Chwong 10
PHU'ONG PHAP XET NGHIEM MIEN DICH

1. TONG QUAN

Xét nghiém mién dich, dia trén lién két ii luc gitra khang thé va khang
nguyén twong img, 1a cong nghé phan tich phat trién nhanh nhit dé phat hién va
dinh lwgng cac phén tir sinh hoc trong chin doan 1im sang. Ban chit lién két chon
loc cia khang thé cho phép phét hién cy thé cic phan tir muc tiéu ngay ca véi nbng
dg rat thap va chit nén sinh hoc phic tap, ching han nhv trong miu méu toan
phin, huyét thanh va cic dich sinh hoc khic. Ngoai ra, mét loat cic khéng thé co thé
duweoc tao ra trong ty nhién va sy sin 6 ciia nhigu nhan gin cé thé phat hién cho
phép xét nghiém mién dich phat hién nhiéu loai chit phan tich véi giéi han phat
hién thip (LOD-Limit of detection). Cam bién mién dich 1 s két hop cla xét
nghiém mién dich va diu do tin higu lién két true tiép. Két hop dé dic hiéu cao clia
phan (ng mién dich v&i d nhay va lgi theé cia cac ki thuat phat hién, cam bién
mién dich hién dwoe coi 1a mét budc phét trién lén trong linh vurc héa mién dich.
So viri cac phwong phap xét nghiém mién dich truyén thdng, cam bién mién dich
domn gian va thudn tién, cd thé thwe hién phat hién tai chd, thoi gian thuc va tr
dong. Hon nira, v sir xudt hién cla cong nghé nano, nhirng chan tréi méi cho sw
phat trién cla cdc cdm bién mién dich siéu nhay va siéu trirdmg thanh dang xuat
hién. Nhirng dic diém nay co thé dap (g cic yéu ciu ctia xét nghiém tai diém
cham soc va mang lai cac xét nghiém chin dodn phén tir cho cic hé thing cham séc
sikc khoe cong dong va cic quan thé chwa dwec phuc vu. Trong chwong nay, chiing
tdi giod thiéu ngan gon nguyén tic chinh cia xét nghiém mién dich trong chin doan
tiéu chudn. Gi&i thiéu vé mét s6 ki thuat xét nghiém mién dich thwémg duworc sir
dung trén 1am sang, dé cung cip nhiing kién thirc co bin va phan nao dé ung dung
trirc tiép vao nhirng cng viée vé sau.

2. KHANG NGUYEN, KHANG THE VA NGUYEN LY PHAN ('NG MIEN DICH

Xét nghiém mién dich sir dung khang thé (khang nguyén) hoic thudc thir lién
quan dén khang thé dé xac dinh chit phin tich mau bang cic phan ng mién dich
cu thé gitra khdng thé va khang nguyén. Khang thé thuérng dwoc tao ra trong co thé
nhér khd ndng tao ra hiéu tng sinh hoc cla sinh vét, goi 13 phan ing mién dich. Khi
mdt chat la xdm nhidp vao co thé cia mt déng vit cao cdp, phin ing mién dich dan
dén viéc ting hgp mot loai protein nhit dinh dé xic dinh tic nhin xim nhip va
ngan chén tac hai cua nd. Protein nay dwoc dinh nghia 13 khéng thé déi véd chit la
Khang thé cho thiy dd dic hiéu rit cao va hing s6 lién két ddi vai khing nguyén
twong ing cla no. Khang nguyén da dugc dinh nghia 1a “bat ky tic nhan nao lam
phat sinh sur hinh thanh khang thé dic hiéu cho tac nhan nay khi dugc chuyén vao
hé thing té bao séng cd chira cic té bio thudc loai ¢ thim quyén vé mat mién
cl'!l:hi" Cac khang nguyén tir nhién cd thé la cdc chdt dai phan tir nhur protein va acid
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nucleic. Cic haptens dwec dinh nghia 12 mot sé chit c6 trong lwomg phan tir thip
thwémg nhé hon 1000 Da, chira céc vi tri hodc chirc ndng cu thé ma cic khing thé
hudmg dén. Trai nguwoc véi khiang nguyén, haptens khong thé tryc tiép kich hoat hé
théng mién dich ctia déng vit dé tao ra khang thé trir khi ching két hop véri cha
mang protein nhu albumin huy&t thanh bo va ovalbumin. Cic khang thé duwoc téng
hop béri cdc té€ bao huyét trong (vi du, té bao lympho B trwdng thanh) & dong vat
dé phan irng vé&i sy hién dién cliia mat chit la. C6 nam loai globulin mién dich khac
nhau (G, A, M, D vi E), khidc nhau & cic viing khéng ddi clia chudi ning cung cip
cho chiing cdc chirc ndng tic dong khéc nhau. IgM va 1gG 14 céc khing thé diu tién
va thir hai duec tao ra dé phan Gng véi mét chit khong phai la chinh minh xdm
nhip. IgA bao vé mang nhiy va IgE bio vé chong lai ky sinh trung. Tuy nhién, chirc
nang chinh ciia 1gD vin chira dwoc biét ré. Trong s6 nam loai khang thé, IgG 12 loai
dwore sir dung thurdmg xuyén nhat dé xét nghiém mién dich vi nd ton tai & mirc cao
nhat va ludn san céo.
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Hinh 10.1. Cdu triic cor ban cia 1gG

Néi chung, cu triic ctia IgG dwoc biéu dién bang hinh chix ¥ bao gdm hai
chudi ning va hai chudi nhe, mdi chudi chira mdt s6 mién, dworc gilr véi nhau bing
lién két disulfide. Hai doan két thiic kép ctia Y dwgc ky hiéu la doan Fab va la vi tri
tai d6 khang thé lién két véi khang nguyén. Cac vung thay ddi va siéu bién cha Fab
tao ra mét phin hoat dong nhan biét mét viing cu thé cla khang nguyén. Boan sd it
& d3u kia ciia hinh dang Y dwoc goi 1a doan Fe, khong thé lién két vii khang nguyén
nhung c6 kha ning bam vao bé mat té bao va di qua nhau thai. Nguyén tac cia sw
twong tic gitra khang nguyén voi khing thé nam trong s két horp cu thé cla yéu to
quyét dinh khang nguyén vé&i doan Fab cla khang th &, Lién két dic hiéu giita khing
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nguyen va khdng thé 1a tip hop cac lye khong héa tri bao gdm luc tinh dién, luc hg
nure, lién két hydro va twong tac Van der Waals. Tuong tic gitra khang nguyén vy
khang thé khi manh, dwgc chi ra bdi héing s6 lién két 1ém 105 - 1012 M. Do d6, phiy
hgp cua khang nguyén khing thé khong phan ly dé dang trir khi mét s6 dung dich
khic nghiét nhu dung dich dém & pH cao hon 10 hodc thap hon 3, dung méi hiru cg
va dung dich mudi & néng d6 cao duoc st dung dé tao ra qua trinh phén ly.

3. PHAN LOAI XET NGHIEM MIEN DICH

Ké tLr khi cdng cu xét nghiém mién dich duoc dé xudt vao ndm 1959, khi
Berson va Yalow lan diu tién md ti phwong phép xét nghiém mién dich phéng xa
(RIA-Radioimmunology) trong phin tich nong do insulin, xét nghiém mién dich 43
dugc diéu chinh theo nhigu dinh dang phi hop véi cic ieng dung va quy trinh thiy
nghie‘,m cu thé. Trong mit sd dinh dang, dwoe dinh nghia la xét nghiém mién dich
ﬂun_g nhat, cc chién lwoc xét nghiém khong y&u cdu tich cic don vi mién dich khai
thuéc thir mién djch khong lién két. Cich tiép ciin nay bao gom ngung két, dién di
mao quan, phan cuc huynh quang, va cac xét nghiém mién dich dwa trén truyén
nang lwong cong hudng hupnh quang. Cac dinh dang khic dwoc mé ta 13 xét
nghiém mién dich khéng dbng nhit yéu ciu su tach biét ban dau cta cac don vi
mién dich khoi cac thude thir mién dich khong lién két. Trong cic xét nghiém mién
dich khong ddng nhdt, cic don chat mién dich dwoc lién két vai mdt chit nén ran,
cho phép giir lai cac phan tir quan tm, trong khi cic phin tir khong lién két bi rira
trdi ra khoi hé théng. Mic di cac xét nghiém khong dong nhat doi hoi thérd gian
chay lau hom va cac thao tic phirc tap hon, nhung ching linh hoat, nhay va dic hiéu
hon cac xet nghiém dong nhdt. Hau hét cdc cong viéc hién tai lién quan dén xét
nghiém mién dich duwec thure hién & dinh dang khang ddng nhit.

3.1. Phwong phap mién dich phéng xa (Radicimmunoassay)

RIA sir dung thude thir két hep dong vi phéng xa lam chit ddanh diu dé theo
doi sy phin bé cia khdng nguyén tw do va lién két trong RIA hodc khang thé tu do
va lién két trong cic xét nghi¢m do mién dich. V& kha ning, RIA c6 thé ap dung dé
do hdu hét moi chdt ¢ trong moi trwdmg sinh hoc, trong pham vi tir 10-6 dén 10-14
mol/l. D6 chinh xéc cao dugc tim thiy trong xét nghiém mién dich gin nhan phong
xa co lién quan dén nén phéng xa khong dang ké trong cic mau sinh hoc. Ngoai ra,
qud trinh phdn rd cia dong vi phong xa khéng bi anh hwéng béi cac yéu té moi
trirdng sinh hoc, ching han nhw dd pH, cuwdmg dé ion va chit (rc ché co thé anh
hudng dén viéc phdt hién trong cac phuong phap d6 phu thudc vao phép do quang
hoc hodc hoat djng cia enzym. Mic du RIA la dang tin ciy va chinh xéic, nhung nd
cd nguy co gy hai cho sirc khde va thii gian bdn hiy ngin lién quan dén dong vi
phéng xa, diéu nay han ché viéc sir dung cong nghé nay.

3.2. Phwong phap mién dich huynh quang (Fluoroimmunoassay)

Phuwong phip xét nghiém mién dich huinh quang (FIA) sir dung nhan huynh
quang dé phat hién chit phin tich. Giéi han phat hién déi véi phwong phap nay co
xu huéng cao do cac vin dé vé huynh quang nén va dp tit. Cac van dé nay han ché

158 K§ thudt va Thidt bj xét nghiém y hoc - PG5, T5. BS, Bing Thi Ngoc Dung, TS. Nguy®n Trong Tué




d6 nhay ctia phuong phip siv dung dau dé huynh quang théng thwdng, da dugc
khic phuc biang cach sir dung hujynh quang phéan giai theo thivi gian (Time-resolved
fluoroimmunoassay-TRFIA) da cho phép phdt tridn cic xét nghiém véi gidd han
phét hién thdp hon nhigu. Nguyén tic huynh quang phén giai theo thii gian tin
dyng sir phan ra nhanh hon cta huynh quang nén sau khi dugc kich thich, va do do
phép do dwoc thyc hién sau khi huynh quang nén da phin ra dén mirc khing déng
ké, trong khi huynh quang cia d3u do vin cao dang ké.

3.3. Phwong phip hip thu mién dich lién két enzyme (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay)

Xét nghiém hip thy mién dich lién két véi enzym (ELISA) 13 mét trong nhimg
loai xét nghiém mién dich dwoc sir dung rong rii nhét v an toan hon va dé dang
hon so véi RIA. ELISA lién quan dén viéc sir dung hoat tinh cia enzym nhw mot
phirong tién phat hién swr gin két cia lién hop khing thé-enzym. Cac enzym dac
hiéu trong ca phan trng ma chiing xtc tac va co chdt ma ching nhin ra va chiu su
digu chinh hoat ddng béi cac phan tir khic. Do d6, viéc sir dung enzym co thé cé loi
do tinh dac hiéu ciia enzym v cic hién twong khuéch dai do xiic tic enzym. ELISA
khac nhau & hinh thitc phat hién, thuéng 12 do quang phd khi nhan enzyme tao ra
san phdm c6 mau, hodc dién héa khi enzyme xic tic phan tng hoa hoc oxy hoa
khir. Nhwore diém chinh cia ELISA 1a sy phuy thude cia hoat tinh enzyme vao méi
treong vt Iy va hoa hoc,

3.4. Phwong phip mién dich héa phat quang (Chemiluminescent
immunoassay)

Hoéa phat quang (CL) md ta sy phat ra anh sang xdy ra do mot 56 phan ing
héa hoc nhat dinh tao ra mét leong 1én néng lwong bi mat dudi dang photon khi
céc phin tir sin pham bi kich thich dién tir gifin ra vé trang thdi co ban én dinh cha
chiing. B#i vi CL khéng lién quan dén sy hdp thu ban dau cla anh sang, cac phép do
phat xa CL dwoce thue hién trén nén thap hon, do d6 cho phép phat hién dd nhay
cao hon. Do wu diém khdng cé chat thai phong xa, yéu cdu thiét bi twong ddi don
gian, giéri han phat hién rdt thip va dai dong rjng, phuong phip phat quang héa
hoc dd dwoc dp dung rong rai trong phén tich 1am sang. Nhin chung, hai ky thuét
phan tich phat quang héa hoc chinh dwgc siv dung trong 13m sang phan tich: (1)
nhan luminol hoic acridinium ester, v.v. dugc st dung trong xét nghiém mién dich
phat quang hoa hoc (CLIA); (2) ki thuat phat hién hda chat phat quang bang cach
sir dung horseradish peroxidase (HRP) hodc phosphatase kiém (ALP) lam nhan
cho xét nghiém mién dich enzym. Ky thudt dau tién phat hién tryc tiép tia sdng cia
thudic thir phit quang dé xdc dinh chit phin tich. Trong phwong phap thir hai, co
chit phat quang héa hoc trai qua qua trinh oxy hda xiic tic peroxidase vivi sy cd
mit clia chit oxy hoa thich hep, va gidi han phat higén déi vii nhin enzyme cd thé
giam xuéing pham vi yéu t6 bang cich phat hién hoa chit phat quang,
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3.5. Phwong phip mién dich dién héa  phiat quang
(Electrochemiluminescence Immunoassay)

Xét nghiém mién dich dién hoa phat quang (ECLIA] 12 m&t phuwong phap dinh
lwgng dé do khang nguyén hodc khing thé dya trén sw thay ddi tin hiéu dién héa
phat quang (ECL) trude va sau phan Gng mién dich. ECL 12 qué trinh theo d6 cic
san pham dwoc tao ra tai dién cye trai qua phin &g chuyén dién tir nang lrong
cao dé tao thanh cac trang thai kich thich phat ra 4nh sdng. Twong ty nhwr CL, ECL
khong yéu ciu sir dung ngubn sing bén ngodi. Mic dii ECL 12 mét dang CL, nhung
nd cé mot sé wu diém hon CL. Piu tién, trong ECL, phan @mg dién hoa cho phép
kiém sodt thii gian va vi tri cla phin img phat sang. Bing cich kiém soat thoi gian,
su phat xa anh sdng cd thé bj tri hodn cho dén khi xdy ra cic sy kién nhw phdn tmg
mién dich hodc phan (g xic tic bdi enzyme. Kiém sot vi tri cd thé dwoc sir dung
dé gidi han phat xa dnh sing dén mat khu vire duroe dinh vi chinh xdc dai voi méy
dd, cai thién dd nhay bang cich tang ty 1é tin hiéu trén nhiu. Ngoai ra, diéu khién
vi tri phat xa cé thé duoc sir dung dé xic dinh két qua cia nhitu hon mét phan tmg
phan tich trong ciing mdt mau bdng cich thim vin tirng dién cure trong mot mang,
theo trinh tir hodc dong thoi bang cich sir dung may do vi tri nhay cam. Thir hai,
ECL c6 thé chon loc hom CL vi viéc tao ra cic trang thai kich thich trong ECL c6 thé
durgc kiém soat mdt cich chon loc bing cich thay dai cac thé dién cwc. Thir ba, ECL
c6 thé nhay hon CL vi mét s6 chit phan tmg cé thé duoc tai tao dién hoa & dién cuc
va dan dén qua trinh khuéch dai chu ky oxy héa khir, Thir tw, tin hiéu dong dién va
tin hiéu anh sang duoc thu dbng thei, tao didu kién thuin loi cho viée khao sit co
ché phat xa dnh sang bang phwong phap dién héa, khao sat phan ung dién hoa
bang ECL, ciing nhw phat hién dong thoi ECL va dién hoa.Tuy nhién, yéu ciu ddi voi
cac ky thuat dién héa trong ECL, chang han nhw thiét lip dién héa va lam méi bé
mat dién circ, dan dén mdt s8 han ché cho cac img dung phin tich.

A. PHUWONG PHAP ELISA

MUC TIEU
1. Trinh bay dwge nguyén Iy ctia cdc phwong phdp ELISA.

2. Trinh bay dwoc cdc thanh phdn cdu tao co bdn cua cdc hé théng mdy xét
nghiém ELISA.

3. Trinh bay duwgce cde yéu td dnh hwdmg dén két qud xét nghiém ELISA va cdc
bign phdp khédc phuc.
1. TONG QUAN VE PHU'O'NG PHAP ELISA
1.1. Pinh nghia vé phwong phap

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), con dwoc goi la enzyme
immunoassay (EIA), 12 mdt kit thuét sinh hoa sir dung dé phat hién s hién dién
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cia mot khang thé hodc khang nguyén trong mjt mau. Theo thuat ngir don gian,
trong k¥ thudt ELISA, mét lwong cia khang nguyén dugc gin voi mdt bé mat, va
sau d6 1a mét khang thé dic hiéu dwoc cho vao dé né co thé lién két vé&i cac khang
nguyén. Khing thé nay sélién két véi enzyme, va cudi cung thém co chat
dé enzyme phdn gidi co chit va phat ra nhirng tin hiéu, phd bién nhit Ia sir ddi mau
mét chét héa hoc...

1.2. Lich sir phat trién phwong phap

Tién thin clia ELISA 13 ki thuit mi&n dich hoc phéng xa (Radioimmunoassay
- RIA), dwoc phit trién béi Rosalyn Sussman Yalow va Solomen Aaron Berson
(xudt ban lan d&u tién nim 1960; Nobel y hoc cho Rosalyn 5. Yalow nam 1977].
Mic dit phuomg phap nay ¢ dé nhay va dé dic hiéu rit cao, tuy nhién viée str dung
phéng xa cho viéc phat hién yéu ciu ky thudt cao, phirc tap, ton kém, dac biét viéc
sit dung phai vé ciing cin than vi kha nang gay nguy hiém cia phéng xa da dan dén
viéc d3t ra yéu cau tim ki€m cic phwong phap cai tién thay thé. DE thay cho vige sir
dung chit ddnh diu phéng xa, ngudi ta dd st dung ky thudt lién két khang nguyén
hodc khang thé véri mot enzyme (enzyme-linked) c6 kha nang thuc hién mot phan
irng nhan biét (vi du nhw giy d6i mau mot chat).

Trong sudt qua trinh phat trién céia xét nghiém mién dich, y twéng sir dung
enzyme gin nhin d3 vip phai nhitu s hoai nghi. Ngwdi ta cho rdng cac enzym qua
I6m A8 cAc phan tir sinh hoc dwoc sir dung 1am nhin va sy hién dién cda ching rit
co thé sé gdy ra cin trér khing gian phan ¢ng. Nhimmg lo ngai nhur vy da dwoc giai
quyét bing cach lap k& hoach va thuc hién cac thi nghiém cdn thin, chirng té tinh
kha thi clia cic enzym gin nhan. Su thanh céng cla cic xét nghiém mién dich lién
két viri enzym trong giai doan dau da chirng minh nhirng ngudi hoai nghi da sai va
mé dudmng cho su tién bd hon nita cda cac xét nghiém mién dich.

Gitta nam 1966 va 1969, Avrameas v cng sw, da bdo cdo sw két hop khing
nguyén-khang thé thanh cong bing cich sir dung cic enzym nhu phosphatase
kigém, va glucose oxidase trong s cac enzym khac. Avrameas va cdc dong nghiép da
tdi wu hoa quy trinh gin nhin va qud trinh ghép ndi tiép theo théng qua phan tir
glutaraldehyde. Cac phén tir sinh hoc dwgce danh ddu bing enzym (khing nguyén
hodc khang thé) duwec sir dung dé phat hién phan tir sinh hoc thong qua mién dich
huynh quang. Xét nghiém mién dich Enzyme (EIA) dugc phat trién tai Phong thi
nghiém Nghién ciru Organon & Ha Lan béi Anton Schuurs va Bauke van Weemen.

Thir nghiém hip thu mién dich lién két vri enzyme (ELISA) duoc lén y tudmg
tai Pai hoc Stockholm, Thuy Bién, boi Peter Perlmann va Eva Engvall vao nam
1971, Thir nghiém ELISA dau tién da chimg minh phép do dinh lwong khang thé
thé véri enzyme gin nhan phosphatase kiém. ELISA da tré nén thanh cong hon EIA
¢ khia canh thuong mai hoa,

Tac déng cua EIA va ELISA ddi vai xét nghiém mién dich chian dodn va hé
théng cham séc sive khoe hiu nhu khong virgt trdi. 56 lwong cdc cude didu tra phan
tich va lam sang dwoc thuc hién trén toan thé gi¢i dua trén kién thic vé EIA va

Ky thut va Thiét bi xét nghiém y hae — PGS, TS. BS. Bng Thi Ngoc Dung, TS. Nguyén Trong Tué 161



ELISA la thién van va s6 luong cic phép do sir dung céc xét nghiém mién dich nay
dé cham sdc bénh nhin thong thwomg 13 cure ky 1én, Trén thé giei hdu nhw khéng
cé phong xét nghiém chan dodn nio khéng gip dia dém ELISA.

141, AH.Coons va chng sur

lin déu tién gin nhin

khing thé bing thude - 1960~ R.Sussman va S.Berson

nhujm hujnh quang vh sir mé ti vé& RIA tuy nhién dit ra vén

dyng @¢ xéc dinh khing dé vé tinh an todn cia phuong

nguyén trong chc mé sinh thiét phép va gidi phap thay thé an todn
hom
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hién ra sir hién dién cia
virus, hommon

"7~ Phwromg phip ELISA canh
* tranh , trong dé co chit lién hop canh
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trién v sir dyung dé phit hién hormone
1977 Phuwong phip p choriegonadotropin cia nguwiri
ELISA Sandwich dugc 975 ELISA giin tiép,
phét trién va thir nghiém trong d¢ mit khing the thir cip
trén mt so chit nén 4é duge thém vao cho muc dich
chimg minh khéi niém phét hi¢n, duge phit trién va sir
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Hinh 10.2. Lugc db lich st phdt trién clia phurong phap ELISA

1.3. Nguyén ly phwong phiap

Phuong phip ELISA dua trén co s& phan Gng mién dich dic hiéu khing
nguyén-khang thé twong tw nhw phdn tmg mién dich xdy ra trong ce thé-phén g
dong vai tro quan trong trong viéc bdo vé co thé khéi cic tic nhan nhw mam bénh
hay doc t6. Bing cach khai thac phan (rng nay, ELISA cho phép phén tich dinh
Iwromg /dinh tinh 6 d§ nhay cao va chon loc vévi cac khiang nguyén bao gbm protein,
peptid, acid nucleic, hormone, cic chit chuyén hoa... Dé phat hién dwgc cic phan
tr ndy, mit khing nguyén hodc khing thé duoc dinh diu bing cich sir dung
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enzyme, trong d¢ phosphatase kigm (ALP), horseradish peroxidase (HRP), p-
galactosidase thudmg duoc sie dung. Khing nguyén trong pha 16ng dwgc ¢d dinh
trén pha rin bing phwong phip héa 1y hodc phdn tng két hop khang nguyén-
khdng thé, sau dé khing nguyén dwgc phin irng véi khang thé cy thé va dwge phat
hién bing khang thé thir cdp dwgc dinh ddu bing enzyme - enzyme nay xic tic cho
phan g sinh mau hodc huynh quang sau khi dwoc bd sung ce chit thich hep
dwrge phap hién biing viéc sir dung phwong phap quang phé.

1.4. Cic bién thé ciia ELISA

Mac di nguyén tic cia ELISA kha don gian, nhung qua qud trinh thuc nghiém
sir dung di gip cic van d& tbn tai: tir cic vin dé vé do nhay, dd dac hiéu, giéi han
phét hién cho dén nhimg vin dé vé tinh hiéu qua cia phwong phap nhu thoi gian
thire hién, @6 phirc tap, chi phi ciing nhw kha nédng hé théng hoa thanh bd dung cy
(KIT) dé san xuit cong nghiép. Chinh vi viy, ngudi ta da khéng ngirng cai tién
phuong phap niy, dua ra nhigu phwong phap méi phi hop véi timg diéu kién,
timg déi tirgng khac nhau. Cho dén nay, da c6 rit nhidu bién thé da dang cua
ELISA. Tuy nhién nhin chung, tit ca cic bién thé nay co thé duerc phan loai nhuw sau:

- ELISA di pha (Heterogeneous ELISA), hay con goi la ELISA pha ran (solid
phase), gom cic phuong phap:

+ ELISA trirc tiép (direct ELISA).

+ ELISA gian tiép (indirect ELISA).

+ ELISA sandwich.

+ ELISA canh tranh (competitive ELISA).

- ELISA dong pha (Homogeneous ELISA), gdm cac phwong phip ELISA
déng pha canh tranh (competitive) va khéng canh tranh (non-competitive).
1.4.1. ELISA di pha

Trong ELISA di pha, cic yéu td can chin dodn duwgc tich ra khoi hén hop
dung dich méu bing cich ¢ dinh 18n mjt bé mat ran (cé thé 1a nhura, thiy tinh,
gidy, mang nitrocellulose, agarose, polyacrylamide gel hay tham chi vi khuin dwoc
cé dinh) tao thanh hai pha cé dinh va tu do, theo sau 1a mét bwée loai bo pha tu do.

Yéu té phat hién dugc thém vao sau dé dé phéat hién sy hién dién cla yéu té can
chin dodn con lai trén pha cé dinh thing qua hoat tinh ciia enzyme.

1.4.1.1. ELISA truc tiép

Phwong phép nay it dugc siv dung trong ELISA dinh lugng ma thudmg duoc
sir dung cho ELISA dinh tinh. Yéu til can chan doan (vi du nhw khang nguyén) duoc
cd dinh true tiép 1én mbt bé mat rin va sau do dwoc xac dinh sw hién dién bang yéu
td phat hién (khang thé danh diu).
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Co’ chéat

(o

Khang thé

Khang nguyén

Hinh 10,3, So 46 minh hoa ELISA truc tiép

Phuong phap ndy cé wu diém 13 chi cin mét Iin G do d6 tiét kiém thai gian vi
tdi thiéu dugce viéc kiém sodt cic didu kién trong qud trinh thwe hién (thay dgj
nhiét d§ va buffer cho méi 1an 4, tinh thai gian...). Tuy nhién, nhwoc diém cia na 13
nhuém mau nén (background staining) cao do su lién két khong dic hiéu cia
khang thé véi bé mit rin va cic protein c6 dinh trén bé mit rin. Viéc danh diu
tirng loai khang thé sir dung cho mbi khang nguyén ciing kha tén kém, nhit 13 khi
phai chin dodn mét s6 luong 16m cac loai khdng nguyén khic nhau. Ngodi ra,
phwong phap nay ciing ¢ giéi han phat hién cao, va cin mét lwong 1ém céc yéu ts
can chdn dodn do sw lién két kém hiéu qua clia yéu t& nay |én bé mit rin ciing nhu
sy canh tranh cla cac protein khéc trong qu4 trinh phan (ng mién dich.

Cac bwéc thire hién ELISA truc tiép

1. Cho khdng nguyén mau cin phan tich vio dia ELISA G dé& cd dinh khing
nguyén vao dia, sau do rira loai bo thanh phin khong lién két

Z. Dung dich Blocking buffer thém vado 0 va rira bang dung dich rira.
3. Thém khang thé gin enzyme G va rira.
4, Thém co chit 0 va riva.
5. Phan tich két qua.
1.4.1.2. ELISA gidn tiép

Phuong phép ELISA gian ti€p twong tw nhw ELISA truc ti€p, nhung sir dung
hai lop yéu td phat hién, va chi co Iép yéu té phat hién cudi cling méi mang
enzyme. U'u diém cia phwong phap nay la chi cin tao mét loai khang khang thé
mang enzyme dé nhin biét cho nhiéu khing nguyén khiac nhau. Khdng thé se cip
ciing la nhiing protein, va ciing mang nhiing epitope cia riéng nd. Néu nhiu loai
khang thé khic nhau dwoc sdn xuat tir cing mot loai sinh vit, tit ca cdc loai khing
thé nay déu mang nhirng epitope chung dic trung cho loai d6. Viée san xuit mt
khang khang thé cd kha ning lién két vai epitope dé 13 hoan toin c6 thé, théng qua
viéc tiém cac khang thé trén vao mdt loai sinh vat khac. Phuwong phap nay ciing cho
gidri han phat hién thdp hon khodng 10 lén so vai ELISA truc tiép, do kha ning lién
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két nhigu khang khang thé 1én mét phin tir khang thé s cp, lam ting sé lugng
enzyme dugre b dinh.

Co chat

Enzyme ((3
Khang thé thir cap
Khang thé so cap

Khang nguyén

Hinh 10.4. Hinh minh hoa ELSA gian tiép

Tuy nhién, nhwee diém ciia nd 1a ting s6 budéc thure hién do do lam ting viéc
kiém soat cic digu kién qua trinh va kéo dai théi gian chin dodn. Nham ting kha
nang phat hién, ngwéi ta o thé sir dung ki thuit bic cau (brigde) bd tror cho ELISA
gidn ti€p. V& nguyén tic, ki thudt bic ciu ciing twong tw nhw ELISA gian tiép,
nhung & day sir dung nhiéu lop yéu té phat hién hon (trén hai 1ép). Qua moi 1&p
yéu t6 phat hién, tin hiéu lai dwoc khuéch dai 1én vai lin. Tuy nhién can luu y la
cang nhiéu lop yéu td phat hién, s6 buwdc thyre hién cang nhiéu va sé kéo dai thoi
gian, ting thém viéc kiém soat dieu kién cho timg qué trinh, cing nhw tang kha
ning lién két chéo giira cic yéu td phat hién véi nhau.

Cac buwére thue hién ELISA gian tiép twong tir trire tiép tuy nhién thém 1 buéc
gin va ( rira khang thé so cap.
1.4.1.3. ELISA sandwich

Tuwong tir nhw ELISA truc tiép va gidn tiép, trong phwong phap nay yéu té can
chin dodn ciing duge cd dinh 1én bé mdt ran. Tuy nhién viéc cd dinh nay khéng
duoc thue hién truc ti€p ma thong qua lién két mién dich véri mot yéu té phét hién
(thudrg 12 khang thé) da dwoc gin c6 dinh san trén bé mat ran.

Sau khi bit giir y&u td cin chan dodn, lic nay phwong phap quay lai twomng tu
nhuw ELISA trurc tiép hodc gidn tiép sau khi da c6 dinh yéu t6 cin chin doan. Nguoi
ta ¢6 thé sir dung mét khang thé lién két enzyme dé xac dinh tryc tiép yéu td trén
(nhw ELISA truc tip), hodc ciing co thé ding mot trong s6 cac phwong phap brigde
ciia ELISA gi4n tiép. Bén canh khang thé ngudi ta cling cd thé cd dinh mdt s6 yéu to
khéc 1&n mit rin nhu Clg, receptor, lectin...

Phwong phép nay c6 khé nhiéu wu diém vwot trdi, thir nhat 1a giam duoc hién
twong nhudm mau nén va cac phén (rng khéng dic hiéu do da loai bé duwgc hiu hét
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cac thanh phan tap, phan img dugc thye hién dé dang hon, khdng thé se cdp c6 the
duroc gin san trén bé mat rin tao thanh cic hé KIT va cd thé& thyc hién cdc chin
doan ma trong dé khang nguyén khéng thé gin duwec 1én mat ran. Bén canh dé ng
ciing c6 nhirng nhuge diém riéng, quan trong nhat 1a 1am ting phan (ng chéo do
lién két khéng ddc hiéu giira cic 16p yéu td phét hién thi cip voi khang thé so cdp,
Nhirge diém nay da dwoc nghién ciru khic phuc bing cich chi cd dinh phin doan
nhanh (Fab) ciia khdng thé.

Co chat

(-Eﬂcha't Enzyme o ()

Qo Khdng thé phat hién

© Enzyme .
Khéang thé thir ca|
Khang thé phat hign I'\ iw\ in "

. Khang nguyén . Khang nguyén
Khang bat gitr Yﬂhéng bat gilr

TRUC TIEP GIAN TIEP
Hinh 10.5. So d& minh hoa phurong phdp ELISA Sandwich

Cac burde cia ELISA sandwich trong tw ELISA truc tiép truc ti€p/gidn tiép
tuy nhién trong ELISA sandwich yén t6 bit giir khang nguyén la khing thé nén
burérc ddu tién clia phwong phip la gdn khéng thé 1én dia ELISA. Cic buéc tiép theo
twrong tw ELISA gidn tiép va truc tiép.

1.4.1.4. ELISA canh tranh

Co chat

Khang nguyén canh tranh ij k Khang thé phat hién

Khéng nguyén

Hinh 10.6. So' dd minh hoa phueng phap ELISA canh tranh

ELISA canh tranh la phuong phdp ELISA rit hiéu qua cho dinh lweng céc yéu
td hién dién trong miu véi lwgng nho. ELISA canh tranh sir dung m6t luwong khang
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nguyén ciing loai véi khang nguyén mudn dinh luong trong mau (khing nguyén
canh tranh) cho phén tmg mién dich véi ciing mét logi khéng thé dic higu ¢ dinh
trén mat rin, sau dé do hrong khang nguyén canh tranh nay thong qua hoat tinh
enzyme dwrge lidn két véi né. Khing nguyén canh tranh cang hién dién nhiéu cho
biét loai khang nguyén dé trong miu cang it va ngugec lai. C6 ba bién thé chinh cia
phuwong phap nay:

- Phwong phdp bdo hoa cdn bdng twong doi (quasi-equilibrium saturarion):
Trong phurrong phap nay khdng nguyén miu (Ag - Antigen) va khang nguyén canh
tranh (Agc - Antigen competitive) dwoc cho phan ing ciing lic viri mot khang thé
durge ¢b dinh. Hai loai khang nguyén sé phan ing mién dich voi khang thé (Ab -
anti body) theo mét ti 1é tirong tmg véi ti 1€ ndng do gitra hai loai khang nguyén, tir
dé cé thé xic dinh dwoe nong do Ag khi do ti 18 Age con lai sau phan Ung véi lugng
Agc str dung ban diu. Cin lwu ¥ 13 lvong khang nguyén canh tranh phdi duge biét
trudre va phii du d€ c6 thé bio hoa hét lwong khang thé.

- Phwong phdp bio hoa thir tw (sequential saturation).

Phuong phap nay thwéng duoc sir dung hon bio hda can bang tuong déi
Khic véi phirong phép trén, véi bio hoa thir tw khdng nguyén mdu dwgc cho phan
{mg truéc, Sau d6, mot luong du khang nguyén canh tranh dwoc thém vao dé bio
hoa lwong khing thé cén tréng. Hoat tinh enzyme do dwoc sé cho biét luong Age
phén trng véi khang thé con tréng, tir do tinh dwoc luong Ag da chiém ché khang
thé. Trong phuong phap nay, lwong Age ban d3u khéng cin phai biét trwdc, tuy
nhién van cin phai dur dé bao hba lwong khang thé con lai

- Phwong phdp tre ché khdng thé (antibodies inhibition]:

Thay vi ¢6 dinh khang thé 1én mat ran, nguii ta cling cd thé cd dinh khing
nguyén canh tranh. Piu tién, ngudi ta sé cho khéng nguyén mau phan ing vii mot
hrong khang thé biét truedc. Sau dd, lwgng khang thé con [ai chwa phan rng sé dugc
phan trng véri khang nguyén canh tranh, va duwoc ¢d dinh lai. Sau bwéc riva lwong
khang thé con ¢ dinh lai dwoce do va suy ra lwgng khing thé da phan (mg véi
khang nguyén mau. Bén canh viéc dinh lugng khang nguyén, phwong phdp nay con
c6 thé sir dung dé so sanh cac khang nguyén véi nhau.

1.4.2. ELISA dong pha

Phuwong phap nay thuing duoc sir dung dé dinh lrong cic phin tir nhé. Khic
véi RIA va ELISA dj pha, phuwong phap nay khong cin buwdre tich biét cic yéu td gan
két va tw do, vi nd dua trén sy thay doi hoat tinh cia enzyme thong qua phan img
lin k&t mién dich. Uu diém lén cia phuong phap nay la gidm dwgc mire dj phic tap
clia phan tng trong viéc ¢d dinh cac yéu t6 1én bé mit rin, thir gian thuc hién rit
nhanh ciing nhw gidm dugc lwong khang thé can dung vi khéng phai trang mgt bé
mit rin 16m. Tuy nhién nd c6 nhwec diém la hau hét cic phwong phip lam thay dai
hoat tinh enzyme cho d&n nay déu dwa trén s thay doi vé cau tric khong gian cua
cAc yéu té gin két véi enzyme. Hudng di nay cin cd nhiing thiét ké chinh xic vé cu
triic khéng gian cta cdc thanh phén, mdt yéu cdu kha phire tap, tén kém, hau hét chi
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c6 thé 4p dung dwoc véi cac khang nguyén nhé va gy rét nhibu han ché trong vigc
sdn xudt cic thinh phin cia mét phan img ELISA. Day ciing a yéu t5 chinh dff gici
han rat 1ém ky thuit ELISA dbng pha. Ngoai ra, két qua co thé bi anh hudng bdi mt
sG yéu t6 khdc trong mau c6 kha nang 1am bién déi hoat tinh enzyme.

2. U'NG DUNG CUA PHU'O'NG PHAP ELISA

Phwong phip ELISA duoc img dung trong nhidu xét nghiém chdn dodn. Mdt
s0 xét nghiém cd thé ké dén nhu-

2.1. Phat hién va do lwéng sy hién dién ciia khing thé trong mau
- Cdc twr khing thé (anti-dsDNA, anti-dsg1, ANA,...).
- Céc khang thé chéng lai bénh truyén nhiém (vi khudn, virus, ndm).
2.2. Phat hién va wérc tinh cic ddu dn ung thw
- Khang nguyén dic hiéu cla tuyén tién liét (PSA).
- Carcinoembryonic Antigen (CEA).
2.3. Phat hién va dinh lwong nong dé hormoene trong mau
- LH (Luteinizing hormone).
- F5H (Follicular stimulating hormone).
- Prolactin.
- Testosterone.
- hCG (Human chorionic gonadotropin).
2.4, Phat hién sw hién dién cta virus trong miu bénh phim
- Cholera.
HIV.
- Influenza.
2.5. Phat hién lam dung ma tiy
- Amphetamine.
- Methamphetamine.
- 34-methylenedioxymethamphetamine.
- Cocaine,
- Benzoylecgonine,

3. CAU TRUC CO' BAN CUA HE THONG MAY
Hé théng mdy ELISA hién nay dwegc phin chia ra ldm 2 nhém:
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- Hé théng bao gbm cic mdy don 1é hoat déng theo tirng buwéc timg giai
doan ciia qua trinh thure hién phan ing ELISA: mdy i, mdy rua, may doc,

- Hé théng tich gip cdc modun trong ciing mjt may.
3.1. Hé théng mady don l1é

Céu tric co ban ciia hé théng nay bao gdm cac thanh phén: dia ELISA pha rin,
héa chit, may 0, may rira, miy doc.
3.1.1. Dia ELISA pha rdn

Hinh 10.7. Bia ELISA 96 giéng

Pia ELISA 96 giéng dwgc st dung nhitu nhat trong ELISA thwdmg la
polystyrene hoic cic din xudt cia polystyrene thu dwoc bang cich bién déi héa
hoc hodc chiéu xa bé mat. Phd bién nhat la dia 96 giéng dwec cdu tric gom B hang
va 12 cot. Mbi giéng cb thé tich khoang 350 pl véi mét khu vure bén trong cé dién
tich khodng 2,5 cm?, Gin ddy hon, dia 384 giéng va 1536 giéng da dwoc phat trién
viri kich thudre ting thé gidng nhw truyén thing 96 giéng. Ching dwoc sir dung
trong viéc thure hién phén tich véi 56 lirgng mau lom. Ngoai ra, cling co dia 96 giéng
véi giéng bing mot nira thé tich giéng truyén théng. Phin tich dugc thyc hién
trong céic giéng vivi thé tich bing mot mra giéng hét vé hiéu suat vai dia kich thude
truyén thing, nhung tiét kiém dang ké v& thinh phin phan dmg Phin diy cla
giéng duoc thiét ké day hinh long chdo gitp cho viéc vé sinh giéng dé dang hon.

Mét s6 van d@ lién quan dén dia ELISA pha ran co thé anh hwong dén két qua
phan tich ELISA.

- Vin d& vé chit lwong dia ELISA: dia ELISA la noi ma thanh phin cin phin
tich s& bam dinh (pha rin) d& cac phan ng tiép theo cd thé xdy ra. Bam dinh 6 thé
la tryc tiép hodc gian tiép thing qua khang thé bit. Du 14 bam dinh bing cich ndo
thi dfa ELISA ciing 12 noi gitp cf dinh phan tir ¢én phén tich. Khi ¢6 vin dé véi dia
ELISA: dia sir dung nhiéu lan, dia hét han sir dung sé anh hwéng dén qua trinh gin
lam cho cac phén tir phin tich khéng gan/gidm gan sé din téi sai s trong két qua
phén tich (gidm ndng d6 thue t€), hodc dia bi xwéc/bé mit trong tron nhin sé din

K§ thudt wh Thiét bj xét nghigm y hoc — PGS. T5. BS, Byng Thi Ngoc Dung, TS. Nguyén Trong Tug 163



téi sir bdm qud mikc ciia cdc phan tir sé lm ting tin hiéu dau ra lam két qua phin
tich cao hon thye té,

Mdt van d@é nira v&i quy trinh thue hién cia hé thdng cac modun rivi, qua
trinh phan tich két qud s duorc thire hién théng qua phuwong phap do quang trén
chinh dia ELISA nén néu dia ELISA qua han sir dung bi mér duc, badm bdn gidm chat
lugng sé anh hudng dén cwdmg d6 chiim tia 16 din dén lam sai léch két qua do.

Mot 56 luu y khi sir dung dfa ELISA nhim han ché sai két qua:
- Bua dia ELISA vé nhiét do phong trude khi mé.

- Lwgng chit 1ong trong giéng nén déng déu trong ca dia, vi mot giéng tach
ra déc ldp sé gay kho khan cho viéc d8 bo dfa va din dén rira kém hon.

Bat dia trong béng téi ngay sau khi thém co chit, vi co chit rit nhay cim
viri anh sang,

- Gitr chat dia khi xd dé tranh dia trwot khoi bé giir (holder).

- Xoay dia 180° va gin lai vdo bé/cin si¥ dung diing bé gitr néu khong phil
hop viri dia.

- Béng kin cac giéng chua diing dén véi cac chit 1am kho.

- Ghi lai ngay lan dau tién md tdi chira dia.

- Rira mat day cia dia v&i dung dich dém riva dé loai bd ddu van tay.

- Chac chan rang cac giéng dang & ding giai doan trong qua trinh rira, bé
sung thudc thir va doc dia.

- Lau phia dui cac dia voi vai/khin trude khi doc.

- Khéng duoc dé khé gidng mot khi da bat diu thi nghiém.
3.1.2. Pipet

Co 2 loai pipet thuong dwge siv dung la pipet da kénh va pipet don kénh,
Pipet don kénh chia lam 2 dang: c6 dinh thé tich va di#u chinh thé tich (1- 20 ml,
10- 100 ml, 20- 200 ml...), con pipet da kénh thuwéng dwgc diing 14 loai B d3u tip va
12 dau tip dé phit hop véi s6 lwong hang va ot clia dia ELISA. V8 thao tic cd thé
chia thanh pipet phan ph6i ban tur ddng va pipet phan ph&i hoan toan ty dong. Dai
viri hé thing may ELISA rod timg modun (U, riva, doc) cac thao tac pha loang miu,

thém hda chit sé dwgce thye hién bing cdc pipet ban ty déng. Trén hé thong tich
hep nhigu modun cic qué trinh nay sé duoc thue hién tu déng hoan toan.
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Hinh 10.8. Pipet hiit miu (Bon kénh va da kénh)

Mot s6 van dé véi pipet c6 thé dnh hwong dén két qué phan tich ELISA:

- Béi vii trirdng hop clia hé thing cic mdy roi st dung pipeE bﬁn tu dong
nhirng vin d& lién quan dén pipet chi yéu 1a do ngudi sir dung. C6 thé ké ra mjt s6
nguyén nhin nhu: cai dit thé tich hat miu khéng dang, thao tic vai PfPEtJEh“E
thanh thao khéng ding ki thuit din dén lwong miu hit nhidu/it hon so voi thé
tich ciin Idy. Pipet khéng dwoc hiéu chun dinh ky din dén nhimg sai sot trong thé
tich hiit méu,

Phwong phap han ché sai so:

- Pipet phai dwoc hiéu chuin thuémg xuyén theo ding hwéng dan cia nha
san Xudt.

- Tranh cham d3u tip vao thanh giéng.

- Tranh ving vao mau va thudc thik.

- St dung mot dau tip méi khi thém mau/ddi chimg/thudc thir.

- Cac dau tip phai @i d6 dai d€ cung cdp khodng khong khi gitra dau tip va
pipet.

- Pam bio diu tip pipet dwoc gin chat vao pipet dé tranh lam rei dau tip.
3.1.3. Hoa chdt ELISA
3.1.3.1. Dung dich dém
a. Coating buffer

Coating |3 budrc diu tién trong bit ky phuong phap ELISA nao va la qua trinh
ma mét khéng nguyén pha lodng thich hop hodc mit khang thé dwoc (i cho dén khi
dwgc hip thy vao bé mat cla giéng. Sy hdp phu xay ra thu dong nhu la két qua cia
sir twong tic hydro gitra cac chudéi amino acid trén b& mit khiang nguyén hodc
khang thé dwoc sir dung dé phii va bé mat nhya cia giéng. Kha nang gan phu thudc
vio thii gian, nhidt dé, va pH cla coating buffer cing nhw néng d¢ cta lép phi. Cac
didu kién 0 dién hinh 13 viéc thém 50-100pl chit dém phi vao khdng nguyén hodc
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khang thé & nbng dé 1-10 pg/ml, va O qua dém & nhiét 46 4¢ C hodc trong 1-3 gidr &
37¢ C (dieu kién thudmg dugc sir dung trong thye t&) trong qua trinh phi bé mjt
do am cang la mét didu kién hét sirc quan trong dé& giam thiéu sw béc hoi. Chit ligu
dwge sir dung co thé ddm bdo ring tdm o6 thé duwgc sir dung lai nhigu lan. Hai dung
dich dém phu thuing dwge sir dung trong thue t€ 1a dém bicarbonate pH 9,6 va
dung dich PBS (dung dich muéi dém phosphate).

b. Blocking buffers

Blocking 1a mét budc hét sirc quan trong va cin thiét dé ngin chin su gin
khong dac hiéu cia cic thanh phin khing thé phat hién (detection antibodies) véi
bé mat giéng sau khi bao phii khiang nguyén khang thé. C6 hai type dung dich
blocking chinh la protein va chit tdy riva. Protein dirge coi 1a chit blocking lau dai
no dugc thém vao sau khi khang nguyén/khing thé da dwec gin vao dia. Con cic
chat tiy rira chi ¢6 tac dung blocking tam thivi chire ning blocking ciia n6 sé bién
mat trong cic buéec rira sau do.

Chat blocking ly twong l1a sy phéi hop théa man hai digu kién dam bao db
nhay cia phén dng ELISA v chit lwong mau nén téi wu. Lwa chon protein khéng
lién quan hodc mét protein khong cé phan tng véi cac thanh phin khang thé tham
gia phan ing ELISA 13 diém dau tién dugc dé nghi dé tim chat blocking phi hop.
Khi mdt giéng duere blocking hoan toan dé nhay ciia phan &g sé dwoc ting lén do
giam sy gan khong dic hiéu cia cic thanh phin khéc. Blocking buffer co ban nhit
bao gbm BSA 1% (Albumin huyét tuong bo) hoiic la protein siva hoa tan trong dung
dich PBS. Théng thuomg 150 pl blocking buffer dwoc thém vao giéng va i & nhiét
d6 37°C.

c. Dém rira (Washing buffer)

ELISA sir dung bé mit lién két dé tach va budc rira durgc ldp lai gitra mdi buéc
dé loai bé cac thanh phin khong lién két. Budc riva 12 mjt phin quan trong clia quy
trinh va déi héi cic giéng phii duoc db day dung dich riva thwong 13 dung dich PBS
clng véi mot ndng dé nho cic chit tay rira khing ion nhu Twin-20 (Polysorbate 20-
CsaH144026). Burdre rira thuomg duwre thue hién 3-5 [an gitra moi bweére dé loai bd triét
d€ cdc thanh phin khong tham gia lién két. Dung dich rira thudmg duoc gitr lai mot
theri gian ngdn trén tim. Thanh phén dung dich du thira phai loai bé & bwére rira cudi
cung dé tranh sy pha lodng dung dich dwgc thém vao & giai doan tiép theo. Ditu nay
6 thé thue hién don gidn bang cach up nhe tim lén bé mit gidy tham.

d. Khdng thé

Khing thé sir dung trong phan dng ELISA ¢6 thé don déng hodc da déng hodc
phdi hop ca hai loal. Sw két hop khiang nguyén khing thé dwge mé ta theo 3 dic tinh:
tinh dic hiéu, 4i tinh, hdo tinh. Tinh dac hiéu dya trén phin (ng két hop dac hiéu cia
paratop va epitop. Ai tinh mé ta mirc d6, kha nang gin két cia khang nguyén khang
thé. Khang thé &i lwc cao 1a su lua chon tét nhét cho cic loai xét nghiém mién dich
trong dé c6 ELISA vi chiing nhanh chong tao ra mdt lwong Iém phirc hop mién dich
dn dinh va do d6 cung cdp mét 4§ nhay cao hon cho xét nghiém.
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Khing thé don dong cé thé dugc sir dung trong tit ca cdc bute cua phuong
phap ELISA. Khing thé da dong thudng dugce két hop sir dung nhur 1a mt phén tir
dugc ding dé bit khang nguyén dé ting cuong tin higu, lam tang kha nang bit giw
khang nguyén tir mdt dung dich mau.

Khang thé gin thuwdng dwoc gén véi enzyme HRP (Horseradish peroxidase).
Véi viée sir dung co chit la TMB (3,3, 5,5 -tetramethylbenzidine). Phan (ing tao
ra phirc chdt c6 mau xanh do & buéc séng 655nm, phin (mg cd thé dung lai véi
acid sunfuric tao ra hén dich mau vang do & burére song 450nm.

Cac vdn dé viri hoa chét

- Nhuw di trinh bay kha ning gin phu thudc vao pH cla r:u_aﬁng‘buffer khi
dung dich nay khéng dwoc bio quan ding hodc hét han sir dung 55}51“#3“]1 ]_1"‘5'"3
téi burdre phil khidng nguyén 1én b mit cu thé la gidam gan sé din dén két qua phian
tich thip hon thire té,

- Véi héa chit Blocking khi xay ra vin dé véi nd sé lam r:hnfél: phin t]& khac
khong phai khang nguyén cé thé gin 1én bé mt phan tich din téi nhiéu mau nén
lam sai 56 két qua do.

- Dung dich rira bi bién tinh hay bi nhiém s& lam ting tin hiéu nén.

- Céc khéng thé ban chit 13 protein nén rit dé bién tinh néu bao quan khéng
diung nhiét dd, pH phi hep.

- Céc co chit dé bién tinh khi tiép xic vai anh sang.

Pé khic phuc vin dé v&i héa chit nén kiém tra ki han sir dung trude khi siv
dung. Bdo quan diing cic yéu ciu vé nhiét do anh sang theo khuyé&n cdo clia nha
san xuit. Ghi ngay mé 1én chai héa chit.

3.1.4. Mdy 1 ELISA

Hinh 10.9. May 0 ELISA

M4y G ELISA cho phép ngudi sir dung cai dat théri gian 0 v nhiét dd 0 thich
hop tiy theo tirng giai doan cia phin tmg ELISA. Ngoai ra mdt s6 hé théng mdy
con két hop véi xoay tron déu méu trong qua trinh & dé ting hiéu qua cda phan
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ing két hop. Dé dam bdo qué trinh phan tng 13 téi wu nhit ngoai céc thng s6 vé
nhiét A va thix gian yéu td 46 dm duy tri bén trong budng i ciing 13 mt diéu kién
quan trong. NG dnh hwdmg dén kha ning hoa chit bi bay hori.

Mgt 56 van dé voi may anh hirdmg dén két qua do:

- Nhiét dé 0 qud thip/qud cao: néu nhiét dd & qud thip sé dan té&i phdn dng
két hop khang nguyén khang thé, khang nguyén véi dia ELISA bi giam sé dan dén
tin hi¢u do dwge gidm so viri thue &, Néu & nhiét d0 cao & mirc vira phai chua di
lam bién tinh protein thi tin hiéu thu dwec sé cao hon so véi thue té tuy nhién néy
nhiét dd quad cao lam bién tinh khing thé thi két qua phan tich s& thay déi theo

chiu nguerc lai,
- Thoi gian 4: khong di théri gian G phin (mg xay ra chra dat trang thai cin
bang khi phan tich két qua s& giam so véi thure té

- D6 dm thuomg yéu ciu df dm > 85% nhim muc dich han ché su bay hoi
ctia hda chit phan dmg.

D& han ché sai sot c6 thé xay ra cin: cai dit théi gian, nhiét dé phii hop véi
tirng giai doan caa phan ong.

3.1.5. Hé théng mdy rira

Hinh 10.10. May rira ELISA
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Muc dich cia viée riva 13 d€ tich cic thanh phin chat phdn img/huyét thanh
gin véi cdc thanh phin khéng gin. Digu nay lién quan dén vigc A8 bé céc giéng va
sau d6 13 viéc bé sung cdc chit léng vio giéng. Quad trinh nay dwge thuc hién it nhie
3 - 6 1an cho moi giéng. Chat 16ng diing dé rira giéng thuomg 14 dém (PBS) dé duy tri
tinh ding trwong, vi hiu hét cac phin img khéng nguyén — khiang thé (Ag - Ab) 3
tdi wu trong diéu kién do. Nude mdy khing dwoc khu].-'ﬁl‘l khich st dung, vi nwée
mdy khac nhau rit nhigu trong thanh phin (pH, néng dé mol, v.v.). Nhin chung, cic
tic ddng co hoc véi chit long trong giéng la du dé rira cac thube thir khoi giéng,
Mét s6 ky thudt vién d6 bo dich rira sau mét thdi gian ngan (thoi gian ngam) sau
méi 1an thém (1 - 5 phit). Pai khi chit tdy rira, dic biét la Tween - 20 (0,05%)
duoe thém vao digu ndy cd thé giy ra swr tao ra bot qud mirc din dén diéu kién rira
kém, vi khdng khi bi mic ket va ngin ngira dung dich rira tiép xic v&i bé mat. Bai
viri hdu hét cdc trudmg hop, viéc bd sung nay khong dong gop dang ké vao qua
trinh rira. Khi sir dung chét tiy rira, phai thuc hién sao cho khong anh huéng xiu
dén chit phan tmng (bién tinh khang nguyén), vA hon nira la cdn ngin ngira bot
trong giéng.

- Rika binh thwiéng: Trong dia rira thi cong (béing tay), yéu 6 quan trong
nhat 12 mdi giéng déu duoc rira, do do, khing dé bong bong khong khi bi mic ket
trong giéng hodc khng dwoc cham ngén tay 1én canh ciia giéng.

- Strip/Mdy rira: Lip trinh chu ky rira khdc nhau cho tirng miu, bdo dudng
cin than 1a cin thiét, vi chiing dé bi 16i may, chang han nhw c6 mit voi phun dac
biét bj chan.

Hé thiing may rira ELISA c6 thé chia thanh cic loai nhw sau: ¢6 thé rira mot hang
hodc cot tai mit thiri diém, co thé riva mét lic ¢ dia hodc rra mot lan nhigu dia. La
mét hé théng vi xr Iy thye hién cac thao tic rira duge cai dat chuong trinh theo yéu
ciu clia ngudi sit dung, né dwoc thiét ké dé riva tit ca cic giéng trong mot hang hodc
cht trong cling ltic, Cic giao thire dugc lp trinh dé cic giéng dwoc rira theo cich twong
tir nhau. Cac chu ki rra khac nhau ciia cac hang hoac cac cit ¢ thé durge ap dung theo
yéu ciu clia ngwod sir dung. tinh nang co bin cla may rira ELISA:

- Man hinh |&n hién thi giao dién ngwdéi dang.
- Né chip nhin rira cic microplate co cdu tric khac nhau.

- Nguéi sir dung c6 thé cai dat thivi gian rira thivi gian ngam, lirong chit rira
sir dung trong mdi lin riva theo yéu cau cia minh. C6 thé cai diit rira theo hang,
theo cot c6 thé bo qua mot 58 hang/cit néu ngudi dung cai dat yéu cau.

- Thao téc rira hoan toan ty dong, tw ddng dinh vi vi tri rira,
- Hé théng chat thai ty dong cam tng va bio ngwivi ding khi day.
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Hinh 10.11. Ciu triic cda mdy rira ELISA
Cadu tric co bdn cua may rira ELISA bao gbm cic thanh phan co ban:
- Dung dich ria,
- Bd phén bom tao ap lyc,
- Van diéu hoa kiém soét 4p lyc.
- Hé théng kim ria.
- Gia dir dia ELISA.
- Kénh thoat nwrdre rira.
Cac vin dé vé mdy rira dnh huwdmg téi két qud do:

- Ong hiat héa chét rita bim dinh dan téi ban tic lam lwong hoa chat ria
duoe hit khéng da.

- Bom ria v&i dp luc qua cao lam dnh hwdmg dén sy gdn két clia cic thanh
phan kKhang nguyén khang thé.

- Hé théng kim ria bj tac hodc ban tac: néu tinh trang nay xay ra véi kim
phan ph6i héa chdt/kim hit rira/ca hai kim cdc thanh phiin khéng phan trng sé
khong dugc loai bo sé lam sai két qua do.

- Hé thing thoat chat thii rira bi tic s& din dén sur nhiém nuréec xa thai vao mau.

Khéc phuc vén dé bang bao duémng hang ngay sau khi lam viéc: rira sach kim
rira, lam thong thoang hé théng 6ng phan phdi héa chét rira hé théng xa thai. D6
nwdre thai sau cudi ngay lam viéc/khi thiét bi bao day.

Bdo qudn thiét bi

Thiét bi nén dé trén ghé cao cach mat dat it nhat 1m, nhiét d6 phong 18- 35°C,
dd am duwdi 85%, tranh tiép xic triee tiép véi dnh sdng mat tréi.

Ngoai hé thong may rira hoan toan tw déng con cd hé théng rira ban tw déng,

va rira thi cong hoan toan. B6i véi hai phurong phap nay rat dé gip sai sot phu
thudc rit nhiéu vao kinh nghiém cla nguéi thuwe hién.
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Hinh 10.12. May rira ban tu dong Hinh 10,13. Thiét bj rira thi cong
3.1.6. May doc két quda ELISA

Hinh 10.14. Miy doc ELISA
3.1.6.1. Thanh phén cdu triic co bdn:

- Man hinh giao dién.
- Gia dat Plate Elisa.

- He thong quang hoc.

- Bo phin nhén cam, khuéch dai tin higu.
- B phin phén tich két qua.

- In két qua.

Twong tw may riva ELISA, médy doc ELISA ciing chia thinh 3 nhém: c6 thé doc
mét hing hodc cbt trong mot 1an, co thé doc két qua cla ca dia cing mot lan hodc
doc két qua nhiéu dia ciing mot ldc.
3.1.6.2. Nguyén Iy hoat déng ctia mdy

Dua trén nguyén ly phuong phap quang phd (nhw di dwgc trinh bay & nédi
dung bai Phuong phap quang phé va hé thong hoa sinh ty dong).

C3u triic co ban cha may gom ¢6 2 bd phén chinh: hé théng phan tich va may
in. Trong d6 hé théng phén tich cdu tao bao gbm hé théng quang hoc (bd loc vai cic
buwéc séng khac nhau), hé thdng phat hién da kénh, he thﬁndg diéu khién dia phan
tng v chip don, Hé théng cd thé phat hién dia 48 hodc 96 giéng.
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Hinh 10.15. So d6 hoat ddng clia may
Mat 56 yéu té dnh hwdéng dén két qua doc:
- Cwdmng dd dnh sing cla déu qua yéu hodc qua manh.
- Hé thdong kinh lgc khong dam bao, khéing cho ra duoc chiim sang don sac.

- Hé théng thiu kinh bj gidm chit lwong, bi duc, xwéc sé dnh huwdng téi
cwing dé cham tia téi,

- Cécwvin d& v&i dia ELISA da trinh bay & trén.

- Té bao quang dién kém nhay cam.
3.1.7. Mt 54 bién phdp gitp han ché sai sd
Bdo tri

- Giilr cho méi trudmg leru trir khé rdo va sach s dé€ tranh 3m, 4n mon, tranh
xa nguon gay nhiéu dién tir manh.

- Dung cu da dugc hi¢u chudn trirde khi réi nha may. Ngudi ding khédng
dwrere phep thdo gi va diéu chinh. Bit ky khiém khuy8t nio, vui long lién hé véi nha
san xuat.

- Trong sir dung binh thudmg, khéng can phdi thay thé cic bd phan chirc
nang théng thwomg, trong khi mdt s4 bd phan dic biét cin phai dwoc thay thé néu
can thiét.

- Chudn bj va kiém tra trudc khi sir dung.

Khi cam dién va khoi dong may, mdy sé tir dong kiém tra. Néu c6 18i xdy ra
d6i véi thiét bj hé thong sé thong bdo 16i & man hinh hién thi. Ky thuat vién sir
dung cin luu y va khac phuyc 16i x3y ra duec cnh bao trude khi sir dung, Trwde khi
str dung nén dé may lam am trude khi cho méu vao phin tich két qua.

- Chay mau chuin kiém tra diu ngay.

- Bao tri may:

Mady yéu ciu vé sinh héng ngdy sau qua trinh sir dung. Nhung mét sé thanh
phan cia may dwoc yéu cau kiém tra thay thé d& dam bao sir chinh xic vé két qua
phan tich.

- B4 lgc: Sau mot thid gian sir dung toc dd truyén cia bd loc s& bi giam khi
dd mﬁi sé bdo goi ¥ cho nguiri sir dung dé kiém tra hé thong loc. K thudt vién nén
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lién hé nha san xudt dé dirge hd trg thay thé. DE didm bao sy chinh xac trong qua
trinh xét nghiém, bé loc nén duoc thay thé b&i chuyén gia cia hang khi gap van di,

- Peén: Thay thé ngubn dnh sang Kiém tra bit thudmg nguon sang trong bang
cic 1énh ki#m tra tr dong ciia hé thing dé kiém tra cdc bat thudmg cwdrng dd nguiin
sing theo cac tidu chudn cia nha sin xudt. Néu c6 bat thuomg thiét bi sé canh bao
yéu ciu ngudi sir dung thay thé. Lién hé v&i nha sin xuit dé biét ngudn sang mdi
khlt:hu ky sdng ciia ngudn anh séng két thic sau khi sir dung liu dai. D& thay thé
dinh ki.

3.2. Hé théng tich gép cic modun

Hé théng phan tich ELISA tw dong 13 mot hé thong két hop nhiéu modun cta
qui trinh thuc hién phan Gng ELISA khac nhau vao trong mdt hé thong duy nhat
v it sir tham gia cla céc yéu t6 con ngudd trong do. Ciu tric co bin cia hé thong
nay thire chit 1a sw tich hop vai trd ciia cie mdy don 1é nhu da dwoc trinh bay o
trén vao trong mét thiét bj duy nhit Cu tric cha mot thiét bi nay bao gém: B
phin phédn phéi, bé phan hit miu/héa chit phan img, bd phan phan dmng, bo phan
phén tich.

- Bé phan phan phéi mau trong hé thing mdy ELISA tr ddéng chiu trach
nhiém trong viéc ma hoa, luu dir liéu va phin phéi mau dwdi su kiém soat cua hé
thing dién tir.

- B6 phan hit miu/héa chit déng vai trd trong hit mau bénh pham, hoa
chat cho viéc thuc hién phan (mg ELISA. Thé tich hit mau (yéu c3u the tich mau
bénh phim cho phan (ng) va thé tich héa chit thay ddi tly theo hé thong may va
loai xét nghiém thye hién. Cic kim hut sau khi thic hién hit va phan phdi cac kim
hiit dwere riva va lam sach tai cac tram rira d€ thye hién cac phan ing tiép theo.

- B6 phin phan Gng 1a noi xay ra cac phan ing két hop khing nguyén khang
thé, cic qud trinh rira loai b cac thanh phan khong phan ung.

- Bubng 0 duy tri diéu kién phdn (ng & mot nhiét do on dinh toi wru cho qua
trinh phan ang.

- B phan do quang: Po cac gia trj 0D cia cac giéng phan ang va dya viao
dwdng chudn da dugc xdy dung dé tinh toan ra gia tri ndng dd cia chit can phén
tich nhir cic chuyén déi tin hiéu quang hoc thanh tin hiéu dién & hé thong phan tich
két qua.
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Hinh 10.16. May xét nghiém ELISA tw dong

LAM SACH
Dung cu: Thudmg xuyén vé sinh bén ngoai thiét bi bing vii mém lam dm
bang nuéc va mot chit tiy riva nhe hodc néu cin mat chat khir triung.
- Khay chita mau cé thé dwgc 1am sach bing chit tiy rira gia dung thing
thurong hodc xa phong va nuéce (lau khé bing vai trirée khi sir dung).
- Khéng nhing thiét bj hodc bat ky diu vio ndo vao bit ky chit 16ng holc
chat tay rira nao,
- Khéng dé bit ki chat léng hodc chat tiy rira nao vio bit ky thiét bi ndo
dang ma.
Khong sir dung dung mdi manh dé vé sinh thiét bj.
Khong vé sinh bat ky cdng dau vao hodc cdng giao tiép nio véi bat ky chit
l6ng hodc lam sach nao chit tdy rira trir khi dai dién hoac nhan vién dwgre ty quyén
co da phé duyét quy trinh dé.

XUr LY CHAT THAI

- Gidy may in khong thé tai ché dwoc va nén xiv Iy nhw chat thai con lai.

- Hé thong dém chat ldng va chat tdy rira pha lodng 6 thé duoc théo ra.

- Chat thai F can dwoc coi la c6 kha nang lay nhiém va phai dwoc thai bd
theo quy trinh phong thi nghiém dia phwong cho vit liéu biohazard.

- Test strip sé dwoc thai bo theo quy trinh phong thi nghiém tai cor sé thue
hanh cho vat liéu nguy hai. Khir triing cho vat liéu sinh hoc ¢6 kha ning liy nhiém
(mdu bénh phdm) hodc chit thii ¢ thé bi 6 nhiém c6 kha ning lay nhiém vit liéu
sinh hoc.
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Bdo tri hing ngdy

it nhit mbi ngay mot lan khdi dong lai thidt bj dé rira hé théng kim hit bang
System Fluid dé€ tranh tic nghén.

Cac kim cua cic tram ria dwoc riva sach béing dém rira va duoc gilr trong
Wash Buffer trong 30 gidy. Céc tram bom kim tiém duwge xa bing System Fluid va
gitr trong 3 gidy.

Bdo tri hang tudn

M&i tufin mot lan 1dm sach hoan toan tit ca cic thing chira thude thir (System
Fluid, Wash Buffer, waste) bing cich sir dung ban chai va chit tiy rira trong phong
thi nghiém 6 sin trén thi truomg, Sau lam sach hdp chira thudc thik rira ky bing
niwrérc fon khak,

Bdo tri hang thdng

Thirc hién dinh ki x4 riva hang thing dé lam sach hé théng 6ng bén trong cua
thiét bi.

Phin mém hé théng dwoc cap nhat kiém tra dinh ki 12 + 2 thang/1an.

Bang 10.1. Cic vin dé va bién phap khac phuc

Vin dé Gidi phap khic phuc
| Héa chdt phdn teng Kiém tra HSD trudre khi sir dung dé phan tich,
bao quan héa chat ding didu kién hwémg dan
clia nhi cung cdp.
Kim hiit. kim rira mdu bi tdc | Thiét bi bdo 18i trén man hinh chinh, tién hanh
hogc bdn tac lau kim khi c6 16i, bao duimg lau kim cudi ngay
bing nwic cdt va pgac sach hodc dung dich
TWIN.
Héa chdt riva bi nhiém hodc hét | Kiém tra va thay thé dung dich mii, kiém tra
han st dung. han str dung truwde khi thay.
Vidn dé vei hé théng do quang Twong tw may doc trong hé théng modun réi.
Nhiét dé budng 0 khdng ddm | Kiém tra ddu ngay trén hé thong. Nhiét do gia
bdo déng cho phép 1a 26 + 29C
CAU HOI LUONG GIA

1. Trinh bay nguyén Iy cia phwong phap ELISA
2. Trinh bay wu nhugc diém cla cic phwong phap ELISA
3. Trinh bay cac thanh phiin ciu triic co ban ciia may xét nghiém ELISA

4. Trinh bay cic yéu tf dnh hudng dén chit lwgng xét nghiém ELISA va bién phap
dam bao chit lwgng xét nghigm
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B. PHUONG PHAP MIEN D|CH PHAT QUANG VA HE THONG

XET NGHIEM MIEN DICH
MUC TIEU
1. Trinh bay dwec nguyén Iy ciia phwong phdp héa phdt quang va dién héa
phdt quang.

2. Trinh bdy dwge cdu tric co bdn ciia hé thdng mdy xét nghiém mién dich.

3. Trinh bay dwoc cdc yéu té dnh hwdng dén két qud xét nghiém hda phat
quang va dién héa phit quang va cdc bién phdp khdc phuc.

1. TONG QUAN

Trong subt thap k¥ qua, xét nghiém mién dich héa phat quang (CLIA.
Chemiluminescent Immunoassay) va mién dijch dién hda phit quang
(Electrochemiluminescence Immunoassay ECLIA) ngdy cang thu hit nhigu sw chi
y trong nhiéu linh vire khic nhau nhw khoa hoc déri séng, an toan thwe phim, phan
tich duge phdm va xét nghiém |3m sang vi d6 nhay cao, d6 dic hiéu tét va pham vi
irng dung réng rai.

Nhirng dinh nghia so khai nhit vé phat quang da dirge dé cip dén tir hang
tram nam trude khi cac nha khoa hoc nghién ctru va phat hién cdc hién trong phat
quang trong tu nhién. Phan tich sdu hon vé ban chat cia sy phat quang. Sw phat
quang dugc dinh nghia la sy birc xa dwoc phit ra béi mot phan tly hodc nguyén tir
khi ching tré vé trang thai co ban tir trang théi kich thich. Theo ngubn tic nhan
kich thich, hién tirgng phdt quang c6 thé dwoc phin loai 13 quang phat quang
(huynh quang, lan quang) khi ngudn nang lweng kich thich 13 nang lrong tir anh
sang hdp thy, hodc phat quang héa hoc v&i nguon kich thich tir cac phan trng héa
hoc hay phat quang sinh hoc khi tac nhén la cac phan g sinh hoc trong co thé.

Mac di hién twong phat quang cd nién dai tir nhitng ndm 300 trwéc cong
nguyén, nhung sy phit trién cla cac (rng dung phan tich dya trén CL chi thuc sy
dwec phat trién trong khoang 30 ndm gin day. Cac thiét bi do domn gidn va tinh linh
hoat cao dé xdc dinh nhiéu loai hop chat da cho phép cac ki thuit dua trén CL phat
trién thanh mdt ky thuat phan tich c6 dd nhay cao va hiru ich nhit. (fng dung diu
tién caa CL nhwr mat cong cu phan tich duroc thue hién vao dau nhitng ndm 1950 sir
dung mot sd chdt nhw luminol, lophine va lucigenin lam chat chi thi dé phan tich.
Cac nghién ciru vé tiém nédng ciia CL ddi véi cdc phén tich thong thwdng bat dau vao
nhirng ndm 1970 cho cic phan tng pha khi va tir nhitng ndm 1980 cho cac phan
ing pha long. Cing voi cac phan ng CL cd dién, cac chién lwge méi d3 duoc dé
xudt, xem xét khong chi dnh hwimg cia cic ion v6 cor nhur chit oxy hoa, chit khir,
chit xtic tic hodc chit trc ché ma con sir dung cic phdn rng gin két, ky thuat phin
tich theo thivi gian, phin tich bé mit rin.
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Trong vai ndm qua, cdc ting dyng CL di ting 1&n, chi yéu trong linh vure y
sinh, do sy phit trién hen nira cia céng nghé gen va vi¢c sir dung cic phuong phap
méri khac nhau dé nghién ciru CL & cdp dé phin tir. Vi du, tién chit CL 43 dwoc sir
dung tir nhitng ndm 1970 dén nay lam nhan thay thé nhay cam cho ghi nhan dbng
vi, thay thé déng vi phong xa vi cung cip mot chién lugc mai, tdt hon dang ké vé
d6 nhay va an toan, trong xét nghiém mién dich. Theo nghia ndy, s quan tdm ngay
cang ting da dwoc tip trung vao cic san phim CL cho nghién ciru khoa hoc dévi
sing. Vi du, cic din xudt isoluminol va acridinium ester di dugc chimg minh 15
thanh cong trong viéc phat trién cac bd dung cu thirong mai trong chdn dodn lam
sang. Vo nhirmg nam 1980, viéc phat hién ra kha ning ting cudng nang suat anh
sang khi luciferase cia dom dém tinh c& dwoc thém vao hon hop peroxidase,
luminol va hydrogen peroxide di danh ddu su khéi dau clia ky nguyén phan tich
rit thanh cong ddi véi xét nghiém mién dich va cac img dung phén tich da :!ang
(protein, DNA, v RNA). Gin diy hon, mit cong nghé méi sir dung cAC este acnda}n
mdi 1am thufic thir tin hiéu héa hoc di chirng minh tinh phi hop ctia no trong xet
nghiém mién dich.

Trong khi dé, phueng phap ECL dau tién dwoc mo ta boi Hercules va Em:‘d
vao khodng nam 1965, mic dii cic bao cao lién quan dén sy phat xa anh sang xay
ra trong qua trinh dién phin bit d3u tir nhirng nam 1920 béri Harvey. Sau khoang
40 nim nghién ciru, ECL d3 tré thanh maét ki thudt phéan tich rat manh mé va dugc
sit dung rong rii trong nhidu linh vire nhw xét nghiém mién dich, kiém tra thuc
phim va ngudn nwive, phét hién cdc tic nhan vii khi sinh hac. ECL ciing da dwoc
img dung thanh céng trong cdc k¥ thuat phan tich dong chay (Flow Injection
Analysis - FIA), sic ky 1éng cao ap (High-performance liquid chromatography -
HPLC), dién di mao din. Hinh duéi minh hoa dong thoi gian clia cac sw kién trong
sw phit trién caa ECL:

['ng dung

Oxalate la ELC trong TPrAnhe ECL trong
Hge  tam theoi

pm. mét chit  phichgp ~ mitchat  cic xit

l]::t:?,-i';l cun ECL Ruthp}'j; 2+ l!l?:ill:lg phiin Ru(bpy) 1+ ﬂi‘.ll:l.g thn nghiém
ECL 1966 1972 g 1982 ing sinh hoc
1965 1987 1989

1977

Ru(bpyh 2+

Thir nghiém Anh hwémg ol ohw ECL trong
s oy . ¢ th mit
ditu tién ECL. ca tir traimg yONOE okl ik Utramicro-
1965 1969 ECLMog . electrodes
1981 it 1993

1984

Hinh 10.17. Cac giai doan phat trién cia phurong phap dién héa phat quang
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2. NGUYEN LY PHIFO'NG PHAP
2.1. Hoa phit quang

Mién dich hoa phat quang dva trén nguyén Iy mién dich khing nguyén két
hop véi khdng nguyén khang thé ¢6 gin vai chit phit quang. Su phat quang ban
chét Ia cac birc xa cd thé nhin thiy dwoc hoidic gin nhin thiy duoc dugc tao ra khi
mot dién tir chuyén tir trang théi kich thich sang trang thii co ban, Thé ning durorc
sinh ra trong nguyén tir dwoc giai phéng duéi dang dnh sdng. Phat quang héa hoc
duoc ap dung cho cac ky thuat xét nghiém xét nghiém mién dijch thwdng xdc dinh
cdc phan urng hoéa hoc 1a ngudn nang lwong thich hop nhét dé tao ra trang théi kich
thich dién tir,

Phuong phip di thé 1a phwong phap xét nghiém phat quang héa hoc dwgc siv
dung rong rai hon cd. Cac phuong phap phat quang héa hoc sir dung co thé 1a truc
tiép - str dung céc chit phat quang hoic gidn tiép - sir dung cic dau hiéu enzyme.
Trong phwong phap phat quang héa hoc truc tiép, chat danh diu luminophore
duoc sir dung la cic este acridinium va ruthenium, trong khi cdc chit dinh diu
enzyme dwoc sir dung trong phrong phéap gidn tiép 1a cic phosphatase kigm véi
chdt nén adamantly 1,2-dioxetane aryl phosphate (AMPPD) va horseradish
peroxidase vivi luminol hodc dan xudt cia né 1am chit nén.

2.2, Dién hoa phdit quang

Bién héa phat quang (ECL), 1a sur tao ra anh sang béi mit loai chat phat quang
bi kich thich (mdt nguyén tir, mét thye thé phin tir hodc mot hat nano) duec tao ra
trong mét phan tmg dién héa. Piéu nay c6 nghia 13 ECL lubn bit d4u bing phan ting
chuyén dién ti¥ & bé mat dién cuc. Budre dién hoa ban diu nay kich hoat mét chudi
cdc phan ing hoa hoc cha céc chdt trung gian phan ang trai qua cac phan dng
chuyén dién tir dong nhat dé tao ra trang thai kich thich dién ti ciia chit quang dién
(hay chit dién hda). Nd gian ra vé trang thai co ban bang ciach phit ra mot photon.

Cac xét nghiém dya trén ECL c6 mét vai ddc difm gidng véi cic ki thuat khic
dugc sir dung trong xét nghiém sinh hoc. Cach tiép can phé bién dé phat hién mét
chdt céin phén tich véi ndng dé thép la gan chdt d6 véi mat chit danh ddu (label) co
kha niing phat ra tin hiéu manh, dé do luirng. Théng qua tin hidu nay cé thé do
dwec ndng do chat danh dau va tir dé c6 thé tinh todn dwoc nbng dé chat cin phén
tich ma nd lién két. DE tao ra sy dic hidu ddi véi mot chat cin phin tich cu thé nao
d6 cé thé gan chét danh diu vao thude thir ¢6 sy lién két dac hiéu véi chit cin phén
tich, vi du nhw gén chit ddnh ddu vao khang thé dac hidu véi khang nguyén 1a chat
can phan tich. Cac chit danh ddu thwong dwoc sir dung trong cédc xét nghiém sinh
hoc bao gom cac dbng vi phéng xa, cac chit huynh quang, cic chit héa phat quang
hodc cac enzym, Dac biét su phat trién manh mé cda cdc xét nghiém mién dich dién
hod phat quang cho dén thii diém hién tai dya trén viéc tim ra va sir dung chat
danh ddu la phirc hop ruthenium (11)-tris(bipyridyl) [Ru(bpy)3] 2+ cling véi
tripropylamine (TPA).
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2.3. Phire hop Ruthenium

Ruthenium (Ru) 14 mét kim loai hiém chuyén tiép thudc nhom bach kim cia
bing tufin hoan cic nguyén td hod hoc. Nhir cdc kim loal khéc thud¢e nhém nay, Ry
tro d6i voi hiu hét cic hod chit khac. Nhung & dang phirc hop chelate
ruthenium(11)-tris(bipyridyl) ([Ru(bpy) 3]2*) né cé thé duwoc bién d6i dé dang dg
két hop v&i nhigu nhém phan tng khac nhau. Pigu nay cho phép cbng nghé ECL co
thé ap dung cho nhigu loai chit phin tich.
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Hinh 10.18. Cic chivc nding khidc nhau cia Ru(bpy)s**

Dai véi cac xét nghiém mién dich, este N-hydroxysuccinimide (NHS) cua
phirc hop Ru(bpy)s duoc st dung nhigu nhét vi no co thé dé dang két hop vdi cic
nhém amino ctia protein, haptens va cac acid nucleic trong chdt phan tich.

2.4. Cac phan rng xdy ra & bé mat dién cuc

O bé mat dién cwc, hai hoat chdt 13 phirc hgp ruthenium va tripropylamine
(TPA) duoc tham gia vao cac phan tng dan dén sw phat xa anh sang, Ca hai chat
déu giir nguyén & trang thii én dinh khi chwa c6 dién ap tac dong,

Phan (ng ECL cia ruthenium-tris (bipyridyl)s** va tripropylamine xay ra tai
bé mit cia dién cyc platinum theo 4 phwong trinh:

Au(bpy),”*-e"—Ru(bpy),” (1)

TPrA-e —[TPPA**|—TPrA® + H' (2)
Ftu{bpy}f‘ + TPrA* —Ru(bpy)," ' * + products (3)

Ru(bpy)y" *—Ru(bpy),”" + hv (@)

Hinh 10.19. Cic phin dng ELC & bé mit dién cuc Platinum
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Khi dién dp dugc dit vao hé théng tao ra mét dién trwdmg, TPA bi oxy héa g
dién curc, gidi phéng mét electron va tao thanh mét goc tw do TPA trung gian, rjj
sau do nhanh chong ti€p tuc phdn ing gidi phéng ra mot proton (H +) dé tao thanh
mdt goc TPrA®.

Trong khi dd, phirc hop ruthenium ciing bi oxy hoa gidi phéng mét electron &
bé mat cia dién cyrc dé tao thanh cation Ru (bpy)s®*. Cation ruthenium ndy Ia thanh
phan phan tmg thir hai cho phan img ECL xay ra sau dé véi goc TPA.

TPrA® va Ru (bpy)s** tic dung véi nhau, nhér @6 Ru (bpy)a®* chuyén thanh Ry
(bpy)s** & trang thai kich thich do dwoe truyén nang lwong. Trang thai kich thich
nay khong on dinh va nhanh chéng bi phén ri dé tré vé trang thai ban dau bing
cach phat ra cac photon dnh sing ¢6 buéc song 620 nm.

Hinh 10.20. Phan (rng ELC trén bé mat dién cuc

Chu trinh phan Ung sau dé lai dwoc bat diu. Cic sdn phim phu tir gdc
tripropylamine tao ra & phan tng 3 khong dnh hwdng dén qué trinh quang hoa
nay. Do TPA dugc sir dung t6i da nén cin c6 s8 lwong 1ém. Phan Gng dwoc didu
khién theo sw khuéch tin cia TPA va luong phirc hop ruthenium. Trong dién
trwdmg, TPA bi giam di nén cudng d6 tin hiéu (dnh sing) s& giam din sau khi dat
tivi gia tri cue dai.

Mdc du TPA bi can kiét trong qua trinh phan Gmg, phirc hop ruthenium lai
duoce tii tao lién tuc. Digu nay c6 nghia |a phitc hop ruthenium cé thé thuc hién
nhiéu chu trinh phat quang trong suét qua trinh do, din dén d6 nhay cla ECL cao
hon so véi cac hé thong hod phat quang khac. Nhiéu photon cé thé dwoc tao ra tir
mit phite hop khdng nguyén khang thé,

2.5. Tao tin hiéu ECL

Hinh vé dwdi ddy minh hoa cho qua trinh tao tin hiéu ECL. Theo quan diém
dién tir, phan dng dwgce gidi thich nhw sau: khi mot dién ap cdp vao dién cue cia
buong do sé xuat hién mat anh sang duoc coi nhuwr mét tin hiéu ECL.
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Hinh 10.21. S tao thanh tin hiéu ECL
Viing ndm duwdéi dirémg cong do duroc trong khodng gidi han cudng dé téi da.
Durdmg chdm cho biét dién dp ddt vao dién cuc d€ tgo ra tin hiéu ECL.

Puing nét lign cho biét dnh sdng thue & ddu ra dwoc do bang cdm bién nhan
quang.
Z.6. Qua trinh do ECL

Trung tim ciia hé théng xét nghiém mién dich dién hoa phat quang la bubng
do, duwoc thiét ké gidng nhw mét thiét bi do liru lweng dong chay. V& co ban, ¢6 3
qua trinh ké tiép nhau xay ra trong buéng do:

A Cic vi byt tir giin vird phirc hyp D. Khing thé khéug gin  G. Difn cwc bost ding
khing nguyén-khing the

B. Ong nhin quang E. Kénh dbng chiy
. Diénm cyc electron F. Nam chiim

Hinh 10.22. Ciu tao budng do quang may ECL

K thudt vi Thigt bj xét nghiém y hoc - PGS. TS. BS. Bang Thj Ngoc Dung, T5. Nguyln Trong Tué 187




Tdch hat gdn két/ty do

Bing mdt nam cham, cic vi hat phil streptavidin gin véi phirc hop khing
nguyén khang thé bj hit va ling dong trén b& mit dién cuc hoat déng (working
electrode). Mét loai dung dich dwoc st dung d€ rira cac hat khéng gan trén dién
cuc lam viéc va d€ loai bd céc thudc thir, miu chit phan tich du thira va cic sin
phdm phan tmg duoc gidi phong co & bubng do.

Phdn ung dién hod phdt quang

Nam cham dwoc Idy ra va sau dé dién ip duoc dit vio dién cue hoat ddng dé
bat daf{ phan (mg dién hod phét quang. Anh sang phat xa ra duec do biing mét bs
cam bién nhdn quang (photomultiplier). Hé théng sau dé sé tinh todan két qua phi
hop dua trén cudng dé tin hiéu dnh sing phit ra.

Gidi phdng vi hat va lam sach budng do

Khi viéc do '“P'“E két qua duoc hodn thanh, cac vi hat tir tinh s& dugec rira
sach khoi be mt dién cye bang dung dich 1am sach dic biét. B2 mat cia bubng do
dugc khéi phuc lai bing cich thay d6i dién thé trén dién cuc va sin sang cho mét
qua trinh mdai,

2.7. Cac nguyén ly mién dich ciia xét nghiém

Cac xét nghiém mien dich ECL sir dung 1 trong 3 nguyén ly: canh tranh,
sandwich va bac ciu.

Hinh 10.23. Nguyén Iy ECL
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2.7.1. Nguyén ly canh tranh

Nguyén 1y canh tranh dp dung cho viéc phin tich cac phén tir co khoi lwong
thip va kich thwéc voé cing nhd nhu: T3, T4, FT3, FT4, cortisol, testosterone,
estradiol...

Qua trinh bao gbm cdc bwrdre (VD véi T3):

Pau tién, miu xét nghiém va khidng thé déc hiéu khang T3 dwgc dinh diu
bing phitc hop ruthenium dwoc cho vao ciic xét nghiém (Assay cup).

- 5au bwéce G lan diu, hén hep T3 da bj biotin hoa vil cac vi hat tir tinh phi
streptavidin dwge thém vao. Khi dé cac vi tri chwa gin két trén khang thé danh ddu
bi chiém gitr hinh thanh phirc hop khéng thé-hapten. Toan bo phtrc hop ndy tré
nén gin két véi pha rin théng qua su twong tic giira biotin va streptavidin,

- 5au bwéce i 1an 2, hén hop phin tng dwoc dwa vao trong budng do. Cic vi
hat di tir bi bit giir vao dién circ hoat déng do tic dong cia tur trwdrng. Nhirng
thanh phén khéng gin két bi thai ra ngoai béri dung dich ProCell.

- Cho dién 4p vio dién cue, phan img ECL xdy ra, lwong anh séng duoc tao
ra ti |& nghich vé&i lwong khang nguyén cd trong méu bénh pham va dwgc do bang
b khuéch dai quang tir.

Nbng dé ciia khang nguyén dwgce wée lwong va tinh toan thong qua duong
cong chudn dugec thiét 13p trén co sé ndng dé khang nguyén chudn da biét.

o o e R E T S e e WL

Hinh 10.24. Nguyén ly ECL canh tranh
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2.7.2. Ngquyén Iy sandwich

Nguyén Iy sandwich sir dung cho phdn tich nhitng chat cé kich thwéc 1ém hon
nhwr TSH, FSH, LH, HbsAg.,...

Qua trinh bao gom cic burére; (VD TSH)

- Thoi ky 4 dau tién, miu xét nghiém dwgce két hgp véi thude thir ¢b chia
khang thé khang TSH danh diu biotin va khiang thé khang TSH danh diy
ruthenium trong cung 1 cc xét nghiém. Trong qud trinh 4 9 phit nay, 2 loai khi'i]'lg
thé sé bat cip vai TSH c6 trong mau bénh phidm dé tao thanh phirc hop mién dich
bat cap.

- Thei ky 0 thir 2, cdc vi hat phi streptavidin dwgc thém vao. Trong 9 phiit
0, phirc hep mién dich trén tré nén gin két véi pha rdn thong qua s twong tic
gitra biotin va streptavidin,

- Sau buérc i thir 2, hén hop phan ing duoc chuyén téi budng do. Cic vi hat
déi tir bi bat giir vao dién cue hoat déng do tic dong cla tir trudng. Nhitng thanh
phin khéng gan két bj thai ra ngoai béi dung dich ProCell.

- Cho dién ap vao dién cwe, phan dng ECL xdy ra, lwong d4nh sdng dwoc tao
ra ti 1 thudn véi lwgng TSH cé trong miu bénh phiam va duoc do bing bé khuéch
dai quang tir.

Nong dé ctia khang nguyén duwoc wic lwong va tinh todn thong qua dudmng
cong chudn dwegc thiét lap trén co sé néng do khang nguyén chuin da biét

——
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Hinh 10.25. Nguyén ly ECL sandwich
2.7.3. Nguyén Iy bac cau
Nguyén Iy nay twong tir nhur nguyén Iy sandwich, ngoai trir viéc chi ap dung
cho phat hién cac loai khing thé (IgG, IgM, IgA).
Qua trinh pom cac bwdrc:
- Thevi ky ( diu tién, cic khang thé c6 trong huyét thanh cla mau xét nghiém

sé duere cho két hop viri thudc thir co chira khang ngu:,rén dwoc dinh dau biotin va
khing nguyén danh diu ruthenium dé tao phirc hop mién dich.

- Phitc hop mién dich sau d6 sé gdn voi cac vi hat phi streptavidin théng
qua sy twong tac giira biotin va streptavidin & trong thei ky o thir 2.

- Sau bwée G thir 2, hén hop phan ing dwgc chuyén téi budng do. Cac vi hat
ddi tir bi bat gitr vao dién cire hoat déng do tac dong cua tir trwomg. Nhimg thanh
phdn khéng gan két bi thai ra ngoai béi dung dich ProCell.

- Cho dién ap vao dién cue, phan irng ECL xay ra, lwong dnh sang dwgce tao
ra ti lé thudn vai lwong khang thé cé trong mau bénh phim va dwoc do bang bd
khuéch dai quang tir. Nong dj cia khang thé dm;r-: wire lwong va tinh todn théng
qua dm"rng cong chuin dwoc thiét lap trén co s& nong do khang thé chuin da biét

— —
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3. CAU TRUC VA NGUYEN LY HOAT PONG CUA HE THONG XET NGHIEM MIEN
DICH TU PONG

Trai qua mét qud trinh phat trién va ci tién qua nhidu thé hé, di c6 nhiéu
thay ddi trong tinh ning va ning luc thyc hién xét nghiém. Tuy nhién, nhin chung
vé cor ban cdu tric cia mét thiét bi phan tinh xét nghiém tmg dung céng nghé xét
nghiém dién héa phdt quang vé co ban bao gbm cac thanh phan co ban: bo phan
digu khién, bo phan van chuyén va phin phéi miu, bé phan thue hién xét nghiém.

3.1. Phin hé diéu khién
Pay 13 phan hé chiu trich nhiém diéu khién, phan phdi va ki€ém sodt st van hanh
ctia todn bd hé thing Phin hé digu khién lwa chon cic xét nghiém dwec thue hién cho
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rirng mau tir hé théng thing tin xét nghiém oy ding LIS. K§ thudt v jén ciing co the can
thiép dit lidu lra chon xét nghiém. Phan hé didu khién qudn Iy cdc phan hé khac bing
viéc giri cac 1énh v théng tin diu khién théng qua cac bus diéu khién.

Phan hé ditu khién ctia may xét nghiém mién dich ty dong hoat dong theo
cach truc ti€p. Phin hé bao gdm b xir Iy co nhiém vu diéu khifn va giam st qua
trinh thwe hién xét nghiém maiu trong méy. Dir liéu xét nghiém nhu loai xét
nghiém, quy trinh xét nghiém, théng s6 hoat dong ctia may va cac thong tin lién
quan khac. Ngoai ra, khdi diéu khién s& hién thj cic két qua xét nghiém va thong tin
trang thai trén thiét bj diu ra. Cic thanh phin xét nghiém nhw mau xét nghiém, hod
chat,... duge dua vao hé théng vi dwroc quan 1y bai phan hé dieu khién théng qua
giao dién ngwdi sir dung.

Bén canh dé, phan hé diu khién con déng vai trd quan trong trong viéc chi
phéi cho cdc khai chic nang khac nhw rira, 0, cam bién... trong trudng hop xét
nghiém wu tién. Xét nghiém wu tién cao hon sé duwge thyre hign tai bat ky thiri diém
nao. Trong khi dé cac xét nghiém dang, sap dugce tién hanh déu bi tam dirng chir toi
khi xét nghiém wu tién dwoc thwe hién, Chrrong trinh digu khién dam bao cho cac
xét nghiém wu tién dwoc tién hanh song khong lam pha vor hay tén hao cac mau
dang duoe xir ly.

3.2. Phin hé vin chuyén va phin phéi miu

Hoat déng ctia hé théng nay chiu su chi phéi cia hé thong dieu khién, tiy theo
mong muén v yéu ciu ctia ngwd van hanh thong qua hé thing dieu khién thure hién
viéc phan phéi miu dén cac vi tri phan tmg d& thue hién xét nghigm. Sur cai tién va
phat trién ciia khoa hoc k¥ thuat va cong nghé dan dén sy ra dii cua ngay cang nhiéu
cic may xét nghiém hién dai véi nhiu modun tich hop va hé théng van chuyén va
phin phéi tién tién, cho phép thue hién dong thi nhiéu xét nghiém, loai xét nghiém
ciing liic nang cao hidu sudt va chat luong cia phong xet nghiém.

3.3. Phin hé thuc hién xét nghiém
3.2.1. Phdn hé i

Ong xét nghiém dwoc dua vio hé théng i tai khu vuc chuyén giao. Ong xét
nghiém ¢6 thé chiva thudc thir pha ran hodc dé tréng di chuyén t6i b phdn vin
chuyén 1a dai 4. O dai 0, cac 6ng xét nghiém dwoe dinh vi tai tim cia mdi mit dai
dé loai trir si thay ddi téc db dich chuyén cia dng tai cac goc vong cua dai.

Ong xét nghiém sau dé dwoc dwa téi tram pipet dé bd sung chdt long, Chat
l6ng nay cé thé 1a cic miu bénh phdm nhu mau, nuéc tiéu hodc 14 mau bénh phim
d3 pha loang hay thuéc thir dang 16ng. Loai va lwong chit long bd sung tuy thudc
vao loai xét nghiém dwee thuce hién. Ong xét nghiém sé dich chuyén véng quanh dai
4 theo mét khoang théi gian riéng cho tirng xét nghiém.

Vi ng xét nghiém dich chuyén doc theo dai 0 nén 6ng dwgc khudy tron boi
mét hoic nhifu diu khudy trén. Budng 0 dwgc bao phu trong mét lép vé day dé
duy tri nhiét d6 bén trong & 37°C £ 0,1°C. Ong xét nghiém lién tuc dich chuyén theo
dai i cho t&i khi dwoc dwa vao tram rira hodce tram chuyén tiép,
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Mai dai i s& két hop véi it nhit mot tram rira va mét tram chuyén tiép tuy
thude vao cau tric téng thé ciia buding 4. Tram rira cd nhiém vu loai bé di nhing
chdt nédi trén bé mat cla dung dich phén vng nhung giir lai cic thanh phén phin
{mg pha ran, b6 sung dung dich rira (nhw nuwirc), loai bé dung dich rira... lp lai véi
qud trinh rira pha rin va sau d6 dwa 6ng xét nghiém quay tré lai dai & vé vi tri ci.
Nhiém vu cia tram chuyén tiép 1 dich chuy&n éng xét nghiém tir mét dai ( téi mét
khu wire chirc nang khac nhw mét dai G khac (trong hé thing cd nhiéu dai 0) hay téi
bubng do quang. Déi khi, tram rira va tram chuyén tiép dwoc két hop voi nhau, vi
du nhw mét dng xét nghiém duoc dira vio tram riva dé riva di céc thanh phin phan
ung pha ran, sau dé dng lai dioc dich chuyén ra ngoai tram rira dé dwa t&i khu vure
khdc ngoai dai i d6. Nhw vay, dng xét nghiém dworc riva va chuyén tiép tir mdt tram
két hop.

3.3.2. Phin hé do quang

Phan hé do quang thue hign do luémg cudmg dé sang dwoc phat ra va sy thay
ddi mau sac dé dinh luong thanh phin trong dng xét nghiém.

Phan hé chuyén tiép truyén cic dng xét nghiém t&i phan hé do quang sau khi
da duoc rira mdt hodc nhiéu lan, Phan hé chuyén tiép nap cdc ng xét nghiém vao
cac dai do quang. Dai nay quay theo chidu kim dbng hd hodc ngwoc lai theo lénh
ctia phin hé diéu khién. Co chdt va/hoic hoa chit thir dwoc cho vao ong va dich
chuyén doc theo dai do quang va dwoc lic béi b phian khudy trén. Khi cé 1énh tir
phan hé diéu khién, éng dwoc chuyén téi vi tri doc. Tai day, dng duoc doc béi co
cdu cam bién va sau do6 dwoe dua téi mang dé.

Dé tranh anh sang bén ngoai, co cdu cim bién dwoc két néi véi khu doc théng
qua mét dng di dugc bit kin. Ong ndy cho phép dia suy giam dich chuyén téi tram
doc trong khi ngan chdn anh sang bén ngoai xim nhap vao co cdu cam bién,

Tram doc va dai do quang dwgc tich rivi véi nhau cho phép méi lan nap sé c6
thém nhi€u éng duge dua vao phin hé do quang va doi trén dai trong cic khodng
théri gian khdc nhau. Nhu vy, cic éng khéng can phai nap theo cich néi tiép nhau
vao tram doc. Nhor cdu tric tich biét qud trinh dich chuyén 8ng va doc 6ng, cac éng
xét nghiém cé thé dwee khudy tron trong khi mot dng khac dang dugc doc. Ngoai
ra, do xét nghiém dwgc thure hién trén timg dng nén cdc dng c6 thé duy tri trén dai
trong cdc khodng théi gian ngan hom hodc lau hon. Mdt s6 xét nghiém cé thé yéu
cdu kéo dai thivi gian gitra thoi diém hod chit thir bim vao chat gin trén hat dé tao
ra sir quang hod va théri diém co ciiu cdm bi€n phat hién ra sy quang hod. Ngoai ra,
mot 56 xét nghiém cd thé duoc wu tidn va sé dwoc xir Iy nhanh hon tai théi diém do
quang téi co cdu cam bién. Vi vy, phin hé diéu khién dwoe ldp trinh dé digu khién
thir tir khi mdt 6ng xét nghiém dugce chuyén tiép gitra dai do quang va tram doc; no
cd thé thue hién digu khién nay bang cich dé vi tri cia dng trén dai do quang. Nhu
vdy, mdi Ong xét nghiém cé khodng nghi cin thiét riéng trén dai do quang va
khoang théi gian nay cé thé duoc dieu khién dua trén loai xét nghiém dang tién
hanh cling nhw quyén wu tién tuy theo lénh tir phan hé diéu khién.
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Tram doc chat phan tich hoat déng theo kidu ngdu nhién. Phuong phap nay
cho phép thay d6i khodng thivi gian tir khi dwa hod chit vao mau xét nghiém dé cd
phdn Ung tao mau hodc phdat quang téi khi timg mau dwge dat dwdi co cdu cdm
bién. Nhu viy, khodng théi gian ciin thiét cho timg xét nghiém khac nhau s duge
tai ru hod.

Ong xét nghiém dwroe dua vio tram doc tir dai do quang & vi tri ctra vao, Ong
thuéng durgre quay nguoc chidu kim dbng hd dé toi vi tri doc. Tai day, 6ng duge doc
béi co ciu cam bién. Co cdu cam bién dwgce bdo vé bing 6ng ngan sang. Tram doc
dwoc che chin bing cic 1ép vé che chan bén trén, dudi diy va xung quanh. Lop
chdn xung quanh chi mé ra tai vi tri 18i vao, 16i ra va vj tri doc. Lép chiin nay ngin
chin ro ri 4nh sang ra ngoai tram doc. Ong xét nghiém tai vi tri doc dwoc dat
nghiéng hudng ra vanh ngoai cla tram doc,

Do d6, mdi dng xét nghiém s& duec dit cich co cdu cam bién mot khodng cd
dinh. Dia suy giam dit giita tram doc va co ciu cdm bién c6 dang hinh thang xoay
quanh mdt truc ¢6 nhiém vu ngin chin inh séng. Khi dirng trurdc vi tri doc, cor ciu
cam bi€n khéng nhan dwoc dnh sdng tir dng xét nghiém. Tin hidu dién duge tao ra
liic nay sé 1a tin hiéu nén va dwoc trir di khi do sang. Nhir vy, két qua thu duec co
d6 chinh xac cao hon.

4. CAC QUY TRINH XET NGHIEM TRONG MAY XET NGHIEM MIEN DICH T BONG

Ngp dng chira miu vio may xét nghiém

Pha loing man

i
Hiit méu va thube thir vio ing phin img

T
l 1/ 6ng phin img

|_ Rira cac chiit gin bing quay ly tim |

Thém co chit tao phin img
quang hoa vao ong va 0

Dém cic photon dnh sing
phat ra trong ang

Dygc thing tin dinh lryng
chit phiin tich

Hinh 10.27. Quy trinh thyc hién xét nghi¢m ECL
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Nhu trong hinh trén, qud trinh xét nghiém bat diu tir budc nap ong xét
nghiém vao mdy. Phin hé digu khién thue hién nhian dang cic thanh phin khic
nhau cia miu (thé tich miu, nhin biét thuéc thir, lwa chon hat..). Mau sau dé sé
dwoc pha lodng (néu cin) va cho thu'u’c thir vio Ong xét nghiém.

Tuy vao tirng loai xét nghiém cy thé, thai gian 0 kéo dai khic nhau tir vai phi
e vai chuc phiit. San phdm sau U khudy trén c6 thé tiép tuc degce bé sung thude
thir d€ lai duoc khuay trén lin nira hodc dwa téi bwde riva va loai bo di miu vi
thuoc thir khnng cdn thiét. Sau buwéc riva, san phim c6 thé lai dugc bd sung thude
thir va 0 lan nira hodc dwa téi buée do lwomg, Phép do duoc tién hénh va cudi clng
Ia hién thi két qua.
5.MOT SO YEU TG ANH HUONG DEN KET QUA XET NGHIEM
5.1. K€t qua xét nghiém sai

Nguyén nhin co thé cé:

Co bot trong dung dich nwée riva, thufc thir hay mau bénh phim.

- Mau bénh phim bj déng.

- Hod chat long.

- Phan cimg;
Mixer truc tric (hdng, sai vi tri, khéng d{ téc d8).
Kim hut sipper bi tic, dwdrng dng hit cia sipper bi ban tac,

+ 4+ o+

Bién cyc Reference bi hdng.
+ Hong day pinch valve.
5.2. Két qua control va bénh phim khéng én dinh
Nguyén nhan cd thé co:
- Dung djch nuérc riva diing qua ldu, bj bay hai,
- Biéu kién bao quan thude thir khing phu hep.
- Nhiét dd thudec thir khéng phi hop.
- Khéng chay chudn mdy/kiém tra chit lwgng theo dinh k.

- Phan cirng: Héng dién cuc do (12 thang sir dung hodic do dwoc 50000 miu
tuy digu kién ndo trudrc).

+ Nhiét do dién cyc do, dng nhan quang, khay 4, hod chit hé théng khéng
nim trong dai yéu ciu.

i r.]ng nhin quang hong.
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5.3. Khéng thé thye hién chay chudn hod chit dwoc
Nguyén nhén cd thé cé:
- Thuéc thir va chit chudn khéng cd trén may.
- Chat chuan hét han.
- Ma vach cia thuée thir/chidt chuian hong.
- Lot cda Thudc thir va chat chuin khéng phu hop.
- Chat chudn 1 va 2 khing dit lién nhau,
- Phin cirng: Dau doc ma vach chwra duge chinh chinh xac.
5.4. May bao nhiét Ao khay thuédc thir ngoai dai
Nguyén nhan co thé co:
- Thermistor hong.
- Peltier hdng.
5.5. Gripper khéng gip dwoc cup/tip trong qud trinh do mu
Nguyeén nhan:
- Chinh gripper chua chinh xac,
- Sai, héng sensor xdc dinh vi tri trén khoi gripper.
- Pt ciu chi 5v De.
5.6, Kim sipper nho giot
Nguyén nhan:
- Bin tic hé thing dung dich thai.
- Day pinch valve khéng tot.
5.7. Man hinh cam (rng sai vi tri con tré
Nguyén nhan:
- Mén hinh bi ban ko khong vé sinh.
- Chufin man hinh khéng chinh xac.
5.8. Kim hut khong hit dwgc bénh phiim, thudc thir
Nguyén nhan:
- Chinh dién ap LLD (liquid level detection) chwra chinh xac.
- 5/R probe bin gay nhiéu dién.
- C6 bot khi trén cup bénh phim, thubc thi.
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5.9. Phan nhiéu 15i trén day xudt phét tir phia k¥ thut vién
- Thye hién cac thao tic pha hon hop thude thir khéng ding ky thuat lam
cho két qua xét nghiém khéng chinh xéc.

- Lép ma vach trén cic binh thudc thir bi bui phii nén méay khéng nhén dang
dwore thudce thir téi dua téi cic canh bao.

- Khong thay rotor thuéc thir dinh ky nén cic bé phan truyén déng lam viéc

khong chinh xéc.

Khéng sir dung thuéc thir phit horp véi xét nghiém can tién hanh.

Khong thay mang loc dinh ky.

Khong tién hanh kiém tra chat lirgng xét nghiém dinh ky.

Khong nghién ciru ki tai liéu hudmg din sir dung dan téi viéc sap xép trat
tw cac xet nghiém khdng phi hop gy ra tinh trang xung dét théi gian lam cho may
bi treo tam thri,

- Ngudn nwéc cp cho may khong duoc xir Iy ki 1am cho hé théng dng din bi
ling can.

- Cac binh thudc thir khéng dwec luu triv trong moi trirdng thich hop.

- Khéng vé sinh may dinh ky.

Mt sa loi do mdy:

- May bi treo do xung dot dir ligu. Khi ki thuat vién tién hanh déng thoi
nhiéu loai xét nghiém voi thoi gian khdc nhau, chwong trinh digu khién ciia may bj
xung dot dit liéu dan t&i qua trinh van hanh mdy bj tam ngirng. Vi vay, cic nha sin
xudt phai lién tuc ning cdp chuong trinh phan mém digu khién. Dy ciing 13 mét
trong nhitng diém khdc biét cta cdc hé théng xét nghiém mién dich giira cic hing,

May xét nghiém c6 rat nhiéu hé thong truyén dong nén ciing hay xiy ra cic
sir cd v cac dong co burdc.

- Hé théng tron vi hat hoat dong khong ding nhu thdng s may.
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5.9.1. Bdo tri, bdo duwdng mdy
Bang 10.2. Néi dung céng viéc bao tri bao dudmg may xét nghiém

Thevi gian Cong viéc
Hang ngay | Lam sach kim hit mau/thubc thir va kim sipper
= - Lam sach kim nhé khoang chira binh va thay binh nhé
ProCell/CleanCell
- Lam sach b6 trén PreClean va tram rira riéng
Hangtuan | _yap cach bubng i
- Lam sach bo trdn vi hat.
- Lam sach tram rira
Mdi 2 tulin | Lam sach dién cuc
Méiquy | Thay thé kep van éng
Mdi 6 thdng | Lam sach miéng loc nwrére dau vao
- LAm sach fing hiit va loc hda chat rira
- Lam sach gi4 chira binh héa chat ria
Khi cidn - LAm sach khay thudc thir va ngan
- Lam sach ngén chi¥a chit thai rin
- Lam sach b& mat may

Bén canh d6, mot vin dé thuwdmg gap tai cac phong xét nghiém cia cac beénh
vién 1a cac Ik]_.l' thudt vién thuwdng be qua khiu chudn mdy va kiém tra chdt lwong
mdy. Vi viy, viéc ning cao ¥ thirc sir dung may maot cach khoa hoc va co trach
nhiém voi két qua van hanh 12 viéc rit can thiét. Xét nghiém mién dich dac hi‘ét
quan trong vi két qua xét nghiém co lién quan tryrc tiép tm qué trinh didu Eri cla
bénh nhin. N6 lién quan téi van dé sivc khog, tinh mang cua ngwoi bénh nén can
tuyét d6i tranh nhirng sai s6t do chii quan. Ngodi ra, hé thong nudc sach cung cap
cho cac bénh vién cling cin dwoc ning cao chét lvgng. Tai nhigu bé&nh vién, may xét
nghiém thuéng xuyén bi 16i mét phin nguyén nhén thwong gap la do hién twong
nwérc chira dwoe xir 1y t6t 1am anh huwdng t&i hé thong dng din clia may, gay tic
ngh&n lam mdy van hanh khéng chinh xac hoac tham chi khdng hoat dang.
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CAU HOI LU'ONG GIA

1. Trinh by nguyén ly cia phwong phép héa phét quang |

2. Trinh bay nguyén Iy cia phuong phip dién hoa phat quang !

3. Trinh bay cdu triic co ban ciia mdy xét nghiém mién dich tir déng |

4. Trinh bay mt 56 bién phap kiém sodt chit lrong xét nghiém mién dich héa phit
quang, dién héa phat quang
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