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CAC PHUONG PHAP CHUAN POAN THUONG HAN
THONG DUNG |

VO THI HOANG MI (*)

BBT: D4y la mét trong 18 dé tai dugc vao chung két gidi thuéng khoa hgc sinh vién
Euréka 14n VIl ndm 2005 cla sinh vién Vo Thi Hoang Mi, khéa 2001-2005,Khoa Céng nghé

sinh hoc-Pai hoc M& Béan céng TP.HCM.

L.MUC PICH NGHIEN CUU:

Bé&nh thuong han cho dén ngay
nay van la mét trong nhiing bénh phd
bién trén thé gigi. O Viét Nam, bénh
thuong han hién dién & hau hét cac tinh
thanh trong ca nudc nhung Iuu hanh chi
y&u la viing déng bang séng Clu Long.

- Do dd, viéc phat hién sém tac
nhan gay bénh va diéu tri kip thdi khdng
nhiing lam gidm nguy cd bién ching, ty
I& t{f vong clia bénh thudng han ma con
gép phén hiiu hi&éu nham ngan chén viéc
phat sinh va lan tran cla céc dong Vi
khu&n khang khang sinh.

Muc tiéu clia dé tai 1a nham thiét
lap ky thuat ELISA phat hién khang thé
IgM d&c hiéu véi S. typhi. To do gop
phdn trong viéc nghién cliu ché tao va
san xuat bo kits chdn dodn thuong han
dya trén th( nghiém ELISA véi gia
thanh thdp, chat lugng cao nham dép
ing nhu cAu btc thiét hién nay.

ILSALMONELLA TYPHI - TAC
NHAN GAY BENH THUONG HAN

1. Pac tinh hinh thai va phén loai

Hinh 01: Hinh 4nh Salmonella typhi dudi kinh
hidn vi (x100) va kinh hién vi dién ti

Flagella (H ontigen)

Copsule (K or Vi anligen)
bpopdysacd'undo (LPS) or

.

Lipid A

. B S— pili
Hinh 02: Cdc khdng nguyén bé mét cla
Salmonella

Salmonelleae thudc ho Enterobacteriaceae
vGi chi mét dong duy nhat 1a Salmonella
va dugc lay ti tén nha khoa hoc ngudi
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My, D.E. Salmon. Pay la truc khuin
Gram [-], hi€u khi tuy nghi di déng, khéng
tao bao ti cé kich thuéc khodng 2-3 0.4-
0.6 m.

Salmonella c6 ba loai khang nguyén

bé mat (khang nguyén than O, khang
nguyén léng H va khang nguyén doéc).

2.Dic di€m nudi cay va sinh héa
dinh danh

3.Co ché gay bénh

Salmonella x&m nhap vao cd thé
qua dudng miéng va hau hét 1a do an
phai thic an bi nhiém nhu thyc pham
slta, nudéc udng... Sau khi xuyé-
hang rao acid da day, vi khuén di déng vé
phia ruét non va sinh san & dé, tiép tuc
chui qua mang nhay va vao thanh ruét.
Céc t€ bao Paneth clia niém mac rudt tist
ra mot loai peptide cé tinh chéng lai su
xam nhap cla tac nhan gay bénh.

IIL.CAC PHUONG PHAP CHAN
POAN TIIUGNG HAN THONG DUNG

1.Phucng phap nuéi cay
2.Phudng phap huyét thanh hoc

Phat hién khang thé
hoac khang nguyén cla
S. typhi ¢6 trong huyét
thanh bé&nh nhan. Mét
s6 thd nghiém trong
phuong phdp huyét
thanh hoc nhu sau:

Thi nghiém Widal

Th nghiém ELISA
phat hién khang thé dac
hiéu IgM hoac IgG

Phuong phap
cdy mau

VAT LIEU
1.Mau huyét thanh

a. Huyét thanh nhiém thuong han
la huyét thanh co két qua cdy mau
duang tinh vai S.typhi: 133 mau.

b. Huyét thanh khdng nhiém thuong
han: 110 mau. Bao gém huyét thanh c6 két
qué cdy mau am tinh hoan toan (53 mau)
va huyét thanh cé két qua cdy mau duong
tinh v6i tdc nhan nhiém tring khac, khéng
phai la S. typhi (57 mau).

Hoa chat, thuéc thi
Z.Thiet bi, may méc

c. May tan siéu &4&m Branson
Sonifier 250.

d.Gene Quat pro (Bio Rad).

e. May do OD (Merck).

f. Hé théng SDS-PAGE va Western
blot (Bio-Rad).

PHUONG PHAP

1.Phudng phap thuc hién thd

nghiém Widal

Nguyén tac clha thi nghiém Widal
la phat hién su ngung két clia khang thé
ddi vdi khang nguyén O va H cla
Salmonella. Th& nghiém Widal dugc thuc
hién theo phucng phap ly tam trong tube

2.Phudng phap thuc hién thd
nghiém Western blot

Protein (khang nguyén S. typhi)
dugc dién di trén SDS polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) nhim phan
tach cac thanh phan protein theo trong
lugng phén ti. Sau dé, cac band protein
trén SDS-PAGE dugc chuyé&n tham lén


Pham Ngoc Huyen
Textbox
TẠP CHÍ KHOA HỌC TRƯỜNG ĐẠI HỌC MỞ TP.HCM -  SỐ 1 (1) 2006

Admin
Textbox
22


TAP CHi KHOA HQC TRUONG DAI HOC MO TP.HCM - SO 1 (1) 2006 23

mang nitrocellulose va dung khang thé
dac hiéu dé phat hién band protein dac
hiéu da dugc chuyén 1én mang.

3.Phucong phap thuc hién thi
nghiém ELISA

Khang nguyén dugc gan trén bang
nhua polystyren va dugc U vdi khang thé
dac hiéu. Khi do, khang thé két hgp vdi
khdng nguyén dé tao thanh phtc hdp
khang nguyén-khang thé. Sau khi dugc U
vGi cong hop la khang thé cé danh dau
bédng enzyme sé tao thanh phuc hgp
khang nguyén - khang thé- cong hgp.
Phiic hop nay dugc phat hién bang chat
hién mau va do mat dé quang OD450.

4.Phudng phap phan tich dii lieu

Xac dinh kha nang phu hgp gilia
cac nghiém phap chdn doén

Kha nang phu hgp (hoac khong
phu hgp) gidta hai ngh|em phap chan
doan khac nhau dudc thé hién qua hé so
kappa. Hé s kappa cé gia tri tt 0-1, khi
kappa cang cao thi su phu hgp céng I6n
va ngudgc lai.

IV.KET QUA NGHIEN CUU

1.Tim hiéu néng dé céng hdp va
gia tri ngudng phat hién OD450

Thuc hién thi nghiém ELISA trén
192 mAu huyét thanh, bao gém 94 huyét
thanh cdy mau ducng tinh va 98 huy#ét
thanh cdy mau &m tinh véi S. typhi (53
huyét thanh &m tinh hoan toan, 45 huyét
thanh cdy mau duong tinh va cdc lac
nhan nhiém tring khéc).

2.Ké&t qua cdac thii nghiém nham
xac dinh "chuan vang"

2.1 Két qua gilia cay mau va Widal

Nhu vay, két qua cdy mau ducng
tinh nhung Widal am tinh véi TO (4%) va
TH (7%) c6 thé bénh nhan nhiém S.
typhi nhung trén thd nghiém Widal cho
k&t qua am tinh gid do nhiing nguyén
nhan khac nhau nhu: bénh nhan via mdgi
nhiém S. typhi trong tinh trang mang
mam bénh nén chua cé khang thé khang
TO va TH, lugng vi khudn xam nhap
chua dd dé tao khang thé..v.v..

2.2 Két qua thi nghiém Western blot

Chiing duong la nhiing huyét
thanh ¢6 déng th&i két qua civ mau
dudng tinh v&i S. typhi, két anz Widal
dudng tinh vgi TO va TH (16 mau).

Ching am la nhiing huyét thanh
c6 déng thai két qué cay mau am tinh vdi
S. typhi, két qua Widal am tinh véi TO,
TH (23 mau, trong d6é c6 14 mau cay
mau am tinh hoan toan va 9 mau cay
mau duong tinh véi tdc nhan khac).

Méu
thanh co6 ké

A \ALiAA|
va Widal {T 0]

thi 96 cé 34 mau huyét

qud sai léch gilia cdy mau

va TH

~—

2.3 Xéc dinh chudn vang

TU k&t qua va nhan dinh nhu trén,
theo chung toi chué°n~véng trong xac dinh
cé hay khéng cé nhiém S. typhi nhu sau:

‘eiiem S. typhi khi hodc (1) cdy mau
duong tinh, hodac (2) Western blot dudng
tinh, hodc (3) c& hai dong thdi dudng tinh.

Khéng nhiém S. typhi khi cdy mau
va Western blot déng thdi am tinh.

Trén co s chudn vang da xac
dinh, s6 lugng mau huyét thanh nhiém
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hodc khong nhiém S. typhi ma chiing toi
da thu nhan nhu sau:

Nhiém S. typhi
136 mau huyét thanh

Khéng nhiém S. typhi
107 mau huyét thanh

XAC PINH GIA TRI CUA THU
NGHIEM ELISA

N&u nhu so séanh vdéi cac bo kits
ELISA ngoai nhap nhu: Typhidot M
ELISA (d0 nhay cam: 98%; d6 dac hiéu:
76.6%), PanBio ELISA (d6 nhay cam:
78%, d6 déc hiéu:80%), Salmonella typhi
lgM ELISA (ddé nhay cam: 80%; d6 dac
hiéu: 97%) thi ki thuat ELISA do chiing
t6i thi€t 1ap cé chéat lugng khdéng thua
kém gi cac kits ngoai nhap néu trén.

KET LUAN

Trén cd sd so sdnh vé muic dd
pht hgp gilia két qua thii nghiém ELISA
vGi két qua cdy mdu théng qua hé sé
Kappa, ching t6i da xac dinh néng do

cdng hgp tdi uu cho ky thuat ELISA |a
1/10000 va ngudng gia tri phat hién
OD450 1a 0.25, tudng lng vGi néng do
huyét thanh pha lodng 1a 1/160.

PE NGHI

D& k¥ thuat ELISA nay cé thé ting
dung vao thuc t€, ching tdi dé nghi ti€p
tuc thuc hién mdt sé viéc cu thé nhu sau:

Thuc hién thd nghiém Western
blot trén tat ca cdc huyé&t thanh da thu
nhén (243 m&u) dé cé thé xac dinh chinh
x&c han nifa vé do nhay cadm va dic hidu
clia th&f nghiém ELISA.

Thuc hién thf nghiém ELISA trén
mot s6 ndng do huyé&t thanh pha lodng
dé tif d6 xac dinh ndng d6 khang thé
(huyét thanh) pha lodng ban dau thich
hgp cho thr nghiém.

Trién khali tai mot s6 bénh vién dé
thu nhan y ki€n déng gép, ti dé cai tién
dé thlt nghiém ELISA nay phii hgp v6i
thuc tién hon.
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