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15.46 CAC KY THUAT ELISA (PHUONG PHAP
MIEN DICH GAN MEN, PHUGNG PHAP ELISA)

Nguyén téc

Nguyén tac chung: Céc ky thuat ELISA déi khi con duoc
201 12 EIA rat da dang va dac diém chung 1a dira trén sy két
hop dic hi¢u giira khing nguyén va khang thé, trong dé
khang the dugc gin véi mot enzym. Khi cho thém co chit
thich hgp (thudmg la nitrophenol phosphat, TMB, ABTS)
enzym s thiy phan co chat thanh mot chit c6 mau. Sy xuét
hién r‘na‘au hodc tin hiéu cia chat phat quang chimg t6 d3 xay
ra phan img déc hiéu giira khang thé véi khang nguyén va
thong qua ddm d6 mau va cuong d6 sang phéat ra ma biét
dugc néng d¢ khang nguyén hay khang thé cin phat hién.
Cac ky thuat ELISA c6 d6 nhay kha cao va don gian, cho
phép ta xdc dinh khang nguyén hoac khang thé & mot nong d
rat thap (khoang 0,1 ng/ml). So véi ki thuat mi&n dich phong
xa (RIA) thi k¥ thudt nay ré tién va an toan hon ma van dam
bao d¢ chinh xac nhu nhau. ELISA dugc ding dé pht hién
va dinh lugng nhiéu tic nhan gay bénh nhu virus, vi khuan,
nim, ki sinh va cac chat c6 ban chét 1a peptid, protein, khang
thé, hormon,... va dugc sir dung rit nhiéu trong kiém tra
cong hiéu, nhan dang véc xin va sinh phim; dinh luong him
luong cac chat ton du trong vic Xin ¢6 ban chét la protein
nhu: BSA, ovalbumin, gentamicin, neomycin. ..

Ki thudt ELISA gém ba thanh phin tham gia phan tmg la
khang nguyén, khang thé va chit tao mau, phan ong cén
c6 hoat tinh xuc tic ciia enzym; thuc hién qua hai budc:
Phan tmg mién dich hoc: L4 sy két hop gitra khéng nguyén
va khang thé.

Phan (mg hoéa hoc: Théng qua hoat tinh xiic tic clia enzym
lam giai phong oxy nguyén tir (oxygen) tir H,0, dé oxy
héa co chét chi thi mau, do d6 1am thay dbi mau cua hén
hgp trong dung dich thir nghiém.

Nguyén téic thuc hién thir nghiém: ‘

Sir dung kit ELISA chuyén dung: Phai tudn tha day du cac
budc co ban cia quy trinh theo huéng dan sir dung, danh
gia thir nghiém cua n‘{ng bd kit: )
Quy trinh ELISA tir gén kit: Theo Quy trinh thao tac chuan.
Céc budc co ban bao gom: Pha héa chat (khang thé hodc
khang nguyén) dé gan phién; Nho lén phién chuyén dung;
U phién; Xir Iy phién sau gén roi ciing pha mau va lam cac
buéc twong tu nhur quy trinh cta kit thuong mai. Tuy nhién
kit ty gén thi budc rira nén rira bang tay dé han che sy bong
tréc céc khang nguyén/khang thé da gan trén giéng.

Tinh két qua: Theo phén mem chuyén dung dugc cdng nhén.

Cic ky thuat ELISA

ELISA tryc tiép

Diy la dang don gian nhét trong cc k¥ thuat ELISA. Trong
d6, khang nguyén can phat hign s& dugc gan tryc ticp lén
bé mat phién va s& dugc phat hi¢n bang mot khéng the duy
nhét (khang thé nay da dugc gin enzym). Cdc budc thue
hién dugc mé ta khai quat trong So d6 15.46.1. Chi tiét
xem QUY TRINH L.
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Gin khang nguyén vao phién ELISA
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Poc két qua

Sord6 15.46.1 - Céc bude thyc hién phan (mg ELISA trye tiép
Uu diém: Pon gian (chi can khang thé gin enzym, co chét
va dung dich dimg phan {mg); Nhanh (chi vai budc da c6
két qua); Han ché xdy ra phan img chéo vi chi sir dung mot
loai khang thé duy nhat.

Nhuoe diém:

D9 dac hi¢u bj gidi han vi thong thuong khang nguyén co it
nhat 13 2 epitope (vi tri trinh dién khang nguyén) ma phuong
phap nay chi sir dung mgt khang the gan vao mét epitope.
Phan img mién dich ctia khang thé so cap bj han ché bai c6
gan voi enzym danh dau hoic cac dudi.

Phai ddnh dau cho timg khang thé chuyén biét véi timg d6i
twgng nén mét thoi gian va ton kém... Khong phit hop cho
cac vac xin da typ.

Tir nhitng wu va nhugc diém trén nén phuong phap nay
thuong duge ding dé phat hién nhanh khang nguyén
trong mau xét nghiém va rét it dwgc lya chon trong viée
dinh lugng.

ELISA gidn tiép

Trong k¥ thuéit ndy khang thé két hop khang nguyén khéng
duoc gin enzym ma né 1a myc tiéu gin dic hiéu cia mét
khang thé khac (khang thé nay méi la khang thé duge gin
vOi enzym). Cac budce thuc hién duge mé ta khai quat
trong So d6 15.46.2. Chi tiét xem QUY TRINH IL.

Gén khang nguyén vao phién ELISA
l

U, rira
b
Thém khang thé so cap
!

U, rira
R ,
Thém khang thé thir cap c6 gan enzym
!

U, rira
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Thém co chat tao mau

l
U, thém dung djch dirng phan tmg
l

Poc két qua
So'dé 15.46.2 - Cac bude thye hién phan tmg ELISA gidn tiép
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Uu diém:

Khang thé gén enzym cO thé sir dung dé danh diu cho
nhiéu loali khang nguyen (nhat 14 cac vic xin da typ) nén
ti¢n lgi va kinh té hon, dé dang thucmg mal hoa.

Phan (g mién dich cua khang thé so cap khong bi han
ché boi n6é khong gén véi enzym danh dau hodc céc dudi.
E)o nhay/d$ dic h1¢u duge ting 1én vi mdi khéng thé so
cap ¢6 chira mét s6 epitope c6 thé gén v6i khang thé thir
cip dugc danh diu enzym.

Nhiege diém:

b dac higu cta timg khéang thé 1a khac nhau. Diéu nay
dan dén két qua khac nhau gitra cac thir nghiém va do dé
cn phai thir nghiém véi nhiéu khang thé khac nhau dé két
qua c6 thé tin tudng dugc.

Phan (mg chéo c6 thé dién ra v&i khang thé thir cép tao
phan tmg khéng dic hiéu (duong tinh gia cao).

Quy trinh kéo dai thém 1 budc u.

Tir nhimg wu - nhuge diém trén nén phuong phap nay
thuong dwoc ding dé phat hién (nhanh) khing nguyén
trong mau xét nghidm va rét it dugc lya chon trong viée
dinh Ivong. Néu dinh lwong nén st dung ELISA sandwich.

ELISA Sandwich o )

Diy la mot dang ELISA duoc sir dung phd bién nhat trong
thue tién do né cho phan tmg manh va nhay. Puogc goi la
“sandwich” 12 do két qua thir nghiém dugc dénh gia thong
qua su két hop cua hai loai khang thé la khang thé bat
giir (capture antibodies) va khang thé phat hién (detection
antibodies). Ky thudt nay ciing dugc phan lam hai dang
la ELISA sandwich truc tiép (DAS-ELISA) va ELISA
sandwich gi4n tiép (TAS-ELISA).

1) ELISA Sandwich truc tiép (DAS-ELISA)

DAS ELISA gbm sur dinh thu dong cia khang thé vio
pha rén (day giéng). Sau U, rira, céc giéng dugc bd sung
dung dich bdo hoa phién (blocking buffer hay saturation)
thlch hop dé phu kin céc vi tri con tréng trén giéng sau khi
gén khang thé. Dung dich bdo hoa phién thudng 1a PBS
10 mM - 1 % BSA - 0,05 % tween 20; hodc PBS 10 mM - 1 %
Casein - 0,05 % tween 20; hoac PBS 10 mM - 0,025 %
Tween 20 - 2 % skim milk; hodc PBS 10 mM - 0,05 %
Tween 20 - 2 % gelatin c4. Nhitng thanh phan cia dung
dich bao hoa phién khéng dugc chira bét ky khing nguyén
nao c6 thé két hop voi khang thé bit giir. Sau d6, cho mau
thir chira khang nguyén vao va dé phan img khang nguyén-
khang thé xay ra. Nhimg khéng nguyén dugc pha lodng
trong dung dich bdo hoa phién nhim ngin sy dinh khong
chuyén biét cia chiing vao pha rén. Sau khi i va rira, chi
con phirc hgp khang nguyén - khang thé dinh vao pha ran.
Khéng thé bt giir c6 gén enzym sau d6 dugc thém vao s&
ket hop tryc tiep v6i khing nguyén dich. Khang thé thir hai
ndy c6 thé giong khéng thé thir nhit (khang thé phat hién)
hoic khac vé nguon dong vit hay loai dong vat san xuét
khang thé. Sau khi u, r}ra thém co chit vao va doc két qua
trén may do quang phd.
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Chu y: Neu sir dung khéng thé bﬁt gilr va khang thé phat
hién glong nhau c6 thé din dén van dé néu c6 su gi6i han vj
tri két hop sin c6 dé phét hién. Méi quan hé vé kich thuée
va vi tri khong gian cua cac epitope cling c6 anh huong dén
thir nghi¢m. Chi tiét xem QUY TRINH I1I A va I B.
Céc budc thuc hién duge mé ta khai quat trong So dé
15.46.3.
Gén khang thé thr I vao phién ELISA
1
U, nra
!
Thém khang nguyén
'
U, nra
Lo
Thém khang thé c6 gin enzym
!
U, nra
L
Thém co chat tao mau
‘ &
U, thém dung dich dirng phan tmg

4
Poc két qua

S db 15.46.3 - Cac buéc thuc hién ELISA Sandwich trrc tiép

Trong so d6 15.46.3, c6 thé thay khang thé bang khang
nguyén, lic d6 s& sir dung khang khang thé gin enzym.
Biotin dugc st dung nhu mét khang khang thé chono lai
khang nguyén dich. Luc do dé phat hién Biotin thuong ding
streptavidin hodc avidin gin enzym tao phirc hop: Khang
the—Bmtmylate Streptawdm—Enzym Phuong phap nay
dugc a ap dung trong san xuit cac kit chdn doan HIV, HCV..
Mot s loai kit thuong phdm dé rit ngin thdi gian, sau
budc nho khang nguyén s& nho ludn khang thé co gan
enzym vao roi u. Nhur vy sé giam bét duge mot bude u.
Phuong phap ndy dwoc (mg dung trong san xudt cac kit
thwong pham dé dinh lugng BSA, Ovalbumin tén dur trong
vac xin hay trong thr nghiém kiém tra ham luong HBsAg
trong céc vac xin viém gan B (thir nghiém kiém tra cong
hiéu, nhan dang in vitro).

Uu diém: C6 thé phat hién sy khac biét nho giira cac khang
nguyén néu sir dung khang thé bt va khang thé phat hién
khéc nhau.

Nhuege diém : Vi sit dung mdt khang thé gilul két véi enzym
nén hé thong bi giéi han vé tinh chuyén biét va nhimg
thanh phén gin lién véi khang thé chuyén biét. Diéu nay
gi6i han sy linh hoat ctia phuong phap, vi du nhu méi
khang thé dugc sir dung phai dugc danh dau riéng (cho
nhimg khang nguyén khac nhau). Theo cach nay, DAS-
ELISA bi gi¢i han vé sy chudn bj khang thé. Hé thong
ciing bj gioi han ¢ chd khang nguyén phai cé it nhét hai
epitope vi ca hai khang thé bat giir va phat hién déu két
hop truc tiép vdi khang nguyén.
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Khéng thé bt gitr trén pha rin va khéng thé phét hién
c6 thé chong lai nhimg epitope khac nhau trén phirc hop
khéng nguyen. Do d6, thuéin lgi khi khao sat su khac biét
nho gilta nhimg khang nguyén néu sir dung khang thé phat
hién va khang thé bt gilr khic nhau,
2) ;EL]SA Sa"d_WiCh gian tiép; ’U'ng dung trong thir nghiém
kiem tra vac xin (?a typ nhu vic xin phong papillomavirus
(Gardasil, Cervarix), IPV (bai ligt bt hoat). Cac buéc thyre
hi¢n duoc mo ta khai quat trong So dé 15.46.4.
Biotin duoc st dung nhu mét khang khéng thé ther II.
Khang kl:ang' the thir hai ndy c6 vai tro bt gitr khéng cho
kl}ang the thir I1 ¢ gin emzym bj rira troi, D& phét hién
cac prot.el-n dugc biotinylated ngudi ta thudng sir dung
st.reptawdm hpac avidin 14 hai loai protein ¢6 phén tng tao
al luc cao véi cac phan tir protein dugc biotinylated hoa.
Enzym HRP th}rcng duoc gan cong hop véi streptavidin
hodc avidin. Viéc sir dung biotin nhur mgt khang khang
thé thir II chung cho cac véc xin/ching virus, vi khuan
da typ c()_ nhi€u lgi ich 1a giam kinh phi va thai gian cho
viéc tao lién ket giira enzym véi timg khéang thé 11 chuyén
biét. Ngoai ra phuong phip nay chuyén biét hon ELISA
sandwich truc tiep do khang thé duoc gén enzym khéng
phan tmg véi khang thé bat khang nguyén.
Phuong phap nay c6 wu diém hon hén nhitng phuong phap
kl}éc pén thuong duge chon dé dinh tinh céc typ trong cdc
vac xin da gia hodc bénh virus, vi khuin dang nghién ctru
(chua rd typ nao).
Gén khéng thé thir I vao phién ELISA
o
U, nra
4
Thém khéng nguyén
o
U, rira
l b3
Thém khang thé thir I1
N
U, rira
=z l z
B6 sung khang thé thir 11 ¢ gin enzym
e
U, rira
L
Thém co chat tao mau
!
U, thém dung dich dimg phén (g
lf
DPoc két qua
S0 d6 15.46.4 - Cac bude thyc hién ELISA Sandwich gidn tiép
ELISA irc ché hodc canh tranh o
ELISA canh tranh (competition ELISA) Ia thir nghi¢m
ELISA, trong dé hai chit tham gia phan img cing i lyc

PHU LUC 15

bt cip voi chét thir ba. Trong phép thir ELISA canh tranh
(phan tmg canh tranh) thi hai chét canh tranh phai dugc
dua vio dbng thoi.

Sy khéc biét giita (rc ché va canh tranh: Ca hai phan img
déu c6 sy tham gia ciia hai khéng thé phan ting véi khang
nguyén. Néu mét khang thé dugc @ truéc phan tmg d6
duge goi 12 e ché (blocking/ inhibition assays). Phan tmg
canh tranh mang nghia ca hai khang thé duogc thém vao
ddng thoi véi nhau (Hinh 15.46.1).

ELISA canh tranh

A |-
Yo

ELISA ¢ ché

@ >>-

Khong rira

Hinh 15.46.1 - Su khéc biét giita trc ché va canh tranh

1) ELISA canh tranh truc tiép (Direct C-Elisa) kiém tra
khang nguyén

Trong hé thdng truc tiép, lrong khang nguyén trén bé mat
phién va lwgng khang thé gin enzym da dugc chuan do dé
t6i uu. Khéng nguyén va khang thé gin enzym dugc thém
vao phién ciing mét luc dé tao wu thé canh tranh.

Néu khang nguyén tuong ty hodc cing loai nhu khang
nguyén di dugc gin trén phién thi khang thé gin enzym s&
gin lén khang nguyén nay. Khi ndng d6 ctia khang nguyén
canh tranh cao s& ngin can bét ky su két hgp cua khéng
thé gin enzym vai khéang nguyén trén bé mit phién (canh
tranh 100 %). Néu ndng do khang nguyén canh tranh giam
(vi du do pha lodng) sy canh tranh s& giam. Nhu vdy nong
d¢ khang nguyén canh tranh cang cao thi d§ hép thu mau
cang giam.,

Khang nguyén canh tranh c6 thé dugc thém tryc tiép vao
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dia néu n6 dugc pha lofing trong dung dich bio hoa phién
trude khi thém khang thé gan enzym.

Mirc d§ canh tranh theo lh(‘:l gian phy thugc vao mbi trong
quun cuia nbng do phén tir cAn kiém tra va khéng nguyén trén
bé mét phién (va mirc d§ trong dong cila khéng nguyén).
Sau khi @ va rira, lugng khang thé ¢6 dénh déu dugc dinh
lrgng sau khi thém co chit. Khi khéng c6 khang nguyén
trong mau kiém tra hay khdng c6 sy trong ddng ciia khang
nguyén thi khong co sy gén két voi khang thé dugc danh
ddu va khéng c6 sy canh tranh véi khang nguyén ndy. Két
qua 1a mAu c6 chira khang nguyén thi sy canh tranh 1am
giam cudmng dd mau con ddi chimg m thi khong.

ELISA canh tranh tryc tiép kiém tra khing nguyén dugc
mo ta & So d6 15.46.5.

@ lAg--Ab--Enz hé théng trwdrc chudn do

(ii b)I—Ag +0 +Ab"Enz

]

(ii a) IAg +Ag + Ab~Enz

I U Rea

(iii a)l—Ag
(iv a)l—*s +5

(iii bl_Ag" Ab~Enz

(iv b)l—Ag“ Ab~Enz +S

(vb) Boc két qua

Poc két qua
(va) canh tranh 0 %

canh tranh 100 %

Ag: khang nguyén; Ab: khang thé; **Enz: Enzym gén cong hop;
S: co chat
Sordé 15.46.5 - ELISA canh tranh tryc tiép kiém tra
khang nguyén

2) ELISA canh tranh tryc tiép (Direct C-Elisa) kiém tra
khdng thé

Direct C-ELISA kiém tra khang thé tuong ty véi Direct
C-ELISA kiém tra khang nguyén. Sy canh tranh & day la
gitra khang thé trong méu va khing thé dugc danh diu
véi céc vj tri trén khang nguyén gin sin trén phién. Miu
va khang thé danh diu dugc tron voi nhau truée khi thém
vao phién.

Phuong phip nay dugc img dung trong san xudt céc kit
thuong phim dinh lugng ham lugng khang thé cia vi
rut viém gan A, viém gan B trong huyét thanh. Sir dung
nhiéu trong kiém tra cong hiéu vic xin viém gan A, B theo
phuong phép in vivo.
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Direct C-ELISA kiém tra khang thé dugc mé ta chi tiét &
so d6 15.46.6.

(i) I_Ag--Ab"Enz hé théng trede chudn do

(ii a) lAg + AB + Ab~Enz (ii b) I_Ag+ 0 +Ab~Enz

] U RUa

(iii a)I—Ag"AB (iii b)I-Ag" Ab~Enz
(iv a]I.Ag"AB+S (iv b)lAg-- Ab~Enz +S

[ U

(va) Pockétqua
canh tranh 100 %

(vb) Dockétqua

canh tranh 0 %

Ag: khdng nguyén; Ab: khang thé; AB: khdng thé khdc
logi hodic khdc nguon goc vdi Ab; **Enz: Enzym gén cong
hop; S: co chdt
So db 15.46.6 - ELISA canh tranh tryc tiép kiém tra
khang thé

3) ELISA canh tranh gzan uep (Indirect C- ELISA)
Nguyén ly: Diu tién gan mot lhrong khang nguyén fring
voi khang nguyen can kiém tra 1én phlen Sau do6 thém
khang nguyen cén kiém tra (pha ra mot s6 ndng do) va
khang thé dic higu. Khang nguyén can kiém tra s& phan
img canh tranh véi khéng nguyén da gén trén phién. Sau
d6 thém khang thé thir hai c6 gén enzym, U, nra va thém
co chat. Thém dung djch ding phan img vao va doc két
qua OD. Luac d6 gia tri OD sg ty 1é nghich v4i ham lugng
khéng nguyén c6 trong mau tirc miu cé nong do khang
nguyén cao s& cho gia tri OD thip va nguoc lai vi thuong
thi phan ng gma khang nguyén tu do véi khang the xay
ra trirée roi méi dén phan img gitra khang nguyén gan ban
voi khang thé.

Phuong phap nay dugc dp dl,mg trong quy trinh xac dinh cong
higu thanh phén HBsAg cua véc xin viém gan A-B phéi hop;
Mot sb kit thuong pham trong dinh lugng ham lugng khing
sinh tén dur trong vic xin nhu gentamicin, neomyecin. ..
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HUONG DAN XU’ TRI CAC VAN BE THUGNG GAP TRONG THU NGHIEM ELISA (xem Bang 15.46.1)

Bfﬂ_g 15.46.1 - Céc van dé thudmg gap, nguyén nhan va hudng dén xir tri

STT Cic vén gé
thwdmg gip Nguyén nhén Hwémg dén xir tri
I 22 :::;:: r:;na Rua phién chura dat - Xem lai bude rira. _ .
or, (dﬁcmg -Bo sung c]:at tay rira (Tween 20 hodc Triton X-100) vao dém rira;
tinh gid) - Tang so Iap rra; ‘ ‘
- Thém 5 min de ngam giira cac lan nra.
i - Thém céc protein bdo hoa vio dung dich rira.
i‘:)m lugng enzym cong hop qua Kiém tra lai khau pha lodng, chuén dinh lai néu cin.
Giai doan bao hoa p phten chuadu | Téang ham hrgng prol_ein bdo l{(‘)a;
Thay loai protein bao hoa khéc;
. | Tang th&i gian bao hoa.
_TEcnigEn n i qua lau - Giam n thai glan u. - - -
C6 chat gay nhiéu trong mau kiém | - Thém mau chimg (control). R )
tra - Tién hanh thir nghiém thu hoi (recovery assay) dé xac dinh mirc do
~ anh hudng clia yéu t6 gay nhiéu.
- Thay phuong phap khic phi hgp hon néu cin (phuong phéap
_ | in vivo,...).
Cac dém sir dung bi nhidm (dern Pha lai cac dém. - -
gin phién, dém bdo hoa, dém nira
va dém pha lodng.. ) |
Giay déan phien hodc cac héa chit | - Sir dung gidy dén phién riéng biét & timg budc a; o
sir dung bj nhiém | - Kiém tra lai hda chat va pha lai hodc thay loai dam bao chit luong.
2 Khongcétin  Céc hoa chat thém vao khong dﬁng - Nhic lai thir nghlem -
hiéu hogc tin  véi yéu cau hodc pha sai - Tinh toén lai va pha méi cdc héa chat (cic dém, chét chudn, miu)

hiéu qua thép

~ sir dung trong thir nghi¢m.

Emzym bi nhiém chét e ch irc che (aztd Pha lai héa chat.
cua HRP hay phosphat cua PA) o

Khéng thé sir dung khong du luong | Tang ham hrqug_;
- Kiém tra Iai chuan;
- Su dung mau mai.

Khang thé gan phién (hodc chal \ - Kiém tra lai diéu kién chuan/phu hop cho gin phlen

phén tlch) gin Ién qua it hodc ‘ - Tang ham lugng khang thé/chét phan tich khi gin phlen
khong gan lén phién - Pha khang thé/chat phan tich trong dém phosphat dé dam bao khéng
bl nhiém _protein tap;
| - Thay dbi loai phién gin t6t hon;
- Thir sir dung céc phién gém dang lién két cong hoa tri.
| - Téng thoi gian gan phlcn

Céc dém bi nhiém 'Pha lai. - ' _ )
‘Mau kiém tra hoéc chudn c6 chit - Xir ly cl:lfftt géy nhiéu bang phuong phap phu hop;

e ché (cac ta chat (AP, ion kim | Thay d6i phuong phéap khéac (in vive) hoiic mét phuong phap hoa
loai nang,...) . mien dich phu h(,rp hon.

Glay dan phién khéng dat yeu cdu ! Str dung Ioal gidy dan phlen Lhuyen dung va thay moi ¢ timg budc u.

hoac do sir dung lai qua r nhiéu lan g,

Thoi gian u co chat khong di Tﬁng thor gian 0 co chit.

Phlen sau gﬁn bao quén bj hong | - Gén lai; ' o ‘
| - Ngam phién trong dung dich dudng sucrose 2 % tir 5 min dén10 min

trude khi lam kho phién.
Nhiét do a khéng dam béo '~ Céc héa chat trude khi lam phai dugc dua vé nhiét d§ phong hoac
nhiét ¢ U trrée khi thém vao giéng.
- Sir dung céc thiét bj kiém soét nhiét d§ 0 chuyén dung trong céc budc u
| (méy i phién; i Am, ti lanh, W mét).
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. Ciic vin ad
STT  (hwomg giip

3 Dudmg chuin
1én nhumg
lai ¢O sy sai
khac gitta cac
diém (céc do
pha cho két
qua khong
tuyén tinh
hoiic khéng
1ao ¢ tuyén
tinh)

4 Saisdvégid
trj OD cua
cic giéng lap
lai qua lén

|
5 Do lap lai két
qua giira cac
lan lam thi
nghiém qua
thap

6  Khong co tin
hiéu & nhitng
mau mong
dgi nhung
chuén vén 16t
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Nguyén nhiin Huémg din xir tri
Nong d enzym cdng hgp khéng  Kiém tra lai cich pha, chudn dinh lai néu cén.
du
Khing thé gén phiCn hodc chit l Pha khang thé/chét phin tich trong dé 6 da ;
¢m phosphat d 5
phén tich gin I1&n khong déu bi nhiém protein tap; PRR Sl kio Kang
! - Thay ddi logi phién gén t61 hon.
Khéng thé phat hién khong di Kiém tra lai cach pha, chuan dinh lai néu cin.
Thaoi gian cho enzym phan hiy co | Tang théi gian a.
| chét khéng du

Quy trinh 1am bj sai Kiém tra lai va chudn thirc hoa lai.
Tinh va xdy dyng duong chuan cua | Tinh lai va dyng dudng chuin méi.
chuin sai

Rira phién chua dat - Xem lai quy trinh rira.

- Néu rira bﬁng may thi kiém tra lai hé thong rira (thong rira cac dudmg
‘ ong hit/nha);
‘ - Thém 5 min dé ngam gitra cac lan rira.
| Lop khang thé (hoac chét phan | - Pha lai khing thé gin trong dcm khéng l4n protem tap;
tich) gin khong ddng déu do quy - Kiém tra cac dém pha gén phién tai cac pH khac nhau;
trinh lam bi 16i hodc phién gin | - Kiém tra lai thé tich, thoi gian, phuong phap gin; bio hoa cia cic
khong héa chat sir dung da phi hgp chua.
- Chon thi gian i phién gén qua dém;
- Tang théi gian bao hoa phién;
- Str dung céc pi-nen dung cu lam EL[SA chuyén dung.

Gidy dan phién khong dat yeu cau - Sir dung loai gidy dan phién chuyén dyng va thay mdi & timg budc
hoic do sir dung lai qua nhleu l4n ol

| Cac dém sir dung bj nhiém Pha lai.
Rira phién chua dat - Xem lai quy trinh rira. o
- Néu rira bing may thi kiém tra lai hé théng rira (thdng rira cic dudong
dng hut/nha);

B - Ngam thém 5 min giira cac lan rira.
Thay dbi trong nhiét d u - Céc hoa chit trudce khi lam phai dugce dua vé nhiét d6 phong hoac
nhiét d¢ 0 trwde khi thém vao giéng.

- Sir dung cac lhié’l bi ki’ém soat nhiét dj u chuyén dung trong cac
buoc i (may 4 phién; ta am, llia_ntl tll mat).

Do thay dbi quy trinh ‘ Dam béo tuén thi theo diing quy trinh chudn.
Glay dan phién khong dat yéu cau | Sir dung loai gidy dén phién chuyén dung va thay méi & timg budc u.
hoac do sir dung lai qua nhlcu Ian | B
| Tinh todn sai dudng cong chuén - Tinh lai;
- Xay dyng duong chuan méi; o
- Str dung ‘mﬁu qhirng ndi bd (internal control) dé kiém tra lai quy
trinh va chat chuan.

' Chit phan tich khong co lrong mau, - Kiém tra lai sy phil hop ctia chudn va mau;
hodc ham luqmg qua thap hoic cé - Tinh lai ham Iuong chat phan tich trong mau va pha lai;
chit (e ché hoic miu phan tlch - Kiém soat ky lai quy trinh va lap lai thir nghiém;
\Z chuan khong trong thich. Hodic | - Tim va xir ly chit irc ché;

| chiit nén ciia mau lam che di sy phét - Thay dbi phirong phép khac.
hién. - Xem lai “recovery assay” dé xac dinh yéu t6 che phu.
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Céc vén ad
- thwdmg gap

7 Khong co s
thay doi vé
két qua (OD
khong thay
dbi giira cac
d¢ pha)

8 Maulén
nhung doc bi
thip

9  Kétquabj
ngugc hoic
sai

STT Nguyén nhén
Ham lugng chit phan tich qua cao -
Ham lugng chét gén phién qua cao

Chon sai Buéc séng 7

Boc qua thdi gian c_;uy dinh
Doc sai buge séng

U co chat qui lau

(*): Cdc logi co chit va buéc song phit hgp:

PHU LUC 15

Huémg dén xir tri

Pha lai mau va lam lai.

Tinh toén va pha lai.

- Kiém tra lai dai buéc song téi da phu hop véi timg loai co chit sir
dung *):
- Kiém tra lai filter doc.
_ -_Le‘}m_lai vz‘l kif:m tra lai thai gian _dpc pht hgp.
- Kiém tra lai dai buéc song téi da phi hgp véi timg loai co chit sir
_ dung (*)

- Lam Ia: va kiém tra IaJ thar gian 0 phu hqp
|- Klem tra lai co chat va thoi gian .

ABTLS SureBlue/
pNPP (acid 2.2-Azino- ot
Co chit (p- nitrophenol BluePhos/ di (3 ethyl- TMB (3,5,3.5- SureBlue
BCIP S Tetramethyl Reserve™
phosphat) benzathiazolin) iy
: benzidin)
L sulphonic)
5 - L
Enzym (Alkalin- AP S (Horestadish HRP HRP
Peroxidase)
phosphat) -

Mau trude khi cho dung - 3
dich dimg phan tmg Vang Xanh Xanh 14 cdy Xanh Xanh

Buéc séng hap thu téi da

trée khi cho dung dich (405-410)nm  (595-650) nm (405 - 410) nm 650 nm 650 nm

dimg phan img L

s il P %?“g},f‘:h Dung dich ABTS | Dungdich TMB ' Dung dich TMB

6a chat dimg phan img | o uePhos STOP STOP STOP

- _ | STOP -

N!éu sau-kh'i cho dung dich Vi Xanhtia | Xanh 14 cay Ving Ving
dimg phan img | -

Budc séng hap thy thi da ’

sau khi cho dung dich dirng | (405 -410) nm (595 -650) nm (405 - 410) nm 450 nm 450 nm

_phan mg

Ngoar ra dé dam bao két qua ELISA duoc chuan xac va it
bi nhiéu thi can phai dic biét cha y dén cac van dé vé dung
cu, thiét bi, thao tac trong thir nghiém.

Yéu cdu déi véi dung cu, thiét bj sir dung trong thir
nghiém ELISA ]

Dan may ELISA phai dugce hiéu chuén, bao dudng dinh ky.

Dung cy lam ELISA c6 rat nhiéu, trong d6 ddc biét cha y la
Pipetman (cac loai don va da kénh) phal dugc hiéu chuén
dinh ky. Cach higu chudn nhu sau: M01 loai pipetman,

chon 3 khoing thé tich dé hiéu chuan (thip nhét, & gifra va
cao nhat) vi du pipet loai (10 - 100) pl thi s& chon thé tich
dé chuin dmh & 10 pl, 50 pl va 100 pl. Tai mbi thé tich s&
do 10 lan rbi tinh d6 l&ch chudn CV (%). Tiéu chuén cho

pipet dugc phép sir dung lam ELISA: tai d6 tin cdy 95 %,
CV < (2 - 3) %. Ngoai khoang nay khong dugc Phép sur
dung. Vi pipet da kénh viéc higu chuan ciing tién hanh
tuong ty trén timg kénh. Pipet da kénh chi dugc su dung
khi tit ca cac kénh déu dat yéu cau vé d¢ léch chuan quy
dinh (tai d6 tin cdy 95%, CV <2 - 3 %).

Céc dung cu dyng hoa chiét (chai lo, tuyp pha lodng hodc cac
méng nhya...): Phai dugc danh dau va tach riéng mot bd.

Cidch thao téc khi hist mdu sic dung pipetman (Anh
hudng truc tiép dén két qua thir nghiém)

Gan that chit cac dau con vao pipet. Nén sur dung pipet va
dau con ding ching loai, tranh tinh trang dau diu con cua
mét hdng, pipet cia mgt hang khac...
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Tring dau con vai ldn bing cach hit [én xudng dé (ranh sai
s0 do sure cang bé mat cua nude.

Huat 2 ky. nha | ky Hul phal tir tir dé chét 16ng Ién déu dat
trang thdi can bing vé thé tich va khong tao bot khi ¢ gitra.
Nha tir tir vé | ky. Khi nha nghiéng dau d‘lll con vé \.’] tri
cua giéng, khong cham sat dung dich c6 sin trong gleng
hoic day giéng dé tranh lugng chat long ¢ trong gieng
bam vao bén ngoai déu cbn gdy sai s6.

Thay déi dau con khi thay d6i do pha hodc hoa chat.

Sir dung pipet trong gi¢i han khuyén cdo. Vi dy: gidi han
cua pipet la (10 - 100) pl thi khéng sir dyung y dé hut cic thé
tich < 10 pl hodc > 100 pl.

Néu hoa chét c6 do nhot thi hit tir tir dé thé tich vé trang
thai can bang méi nhéc ra khoi dich long.

Trong khl hat néu thiy c6 bot khi thi phai hut lai. Hat lai
vai 1an vin con bot khi thi phai thay dau con mai.

Cich pha loang mau dé giam sai 50

Tranh pha loing nhiéu bude.

Vi du, néu pha 1/1000 chi nén pha 2 budc:

Budce 1: Pha 1/100 (1 ml mau + 99 ml dung dich pha loang);
Budc 2: Lay 1 ml ciia do pha 1/100+9 ml dung dich pha loang.
Tranh su dung the tich mau qua it khi pha lodng mau.
Mau phan tich néu ¢6 ham lugng khong qua cao & murc
nguyen chét hodc dam dac; mau co nhiéu thanh phan ta
chét, ta dugc, chat bao quan, protein tap khac nhu vac xin,
sinh pham thi nén sir dung luong thé tich theo don vi ml.
Vi du: Mau can pha 1/100 thi khong nén pha: 1 ml mau
+ 99 ml dung dich pha lodng ma nén pha luong thé tich
nhiéu hon: 5 ml mau + 495 ml dung dich pha loang.

Céc mau c6 do tinh sach va nong d6 dam dic cao, ham
lugng hang trdim dén hang nghin pg/ml: Nong do mau cin
dung chi 1 pg/ml thi khi pha khéng nén liy thé tich dudi
2 pl (£2 pl), nén ldy tir 10 pl tro 1én.

Pha loang mau trén tuyp nhura hodc tuyp thuy tinh: Dung
cu pha phai that sach; trgn, lic ky trude khi hut; thay dau
con khi chuyen do pha hodc hoa chét..

Pha lodng mau trén phlen 96 gleng Pha1 su dung pipet da
kénh dat chuén. Thao tac nhu sau: Tron mau b’ang hut Ién
xubng vai lan (4 dén 5 lan) rdi hit lrgng héa chit can lay
va chuyén sang d9 pha loang cao hon ké tiép.

Lieu y

Thao tac déu tay, tranh bot khi, tranh thé tich khéng déu
gitra cac kénh va khong dong déu vé sb lan trén.. . dn dén
sai s6 hé thong hoic sai s6 & mot hodc mét so do pha.
Trong thdi gian tron co thé xay ra: hodc _phan img gitra
khang nguyen khang thé; hodic phan ng hép phy len phién
pha miu dan dén lam mét (thieu) di mot lwgng chét phan
{mg nhit dinh. Dé tranh diéu nay nén sir dung cic dung
cy pha lodng cé kha ning hép phu kém nhu polypropylen
hodc thuy tinh hodc khi chuyén do pha thi hut dong thoi
vao phién thir nghiém luén. Vi dy: Cin pha loang béc 5 ra
10 46 pha, khi pha mau tir 46 pha 5! sang 5 ma d¢ pha
5! cling str dung trong thir nghiém thi khi hit mau tir 5°' s&
hiit lun ca mau vao phién thir nghiém. Cach 1am s& tuong
tr trong sudt quy trinh pha loang...
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Vi dy vé mét sé quy trinh thye hién ky thudt ELISA

Nguyén vit ligu, dung cu va thiét bj

Khang nguyén.

Khang thé cong hop gin enzym.

Dung dich dém pha'loéng khang nguyén.

Dung dich block (cé djnh) phién.

Dung dich rira.

Dung dich co chét.

Dung dich dirng phan {mg.

Gian méay ELISA.

Pipetman céc loai.

Péu con cac loai tir 10 pl dén 1000 pl.

Mang nhya.

Phién ELISA chuyén dung;

Phién 96 giéng day tron (dé pha lodng miu).

Tuyp effendorf 1,5 ml dén 2 ml.

Chai thuy tinh céc loai 100 ml dén 1000 ml.

Gidy dan phién.

Tu lanh.

Ti 4m 37 °C.

Cdc quy trinh

QUY TRINHI: ELISA tryc tiép (Direct ELISA Representative
Protocol), quy trinh e gdn phién

1. Gan phién

Nho 100 ul khang nguyén da pha loang (c6 ham luong tir
| pg/ml dén 20 ug/ml) trong dung dich dém phu hop vao
mdi giéng ctia phién gin ELISA chuyén dung.

U 2 °C dén 8 °C qua dem (khoang 16 h dén 18 h).

I1. C6 dinh phién sau gan

D6 hét dung dich trong phién.

Thém 300 pl dung dich bio hoa phién vao cac giéng
Ulh den 2 h & nhi¢t do phong. Truong hop lam ngay va dé
rat ngan thoi gian, 1t & 37 °C trén may lic nhe trong 15 min
14 c6 thé 1am dugc. Néu chua lam ngay c6 thé ngam lau hon.
Rira sach phién bang dung dich rira (thuomg 1a PBS 0,05 %
Tween 20) 3 1in dén 5 1an, mi 14n khoang 300 - 500 ul/giéng.
Lén rira cudi ngam 10 min.

III. Thém khing thé cong hop gdn enzym

Thém 100 pl khang thé cong hop gan enzym vao tat ca
céc giéng.

Dén phién va u & nhiét do phong 1 h (5t nhat & & 37 °C).
Mot s phan (mg c6 thé phai G 3 h dén 4 h phan img méi
dat t6i uu.

D6 hét dung dich c6 trong giéng va rira phién bang dung
dich rtra 3 14n dén 5 1dn, mi 1an khoang 300 - 500 pl/giéng,
Lan rira cudi ngam 10 min.

1V, Thém co chat

Nhé 100 pl dung dich co chat vao mdi giéng.

U & nhiét d phong 25 °C dén 28 °C trong 10 min ¢ dén 20 min.
Thém 100 pl dung dich dimg phan mg vao moi giéng.
Doc két qua OD trén may doc ELISA chuyén dung. Thoi
gian doc khong qua 30 min tr khi nhé dung djch dimg
phan rng.
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Tuy theo loai co chét sir dung trong thir nghieém dé
g ch
budc séng phi hop. ’ B v

QUYTRINHIL: ELI SAgidn ”f’P(fndu'ech SLISA Representative

Pmmml) quy trinh ne ga'n [J/uc’n

I, Gan plmin

Nho 100 pl khang nguyén da pha lodng (c6 ham Iu'qng tir
I - 20 pg/ml) trong dung dich dém phi hop vao mai giéng

cua phlén g.’m ELISA chuyén dung.

U &2 °C dén 8 °C qua dém (khoéng 16 h dén 18 h),

11. C6 dinh phién sau gadn

P hét dung djch trong phién.

Thém 300 ul dung dich bdo hoa phién vao cac giéng,

Ulhdén2ho nhi¢t 49 phong. Trudmg hegp lam ngay va

dé rat ngin thoi glau uo 37 c'C trén may lic nhe trong
15 min 1 ¢6 thé 1am duge. Néu chua lam ngay cé thé

ngadm lau hon.

Rira sach phlen béng dung d]Ch rira (thudng 1a PBS - 0,05 %

Tween 20) 3 14n dén 5 1an, mi lan khoang 300 - 500 pl/giéng.

Lin rira cubi ngdm 10 min.

111, Thém khdng thé 1 (primary antibody).

Thém 100 pl khang thé cong hop khong gin enzym vao

tht ca cac giéng.

Dan phién va i & nhiét do phong 1 h dén 2 h (6t nhét u &

372

D6 hét dung dich c6 trong giéng va rira phién bing dung

dich rira 3 lan dén 5 1an, méi lan khodng 300 - 500 pl/giéng.

Lén rira cudi ngam 10 min.

IV, Thém khang thé 2 cong hop gdn enzym

Thém 100 pl khang thé cong hop gin enzym vao tit ca

cic g:cng

Dén phlen va i & nhiét d§ phong lh (tot nhit 4 & 37 °C).

Mot s0 phan ung co thé phai u 3 h dén 4 h phan tmg méi

dat t6i uu.

Do hét dung dich c6 trong gleng v rira phién bing dung

d]ch rra3 lan dén 5 lan, mdi l4an khoang 300 - 500 ul/gleng

Lan rira cubi ngdm 10 min.

V. Thém co chat

Nho 100 pl co chit vao mdi gleng

U & nhiét d6 phong 25 °C dén 28 °C trong 15 min dén

30 min, tranh anh sang.

Thém 100 pul dung dich dirng phén g vao mdi giéng.

Poc két qua OD trén may doc ELISA chuyén dung. Thoi

gian doc khéng qua 30 min tir khi nhé dung dich dirng

phan (ng.

Tuy theo loai co chat str dung trong thir nghi¢m dé chon

budce song phu hop.

QUY TRINH [Il A: ELISA Sandwich truc tiép (direct

sandwich/capture ELISA Representative Protocol), quy

trinh nr gan phwn

1. Gan phién

Nhé 100 pul khéng thé 1 (capture antibody) da pha lodng
(cé ham qumg trl-15 ug/ml) trong dung dich dém phu
hogp vao méi giéng cua phién gin ELISA chuyén dung.
Uéd2°Cdén8e°C qua dém (khodng 16 h dén 18 h).

PHUJ LUC 15

11, C6 dinh phién sau gén

P hét dung dich trong phién.

Thém 300 pl dung dich bdo hoa phién vao céc giéng.

Ulh dén 6 h & nhiét 46 phong. Trudng hop 1am ngay va

dé rat ngin thoi gian, 0 & 37 °C trén may lic nhe trong

15 min dén 60 min 12 c¢6 thé 1am dugc. Néu chua lam ngay

c6 thé ngam lau hon.

Rira sach phlén biing dung dich rira (thuémg [a PBS - 0,05 %

Tween 20) 3 lan dén 5 1an, mdi lan khoang 300 - 500 ul/gleng

Lén rira cudi ngdm 10 min.

1. Thém khang nguyén ctia mc;u

Thém 100 pl khang nguyén ctia mau thir véo tit ca cac gleng

3D’ién phién va u & nhiét do phong 1 h dén 2 h (t6t nhit u &
DC)

Do hét dung dich c6 trong gleng va rira phién bing dung

dichrira 3 lan dén 5 lan, mi lan khoang 300 - 500 ul/gleng

Lén rira cubi ngim 10 min.

V. Thém khdng thé 2 cong hop gan Enzym.

Thém 100 pl khéng thé 2 vao tat ca cac giéng.

Dan phién va & nhiét do phong 1 h dén 2 h (t6t nhit o &

37 °C)

D6 hét dung dich cé trong gleng v rira phién bing dung

dichrira 3 lan dén 5 1dn, m6i 1dn khoang 300 - 500 ul/giéng.

Lin rira cudi ngam 10 min,

V. Thém co chat

Nhé 100 pl dung dich co chit vao mbi giéng.

U & nhiét d6 phong 25 °C dén 28 °C trong 15 min dén 30 min,

tranh 4nh sing.

Thém 100 pl dung dich dimg phan (mg vao méi giéng.

Poc két qua OD trén may doc ELISA chuyén dung. Thai gian

doc khong qua 30 min tir khi nho dung dich dimg phan (mg.

Tay theo loai co chét sir dung trong thir nghiém dé chon

buéc séng phu hop.

QUY TRINH III B: ELISA Sandwich gidn tiép (indirect

sandwich/capture ELISA Representative Protocol), quy

trinh tir gin phién

1. Gén phién

Nhé 100 ul khang nguyén da pha loing (c6 ham lugng tir

I - 20 ug/ml) trong dung dich d¢m phu hop vao mdi giéng

cua phién gén ELISA chuyén dyng.

U &2 °C dén 8 °C qua dém (khoang 16 h dén 18 h).

I1. C6 dinh phién sau gdn

Pé hét dung dich trong phién.

Thém 300 pl dung dich bao hoa phién vao cac giéng.

U 1 hdén 6 h & nhiét do phong. Truong hop lam ngay va dé rit

ngﬁn thoi gian, 0 ¢ 37 °C trén may lic nhe trong 15 - 60 min.

Néu chura [am ngay co thé ngam lau hom.

Rira sach phlen bang dung dich rira (thuomg la PBS - 0,05 %

Tween 20) 3 lan dén 5 1An, mdi lan khoang 300 - 500 ul/giéng.

Lén rtra cubi ngam 10 min.

I11. Thém khdng nguyén cua mcn.r

Thém tOO ul khang nguyén ctia miu thir vao tht ca céc giéng.
Dén phlen va i & nhi¢t d§ phong | h dén 2 h (16t nhét 0 &

37 °C).
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D6 hét dung d;ch co tmng gleng va rira phién bang dung
dich nra 3 lan dén 5 1an, moi lan khoang 300 - 500 ul/giéng.
Lén rira cudi ngdm 10 min.

1V Thém khang thé so Cap

Thém 100 ul khéng thé 2 vao tit ca cac giéng.

Dan phién va i & nhiét d phong 1 h dén 2 h (16t nhét v &
37 °C).

D6 hét dung dich cé trong giéng va nira phién bing dung
dich rira 3 1dn dén 5 lan, m6i 1an khoang 300 - 500 pl/giéng.
Lan rira cu6i ngam 10 min.

V. Thém khang khdng thé 2 cong hop gan enzym

Thém 100 ul khang thé cong hop gin enzym vao tt ca
cac giéng.

Dan phién va u & nhiét d¢ phong 1 h (t6t nhat i & 37 °C).
Mot sé phan {mg c6 thé phai G 3 h dén 4 h phan tmg méi
dat t6i wu.

D6 hét dung dich co trong gleng va rira phién bing dung
dichrra 3 lan dén 5 1an, moi lan khoang 300 - 500 ul/giéng.
Lin rira cudi ngam 10 min.

VI. Thém co chat

Nho 100 pl dung dich co chit vao moi gleng

U ¢ nhiét d6 phong 25 °C dén 28 °C trong 15 min dén 30 min,
tranh 4nh séng.

Thém 100 pl dung dich dimg phan {mg vao moi giéng.
Poc két qua OD trén may doc ELISA chuyén dung. Thoi
gian doc khong qua 30 min tir khi nhé dung dich dimg
phan img.

Tuy theo loai co chét sir dung trong thir nghiém dé chon
budc song phu hop.

15.47 KIEM TRA MYCOPLASMA TRONG VAC XIN/
SINH PHAM (Phuwong phép nudi ciy hoiic ding chi thi
té bao)

Chi Mycoplasma c6 hon 120 loai, ching 1a mot nhom céc
vi khuin ¢6 kich thuéc nhé, khong c6 thanh té bao, c6 kich
thude va hinh dang khéc nhau, khong bat mau Gram.
Mycoplasma thirong gdy ra cac nhiém trung nang cho té
bao va mé. Nhiém Mycoplasma trong té bao nudi trong
mot thoi gian dai ma khong hé c6 biéu hién ton thuong bén
ngoai té bao, nd anh hudng t6i chuyén hoa va sy phat trién
binh thudng cua té bao. Nhiém Mycoplasma trong té bao
nuoi thudng khong gay duc moi truong.

Kiém tra Mycoplasma la mot phan cta kiém tra cac tac nhan
ngoai lai c6 ngudn goc tr chung virus sdn xuat viic xin/sinh
phidm ma trong qué trinh san xudt sir dung té bao nuéi.

Pham vi ép dung

Ap dung de klem tra:

Té bao goc gidng, le bao san xudt, chung virus gbc gidng,
chung virus san xuét, & bao sir dung lam chu’ng.

Me git wrus vic xin ban thanh pham vc xin ban thénh
pham cudi cung, viic xin thanh pham ma theo Té chirc Y té
Thé gidi can phai kiém tra Mycoplasma.

PL-508
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Cic phirong phip

Thir nghiém kiém tra Mycoplasma trong viic xin/sinh
pham c6 thé dugce thyre hi¢n bing cac phurong phép sau:
Phuwomg phdp nuéi cay trong moi truomg long va méi
truomg dic.

Phiwong phap diing chi thi w' bao.

Ca hai phucmg phap nudéi cay va phuong phép dung chi thy
le bao deu dugc sir dung dé klem tra Myc opiasma m)ng
té bao goc gidng, te bao san xudt, chung vius gbc giong,
chiing virus san xudt, té bao sir dung lam chung

Khi kiém tra My 'coplasma trong me giit virus, viic xin bén
thanh pham hoac viic xin thanh phim thi sir dung phwong
phap nuéi cdy. Phuong phap dung chi thj te¢ bao cd thé
cling dugc sir dung.

Ky thuat khuéch dai acid nucleic (Nucleic acid amplification
techniques: NAT) c¢6 thé dung dé thay thé mét trong hai
phuong phap trén. Tuy nhién, nén tham dinh trude khi ding
vé it nhit hai chi s6: P diic hidu va gid1 han phat hién.
Phuong phap dya trén hoat dong ciia enzym ciing c6 thé
sir dung nhung phai thdm dinh dé chimg t6 n6 ¢6 kha niing
phat hién Mycoplasma tuong duong nhu phuong phap
nudi cdy va phuong phép dung chi thi té bao. Cac phuong
phéap khac c6 thé duoc sir dung néu co quan Kiém dinh
Qudc gia da chap thudn.

Phuong phip nudi ciy

MGoi truong sir dung: St dung ca hai loai méi trudmg dic
va moi treomg 1ong v6i sé lugng di 1ém dé dam bao phat
hién dugc s6 lwgng nhé Mycoplasma cé thé ¢6 trong vic
xin/sinh phim. Nén st dung it nhéit hai méi truomg long,
mot dé danh gia tinh chét 1én men glucose, mjt dé danh
gia tinh chat thiy phin arginin.

MBOi trirdmg 16ng cdn chira do phenol.

Kiém tra dinh dwéng moi trwong: Can kiém tra kha ning
cung cAp chét dinh dudng cho chung phat trién (kiém tra
dinh dudng) cua timg loat moi trudng.

Céc loai Mycoplasma sit dung cho kiém tra dinh dudmg
moi trudng nhur sau:

Acholeplasma laidlawii (néu trong qua trinh san xudt viic
xin/sinh phdm cé sir dung khéng sinh); Mycoplasma orale,
Mycoplasma pneumoniae (hodc nhimg loai Mycoplasma
¢6 1én men D-glucose khac).

Nén sir dung it nhat hai chiing: Mgt chung 1én men glucose,
mot ching thuy phan arginin. Cac ching nay khdng dugc
cdy chuyén qua 15 lan.

Quy trinh thue hién:

Céy chung vao méi trudmg theo ty I¢ khong qua 100 CFU
cho mgt dia duong kinh 60 mm c6 chira 9 ml moi truong
dic hodic mgt chai chira 100 ml méi truomg long.

U cdc chai va dia moi truomg ndy & nhi¢t d§ twong ty nhu
trong thir nghiém kiém tra vé tring viic xin/sinh phdm déi
voi Mycop!asma

Lay 0,2 ml tir mdi chai méi trtrémg long, cdy chuyén sang
moi trudng dic ¢ cdc thori diém giéng nhu trong thir nghi¢m
kiém tra vo tring viic xin/sinh phdm déi voi Mycoplasma.



