia chét nhay duoc
phu trén dia (vi du, sao cho bao toan dugc céc tinh chit bé mit cua chét nhay
tham gia vao viéc lién két v6i vi khudn); va/hodc dia c6 phi chit nhay 4n dinh

(vi dy, 0 nhiét 40 phong hodc mét hon) trong khoang thoi gian dai (vi dy, ngay,
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tudn, thang, nam hoic 14u hon) ma c6 thé s&n sang d& st dung (vi dy, trong
ELISA).

Céc dia vi chuin d6 duoc phu chét nhay. Chét nhay dugc thu tir cac con
lon méi dugc md béng cach cao ni€ém mac tir ruét non xa tim (ruét héi). Chét
nhay dugc rira va duge lam sach béng céch ly tdm nhu dugc néu trong vi du 18.
Protein chét nhay dugc dinh luong béng cach st dung bd kit Bicinchoninic
Acid Protein Assay tr SIGMA (B9643). Cac dia Nunc MaxiSorb (loai 96
giéng) dugc pht dung dich dém-chét nhay chtra 0,1 mg protein chét nhay/ml
chit dém bao phu. Cac mé dia vi chudn d6 dugc tao ra doc 1ap vao cic ngay
khéc nhau va dugc bdo quan & nhiét d¢ +4°C cho dén ngay tht nghi€ém. Thur
nghiém vé& su bam dinh cta vi khudn, c6 va khong c6 Bio-Mos, dugc thuc hién
trong cac dia nay dé kiém tra sy bién thién theo dia. Gi tri (rc ché trung binh
gitta cac dia 1a 81,9%, trong d6 cac mé riéng 1€ sai 1€ch trung binh 1,5% so v&i
gia tri nay (xem, vi dy, Fig.35).

Céc thir nghiém bd sung duoc tién hanh trong qué trinh phat trién sang
ché dé nghién ctru d9 6n dinh clia cac dia chét nhay khi duoc bao quan trong
dung dich dém-chit nhay trong 1 va 2 tudn trong goéi han kin chan khéng &
nhiét do 4°C. Sau hai tudn bao quan, cac dia chét nhay duoc kiém tra d& xéc
dinh xem chung c6 thé duoc st dung trong thir nghiém vé su bam dinh v6i ché
phdm vi khudn hay khéng. Céc két qua dugc thé hién trén Fig.36. Tin hiéu
tuyét d6i trong thir nghiém thé hién su giam nhe vé cudng do. Tuy nhién, trong
céc nghién ciru trude d6, quan sat thiy sy bién thién v& cudng do lién quan dén
su bién thién theo dia, va c6 thé khong c6 gi phai lam véi viée bao quan dia.
Viéc sir dung san phim chéng bam dinh, Bio-Mos, da chimg t6 ring quan sat
thdy su rc ché x4p xi 80%. Theo d6, sing ché dé xuit phuong phép tao ra dia
c6 phit chit nhay va dia c6 phil chit nhay c6 thé dugc bao quan va duoc st
dung & thoi diém sau do6 (vi du, cho thir nghiém vé su bam dinh). Vi duy, theo
mdt s6 phwong 4n, sang ché d& xuét dia cé phu chit nhay va/hoic ché phim vi
khudn (vi du, duoc bao quan trong dng tiém), c6 thé dugc bao quéan riéng biét
hodc cung v6i nhau (vi dy, trong gdi han kin chan khéng (xem, vi du, Fig.37)),

c6 thé c6 ban trén thi truong d& mua va/hoic sit dung (vi du, trong thir nghiém
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vé su bam dinh).

TAt ca cac tai lidu cong b va patent dugce d& cép trong phidn mé ta trén
day duoc dua vao ban md ta ndy bing cach vién din. Céc cai bién va bién ddi
khac cta hop phén va phuong phép dugc mé ta theo sang ché s& duoc bibt rd
boi ngudi c6 hiéu biét trung binh vé linh vyc k¥ thuat ma khong tach roi khoi
pham vi va tinh thin ctia séng ché. Miic du sang ché duge mo ta vé cac phuong
4n dugc uu tién cu thé, nhung can phai hiéu ring séng ché dugc dé cap dén
trong yéu ciu bao hd khong bi giéi han & cic phuong 4n cu thé nay. Trén thuc
té, du dinh ring cac cai bién khic cla cac cach thirc thyc hién sang ché dugc
md ta ma dugc biét rd boi ngudi cé hiéu biét trung binh vé linh vyc k¥ thuat

lién quan déu thugc pham vi cua séng che.
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YEU CAU BAO HO
1. Phuong phap xac dinh sy bam dinh va chéng bam dinh cta vi khuin vao
chét nhay, trong d6 phuong phéap nay bao gém cac budc:
a) cung cip
i) mAu chira vi khuén; va
ii) chit nhay d3 dwoc phan lap;
b) két hop mau chira vi khuin va chit nhay; va

¢) xac dinh, bang cach sir dung thir nghiém so mau phi phéng xa, it nhit mét
d4u hidu trong sb su chéng bam dinh va bam dinh dic hiéu cia vi khudn vao
chét nhay nay.

2. Phuong phap theo diém 1, trong d6 thir nghiém so mau phi phéng xa 14 thu
nghi¢m ELISA.

3. Phuong phap theo diém 1, trong d6 budc xéc dinh bao gdm viéc bd sung
khang thé so cip dic hidu véi vi khudn lién két chét nhay.

4. Phuong phép theo diém 3, trong d6 budc xéc dinh bao gdm viéc bd sung
khang thé thir cdp dugc danh ddu c6 thé phat hién dugc dic hidu véi khang thé
so cép lién két vi khuln.

5. Phuong phép theo diém 4, trong d6 budc x4c dinh bao gém viée bd sung co
chét cho phép hién thi khang thé thir cdp dugc danh d4u c6 thé phat hién duoc
lién két v&i khang thé so cép.

6. Phuong phap theo diém 1, trong d6 chit nhay dugc phu 1én dia vi chudn do.
7. Phuong phép theo diém 5, trong d6 khang thé thir cAp dwoc danh dau c6 thé
phat hién duge chira chit danh ddu enzym.

8. Phuong phép theo diém 7, trong d6 co chét 13 hop phin tao ra tin hiéu so
mau, do huynh quang hodc phat quang hoéa hoc trong diéu kién c6 chit danh

dau enzym.
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9. Phuong phap theo diém 8, trong d6 khang thé thir cAp dugc danh dAu co thé
phat hién duoc bao gdm globulin mién dich khéng IgG & lon lién hop voi

peroxidaza.

10. Phuong phap theo diém 8, trong d6 hop phdn so mau 1a 3,3°,5,5’-
tetrametylbenzidin.

11. Phuong phép theo diém 1, trong d6 vi khuén 14 vi khudn E. coli.

12. Phuong phép theo diém 1, trong d6 chit nhay dugc chon tir nhém bao gdm
chét nhay rudt hdi can tdm cta lon, chit nhay rudt két xa tAm cua lon, chét
nhdy rudt ta clia ga gid va chit nhay rudt tit cia ga gio.

13. Phuong phép theo diém 3, trong d6 khéng thé so cdp 1a khang thé da dong
lién hop HRP dic hiéu vai typ huyét thanh khéang nguyén O va K ctia E. coli.
14. Phuong phap theo diém 3, trong d6 khéng thé so cp 1a khang thé da dong
dac hiéu vai typ huyét thanh khang nguyén O va K ciia E. coli.

15. Phuong phép theo diém 4, trong d6 khang thé thir cAp 1a khang thé lién hop
HRP & tho khang IgG cuia dé da tinh ché ai luc.

16. Phuong phép theo diém 4, trong d6 khéng thé thir cAp 1a khang thé lién hop
AP & tho khang IgG cua dé da tinh ché 4i luc.

17. Phuong phép theo diém 4, trong d6 khang thé th cap 1a khang thé da dong
lién hgp FITC hudng dich IgG cua dé.

18. Phuong phép theo diém 4, trong d6 khang thé thr cip 1a streptavidin-
phosphataza kiém tir Streptomyces avidinii.

19. Phuong phép theo diém 4, trong d6 khang thé thi cdp 1a streptavidin-
peroxidaza tir Streptomyces avidinii.

20. Phuong phép theo diém 1, trong d6 phuong phép nay con bao gdm budc
cung cép iii) tic nhan dugc cho 14 1am thay d6i su bam dinh cta vi khun vao
chét nhay.

21. Phuong phép theo diém 20, trong sy bam dinh ctia vi khuén vao chit nhay

duoc xac dinh trong diéu kién c6 va khong c6 tac nhan.
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22. Phuong phép theo diém 6, trong d6 huyén phi chét nhay chira protein nhay
v6i luong ndm trong khoang tir 0,1 dén 0,3 mg/ml duge sir dung dé phu dia vi

chuén do.

23. Phuong phép theo diém 6, trong d6 huyén phil chit nhay chira protein nhay
v6i luong 13 0,1 mg/ml dugc st dung @& pha dia vi chuén do.

24. Phuong phap theo diém 1, trong d6 vi khudn duoc 1am bit hoat bing céch
stt dung phwong phép dugc chon tir nhém bao gdm bt hoat bing etanol, chiéu

xa UV, bét hoat bang nhiét, d6ng lanh va td hop clia cdc phuong phap nay.
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FIG.2

Anh huéng ciia khing thé so' cip ddi véi sw bam dinh ciia E. coli ALIS4
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FIG.3

Anh huéng ciia khing thé so cip di véi sw bam dinh cia E. coli ALI446
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FIG.7
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FIG.8
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FIG.13

ALI84, khong c6 khéng thé so cap | ALI446, khong c6 khing thé so cAp | Khang c6 vi khudn, khong o5 khing thé so cdp
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FIG.17
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FIG.18
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FIG.19
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FIG.21
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FIG.23
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FIG.24
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FIG.26
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FIG.27
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