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Bai 1
TONG QUAN VE AN TOAN SINH HOC PHONG XET NGHIEM

MUC TIEU HQC TAP
Sau bai nay, hoc vién ¢6 kha ning:

1. Trinh bay dwgc mot s6 khdi niém lién quan dén ATSH, cdc tiéu chi chinh dé phdn
loai VSV theo nhém nguy co.

2. Trinh bay duoc cdc ly do phai dam bao ATSH trong PXN.

3. Liét ké dwgc cdc quy dinh, hwomg din vé ATSH da dwoc ban hanh tai
Viét Nam.

4. Trinh bay dwoc cdc yeu 16 nham dam bao ATSH va cdc bude cdn thiec hién dé PXN
duoc cdp gidy chirng nhdn ATSH.

Bai hoc nay dé cap dén céc thong tin co ban lién quan dén an toan sinh hoc phong
xét nghiém nhu: mot so khai niém, phan loai vi sinh vét theo nhém nguy co, cap d an
toan sinh hoc, Iy do phai dam bao an toan sinh hoc, cc quy dinh vé an toan sinh hoc tai
Viét Nam va cc yéu cau vé dam bao an toan sinh hoc.

1. MOT SO KHAI NIEM LIEN QUAN DEN AN TOAN SINH HQOC

An toan sinh hoc (Biosafety): 1a thuat ngir dugc sir dung dé mé ta céc nd lyc lam
giam hodc loai trir cac nguy co tiém tang cua cong nghé sinh hoc va cic san phim
cua no.

An toan sinh hoc phong xét nghiém (Laboratory Bzosafety) 1a thudt ngir dugc su
dung dé mo ta nhimg nguyén thc, ky thudt va thyc hanh can thiét dé ngin ngira nhimg
phoi nhlem khong mong muon hoéc vo tinh lam that thodt tic nhan gy bénh (TNGB)
va déc t6. Tai liéu ndy tép trung vao an toan sinh hoc tai phong xét nghiém (goi tit 1a ATSH)

An ninh sinh hoc (Biosecurity); 1a nhimg bi¢n phép an ninh cho td chic hay cé
nhén dugc thiét lap dé ngan chin sy mét mét, dénh céip, lam dung, danh trio hodc ¢6
tinh phong thich mam bénh va doc t0.

Tdc nhdn sinh hoc (Agent): gdm cdc vi sinh vat va cdc sinh vt bién dbi gen, ky
sinh tring trén ngudi c6 kha nang gay ra nhiém tring, di ‘mg hoic gy doc.

Hang rao bao vé¢ thir nht (Prtmary Barrters) tu ATSH, trang bi bao h c4 nhan,
dung cu trg pipet, hop dung chat thai séc nhon, coc ly tim an toan, bom kim tiém
tu khoa.
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Hang rao bao v¢ thir hai (Secondary Barriers): co s& vat chat, ‘thié't ké'PxN (he
thong thong khi, dong khi dinh huéng, ap suit 4m, bdn rira tay, voi rira mét, ¢y, ty
dong, ndi hap tiét trang...).

2. PHAN LOAI VI SINH VAT GAY BENH LAY NHIEM THEO NHOM NGUY co

D¢ danh gia muc d¢ nguy hiém cua céc loai VSVIgéy;béfl'h_ truyénﬂ nhié'm déi v;
nhan vién PXN va méi truomg xung quanh, Té chirc Y t& Thé gidi (}a phan chia céc Jog;
VSV nay thanh bn nhém nguy co. Cac tiéuA chi quan trong dé phan loai cac VSy giy
bénh truyén nhiém theo nhém nguy co bao gom:

- Kha nang giy bénh cua VSV;

~ Liéu lay nhidm:;

- Dudng lay nhiém:

- Yéu t6 vat chu cua VSV;

- Sursin c6 cua cée bién phap phong va diéu tri bénh hiéu qua.

Dwa vao cac tiéu chi trén, bdn nhém nguy co cia VSV gay bénh truyén nhiém
duoc mo ta nhu sau:

Nhém nguy co 1: 1a nhém chua hoic it co nguy co lay nhiém cho c4 thé va cong
dong, bao gom cac loai vi sinh vét chua phat hién thay kha nang gay bénh cho nguoi.

Vidu: Bacillus subtilis, Naegleria gruberi...

Nhém nguy co 2: 13 nhém cé nguy co lay nhi‘ém cho ca thé & mirc do trung binh
nhung nguy co cho cong ddng & mire do thap bao gom cac loai vi sinh vit ¢6 kha ning
gay bénh nhung it gay bénh ning cho ngudi, ¢6 kha ndng lay truyén sang nguoi va co
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bién phap phong, chong lay nhiém, didu tri hi¢u qua trong truong hop méc bénh,
Vi du: Virus viém gan B, Salmonella. ..

Nhém nguy co 3: 1a nhém c6 nguy co ldy nhiém cho c thé cao nh
cho cong dong & mic d§ trung binh bao gom cac Togi visin Vat 6 kha ning gay bénh
_nang cho \ngwé nang lay truyén sang nguoi va ¢6 bi¢n phap phon ong lay
qwmhéuquéﬂongﬂu‘anghap_mﬂc_bénh.

Vi dﬂif@gﬁn\lqo,_ \_/i_[u‘sjl_agtg,»yirus»c;’;}n\A/HSN 1, SARS, virus HIV....

Nhém nguy co 4: la nhom c6 nguy co ldy nhiém cho c4 thé va cong dong & mic
dg cao bao gom céc loai vi sinh vét 6 kha nang gay bénh ning cho nguoi, ¢6 kha ning

ldy truyén sang nguoi va chua cé bién phap phong, chéng lay nhiém, diéu trj hi¢u qua
trong truomg hop mac bénh,

Vidu: Virus Ebola, Poxvirus — Variola...

Thcq khuyén cdo cua WHO, cic nuée nén x
nguy co doi v6i cic VSV giy bénh truyén nhiém xu
chi dé cip & trén. Do ¢6 rit nhidu cic tiey chi cin ¢
VSV gay bénh theo nhém nguy co nén bang phan

dy dung bang phan loai theo nhom
at hién & mdi nuée dua trén cac tiéu
an nhac khi xay dyng bang phan loai
loai ndy s& khic nhau & méi nude va
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chi nén 4p dung & quée gia do. Tai Viét Nam, B Y té ciing di ban hanh thong tu sb
07/2012/TT-BYT ngay 14/05/2012 quy dinh danh myc VSV gdy bénh truyén nhiém
theo nhém nguy co va cap do ATSH phi hop ky thudt xét nghiém.

3. CAP BQ AN TOAN SINH HOC PHONG XET NGHIEM

pé uen hanh xét nghlcm cdc VSV ¢ céc nhom nguy co khac nhau, hién nay To
chire Y té The gioi va nhiéu nuée phan loai cic PXN thanh bdn cip do ATSH (BSL).
Tuy nhién, cip do ATSH trong mt s6 truomg hop khong twong {mg hoan toan vai
nhom nguy co VSV vi ¢on lién quan dén ky thuat xét nghiém duoc tién hanh. Nhém
nguy co VSV chi 1a mt trong nhimg yéu té cén can nhic dé xac dinh cip do ATSH ph
hop cho PXN. Vigc danh gid nguy co s& gop phan quan trong trong viéc xac dinh cép do
ATSH phu hop cho méi PXN.

Tai Viét Nam, theo Nghi dinh s6 92/2010/ND-CP, c6 4 cap do ATSH cua PXN,
do la cap L cap II, cap II va cap IV. Thong tu s6 07/2012/TT-BYT cta B Y té cling
quy dinh cap dd ATSH phu hop Vi tac nhin gdy bénh va ky thudt xét nghigm tai PXN.
Cac yéu cau doi véi PXN & cac cip do ATSH cép I, 11, 111, IV bao gom co so vit chit,
trang thiét bi, nhan sy, thuc hanh, phong ngira, xir 1y va khic phuc sw ¢ ATSH.

4.LY DO PHAI DAM BAO AN TOAN SINH HOC TRONG PHONG XET NGHIEM

Nguy hiém luén tiém 4n va c6 thé xay ra trong PXN nhu viéc lay nhiém TNGB
cho nhan vién PXN, cic thuong tich vét Iy do vat sic nhon, dién, chay, nd hay viéc
nhiém céc loai hoa chit doc hai, cht phéng xa ion hoéa... Mot trong nhimg bing chimg
ro rang cho thiy nguy hiém ludn tiém 4n va c6 thé xay ra trong PXN chinh 1a céc s6 ligu
dich & hoc vé cac truong hop lay nhiém lién quan dén PXN. Tdng hop sb li¢u nghién
ciru vé cac truomg hop liy nhiém lién quan dén PXN tir nim 1930 dén nim 2004 cta
cac tac gia cho thdy c¢6 5.527 trudmg hop lay nhiém lién quan dén PXN, trong dé ¢6 204
ca tir vong (Bloloycal Safety: Principle and Practices, Diane O. Fleming and Debra L.
Hunt, 2006) Mot so nghién cuu cung, chi ra ring nhimg nguodi lam viée trong PXN ¢6
nguy co mic mot s6 bénh lruycn nhiém cao hon so véi cong dong dan cu ndi chung,.
Nhén vién PXN c6 thé bi lay nhnem véi cée VSV giy bénh truyén nhiém qua bon dudng
~ lay nhiém thong thuong, bao g gom: ho hap, ticu hoa; da, niém mac va mau, vét thuong.

Viéc luu gitr, xét nghi¢m TNGB truyén nhiém trong PXN ¢6 thé xdy ra nguy co lam
théit thoat cac TNGB hodc doc t6 ctia chiing ra méi trudng.

An toan sinh hoc trong PXN 14 yéu cAu bit buje theo ludt, nghi dinh va cic thong
tw ciia Bo Y té.
5.CAC QuYy DINH VE AN TOAN SINH HOC TAI VIET NAM

Trong Luat Phong, chéng bénh truyén nhiém ) 03/2007/QH12, ban hanh ngay 21
thing 11 nam 2007 Diéu 24, 25 va 26 di dua ra cic quy dinh vé bao dam an toan sinh
hoc, quan 1y miu bénh phim, béo vé nguoi lam viée trong PXN.




Ngay 30 thang 8 nam 2010, Chinh phu da ban hanh Ngh1 dinh so 92/2010/Np. -Cp
quy dinh chi tiét thi hanh Luat Phong, chong bénh truyen nhiém vé bao dam an to3
sinh hoc tai PXN. Nghi dinh ndy quy dinh vé cc vén dé sau: o

— Phan loai VSV gdy bénh truyen nhiém va PXN theo cdp do ATSH;
~ Diéu kién bao dam ATSH tai PXN:;

— Thiam quyén, hd s0, thi tuc cip méi, cdp lai va thu hoi Chimg nhan dat tigy
chuan ATSH;

— Kiém tra ATSH;
— Phong ngura, xtr ly va khic phuc su ¢é ATSH.

Bang danh myc VSV géy bénh truyén nhidm theo nhom nguy co va cap do ATSH
phi hop ky thudt xét nghiém di dugc Bo Y té ban hanh kém theo Théng tu s
07/2012/TT-BYT ngay 14 thiang 5 nam 2012. Danh muc nay cho phép cic PXN xéc
dinh duoc nhém nguy co cia VSV dugce tién hanh trong PXN va cap do ATSH cua
PXN phu hop véi cde ky thuét xét nghiém TNGB.

4 hong tu sb 25/2012/TT-BYT ngay 29/11/2012 cia By Y té ban hanh Quy chuén
}\y thuat quéc gia vé thuc hanh va ATSH tai PXN, trong d6 dua ra céc yéu cau cu thé
doi v&i cdc PXN ATSH tir cdp I dén cap IV,

' Thu tuc cdp mdi, cép lai gidy chig nhan PXN dat tiéu chuin ATSH dugc Bo Y
té quy dinh trong Thong tu s6 29/2012/TT-BYT ngay 04/12/2012.

Viéc quan 1y mau bénh phdm bénh truyén nhidm duoc B Y té quy dinh trong
Thong tu sb 43/2011/TT-BYT ngay 05/12/2011. Thong tu nay quy dinh viéc thu thap,
bao quan, déng gon van chuyén, luu giit, st dung, nghién ctr, trao ddi, tiéu hiy miu
bénh pham va diéu ku;n cta co s¢ duge phep bao quan, luu gitr, sir dung, nghién ciru,
trao dbi, tiéu huy mau bénh phim chira chit 1ay nhiém loai A.

Quyét dinh s6 43/2007/QD-BYT ciia Bo Y té ban hanh Quy che Quan ly chit thai
y té dugc ap dung tir ngay 30/11/2007. Trong d6 quy dinh chi tiét vé viéc phan loai chat
thai lay nhiém, phuong phap luu gitr, vin chuyén va xir ly déi véi timg loai chit thai

lay nhiém.

Viéc dam bao ATSH d6i véi cac PXN thude Trung tim Y té du phong tuyén tinh
ciing dugc quy dinh trong Chuin Qudc gia TTYTDP tuyén tinh/thanh phé (ban hanh
kém theo Quyét dinh s6 4696/QD-BYT ngay 27 thang 11 ndm 2008 cta Bg truéng Bo

Y té).
6. CAC YEU CAU VE AN TOAN SINH HQC CUA PXN

Pé dam bao ATSH, PXN cén dédp tmg cic yéu cdu vé co s& vat chit; trang thiét
bi; nhin sr; thuc hanh phong ngtra, xir ly va khi’lc phuc sw ¢d ATSH. Céc yéu cdu nay
s¢ duoc dé cap chi tiét trong bai 4 “Cac yéu cAu dbi véi PXN an toan sinh hoc ¢ép I,

cap I1”.
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Theo quy dinh, cic PXN chi dugc thye hxcn hoat dong xét nghiém khi ¢6 gidy

chimg nhan an toan sinh hoc phu hop. Bé duge cdp gidy chimg nhan ATSH, don vi c6
PXN can thye hién cac hoat dong sau:

~ Phd bién cdc quy dinh v& ATSH cho tét ca nhan vién PXN:
- Curngudi tham dy khoa dao tao vé ATSH do don vi c6 thdm quyén t6 chirc;

- Danh gla thue trang, lap ké hoach va trién khai céc hoat dong vé ATSH cua

PXN vé co s& chat; trang thiét bi; nhin sy; thue hanh; phong ngira, xur ly va khic phuc
su cd ATSH;

- Ty danh gid viée dam bao ATSH ciia PXN theo bang kiém;

- Khi da dap ung déy du cac yeu cdu, chuin bj va nop h6 SO Xin cép giéy chimg

nhin cho co quan c6 thim quyén cdp (d6i voi PXN ATSH cép II, gidy chimg nhin
ATSH do S¢ Y té cdp).

CAU HOI LUQNG GIA

1. Phong ngira phdt tdn TNGB c6 chu y tir PXN ra céng dong la hoat dong lién
quan dén (lwa chon ddp dn ding nhat):

A. An toan sinh hoc
B.)An ninh sinh hoc

C. Van chuyén TNGB
D. Ca A, B, C déu ding

2. Phong ngira phat tin TNGB khéng c6 chu y tir PXN ra céng dong la hoat dong
lién quan dén (lwa chon ddp an diing nhat):

UAn toan sinh hoc

B. An ninh sinh hoc

C. Vin chuyén TNGB
D. Ca A, B, C déu ding

3. Khong bao cdo wec bi ddnh cdp cde mdu bénh pham la vin dé lién quan dén
(lwa chon dap dn ding nht):

A. An toan sinh hoc
@An ninh sinh hoc

C. Van chuyén TNGB

D. Ca A, B, C déu ding
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4. Lwa chon nhom nguy

0

co phtt hop ciia cde VSV dudi ddy (danh déy o
Gy .

thich hop):
STT Tac nhan gay bénh p 2 F3\\4
B S
Il BV T e —— p X §
2 | Virus viém gan B e ] > \
3 Virus HIV - \
4 | Vikhuan Bacillus subtilis : —1
5 | Vikhuanta Q\I

5. Céc nhém yéu 16 chinh dé dam bdo ATSH bao gom (liea chon ddp dn ding nhg),
Co sor vit chét; trang thiét bi; nhan sy; thuc hanh; phong ngtra, xir Iy v khé,

phuc su ¢o.

B. Co s& vat cht; nhan sy; ddo tao; thuc hanh; xur ly chat thai.

C. Co so vt chét; trang thiét bi; nhan su; thuc hanh; xtr Iy chat thai.
D. Co s vét chét; trang thiét bi; nhan su; dao tao; phong ngura, Xir ly va khic pp,

Su ¢O0.

6. Hang rao bao vé thir nhat la (c6 thé lwa chon nhiéu ddp dan):

A. Phong xét nghiém

B) Tu ATSH

C, Trang bi bao h ca nhan

D. Hé théng thong khi

7. Hang rao bao vé thir hai la (c6 thé lwa chon nhiéu ddp dn):
@Phc‘mg xét nghiém

B. Ta ATSH

C. Trang bi bao ho c4 nhan

@He thong thong khi



Bai 4

CAC YEU CAU pOI VOI PHONG XET r:ﬁ-g
SINH HOC CAP |, CAP Il THEO QUY !

IEM AN TOAN
CUABO Y TE

MUC TIEU HQC TAP

Sau bai nay, hoc vién c6 kha ning:

l. Xdc dinh duoc cac yéu cau Vé co SO vdl chat va frang thiét h.f; m’fﬂ’” W [ i“.f ¢ _flunh_
gidm sat y té, phong ngira, xit Iy va khac phuc su co trong PXN 'J?SHJ"”P » €dp ]

2. Danh giG duge viéc dam bio ATSH déi voi PXN an toan sinh hoc cdp 1 theo bang
kiém.

1. PHONG XET NGHIEM AN TOAN SINH HOC CAP |

Phong xét nghiém an toan sinh hoc cp 1 duoc sir dung de lam viée v6i cac TNGB
thugc nhoém nguy co 1 va céc san pham tir VSV thujc nhém khac nhung diCiioc Xl I:“_
va khong con kha nang gay bénh nhu VSV sau khi da dugc bat hoat hoac ADN, ARN
tach chiét tir VSV,

Hinh 2. Phéng xét nghiém an toan sinh hoc c4p | didn hinh
(theo CUH2A, Princeton, NJ, My)
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Cic yéu céuﬁdéi véi PXN ATSH cﬁpxl 1A cic yéu ciu tdi thiéu cho cac PXN VSV
3 chc cap 40 ATSH. Céc yéu ciu vé co s vit chéit, trang thiét bi, nhan sy, thuc

14
a 'Iat C F i =
hong ngira, Xir 1y va khac phuc sy ¢6 ATSH di véi PXN ATSH cap | da dugc

hanh, P : s
- thé trong Nghi dinh sé 92/2010/ND-CP cua Chi : &
quy dinh ¥ : : ciia Chinh phu va Thong tu so

012/TT-BYT cua By Y t€ ban hanh Quy chudn k§y thudt quéc gia vé thyc hanh va

1.4. Co s vat chét

a. C6 dién tich tdi thiéu 12 12m* (khong bao gdm dién tich dé thyc hi¢n céc cong
viéc hanh chinh lién quan dén xét nghiém)

b, Yéu chu k¥ thudt ddi véi cira di, cira s

- cm_di: co khu:::'s_n, t:hrful, khéa an toan; cénh cira bing g6 hodc vat li¢u tong hop
hodc kim loai két hop vai kinh trong;

- Cia sd: ¢6 khuon, chét an toan; canh cira biing gd hodc vit li¢u tong hop hoic
Kkim IM'- két hop véi kinh trong hodic mé dé chiéu sang tu nhién.
éu cdu ky thuat d6i véi san, tuong va tran cia PXN

- San:
-
4+ Khong chénh cbt, khong cé g cira dam bao phing, nhéin, khong trom trudt,
duge hoa chét, chong thim va dé co nira v¢ sinh;
L+ San bén trong cac phong nra tiét tring, chuin bi mdi truong chudn bi mau
@weécha thu nudc khi co ria;
SN Giao tuyén cua san véi tuong dam bao dé vé sinh, chdng dong.
! - Tudmg: bing phing, d& lau chui, khong thim nudc va chéng dugc céc loai hoa
4 '.f': ﬁ‘nﬁg dung trong PXN.
-~ Tran; phang, nhiin, chéng thim va lip dat duoc céc thict bi (chiéu sang, phong
chdy chira chay, didu hoa khong khi hodc thiét b khac).
d. Mat ban xét nghi¢m: khong thim nuée, chiu duge céac
kiém, dung mdi hiru co va chiu nhiét.
3 dé qun do va b dung cd nhan cho nhin vién PXN & bén ngodi va chd treo
PXN & bén trong, gan cira ra vao PXN.
g xét nghi¢m phai dam bao anh sang du cho céc hoat dong: 4nh séng trong
ng thi nghi¢m c6 d§ roi t&i thiu 1a 400 lux; khu vyc rira, tiét trung, chuan
:_:’_. ¢m, thay dd 1a 250 lux, khu vyc hanh chinh va phu trg 12 140 lux.
» nue rira tay. Bon nudc riza tay nén lip dat gén cira ra, vao. Nén trang
sir dyng 1 I4n ¢ lau tay sau moi lin rira tay.
i b rire mﬁtk.hﬁn cap va hop so ciru tai vi tri thudn lgi cho vige su dung.

 théng dién dam bao an toan theo tiéu chudn Qudc gia.

dung dich chét khu
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L 4n dién thay the; 3 ‘
it flz “thiung dﬁ: dn va thiét bi kiém sodt, cung cép dién phai dam bao an 10an vy
phi hop céc thong s6 k¥ thuft (cong sudt, chat lugng.. )
_ C6 hé théng bio vé qué tai;
- Tiép dét toan b h¢ thong;
_ O ciim dién phai cao hon nén PXN it nhét 40 cm, kh
tia laze, chét phéng xa, chit doc

ong gin voi nudc;
j. Khu wire ¢6 tia cyc tim, phai c6 cac bién bag

tuong Umg.
k. Cé céc thiét bi phong chéy, chira chay theo quy dinh.
1.2. Trang thiét bj :
va loai VSV dugc xét nghiém.,

o Céc thiét bi xét nghiém phi hop véi kY thudt :
b. Céc thiét bi phai c6 nhan dil thong tin phu hop nhu: tén, 50 sér, ngay dua vio
str dung, canh béo, tinh trang kiém tra, hiu chuan: 1y lich thiét bj va huéng dan su dung.
¢. Khi van hanh, cac thiét bj phai dam bdo cac thong so k¥ thudt do nha san xua
dua ra.
chudn quy dinh déi voi timg loaj

d. Cé céc dung cu chira chét thai dép (mg tiéu
chat thai (theo Quyét dinh s& 43/2007/QD-BYT ban hanh ngay 30 thang 11 ndm 2007

ciia B) truémg Bo Y 1€).

e. C6 thiét b dé khir tring dung cu va bénh pham.

f. Cac trang bj bao h cé nhén phi hop véi céc ky thuat xét nghiém thuc hién
trong PXN ATSH cép L.

g. Trong trudmg hop PXN c6 sir dyung céc loai héa chét doc hai, dé bay hoi thi nén
trang bj thém ti hut hoa chat cho PXN. '

1.3. Nhan sy
a. C6 it nhat 02 nhan vién PXN.
b. Trude va trong qué trinh 1am vige tai PXN nhén vién phai
o ] ' phai dugc kham va theo
dai such;lg'ctzheg]:]:gnd]ggnm Thong tu s6 19/2011/TT-BYT ngay 06/6/2011 cua B
T g dan quan ly vé sinh lao dfng sirc khée ngudn lao dong va bénh
¢. Puge ddo tao vé ATSH PXN an toan sinh hoc ¢4 ;
e chi R cﬁp, oc cap I trd 1én do céc co sd trong
. :. Bm;rc d.éo tao, tap In.}én vé an toan lao djng, phong chay va chita chay.
pe. aéom' v»:en PXN phii duge dao tao vé chuyén nganh phi hop hoéc ¢ chimg chi
g0 W 9 ot xét gt e h i i XN | i
Nhan vién PXN phai duge dao tao lai hang nim theo Théng tu sb 22/2013/TT-BYT

ngay 09 thang 8 ndm 2013 ciia -
oo b8 il ] B{ Y té vé huémg din cong tac dao tao lién tuc ddi véi
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1 4. QuY dginh vé thyc hanh

14.1.QWY dinh ra vdo phdng xét nghiém
Chi nhimg ngudi ¢ tréch nhiém méi duge phép vao PXN.

s e ||I'I.m

1.4.2. QuY dinh vé thyre hanh an toan trong phong xét nghigm

a CO va tuﬁp thu cic quy trinh xét nghiém, huéng dan sir dung trang thiét bi va
quy qrinh XU ly chat thai;
p. Khong hut pipet bing miéng;

¢. Khong ti_i:ng bt::rm}:r kim tiém dé thay thé pipet hodc vao bat ky muc dich khac
ngodi muc dich tiém, truyen hay hut dich tir dong vat thi nghiém; bom kim tiém sau khi
sir dung phai dugc cho vao hdp dumg vat sic nhon chuyén biét, khong uon cong, bé gy,
day lai ndp kim tiém hoéc thao kim tiém ra khoi bom ti€ém;

4. Rira sach vung da tiép xtic vi cac chit hoa hoc, rira tay trude khi rori PXN;

- Mac 4o bao hg PXN, di giay, dép kin mili chan khi 1am viéc trong PXN, khong
mic quan 40 bdo hd PXN ra khu vuc cong cong;

£ Khong dé chung qun 40 bao ho PXN véi quin 4o thong thudng;

g Khong mang d ding c4 nhan, thyc pham vio PXN;

h. Khong sir dung thiét bi PXN d& cAt trit hodc ché bién thuc pham;

i. Khong an u6ng, hut thude, cao rau va sir dung my phém trong PXN.

1.4.3, Khr nhiém va xv Iy chat thai
. Phai khir nhiém bé mit ban lam viéc ngay sau khi Kkét thiic xét nghiém, vao cudi
ngay lam viéc va khi c6 su ¢b tran, 6 mAu bénh pham chira TNGB.
b. Phan loai, van chuyén va xir Iy chit thai theo Quyét dinh s6 43/2007/QD-BYT
ciia Bo Y té vé viéc ban hanh quy ché quan 1y chit thai y té va cac quy dinh hién hanh.

1.5. Phong ngtra, xi¥ Iy va khic phuc sw c6 an toan sinh hoc

1.5.1. Cor s& c6 PXN ATSH co trach nhiém

_ Pénh gia nguy co xay ra sy ¢b ATSH tai PXN;

- Xay dung ké hoach phong ngura, Xu ly su cb ATSH bao gom céc ndi dung co
' ban sau: x4c dinh, khoanh ving cac diém c6 nguy co xay ra sy c6 ATSH tai PXN; cac
bién phép, trang thiét bi, nhén luc dé xir ly va khic phuc su co; phuong 4n phoi hop vai
c4c co quan co lién quan dé {mg pho su co ATSH;
b - DPao tao, tap huén cho nhéin vién cua co s& c6 PXN vé cac bi¢n phap phong
ra va khic phuc sy ¢6 ATSH;
_ Phai ¢6 cic quy trinh xur 1y sy cd.
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1.5.2. Khi xdy ra sw cd ATSH, cor s6 ¢d PXN ¢ rréch;”h_ ;&’I s su cd theo ké hoach
- Khan truong huy dong nhan lre, trang thiét bi LR AR B '
phong ngtra, xir ly sur ¢ ATSH va quy trinh xir 1y sir cO; . !
co s& ¢o P phai tién han
Déi VOl sy co ATSH & mirc d it l‘IL,hILI'l‘l trong, = tai don vi:

it3n
lap bién ban vé xir 1y, khic phuc sy ¢6 va luu hd so nay it nh
trong, co s ¢6 P XN phai bao cao su ¢6

— Déi véi su cd ATSH & mire do nghiém Sy Y té:
va cdc bién phap da ap dung dé xur ly, khic phuc sy co AT SH voi |
. N phai tig
~ Sau khi da xir ly va khic phuc hdu qua sy u} I o S”t-:"o r::i* }E:. hln'];E
hanh kiém diém, phéin tich nguyén nhén xay ra su ¢6 va stra doi, bo sung 5
phong ngira, xir ly su ¢6 ATSH.

2. PHONG XET NGHIEM AN TOAN SINH HQC CAP II
Phong xét nghiém ATSH cap Il thuong dugce sir dung dé nghién ciru, chan doan,

xet nghiém cic TNGB thugc nhom nguy co 2 va cac Xct nghiém su dung trong PXN

ATSH cap I. Ngoai ra, PXN ATSH cap Il ciing duoc su dung dé tién hanh mot so xé

nghiém véi TNGB thude nhom nguy co 3. Thong tu '-;u 07/2012/TT-BYT quy dinh chi
tict danh muc VSV va céc ky thuat xét nghiém dugc tién hanh trong PXN ATSH ap 11

Céac yéu cau dur;rc quy dinh cy thé trong Nghi dinh s6 92/2010/ND-CP cua Chinh phy
va Théng tur s6 25/2012/TT-BYT cua Bo Y té.

Hinh 3. Phéng xét nghiém an toan sinh hoc cép Il
(theo CUH2A, Princeton, NJ, My)
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h 24.CO 8¢ vét chat
o Co s& Vit chit cia PXN ATSH cép 11 phai dap RPN
| s Vit chat cua PXN ATSH chp 1. p p tmg diy du cac quy dinh vé co

b. Co dign F{ch toi thiéu 1a 20m? (khong bao gdm dign tich dé thyc hién cac cong
viéc hanh chinh lién quan dén xét nghiém).

c. C6 hé thé.ng xir 1y chét thai 1ong. Nude thai dat QCVN 28:2010/BTNMT cua
Bo Tai nguyén Moi trudong vé nuoce thai y té trude khi thai vao hé thong thoat nudc

chung.
4. Phai riéng biét (c6 tudng ngan) véi cae PXN khac cia co so xét nghi¢m.

e. Co bién bao nguy hiém sinh hoc dén trén céc cira ra vao cua PXN.
£ PXN ATSH cp 11 nén c6 hé théng thong khi.

Y
-

2.2, Trang thiét b
- a. Phong xét ng;'hiem ATSH c4p 11 phii dép (mg ddy di cc quy dinh vé trang thiét
bi cia PXN ATSH cap L.
j cua PX!
s b.,Cén!l an toan sinh hoc.

' ‘ r'c.Nél hap udt tiét trung phai duge dat trong khu vuc PXN. Tuy nhién, chat thai
1a nhiém phét sinh tir céc PXN c6 thé duoc thu gom va van chuyén theo quy dinh dén
Kkhu vire chung, ¢ ndi hap tiét tring dé xir ly.
< III.'::_' i " ! ) ; ! ¥ ‘

~ d. Céc thiét bi PXN (ta ATSH, ndi hip tiét tring...) phai duge kiem tra bang cac

phua phﬁp thich hop trude khi dua vao sir dung. Sau do viéc kiém tra va cap lai két
qua kiém chuén phai do co quan ¢ thim quyén thyc hién it nhit 1 nam 1 lin hodc theo
Khuyén cdo ciia nha san Xuat.
e. Céc trang thiét bi bao h ca nhan phu hop véi loai k¥ thudt xét nghi¢m thuc
ng PXN ATSH cap I1.
Nhan sy
ing xét nghiém ATSH cap Il phai ddp (mg dhy du cac quy dinh vé nhan sy
'SH cép 1.
6 it nhat 02 nhan vién.
«6 PXN phai phan cong ngudi phy trach vé ATSH.
vién PXN phai duge tiém chiing hogc sir dung thuoe phong bénh lién
IGB khi thyc hién xét nghiém.

hai c6 gidy xac nhan da qua tap huéin vé ATSH PXN an toan sinh
, c4c co so trong nuoc dugc chi dinh hodc nudc ngoai cap (danh
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4 .y % 3
f. Nhan vién PXN mang thai, médc bénh truyen nhiéfll hﬂ?*c bi 5:3 gi;m::;:;ncdm?
phai thong bdo cho ngudi phy trach PXN dé dugc phéin cong cong VieC g O b

lay nhiém véi TNGB.

2.4. Quy dinh vé thye hanh

a. Phong xét nghiém ATSH cép II phai dap (m
cia PXN ATSH cdp I.

b. Sir dung ti ATSH cho cac thao tac xét nghi¢ém co t
gdy bénh. ‘

¢. Sir dung giing tay trong tat ca qua trinh tiép xtc truc tiél? hodc Cbﬁ'_‘E‘f}' CO Tep xie
v&i cAc chét 1ay nhidm. Sau khi sir dung, thao bo gang tay dung cach va phai rua tay.

d. Ngudi phu trach ATSH va nhan vién PXN phai thuc hién dénh gia nguy co d¢
ap dung céc bién phap dam bao ATSH phu hop.

e. C6 quy trinh luu giit bao quan TNGB truyén nhiém tai PXN.

g diy du cic quy dinh vé thyc han

ao ra khi dung c6 kha nin,

2.5. Phong ngira, xt? Iy va khic phuc si cb

a. Phong xét nghiém ATSH cép II phai dap (mg day du céc quy dinh V& phong
ngira, Xtr Iy va khic phuc su ¢6 an cia PXN ATSH cép 1.

b. Phai c6 céc quy trinh xir 1y sur ¢d lién quan dén TNGB truyén I}ll{ém sir dung
trong PXN nhu: sy ¢6 tran 45 mau bénh phim chira TNGB trong va ngoai tu P:TSH; Vi
sic nhon dam vao tay, chén; chdy nd; tran dd héa chat, nu6t phai vat li¢u nhiem tring,
v 6ng chira vét liéu nhiém tring trong may ly tim. ..

3. THU'C HANH

Sir dung Bang kiém ATSH cho PXN ATSH cép II (phu lyc 1) dé dénh gid viée
dam bao ATSH PXN tai co s& thong qua quan sat, phong van, kiém tra.

CAU HOI LUQNG GIA

1. Lwa chon cd:c yéu cau vé co s& vat chat, trang thiét bi doi véi PXN ATSH cép I
(c6 thé lwa chon nhiéu ddp dn):

- A. PXN phai riéng biét v6i cidc PXN khéc cua co s

(B) Céic cira s v cira ra vio PXN phai c6 chét va khoa an ton

| 5 thiét bi rira mét khin cap va hdp so ctru tai vi tri thuan loi cho viéc sir dung
(D C6 ¢hd treo 4o choang PXN ¢ bén trong, gin cira ra vio PXN

'E. C6 t an toan sinh hoc




2. Lwa chon phueong dn tra loi thich hop:

2.1. Cac PXN ATSH cép I cin c6 luu théng khong khi dinh huéng

A. Diing (B) Sai

2.2. PXN ATSH cép I phai ¢6 céc dung cu chira chit thai dap (mg tiéu chuan quy
dinh d6i véi timg loai chét thai phét sinh trong PXN:

@Bung B. Sai

2.3. Phong xét nghiém ATSH cip I ¢6 thé sir dung 6 cim dién rév, dit duéi san nha:

A. Diing (B! Sai
2.4. Khu vyre ¢6 tia cyc tim, tia laze, chit phong xa, chit dgc phai c6 cac bién bao
turong (mg:

@ Ding B. Sai

2.5. PXN ATSH cap I phai c6 bién bdo nguy hiém sinh hoc dan trén céc cira ra
vao cua PXN:

A. Diing (Bl sai

| 3. Doi tieong nao duge phép vao khu viee lam xét nghiém cia PXN ATSH cdp 1
wa chon ddp dn ding nhd)?

A, Cén b xét nghiém

D. C& 3 ddi tuong trén
4 Thao tdc nao sau day khong dwge lam trong PXN ATSH (c6 thé lwa chon nhiéu

A. ] ay hlnip kim tiém va cho vdo tai dyng rdc thai 1y nhiém.
qéphm tiém va cho vao hdp dyng vit sic nhon chuyén biét.
Théo kim tiém ra khoi bom tiém va cho kim tiém vao hdp dung vit séc nhon
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A. Trude khi vao PXN
a Sau khi lam vige voi vt li¢u 1dy nhidm
C.)Ngay sau khi tho ging tay
D Truéce khi rdi khoj PXN
e nh;:;hdn‘}dp v:se:) :’Jﬂ\’ phai khie nhiém bé mgt ban lam xeét nghiém nhu thé nao (c6 thé hag
A. Khéng cin khir nhidm ba mdt ban 1am xét nghn;m
.Ngay sau khi két thic xét nghié¢m
C. 1 lan/tudn
@Khi ¢6 sy 6 tran, dé mAu bénh phim chira TNGB
} yéu cau vé gidm sdt y té doi véi PXN ATSH cdp I bao gom (lua chon dap n

. i‘;‘N]:'.ﬁn vién PXN can phai kiém tra sttc khoe truéc khi tuyén dung.
. ;.L: . Nhan vién PXN cén phai kiém tra stc khoe dinh ky hang nam.
'i'= B n}Hbsusfrc khoe ctia nhén vién PXN duoc luu tai co sé c6 PXN.

b

A A, B, C déu ding.

ca chon cdc yéu cGu vé co s¢ vat chat, frang thiét bi doi véi PXN ATSH cap 1 (c6
i _f iéu ddp dn):

0 pho dng dém trudce kh1 vao phong thyc hién xét nghiém.

) hﬁ t!lrﬂlng xu ly nm&c thai dat quy chuan ky thuit quéc gia vé maéi trudmg
hé '% noi chira nude thai chung.

i duy tri 4p suat 4m hon so véi bén ngoai.
iét | (i ATSH, ndi hdp tiét tring...) trong PXN ATSH cép I phai duoe

prhﬁl ¢6 hé thong thong khitu nhién hay co hoc:

q -'._1I;:1 Sﬂi

ap ﬂ[ lﬂlnéng biét vai cac PXN khdac cua co s& xét nghiém:
|: il FB sal

I p. .4. al {;6 n&l hép tiét tring dat trong khu vye PXN:

 B.Sai



H cép 11 phai c6 tu ATSH:

B. Sai
cép 11 phai phéan cOng ngudi phy trach vé ATSH:

10.4. PXN ATS

B. Sai
thé lwa chon

y co 130 1a khi dung c6 kha nang gay

@ Tién hanh thao tic xét nghi¢m c6 ngyv
pénh & ban am viéc thong thuong.
odic bé mt co kha ning lay nhiém.

QTu:p xuc tay voi cac chét 1ay nhiém h

. Tét ca A, B, C déu ding.

‘,r 1.1__ A

JLIEU THAM KHAO
. suL .
I B Y t€(2007) Quyét dinh 0 43/2007/QD-BYT vé viée ban hanh Quy ché quan
chﬁt thai Y .
g dan cong tac dao tao lién

B0 Y (6 (2008), Thong tr b 07/2008/TT-BYT v& huon

t;!c dﬁl véi cdn bo y 1€

By Y té (2011), Thong tu <6 192011/TT-BYT vé huén

d{'mg sirc khoe ngudi lao dong va bénh nghé nghi¢p-
2/TT-BYT quy

B mé(zmzy, Thong tu so 07/201
3n phiém theo nhém nguy ¢© va cip do A

3. g din quan Iy vé sinh lao
dinh Danh muc vi sinh vt gy
TSH phu hop ky thuat

té(zmz), Thong tu 6 25/2012/TT-BYT ban hanh Quy chuan k¥ thudt qubc
hanh va ATSH tai PXN.

(2912) Thong tu b 29/2012/TT-BYT quy din
» nhin phong xét nghiém dat ticu chuan ATSH.

,‘1 pgow), Ngl;kd.nh s6 92:201%:9-(:? Quy dinh chi tiét thi hanh Ludt
{ng bénh nhiém vé bao dam ATSH tai phong xét nghiém.

(2004), ..Lahmzory Biosafety Manual, 3" Edition.

h thi tuc cAp méi, cap lai
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Chuwong 10 ¢
PHU'O'NG PHAP XET NGHIEM MIEN DICH

1. TONG QUAN

qKét nghiém mién dich, dua trén lién két &i lwc gitra khang thé va khs,

nguyen twong ung, 1a cong nghé phén tich phat trién nhanh nhét dé phat hién v3
dinh lwong cic phan tir sinh hoc trong chin doan 1am sang. Ban cht lién kat chon
IQ’LC Cga Khang thé cho phép phat hién cu thé cic phan tir muc tiéu ngay ca véi nﬁﬁg
dd rdt thdp va cht nén sinh hoc phirc tap, ching han nhuw trong mau mau toy,
Phan, huyét thanh va cac dich sinh hoc khac. Ngoai ra, mot loat cac khang thé c6 g
du‘?’C tao ra trong tw nhién va su sin c6 ctia nhidu nhan gan c6 thé phat hién cp,
P?laep Xét nghiém mién dich phat hién nhiéu loai chat phén tich v&i gidi han pha,
hién thap (LOD-Limit of detection). Cam bién mién dich la sw két hop cia x¢
nghiém mién dich va d3u db tin hiéu lién két trwe tiép. Két hop dé dic hiéu cao cjy
Phan \mg mién dich véi d6 nhay va loi thé ciia cac ky thuat phat hién, cam big,
mienp dich hién duwoc coi 13 mot buéc phét trién lén trong linh vuc héa mién dich,
S0 véi cac phwong phap xét nghiém mién dich truyén thdng, cdm bién mién dich

om gian va thuin tién, c6 thé thwe hién phét hién tai cho, thoi gian thuce va ty
dong. Hon niva, véi sw xuit hién clia cong nghé nano, nhirmg chan troi méi cho sy
phat trién cla cic cam bién mién dich siéu nhay va siéu tredng thanh dang xuzt
hién. Nhitng dic diém nay cé thé dap (ng cac yéu cau cua xét nghiém tai diém
cham séc va mang lai cic xét nghiém chin doan phén tir cho cac hé théng chim séc
sirc khée cong dong va cac quén thé chua dugc phuc vu. Trong chwrong nay, chiing
toi gidi thiéu ngin gon nguyén tic chinh cia xét nghiém mién dich trong chan doin
tieu chudn. Gidi thiéu vé mot s6 ki thuat xét nghiém mién dich thwong dwoc sir
dung trén Iam sang, dé cung cp nhitng kién thirc co ban va phan nao d6 (mg dung
truc ti€p vao nhirng cong viéc veé sau.

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

Xét nghiém mién dich sit dung khang thé (khang nguyén) hoic thudc thir lidn
quan dén khang thé dé xac dinh chat phan tich mau bang cac phan img mién dich
cu thé giira khang thé va khéang nguyén. Khang thé thwong dwoc tao ra trong co thé
nho kha nadng tao ra hiéu tng sinh hoc cta sinh vit, goi 1a phan ng mién dich. Khi
mot chat la xAm nhap vao co thé ctia mot dong vat cao cap, phan g mién dich din
dén viéc tong hop mot loai protein nhét dinh dé xac dinh tic nhan xam nhip va
ngan chan tac hai cia né. Protein nay dwoc dinh nghia 12 khang thé d6i véi chat la.
Khéang thé cho thay d6 dac hiéu rit cao va hang s6 lién két d6i véi khang nguyén
twong (ng cia nd. Khang nguyén da dugc dinh nghia la “bat ky tac nhén nao lam
phat sinh su hinh thanh khéng thé dac hiéu cho tdc nhan nay khi dwoc chuyén vao
hé thong té bao song c6 chira céc té€ bao thudc loai c6 thim quyén vé mat mién
dich.” Cac khang nguyén tw nhién c6 thé 1a cac chat dai phan tlr nhw protein va acid
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nucleic. Cac haptens dwoc dinh _
thudng nhd hon 1000 1 nghia 1a mot g5 cng e
huéng dén. Tréi nguqc?ri'i‘i{hh‘-;a Cac vj tri hodc ch{r:tngi;rg:: gthlg t;rnag ghan i
thong mién dich cia dong vat Eg Nguyeén, haptens khéng thé tr ";___C ‘.I:i k:éng thé
mang protein nhw albumin hyvé 120 ra khang thé trir khi l:hﬂ::’c I-:Etph ¥ h;athhﬁé
hop béi cic té bao huyét tunrnl’ﬁ‘t thanh l?,'b va ovalbumin. C4c khgémE thgg - f” :
dé phan Ung véi sy hién dign Cg' (vi du, té bao lympho B truémg thgﬂh] 5 "dr“;'-; ﬂvrtgt
nhau (G, A, M, D va E), khjc m:la mOt chét la, C6 nim loai globulin mién difh ihgc
cho chung cac chirc ning t4c dﬁau O cdc ving khéng déi cua chudi nang cung ci
va thir hai duoc tao ra dé pha ng khéc nhau. IgM va IgG 13 cic khang thé daf tiéE
nhap. IgA bao vé mang nhay van: "8 VOl mot chit khong phai la chinh minh xam
chua dchgrE E.é”o v? chdng lai ky sinh trung. Tuy nhién, chirc
duoc str dung thuong xuyén nhat dé’mt r0. Trong s6 ndm loai khang thé, 1gG 1a loai
nhat va ludn san cé. Xét nghiém mién dich vi n6 ton tai & mirc cao

Mién twrong déng

<

W\ VH  Vonegin

khing
nguyén

H1 Ving siéu bién adi

| ('k \Neof Fab

\ I_ [ | L
Hinh 10.1. Cdu tric co ban cia IgG

l N6i chung, cdu tric cia IgG dwoc biéu dién bing hinh chir Y bao gom hai
chudi nang va hai chudi nhe, mdi chudi chira mot s6 mién, dworc giir voi nhau bing

!i__éh Kkét disulfide. Hai doan két thiic kép cta Y dwgc ky hiéu la doan Fab va la vi tri
tai d6 khang thé lién két voi khang nguyén. Cac ving thay di va siéu bién clia Fab

tao ra mot phan hoat dong nhan biét mot ving cy thé cta khang nguyén. Doan s6 it
& dau kia ctia hinh dang Y dwoc goi la doan F, khong thé lién két voi khang nguyén
nhung c6 kha ning bam vao bé mat t¢ d 1 tic cla su

ong tac gitra khéng nguyén voi khang thé ndm trong sw két hop cu thé cia yéu to

§ bao va di qua nhau thai. Nguyén tac clia su
t dinh khang nguyén voi doan Fab ctia khang thé. Lién két dac hiéu gitra khang

K§ thudt v Thiét bj xét nghiém y hoc - PGS. TS. BS. Bang Thi Ngoc Dung, TS. Nguy&n Trong Tué 157



nguyén va khang thé 13 tap hop céc lyc khong héa tri bao gom luc “k;‘;‘n"“?“- lwre hy
nu6c, lién két hydro va twong tac Van der Waals. Tuong tﬂcsg‘“'a sy 8 Nguyen vy
khang thé kha manh, dwoc chi ra béi hing s6 lién EEt }6'11 1q -10 S Do d6, phyg
hop ciia khang nguyén khéng thé khong phan ly dé dang trir khi '2“-" 50 dung gic
khac nghiét nhw dung dich dém & pH cao hon 10 hodc thap hrm 3, “hnag Mol hiry cq
va dung dich mudi & néng do cao dwgc sir dung dé tao ra qua trinh phan ly.

3. PHAN LOAI XET NGHIEM MIEN DICH

K& tir khi cong cu xét nghiém mién dich duoc dé AU 195,9, khi
Berson va Yalow lin d3u tién mé ta phuong phap xét nghiém mien d!‘-‘thholng Xa
(RIA-Radioimmunology) trong phan tich nong do insuliq, xet nghler‘n mién dich g3
duoc digu chinh theo nhidu dinh dang phu hop voi cac ung d‘;lng Gt WL t’l"h thiy
nghiém cu thé. Trong mot s3 dinh dang, dwoc dinh nghta 1a xét nghiém mien dich
dong nhat, cic chién lwoc xét nghiém khong yéu cau tach car:“do'n vi mlen”d;cl?ﬂkhf,i
thude thir mién dich khéng lign két. Cach tiép can nay bao gom ngung kft- dlf?nﬁdi
Mao quan, phan cyc huynh quang, va cic xét nghiém miEﬂ'd!Ch dua tren truyén
nang luong cong hwéng huynh quang. Céc dinh dang khac dLl'O'C mo ‘ta la xét
nghiém mién dich khong dong nhit yéu cau sy tich biét ban dau cua cac don vj
mién dich khéi cac thugc thir midn dich khéng lién két. Trong cic xét nghiém mién
dich khéng dong nhat, cac don chit mian dich dworc lién két voi mot chat Pén ran,
cho phép giir lai cic phan tir quan tam, trong khi cac phan tir khong lién két bi rira
troi ra khoi hé théng. Mic du cac xét nghiém khong dong nhat doi hoi.thﬁri gian
chay lau hon va cic thao téc phirc tap hom, nhung chiing linh hoat, nhay va dic hiéy
hon cac xét nghiém dong nhat. Hiu hét cac cong viéc hién tai lién quan dén xét
nghiém mién dich dwoc thyc hién & dinh dang khong dong nhat.

3.1. Phwong phap mién dich phéng xa (Radioimmunoassay)

RIA sir dung thudc thir két hop dong vi phéng xa 1am chét danh diu dé theo
doi su phén b6 ctia khang nguyén tw do va lién két trong RIA hoic khang thé tv do
va lién ket trong cac xét nghiém do mién dich. Vé kha ning, RIA c6 thé ap dung dé
do hau hét moi chét c6 trong méi trwdng sinh hoc, trong pham vi tir 10-6 dén 10-14
mol/l. B§ chinh xac cao dwoc tim thiy trong xét nghiém mién dich gan nhan phong
Xa co lién quan dén nén phong xa khong dang ké trong cc mau sinh hoc. Ngoai ra,
qua trinh phan ra clia dong vi phéng xa khong bi anh hudng béi cic yéu té mai
trweong sinh hoc, chang han nhw dé pH, cwong do ion va chat e ché c6 thé anh
hwéng dén viéc phat hién trong cac phwong phap d6 phu thudc vao phép do quang
hoc hoac hoat dong ctia enzym. Mic du RIA 14 d4ng tin cdy va chinh xAc, nhung né
€6 nguy co gay hai cho sitc khée va thoi gian ban hiy ngin lién quan dén dong vi
phong xa, diéu nay han ché viéc sir dung cong nghé nay.

3.2. Phwong phap mién dich huynh quang (Fluoroimmunoassay)
Phuong phap xét nghiém mién dich huynh quang (FIA) st dung nhan huynh

quang dé phat hién chét phan tich. Giéi han phat hién déi véi phwong phap nay c6
xu huéng cao do cac van de vé huynh quang nén va dép tit. Cic vin dé nay han ché
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df"“hii}' cﬁa& phwong phap sir dung diau do huynh quang thong thuwong, da duoc
khac phuc bang cich sir dung huynh quang phan giai theo thoi gian (Time-resolved
ﬂu?rniTmU“PESSHY'TRFIA} da cho phép phét trién cic xét nghiém véi gidi han
phat hién ﬂﬁ'lapﬁhfm nhiéu. Nguyén tic huynh quang phan gidi theo thoi gian tan
dung su phan ra nhanh hon cia huynh quang nén sau khi dwec kich thich, va do dé
phép do dwoc thuc hién sau khi huynh quang nén da phén ra dén mirc khong dang
ké, trong khi huynh quang ctia dau do vin cao dang ké.

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

: {(ét "gh}ém hép thu mién dich lién két véi enzym (ELISA) la mét trong nhimg
loai xét ng}ugm mien dich dwoc siv dung réng rii nhit va an toan hon va dé dang
hon so vé'! RIA. ELISA lién quan dén viéc sir dung hoat tinh cia enzym nhu mot
phuong ﬁt}‘nqphét hién sw gan két ctia lién hop khang thé-enzym. Céc enzym ddc
hiéu rr?ng ca phan {rng ma chiing xiic tic va co chit ma ching nhin ra va chiu su
diéu chinh hoat dong bdi cic phan tir khac, Do d6, viéc sir dung enzym c6 thé co loi
do tinh ddc hiéu clia enzym va cac hién twong khuéch dai do xdc tac enzym. ELISA
khac nhau ¢ hinh thirc phat hién, thuong 1a do quang phé khi nhan enzyme tao ra
san pham ¢6 mau, hodc dién hoa khi enzyme xiic tic phan img héa hoc oxy hoa
khir. Nhwoe diém chinh ctia ELISA 13 sy phu thudc ctia hoat tinh enzyme vao moi
trurdmg vat ly va héa hoc.

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

Héa phat quang (CL) mé ta sw phat ra anh sang xdy ra do mét s6 phan img
héa hoc nhit dinh tao ra mot luwong 1én ning lrong bi mat dwéi dang photon khi
cac phan tir san pham bj kich thich dién ti gidn ra vé trang thai co ban 6n dinh cia
chiing. B&i vi CL khong lién quan dén sy hap thu ban dau cua anh sang, cac phép do
phat xa CL dwoc thuc hién trén nén thap hon, do d6 cho phép phat hién dé nhay
cao hon. Do wu diém khéng c6 chat thai phéng xa, yéu cau thiét bi twong déi don
gian, gi¢i han phat hién rét thap va ddi déng rong, phwong phap phat quang hoa
hoc da dwoc ap dung rong rai trong phan tich lam sang. Nhin chung, hai ki thuat
phan tich phat quang héa hoc chinh dwgc sit dung trong lam sang phan tich: (1)
nhan luminol hodc acridinium ester, v.v. dugc sir dung trong xet nghiém mién dich
phat quang héa hoc (CLIA); (2) ky thudt phat hién hoa chat phat quang bang cach
str dung horseradish peroxidase (HRP) hodc phosphatase kiém (ALP) lam nhan
gd_jpﬁ:ét nghiém mién dich enzym. Ky thuat dau tién phat hién truc tiép tia sang cua
thugc thir phat quang dé xac dinh chdt phan tich. Trong phwong phap thi hai, co
chat phat quang héa hoc trdi qua qué trinh oxy hoa xic tac peroxidase véi sur co
mﬁtcﬁa chat oxy hoa thich hop, va giéi han phat hién ddi véi nhan enzyme c6 thé
“ xuéng pham vi yéu td bang cach phat hién héa chit phat quang.

— ﬁ'. rhiét bi xét am y hoc — PGS. TS. BS. Bang Thi Ngoc Dung, TS. Nguyén Trong Tué m



3.5. Phwong phap mién  dich dien héa  phat  quang

(Electrochemiluminescence Immunoassay)

Xét nghiém mién dich dién héa phat quang (ECLIA) 12 mot phwong phap dinh
trén su thay d6i tin hiéu dién héa

lwong dé do khang nguyén hodc khang thé dya

phat quang (ECL) trudc va sau phan (rng mién dich. ECL la qua trinh theo d6 cic
san phim dwoc tao ra tai dién cyc trai qua phan ng chuyén dién tir nang luong
cao dé tao thanh cac trang thai kich thich phat ra anh sang. Twong tu nhw CL, ECL
khéng yéu ciu sir dung ngudn sang bén ngoai. Mic di ECL 1a mot dang CL, nhung
né c6 mot s6 wu diém hon CL. Pau tién, trong ECL, phan (g dién héa cho phép
kiém sot thoi gian va vi trf cia phan mg phat sang. Bang céch kiém soat thoi gian,
sur phat xa anh sdng c6 thé bi tri hodn cho dén khi xay ra cac su kién nhu phan ing
mién dich hodc phan rng xuc tac boi enzyme. Kiém soat vi trf c6 thé duoc st dung

dé gi¢i han phat xa anh sang dén mot khu vue duogc dinh vi chinh xac d6i véi may
trén nhiéu. Ngoai ra, diéu khién

do, cai thién do nhay bing cach ting ty 1é tin hiéu
vi tri phét xa c6 thé dwgec sir dung dé xac dinh két qua ctia nhiéu hon mot phan g
phan tich trong ciing mot mau bang cach th4m vén tirng dién cuc trong mot mang,
theo trinh tw hoic dong thoi bang cch sir dung may do vi tri nhay cam. Thir hai,
ECL cé thé chon loc hon CL vi viéc tao ra cdc trang thai kich thich trong ECL c6 thé
duoc kiém soat mot cach chon loc bing cach thay d6i cac thé dién cuc. Thir ba, ECL
¢6 thé nhay hon CL vi mot s6 chit phan ing c6 thé duoc tai tao dién hoéa & dién cuc
va din dén qua trinh khuéch dai chu ky oxy héa khir. Thix tw, tin hiéu dong dién va
tin hiéu anh sang dugc thu dong thoi, tao didu kién thuan loi cho viéc khao sat co
ché phat xa 4nh sang bang phwong phép dién héa, khao sat phan tng dién héa
biing ECL, ciing nhw phét hién dong thoi ECL va dién héa.Tuy nhién, yéu cau doi voi

cac ky thuat dién hoa trong ECL, chang han nhu thiét 1ap dién hoa va lam méi bé
mit dién cuc, din dén mot s6 han ché cho cdc mg dung phan tich.

A. PHUONG PHAP ELISA

MUC TIEU
1. Trinh bay dwgc nguyén ly cua cdc phwong phdp ELISA.
2. Trinh bay dwoc cdc thanh phdn cdu tao co bdn ctia cdc hé thong mdy xét
nghiém ELISA.
3. Trinh bay dwoc cdc yéu t6 dnh hwdmg dén két quad xét nghiém ELISA va cac
= bién phdp khac phuc.

1. TONG QUAN VE PHU'ONG PHAP ELISA

1.1. Pinh nghia vé phwong phéap

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), con dwoc goi la enzyme
unoassay (EIA), 1a mot ky thuat sinh héa str dung dé phat hién su hién dién
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cua mét_ khing thé hodc khéng nguyén trong mdt mau. Theo thuat ngir don gian,
trong ky thuat ELISA, mot lugng cia khang nguyén dwoc gin véi mot bé mat, va
sau d6 1a mot khang thé dic higu dwgc cho vao dé né c6 thé lién két véi cac khang
nguyén. Khang thé ndy sélién két véi enzyme, va cudi cung thém co chit
dé enzyme phan gidi co chdt va phat ra nhing tin hiéu, phd bién nhit 13 sw d6i mau
mot chat héa hoc... Y

1.2. Lich sir phat trién phwong phap

Tién than cua ELISA 1a ky thuat mién dich hoc phéng xa (Radioimmunoassa

- RIA), duoc phat trién boi Rosalyn Sussman Ya]n]:-.r vagsagmon Aaron Bersoﬁ
(xudt ban lan dau tién ndm 1960; Nobel y hoc cho Rosalyn S. Yalow nam 1977).
Mac du phuong phap nay c6 dd nhay va dé dic hiéu rét cao, tuy nhién viéc sir dung
p!iéng xa Cht_J Vjéc‘phét hi¢n yéu cdu ky thuét cao, phirc tap, tén kém, dic biét viéc
sEdung phai vo cling can than vi kha nang gay nguy hiém cua phéong xa da dan dén
viéc ddt ra yéu cau tim kiém céc phwong phap ci tién thay thé. DE thay cho viéc sir
dung chét ddnh diu phéng xa, nguoi ta da str dung ky thut lién két khéng nguyén
hodc khéng thé véi mot enzyme (enzyme-linked) 6 kha ndng thwc hién mot phan
trng nhan biét (vi du nhw gay déi mau mét chat), .

Trong sudt qua trinh phat trién cla xét nghiém mién dich, y twéng sir dung
enzyme gan nhan da vip phai nhidu su hoai nghi. Nguoi ta cho rang cac enzym qua
Iém dé cdc phén tir sinh hoc dwoc sir dung 1am nhan va sw hién dién cla ching rat
c6 thé sé gy ra can tré khong gian phan rng, Nhirng lo ngai nhuw vay da duoc giai
quyét bing cach lap k& hoach va thyc hién cac thi nghiém cin thin, ching to tinh
kha thi cia cdc enzym gin nhén. Sy thanh cdng ciia cac xét nghiém mién dich lién
két véi enzym trong giai doan diu da chimg minh nhirng ngudi hoai nghi da sai va
mé dwdng cho su tién bd hon niva cia cac xét nghiém mién dich.

Gilra nam 1966 va 1969, Avrameas va cong sy, dd bdo cdo sy két hop khang
nguyén-khang thé thanh coéng bing cich sir dung cdc enzym nhu phosphatase
kiém, va glucose oxidase trong sd cac enzym khac. Avrameas va cac dong nghiép da
t6i wu héa quy trinh gén nhan va qua trinh ghép néi tiép theo théng qua phéan tir
glutaraldehyde. Cac phan tir sinh hoc dugc danh ddu bang enzym (khang nguyén
hodc khang thé) duwoc sir dung dé phat hién phan tir sinh hoc théng qua mién dich
huynh quang. Xét nghiém mién dich Enzyme (EIA) dwoc phat trién tai Phong thi
nghiém Nghién ciru Organon & Ha Lan béi Anton Schuurs va Bauke van Weemen.

Thir nghiém hédp thu mién dich lién két véi enzyme (ELISA) duwoc 1én y tudng
tai Pai hoc Stockholm, Thuy Dién, béi Peter Perlmann va Eva Engvall vao nam
1971. Thir nghiém ELISA dau tién da ching minh phép do dinh lwgng khang thé
thé véi enzyme gin nhan phosphatase kiém. ELISA da tré nén thanh c6ng hon EIA
& khia canh thuong mai héa.

E : f["_ﬁ& dong cia EIA va ELISA déi véi xét nghiém mién dich chin dodn va hé
uj";}‘_#"" g_,lﬁnisﬁc strc khoe hau nhw khong vuot troi. S6 lwong céc cudc didu tra phan

‘tich va lam _&_ﬁng__dw{: thwe hién trén toan thé gi¢i dua trén kién thirc vé EIA va
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vin va s6 lwong cac phép do sir dung cac xét ndgh?gffﬂ Tién dich nay
h nhan thong thuong 1a cuc ky 16n. Trén thé gioi hau nhu khéng
khong gap dia dém ELISA.

ELISA la thién
dé cham soc bén
c6 phong xét nghiém chan doan nao

1941- A-H.Coons va cing sy

lin déu tién gin nhin

khing thé bing thude ~— {960 R.Sussman VA S.Berson

nbujm huinh quang va sir md ta vé RIA tuy nhién dit ra vin

dung dé xac dinh khang 4é vé tinh an toan cua phuong

nguyén trong cic md sinh thiét phapvtgiiiphiptharthéantm
hon

1971. EEngvall vi P.Oerlman
dbc lip phit minh ra ELISA
sir dung khang thé dé phat :
hién ra syr hién dién cua

virus, hormon \(

1076 Powong phip ELISA canh

tranh . trong d6 co chat lién hop canh

tranh v6i protein quan tim, dwgc phat

trién va sir dung dé phat hién hormone
chnriagomdoimpincﬂangu&i

1575 ELISA giin tiép,

1977 Phuong phip
trong 46 mt khng thé thir cép

ELISA Sandwich dugc

phit trién va thir nghiém

trén mét sb chit nén dé duge thém vao cho myc dich

chimg minh khii ni¢m phét hién, dugc phat trién va sir
| dyng dé phat hién albumin

huyét thanh nguoi

985 Xét nghiém e gl

e s o

sing loc diu tién .YT Y}Y

véi HIV. N6 duge

chip thudn sir dung

vao ngay 2/3/1985

Hinh 10.2. Lwoc do lich sir phat trién ctia phwrong phap ELISA

1.3. Nguyén ly phwong phap
P é y pha
| hmg phap ELISA dua trén co sé& phan img mién dich diac hiéu khang




enzyme, trong dé phosphatase kigm (ALP), horseradish
galactosidafe tlltrémg dwoc sir dung, Khang nguyén
trén pha ran bang phwong phap héa Iy hoac phan
khang thé, sau d6 khang nguyén dwoc phan fl'rng Vi
hién bang khang thé thir cip dwoc danh diu bang en
phan img sinh mau

dwoc phap hién bang

peroxidase (HRP), B-
trong pha léng dwoc cé dinh
irng két hop khiang nguyén-
khang thé cu thé va duoc phat
2 zyme - enzyme nay xuc tac cho
h’??c h'uynh quang sau khi dwogc bé sung co chét thich hop
vi€c str dung phwong phép quang phé.

1.4. Cac bién thé cia ELISA

' Mic Elu nguyén Eic cua ELISA khi don gian, nhung qua qua trinh thuc nghiém
sir dung da gdp cac vin de ton tai: tir cdc van dé vé do nhay, 46 dic hiéu, giéi han
phat hién cho dén nhimg vén d& v& tinh hiéu qua cia phwong phap nhw thori gian
thuc hién, do Phi;rt tap, chi phi cling nhw kha nang hé théng héa thanh b dung cu
(KIT) d€ san xudt cong nghiép. Chinh vi viy, ngui ta di khong ngimg cai tién
phuong phap nay, dwa ra nhigu phwong phap méi phii hop véi timg dieu kién,
ting doi twong khic nhau. Cho dén nay, da c6 rit nhiéu bién thé da dang cia
ELISA. Tuy nhién nhin chung, tit ca c4c bién thé nay c6 thé dwgc phan loai nhu sau:

- ELISA di pha (Heterogeneous ELISA), hay con goi 13 ELISA pha réan (solid
phase), gom cac phwong phap:

E ~ + ELISAtryctiép (direct ELISA)
+ ELISA gian tiép (indirect ELISA),
+ ELISA sandwich.

-+ ELISA canh tranh (competitive ELISA).

- - ELISA dong pha (Homogeneous ELISA), gom cac phwong phap ELISA
dong pha canh tranh (competitive) va khong canh tranh (non-competitive).
1.4.1. ELISA di pha

~ Trong ELISA di pha, cc yéu td can chin doan dwoc tach ra khoéi hon hop
dung dich mau bing cach ¢d dinh 1én mot bé mat ran (cé thé 1a nhya, thuy tinh,
gidy, mang nitrocellulose, agarose, polyacrylamide gel hay thdm chi vi khudn duoc
¢6 dinh) tao thanh hai pha ¢g dinh va tw do, theo sau la mét bwéc loai bo pha ty do.
) '“  phat hién duoc thém vao sau dé dé phét hién sy hién dién cta yéu té can
:.%i:l_-iibh_]_ai trén pha c6 dinh théng qua hoat tinh ctia enzyme.

wong phap nay it dwoc sir dung trong ELISA dinh lwong ma thudmng duoc
o ELISA dinh tinh. Yéu t& can chdn doan (vi du nhw khang nguyén) duoc




Co’ chat

(s

Khang thé

Khang nguyén

Hinh 10.3. So' d6 minh hoa ELISA truc tiép

Phuong phap nay c6 wu diém 1a chi cin mot lan & do do tiét kiém thdi gian vj
toi thiéu dwoc viéc kiém soat cic diéu kién trong qua trinh thure hién (thay 46
nhiét dg va buffer cho mdi Iin U, tinh thei gian...). Tuy nhién, nhwoc diém ctia né 12
nhuém mau nén (background staining) cao do suw lién két khong dac hiéu cta
khang thé v&i bé mit rin va cic protein ¢8 dinh trén bé mat ran. Viéc danh diu
tirng loai khang thé sir dung cho mdi khang nguyén ciing kha ton kém, nhat 1 khi
phai chdn doian mét sé lwong lém céc loai khang nguyén khac nhau. Ngoai ra,
phuong phap nay ciing c6 gi¢i han phat hién cao, va can mgt lwgng lom cac yéu t6
can chdn doén do s lién két kém hiéu qua ctia yéu t6 nay 1én bé mit ran ciing nhu
swr canh tranh ctia céc protein khic trong qua trinh phan tng mién dich.

Cac buwére thue hién ELISA truwe tiép

1. Cho khang nguyén mau cin phén tich vao dia ELISA (i dé c¢6 dinh khang
nguyén vao dia, sau do rira loai bo thanh phan khong lién két.

2. Dung dich Blocking buffer thém vao 1i va rira bang dung dich rira.
3. Thém khang thé gin enzyme (i va rira.
4. Thém co chat u va rira.

5. Phan tich két qua.

1.4.1.2. ELISA gidn tiép

Phwong phap ELISA gidn tiép twong tw nhu ELISA trwec ti€p, nhung sir dung
hai lép yéu t6é phat hién, va chi c6 16p yéu t6 phét hién cudi cing méi mang
enzyme. Uu diém cta phwong phap nay la chi can tao mét loai khang khang thé
mang enzyme dé nhén biét cho nhiéu khang nguyén khac nhau. Khéng thé so cip
ciing la nhitng protein, va cling mang nhirng epitope ctia riéng n6. Néu nhiéu loai
khéng thé khéac nhau dwgc san xuat tir cing mét loai sinh vat, tat ca cac loai khang
thé nay déu mang nhirng epitope chung dic trung cho loai dé. Viéc san xudt mét
khang khang thé c6 kha nang lién két véi epitope do la hoan toan c6 thé, thong qua
viéc tiém cac khang thé trén vao mot loai sinh vat khac. Phwrong phap nay ciing cho
Eidi'han'-phét hién thap hon khoang 10 lan so vé&i ELISA truc tiép, do kha nang lién
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két nhiéu khang khang thé lén mét phin tir khang thé so cdp, lam ting s6 luong

enzyme dugc ¢d dinh.
Co chat
Enzyme » (O
Khéng thé thir cap
Khéang thé so cap
Khang nguyén

Hinh 10.4. Hinh minh hoa ELSA gian tiép

~ Tuy nhién, nhwoc diém cia né 13 ting sG buéc thyc hién do d6 1am tang viec
kiém sodt cac diéu kién qua trinh va kéo dai théi gian chdn doan. Nhim ting kha
nang phat hién, nguoi ta c6 thé sir dung ky thuat bic cau (brigde) b6 tro cho ELISA
gin tiép. V& nguyén tic, ky thut bic ciu ciing twong ty nhu ELISA gian tiép,
‘nhung & day sir dung nhiéu l6p yéu t6 phat hién hon (trén hai 16p). Qua moi 16p
yéu t6 phat hién, tin hiéu lai duoc khuéch dai 1én vai lan. Tuy nhién can luu y 1a
‘cang nhiéu 16p y&u t6 phat hién, s6 buéc thyc hién cang nhidu va sé kéo dai thoi
‘gian, ting thém viéc kiém soat diéu kién cho timg qua trinh, ciing nhw ting kha
nang lién két chéo gitra cac yéu t6 phat hién véi nhau.

_ Cac buéc thue hién ELISA gidn tiép twong ty truc tiép tuy nhién thém 1 buéc
gdn va i rira khang thé so cap.
1 %5'3 ELISA sandwich

 Twong tw nhu ELISA truc tiép va gidn tiép, trong phwong phap nay yéu td can
chin doan ciing dwoc ¢4 dinh 1én bé mit ran. Tuy nhién viéc c6 dinh nay khong
> thure hién truc tiép ma thong qua lién két mién dich véi mot yéu to phat hién

\won i‘.-i]g;‘_khéng thé) da dwoc gén c6 dinh san trén bé mat ran.
2 i{hi bét gitr yéu t6 can chdn doan, lic nay phuwong phap quay lai twong tw

A tryc tiép hodc gidn tiép sau khi da c6 dinh yéu t6 can chan doan. Nguoi

s.‘ﬁ:dl;ng_mét khéng thé lién két enzyme dé xac dinh truc tiép yéu to trén

A tryc tiép), hodic ciing ¢6 thé dung mot trong sé cac phwong phéap brigde
an tiép. Bén canh khang thé ngui ta ciing c6 thé c6 dinh mot s yéu to

an nhu Clg, receptor, lectin...

ohap nay cé kha nhiéu wu diém vuot troi, thir nhat 1a giam dwoc hién
u nén va cic phan (mg khdng ddc hiéu do da loai bé dwoc hau hét
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céc thanh phiin tap, phan tmg duoc thyc hién d& dang hon, khang the g cZp c6 the
dugce gan Is}:?m trérl: If‘é mat rgn tao thanh cac bo KIT va’i c6 thé téhm:B hién Eit chdn
dodn ma trong dé khang nguyén khong thé gan dwoc |én mat r n}.]é S hdé no
ciing ¢6 nhirng nhugc diém riéng, quan trong nhét la lam tang ,thf] Lm%f €o do
lién két khong dac hiéu giita cic 16p yéu t6 phat hién thir cdp voi & e : A
Nhiroc diém nay da duoc nghién ctu khic phuc bing cach chi cb'dinh phan doan
nhanh (Fab) ctia khang thé,
Co chat

Co chdt Enzyme & O
(O Khéng thé phat hién

» Enzyme Khang thé thir cdp
Khang thé phat hién

. Khéng nguyén ‘ Khéng nguyén

\|’Khéng bat gilr YKhéng bat gilr

TRY'C TIEP GIAN TIEP
Hinh 10.5. So d minh hoa phuong phap ELISA Sandwich
Cac bwée clia ELISA sandwich twong tw ELISA tryc tiép truc ti€p/gidn tiép
tuy nhién trong ELISA sandwich yén t& bit gii khéang nguyén la khang the nén
bwérc dau tién ciia phwong phép 1a gin khang thé 1én dia ELISA. Cac bwéec tiép theo
twong tw ELISA gian ti€p va truc tiép.
1.4.1.4. ELISA canh tranh

Co chat

)L 0 %%
VA )k Khang thé phat hién
\Y

Khang nguyén canh tranh . 4
Khang nguyén .

Hinh 10.6. So d6 minh hoa phuwong phéap ELISA canh tranh

ELISA canh tranh la phwong phap ELISA rat hiéu qua cho dinh lwong cac yéu
t6 hién dién trong mau véi lwong nho. ELISA canh tranh sir dung mét lwong khang
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nguyén cung loai véi khang nguyén muén dinh 1 e
canh tranh) cho phan tng mja y inh lrrong trong mau (khang nguyén

I s . n dich v&i cing mét loai khéng thé dac hiéu ¢d dinh
trén m-’i'ltd n, Tf‘éu '5# do 3}1‘9'ng khéng nguyén canh tranh nay théng qua hoat tinh
enzyme duoc lien két véi né, Khang nguyén canh tranh cang hién dién nhiéu cho

biét loai khang nguyén d6 trong mau cang it va nguoc lai. C6 ba bién thé chinh cua
phuwong phap nay: '

- Phuwong pfidp bao hoa cdn bang twong déi (quasi-equilibrium saturarion):
Trong phuwong Pflap nay khing nguyén miu (Ag - Antigen) va khang nguyén canh
tranh (Agc - Antigen competitive) dwoc cho phan ng clng lic véi mot khang thé
duerc co dinh. Hai loai khang nguyén s phan ting mién dich véi khéng thé (Ab -
anti bﬂd.:f) EhED‘ MOt ti 1€ twong tng véi ti 1€ ndng 40 giira hai loai khing nguyén, tir
dé c6 ,the xac dinh 9“‘?’3 nong dé Ag khi do ti 1é Agc con lai sau phan (ng véi lwong
Agc st dung ban dau. Can Ivu y 13 lwrong khang nguyén canh tranh phai dwoc biét
trudre va phai du dé c6 thé bao hoa hét lwong khang thé,

- Phuong phdp bao hoa thi tw (sequential saturation):

Phwong phap nay thuong duoc sir dung hon bdo hoa cin bang twong déi.
Khac véi phuong phap trén, véi bio hoa thir ty khang nguyén miu dwoc cho phan
tmg trurée. Sau d6, mot lugng du khang nguyén canh tranh duoc thém vao dé bao
hoa lugng khang thé con tréng, Hoat tinh enzyme do duoc sé cho biét lwong Agc
phan ing véi khang thé con trong, tir d6 tinh dwoc lwong Ag da chiém chd khang

thé. Trong phuong phap nay, lwong Age ban dau khong can phai biét truwéc, tuy
nhién van can phai du dé bio hoa lugng khang thé con lai.

- Phwong phdp trc ché khdng thé (antibodies inhibition):

Thay vi ¢6 dinh khang thé 1én mit ran, nguoi ta cing c6 thé c¢6 dinh khang
nguyén canh tranh. Dau tién, ngudi ta sé cho khang nguyén miu phan trng v&i mot
lrong khang thé biét truéc. Sau d6, lwong khang thé con lai chua phan (g sé duoc
phan @ng véi khang nguyén canh tranh, va dwoc 6 dinh lai. Sau buéc rira lwong
khang thé con ¢6 dinh lai dwoc do va suy ra lwong khang thé da phan rng voi
Jkhang nguyén mau. Bén canh viéc dinh lvgng khéng nguyén, phwrong phap nay con
%6:116 str dung dé so sanh cic khang nguyén véi nhau.

1.4.2. ELISA dong pha

ki Eghu-;mg phap nay thuong duoc sir dung dé dinh lwgng cic phan tir nhé. Khac
voi RIA va ELISA di pha, phuong phap nay khéng cén buéc tach biét cac yéu t6 gan
va tur do, vi n6 dua trén su thay déi hoat tinh ciia enzyme théng qua phan g

két mién dich. Uu diém lén ciia phwong phap nay 13 gidm dwoc mire do phire tap

1an ung trong viéc c6 dinh cic yéu t6 l1én bé mat ran, thoi gian thuce hién rit

ng nhur gidm dwoc lwong khang thé cin ding vi khong phai trang mot be
 16m. Tuy nhién né c6 nhuoc diém la hiu hét cac phwong phap 1am thay déi
t tinh enzyme cho dén nay déu dua trén s thay d6i vé ciu tric khong gian cia
o k&,‘v&l eenzyme. Huéng di nay can c6 nhirng thiét ké chinh xac vé cau
an ctia cac thanh phan, mot yéu ciu khé phirc tap, ton kém, hau hét chi
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i ¢ 3 gy rdt nhiéu han ché trong vigc

d duoc véi cac khang nguyen nhovag ly rat AEpIL 8 Viée

zgnt};iaffcégrlﬁénh phan ctia mt phan tng ELISA. Pay cung la'y;uhtﬁ c;;nhbiai gi6i

han rdt 16m ky thuat ELISA dong pha. Ngoai ra, kf’t qua c6 thé bi anh huong boi mot
s6 yéu t6 khac trong mAu c6 kha ning 1am bién d6i hoat tinh enzyme.

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

Phwong phap ELISA dugc ing dung trong n
s6 xét nghiém c6 thé ké dén nhu:
2.1. Phat hién va do lwong s hién dién ctia khang thé tr
- Céic tw khang thé (anti-dsDNA, anti-dsg1, ANA,...).
- Céic khang thé chéng lai bénh truyén nhiém (vi khudn, virus, ndm).

hiéu xét nghiém chan doan. Mét

ong mau

2.2. Phat hién va wéc tinh ciac ddu dn ung thw
- Khang nguyén dic hiéu ctia tuyén tién ligt (PSA).
- Carcinoembryonic Antigen (CEA).
2.3. Phat hién va dinh lwong néng dé hormone trong mau
- LH (Luteinizing hormone).
- FSH (Follicular stimulating hormone).
- Prolactin.
- Testosterone.
- hCG (Human chorionic gonadotropin).
2.4. Phat hién sw hién dién ctia virus trong mau bénh pham
- Cholera.
- HIV.
- Influenza.
2.5. Phat hién lam dung ma tay
- Amphetamine.
- Methamphetamine.
- 3,4-methylenedioxymethamphetamine.
- Cocaine.

- Benzoylecgonine.

3. CAU TRUC CO' BAN CUA HE THONG MAY
'Hé thong may ELISA hién nay dwoc phén chia ra 1am 2 nhém:
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- Hé ‘h"!‘gh':z“ S hia cac may dom 18 hoat déng theo timg buéc timg giai
pan Ci12 qua trinh thuwce hién phap ng ELISA: m4y q, mady rira, may doc.

- Hé thong tich g0p cic modun trong ciing met may.
3.1 Hé thong may don I1é

C4u tric co ban cia hé théng
héa chdt, mdy U, may rira, my doc.
2.1.1.Dia ELISA pha ran

d

nay bao gom cc thanh phan: dia ELISA pha ran,

Hinh 10.7. bia ELISA 96 gigng
Pia ELISA 96 giéng duwoc siy dun
polystyrene hodc cac dan xuit cia polystyrene thu duwgrc bang cich bién d6i héa

g nhiéu nhit trong ELISA thuwong Ia

hoc hodc chié'}l xa bé mat. Fhﬁ bién nhit 13 dia 96 giéng duoc cdu tric gom 8 hang
va 12 cot. Mdi giéng Cé thE_ tich khodng 350 i véi mot khu vire bén trong c6 dién
‘tich khoang 2,5 cm?. Gan day hon, dia 384 8iéng va 1536 giéng da dworc phat trién

=

voi giéng bang mot nira thé tich giéng truyén théng. Phan tich dwoc thuc hién
trong cdc giéng Vo1 thé tich bing mot niva giéng hét va hisu sudt véi dia kich thude
truyén thong, nhung tiét kiém dang ké ve thanh phan phan @mg. Phin diy cia
?gngduqc thiét ké day hinh ong chao gitip cho viéc vé sinh giéng dé dang hon.

- Mot s6 van de lién quan dén dia ELISA pha rin c6 thé anh hwéng dén két qua

- Van dé vé chit lwgng dia ELISA: dia ELISA 13 noi ma thanh phin can phan
tich sé bam dinh (pha rin) dé cic phan tng ti€p theo c6 thé xay ra. Bam dinh c6 the

rc ti€p hodc gian tiép thong qua khang thé bit. Du 1a bam dinh bang cich nao
dia ELISA ciing 13 noi gitip c6 dinh phan ti cin phan tich. Khi c6 van dé véi dia
A: dia sir dung nhiéu I3n, dia hét han sir dung sé anh hwéng dén qua trinh gan
¢ho cac phan tir phan tich khéng gén/giam gin sé din téi sai s§ trong két qua
Phan tich (giam nong do thuc té), hoic dia bi xwérc/be mit trong tron nhin sé din

trong viéc thuc hién phan tich véi sg lwomg mau lon. Ngoai ra, ciing ¢6 dia 96 giéng
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téi sw bam quad mirc cua cac phan tir sé lam ting tin hiéu dau ra lam két qua phap,
tich cao hon thurc té.

- Mot vén dé nira v6i quy trinh thuc hién cia hé théng cac modun réi, qug
trinh phan tich két qué sé dwoc thuce hién thung qua phwong phap do quang trgp
chinh dia ELISA nén néu dia ELISA qua han sir dung bi m& duc, bam ban gidm chat
lrong sé anh hwémg dén cudmg dd chiim tia 16 ddn dén 1am sai léch két qua do.

Mét s6 lwru ¥ khi sir dung dia ELISA nhidm han ché sai két qua:
- Pua dia ELISA vé nhiét dé phong truéc khi mé.

- LLro'ng chat 16ng trong giéng nén déng déu trong ca dia, vi mot giéng tich
ra doc lap sé gay kho khin cho viéc dé bo dia va dan dén rira kém hon.

- Dat dia trong bong t6i ngay sau khi thém co chat, vi co chat rat nhay cam
v@i anh sang.
- Gitr chit dia khi x4 dé tranh dia trwrot khéi bé gitr (holder).

- Xoay dia 180° va gén lai vao bé/cin sir dung ding bé gilr néu khong phi
hop véi dia.

Péng kin cac giéng chwa dung dén véi cac chat lam kho.

]

Ghi lai ngay lan dau tién mé tai chira dia.
Rira mat day cta dia véi dung dich dém rira dé loai bo dau van tay.

Chéc chén ring cic giéng dang & diing giai doan trong qua trinh rira, bg
sung thudc thir va doc dia.

- Lau phia dwéi cac dia voi vai/khan truée khi doc.
- Khéng dwoc dé kho giéng mét khi da bat dau thi nghiém.

3.1.2. Pipet

Cé 2 loai pipet thuwomg duoc sir dung la pipet da kénh va pipet don kénh.
Pipet don kénh chia lam 2 dang: c6 dinh thé tich va diéu chinh thé tich (1- 20 ml,
10- 100 ml, 20- 200 ml...), con pipet da kénh thu-érng dwoc dung la loai 8 dau tip va
12 dau tip dé phil hop véi s6 lwong hang va cot clia dia ELISA. V@ thao tic c6 thé
‘chia thanh plpet phan ph61 ban tu dong va pipet phan phéi hoan toan tw dong. Pai
véi hé thong may ELISA roi timg modun (U, rira, doc) cac thao tac pha loang mau,
thém héa chat sé duoc thuc hién bing cic pipet ban tu dong. Trén hé thong tich
rggphn]ueu modun cac qua trinh nay sé dwoc thuc hién tw dong hoan toan.

1
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nguyén nhan nhu: cai dit thé tich hit miu kh (
thanh thao khong ding ki thudt din dén Bobe
tich can ldy. Pipet khéng dwoc hidu chun
tich hit mau, ;

thao tic véi pipet chwa
lwong miu hat nhidu/it hon so véi thé
dinh ky ddn dén nhiing sai sét trong thé

Phwong phap han ché sai sé:

sénm-ﬁ:ipet phai dwoc hiéu chuin thuong xuyén theo ding hwéng din ctia nha

- Tranh cham dau tip vao thanh giéng.

- Tranh vang vao miu va thudc thir.

. - Strdung mot dau tip méi khi thém miu/déi chirng/thudc thi.

- Céc dau tip phai du d6 dai dé cung cdp khoang khong khi giira diu tip va

|

- Pam bao dau tip pipet dwgc gin chit vao pipet dé tranh lam roi dau tip.

3.1.3. Héa chdt ELISA

3.1.3.1. Dung dich dém

‘a. Coating buffer

~ (Coating la buéc dau tién trong bat ky phuong phap ELISA nao va la qua trinh
'ma mot khang nguyén pha loang thich hop hodc mot khang thé dwoc U cho dén khi
‘dwoc hdp thu vao bé mit ca giéng. Su hdp phu xdy ra thu dong nhu 1a két qua cia
gl,r'urﬂ'n g tac hydro giira cac chudi amino acid trén bé mat khang nguyén hoic
;mg_thg dwoc sir dung dé phti va bé médt nhya cia giéng. Kha niang gin phu thudc
vao thei gian, nhiét d6, va pH cta coating buffer cing nhw nong do cta lép phu. Cac
iBu kién t dién hinh 13 viéc thém 50-1004l chit dém phi vao khéng nguyén hodic
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khéng thé & ndng dé 1-10 pg/ml, va G qua dém & nhiét d6 4° C hoac trong 1-3 gijy 4,
370 C (diéu kién thudng duoc sir dung trong thuc té) trong qua trinh phi bé 3,
dd 4m ciing 12 mét diéu kién hét sirc quan trong dé giam thiéu sy boc hoi. Chat ligy
duorc sir dung c6 thé ddm bao riing tim c6 thé dwoc sir dung lai nhiéu Ian. Hai dyy,
dich dém phu thuong duoc sir dung trong thurc té 1a dém bicarbonate pH 9,6 3
dung dich PBS (dung dich mudi dém phosphate).

b. Blocking buffers

Blocking 12 mot buée hét sirc quan trong va can thiét d€ ngan chin sy g,
khong dic hiéu cia cac thanh phin khang thé phat hién (detection antibodies) ve;
bé mit giéng sau khi bao pht khang nguyén khang thé. C6 hai type dung dich
blocking chinh 13 protein va chat tiy rira. Protein dwoc coi la chat blocking lau dj;
n6 dwoc thém vao sau khi khang nguyén/khéng thé da duoc gan vao dia. Con cic
chét tdy rira chi c6 tic dung blocking tam théi chirc néng blocking cia né sé bién
mat trong cac bwdc rira sau dé.

Chat blocking 1y twéomg 1 sw phéi hop théa man hai diéu kién dam bao dg
nhay ctia phan &g ELISA va chit lwong mau nén t6i uu. Lua chon protein khong
lién quan hodc mot protein khdng cé phan ing véi cac thanh phan khang thé tham
gia phan g ELISA 13 diém dau tién duoc dé nghi dé tim chat blocking phu hop,
Khi mot giéng duoc blocking hoan toan dé nhay cta phan ung sé duoc tang Ién do
giam sw gin khong dac hidu clia cic thanh phan khic. Blocking buffer co ban nhit
bao gom BSA 1% (Albumin huyét twong bo) hoac ]a protein stra hoa tan trong dung
dich PBS. Théng thudmg 150 ul blocking buffer dwoc thém vao giéng va i & nhiét
do 37°C.

c. Pém rira (Washing buffer)

ELISA sir dung bé mit lién két dé tich va buéc rira dwoc lap lai gitra moi buérc
dé loai bé cac thanh phan khong lién két. Budc rira 12 mot phan quan trong cuia quy
trinh va doi héi cic giéng phai duoc dé day dung dich rira thudng 12 dung dich PBS
cuing véi mot nong do nho cac chit tdy rira khong ion nhu Twin-20 (Polysorbate 20-
CssH144026). Budrc rira thuomg dugc thurc hién 3-5 lan giira mdi buéc dé loai bo triét
dé cac thanh phin khong tham gia lién két. Dung dich rira thwomg dworc gitr lai mot
th&i gian ngan trén tim. Thanh phan dung dich dur thira phai loai bo & budrc rira cudi
cung dé tranh su pha loang dung dich dwoc thém vao & giai doan tiép theo. Diéu nay
c6 thé thuc hién don gian bang cach Gp nhe tim lén bé mat gidy tham.

d. Khdng thé

Khéng thé sir dung trong phan tmg ELISA c6 thé don dong hoac da dong hoac
phéi hop ca hai loai. Su két hop khang nguyén khang thé duwroc mo ta theo 3 déc tinh:
tinh dic hiéu, 4i tinh, hdo tinh. Tinh dic hiéu dua trén phan (mg két hop dac hiéu cua
paratc;p va epitop. Ai tinh mé ta mirc do, kha nang gan két cia khang nguyénx khang
thé. Khang thé ai luc cao la sy lua chon tot nhit cho cac loai xét nghiém miEn dich

trong d6 co ELISA vi ching nhanh chéng tao ra mot luong lém phirc hop mién dich
6n dinh va do d6 cung cdp mot dd nhay cao hon cho xét nghiém.
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§ : .

Lish Khing the 0o qonne duoe sir dung trong it ci cic bude ciia phurong
hap ong thudng dwoc két hop sir dung nhu 1a mot phan tir
Ng cudng tin hiéu, lam ting kha nang bat gitr

!

P roc dung dé bit khang nguyén aé 13
yhang nguyén tr mot dung dich miu,
Khéang thé gan thudmg duoc

Véi viéc str dung co chiat 13 TMB
hirc chat c6 mau xanh do &
acid sunfuric tao ra hon dic

cac vin dé véi héa chit

gan 1:'*61 enzyme HRP (Horseradish peroxidase).
(3’.3’ "’j's -tetramethylbenzidine). Phan (ng tao
S buéc séng 655nm, phan img c6 thé ding lai v6i
mau vang do & buéc séng 450nm.

di ]:hl;l deli}:g?hdbéy K ni:tg g:.‘i‘n phu thudc vao pH ctia coating buffer khi
d“nlf dlz p'}:ﬁykhanggng::f bﬁu C:Jlian ding hoac hét han sir dung sé l1am anh huong
t&i lra En En Emétcu th"l‘ - F - & —1- = 5 28 =
rich thap hon thuec té, 1 thé 13 gidm gén sé din dén két qua phan

A h: a chat Blocking khi xay ra vin d& véi n6 s& lam cho cac phan ti khac
khong Plialf ang nguyén c6 thé gin 1én bé mit phan tich din téi nhiéu mau nén
Jam sai sO két qua do. .

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

= Cackhang thé ban chét 13 protein nén rit d& bién tinh néu bao quan khong
diing nhiét g, pH phu hop.

- Cac co chat dé bién tinh khi tiép xc véi 4nh sang.
Pé khdc phuc vin dé véi héa chit nén kiém tra ki han sir dung truéc khi s

dung. Bdo quan ding cac yéu cau vé nhiét d6 anh sing theo khuyén cdo cia nha
san xuat. Ghi ngay mé 1én chai héa chat.

3.1.4. Mdy ui ELISA

Hinh 10.9. My @ ELISA

May 1 ELISA cho phép nguoi str dung cai dat thoi gian 0 va nhiét dd u thich
hop tily theo tirng giai doan ctia phan @mg ELISA. Ngoai ra mot s6 hé thong may
n két hop véi xoay tron déu mau trong qua trinh 0 dé tang hiéu qua cia phan
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ng két hop. D& ddm bao qua trinh phan @mg la téi vu nhﬁf ngoéi cac thﬁl?g sd va
nhiét do va thei gian yéu t6 do m duy tri bén trong budng U ciing 1a mot digu kign
quan trong. N6 anh hwéng dén kha nang héa chat bi bay hoi.

Mt s6 vdn dé véi may anh hwdng dén két qua do:

- Nhiét dé 0 qua thdp/qué cao: néu nhiét dd u qua thap sé‘di_n toi Phén (mg
két hop khang nguyén khang thé, khang nguyén voi dia ELIS.‘E bi giam s dan aép,
tin hiéu do dwoc giam so véi thuc té. Néu & nhiét d6 cao & mirc vira phai chua qy
lam bién tinh protein thi tin hiéu thu dugc sé cao hon so Vi thuc té: tuy nhi:%n néy
nhiét dé qua cao lam bién tinh khang thé thi két qua phan tich sé thay déi theg
chiéu nguorc lai.

- Thoi gian i: khéng du thdi gian G phan tmg xay ra chua dat trang théi cap
bing khi phan tich két qua sé giam so véi thuc té.

- DO 4m thwdng yéu ciu dé 4m > 85% nham muc dich han ché su bay hoj
cia hoéa chat phan ing.

P& han ché sai sét c6 thé xay ra can: cai dit thoi gian, nhiét dé phi hop véi
tirng giai doan ctia phan rng.
3.1.5. Hé théng may rira




Muc dich cua viéc rira 1a d€ tich cac thanh phan chit phan émg/huyét thanh
g4n vOi CAC thanh phan khong gén. bieu nay lién quan dén viéc dé bo cac giéng va
saudéla viéc hﬁ sung cac chdt l6ng vao giéng. Qua trinh nay duoec thyc hién it nhat
3 - 6 1an cho moi giéng. Chat 16ng dung dé rira giéng thurdng 12 dém (PBS) dé duy tri
vinh ding truong, vi hau hét cic phan img khang nguyén - khéng thé (Ag - Ab) 12
«gi wu trong dieu l-uer}“dé. Nwéc méy khong dwgce khuyén khich sir dung, vi nuéc
may khac nhau rat I}hleu trong thanh phan (pH, nong do mol, v.v.). Nhin chung, cac
tac dong co hoc voi chdt 16ng trong giéng I3 du dé rira c4c thudc thir khoi giéng.
Mot s ky thudt vién dé bo dich rira sau mot thai gian ngén (thoi gian ngdm) sau
moi 1an thém (1 - 5 phut). Boi khi chit tdy riva, dic biét 1a Tween - 20 (0,05%)
dwoc thém vao diéu nay c6 thé gay ra sir tao ra bot qué mic din dén diéu kién rira
kém, vi khong khi bi mac ket va ngin ngira dung dich rira tiép xic véi bé mat. Déi
voi hau hét cac trwong hop, viéc bé sung nay khéng déng gép dang ké vao qua
trinh rtra. Khi sir dung chdt tdy rira, phai thyc hién sao cho khéng dnh huwéng xdu
dén chat phan ung (bién tinh khang nguyén), va hon nira 1A cin ngin ngira bot
trong giéng.

: th'a Hinh tpwﬁ'ng: Trong dia rira thii cong (bang tay), yéu t6 quan trong
nh4t 12 moi giéng déu duoc rira, do do, khong dé bong béng khong khi bi mac ket
trong giéng hodc khong dwoc cham ngén tay 1én canh cia giéng.

l- Strip/! M ”ru' a: Lap trinh chu ky rira khac nhau cho tirng mau, bao dudng
can than la can thiét, vi ching dé bi 16i may, ching han nhw c6 mot voi phun didc
biét bi chan.

Hé thong may rira ELISA c6 thé chia thanh céc loai nhw sau: c6 thé rira mét hang
hoac cot tai mot thoi diém, co thé rira mot liic ca dia hodc rira mét lan nhiéu dia. La
mot hé théng vi xir 1y thuc hién cac thao tic nra dwoc cai dit chong trinh theo yéu
cau clia nguoi str dung, n6 dwoc thiét ké dé rira tit ca cAc giéng trong mot hang hoac
ot trong cung lic. Cac giao thirc duoc 1ap trinh dé cic giéng dworc rira theo cach trong
i nhau. Cac chu ki rira khac nhau ctia céc hang hoac cic cot c6 thé dugc ap dung theo
yéu cau clia nguoi str dung, tinh nang co ban clia may rira ELISA:

- Man hinh 1én hién thi giao dién nguoi dung.
- N6 chdp nhan riva cac microplate cé cdu tric khac nhau.

- - Ngudisirdung c6 thé cai dat thoi gian nira thoi gian ngam, lwong chat nra
sir dung trong méi lan rira theo yéu ciu ctia minh. C6 thé cai dat rira theo hang,
‘theo cot c6 thé bo qua mot s6 hang/cot néu ngudi dung cai dat yéu cau.

- Thao tac rira hoan toan tw dong, tw dong dinh vi vi tri rira.

il Hé thdng chat thai tw dong cam (rng va bao nguwoi dung khi day.
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Hinh 10.11. C4u triic ciia may rira ELISA

CAu triic co ban ciia may rira ELISA bao gom céc thanh phén co ban:

- Dung dich rira.

- B0 phdn bom tao ap luc.

- Van diéu hoa kiém soat 4p luwec.
- Heé thong kim rira.

- Gia do dia ELISA.

- Kénh thoat nwéc rira.

Cac van dé vé may rira dnh hwdng téi két qua do:

Ong hit héa chit riva bam dinh din téi ban tic lam lwong héa chat rira
dwoc hit khong du.

- Bom rira véi ap luc qua cao lam anh hwdng dén sw gan két ctia cac thanh
phan khang nguyén khéang thé.

- Hé thdong kim rta bi tic hodc ban tic: néu tinh trang nay xay ra véi kim
phan phdi héa chat/kim hit riva/ca hai kim cic thanh phan khéng phan tng sé
khong dwoc loai bo sé lam sai két qua do.

- Hé théng thodt chit thai riva bi tic sé din dén sw nhiém nwéc xa thai vao miu.

Khac phuc vdn dé béng bao dwing hing ngay sau khi lam viéc: rira sach kim

rira, lam thong thoang hé théng 6ng phan phdi héa chét rira hé thong xa thai. D6
‘nurére thai sau cudi ngay 1am viéc/khi thiét bi bao day.

Bdo qudn thiét bi

~ Thiét bi nén dé trén ghe cao cach mat dat it nhat 1m, nhiét dé phong 18- 35¢C,
d6 am dudi 85%, tranh tiép xic truc ti€p véi dnh sdng mat troi.

Ngua’ti hé théng may rira hoan toan tw dong con c6 hé thong rira ban tw dong,
thlfl cong hoan toan. Bm voi hai phlrcrng phép nay rat dé gap sai sot phu
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Hinh 10.12. Mfl"y ru':a ban tw dong T
7.1.6. Mdy doc két qua ELISA |

Hinh 10.14. Mdy doc ELISA
321,6.1. Thanh phan cdu triic co bdn:

- Man hinh giao dién.
- Gia dat Plate Elisa.
- Heé thong quang hoc.

- B6 phan nhan cam, khuéch dai tin hiéu.

- B6 phan phan tich két qua.

- Inkét qua.

Twong tw may rira ELISA, may doc ELISA ciing chia thanh 3 nhém: c6 thé doc

mot hang hodc cot trong mot lan, c6 thé doc két qua cla ca dia cung mot lan hoac
doc két qua nhiéu dia cing mot lac.

2.1.6.2. Nguyén ly hoat déng cua mdy
Dua trén nguyén |y phwong phap quang phd (nhw da dugc trinh bay & nodi
dung bai Phuong phap quang pho va hé théng héa sinh tur dong).

C4u triic co ban ctia may gom c6 2 bd phén chinh: hé thong phan tich va may
in. Trong d6 hé théng phan tich cdu tao bao gbm hé thong quang hoc (bo loc véi cac
butrc séng khac nhau), hé thong phat hién da kénh, hé théng diéu khién dia phan
img va chip don. Hé thong c6 thé phat hién dia 48 hodc 96 giéng.
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Hinh 10.15. So d6 hoat dong clia may
Mot s6 yéu t6 anh huwdng dén két qua doc:
- Cwong do anh sang ctia déu qua yéu hoic qua manh.
- Hé théng kinh loc khéng ddm bao, khong cho ra dwoc chim sdng don sac.

- Hé théng thau kinh bj gidam chat lwong, bi duc, xwéc sé anh hwéng téi
cwong do chum tia téi.

- Cac van dé véi dia ELISA da trinh bay & trén.

- Té bao quang dién kém nhay cam.

3.1.7. Mgt s6 bién phdp gitip han ché sai s6
Bao tri

-_ Gitr cho méi truong luu triv kho réo va sach sé dé tranh &m, an mon, tranh
Xa nguon gay nhiéu dién tir manh.

- Dung cu da duoc hiéu chuin truéce khi rod nha may. Nguoi ding khong

duoc phép thdo go va diéu chinh. BAt ky khiém khuyét nao, vui long lién hé véi nha
san xuit.

- Trong st dung binh thudmng, khong can phai thay thé cic bo phan chirc
nang thong thuong, trong khi mat sé bo phan dac biét can phai duoc thay thé néu
can thiét.

- Chudn bi va kiém tra truéc khi st dung.

Khi cdm dién va khéi dong may, méy sé tu dong kiém tra. Néu cé 16i xay ra
doi voi thiét bi hé théng sé thong bo 16i & man hinh hién thi. Ky thuat vién sir
dung can luu y va khic phuc 18i xay ra dwoc canh bio truée khi siv dung. Truéec khi
str dung nén dé may 1am &m truée khi cho miu vio phan tich két qua.

- Chay mau chudn kiém tra diu ngay.
- Bao tri may:

Mady yéu cau v¢ sinh hing ngay sau qua trinh si dung. Nhung mét sé thanh
phan clia mdy dwoc yéu cau kiém tra thay thé dé dam bao sw chinh xac vé két qua
phén tich.
| i B9 loc: Sau mot thei gian sir dung téc do truyén cia bd loc sé bi giam khi

nay sé bao goi ¥ cho ngudi sir dung dé kiém tra hé thong loc. Ky thuat vién nén
K§j thust va Thiét bj xét nghiém y hoc - PGS TS, BS, Dang Thi
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lién hé'“hé sf'm "“5} dé df":’c hd tro thay thé. D& dam bao s chinh xac trong qua
trinh xét nghiém, b loc nén dwoc thay thé béi chuyén gia ciia hang khi gap van dé.

- Pén: Thay thé ngudn dnh sing. Kiém tra bit thurdng ngudn sang trong bang
cic 1énh kiém tra ty dong clia hé théng dé kiém tra cic bit thuong cudng do nguon
s4ng theo cdc tiéu chudn cia nha sin xuit. Néu c6 bat thwdng thiét bj sé canh bao
yéu cau ngudi str dung thay thé. Lién hé véi nha sin xuat dé biét ngudn sing moi
khi EPII(U ky song cia ngudn anh sing két thic sau khi sir dung lau dai. D€ thay thé
dinh ki.

3.2. Hé thong tich gop cac modun

Hé thong phan tich ELISA tw dgng 1a mét hé théng két hop nhigu modun cia
qua trinh thuc hién phan tmg ELISA khic nhau vio trong mdt hé théng duy nhat
véi it sw tham gia clia cac yéu td con nguoi trong dé. Ciu tric co ban cua hé thong
nay thyc chdt 1a sy tich hop vai trd cia cic may don 1é nhur da dwec trinh bay &
trén vao trong mot thiét bi duy nhit. Ciu tric cia mét thiét bi nay bao gom: BO
phan phﬁn phéi, bd phan hit miu/héa chat phan @mg, bé phan phin dmg, bd phan
phén tich.

- Bé phan phan phéi miu trong hé théng méay ELISA tw déng chiu trach
phiém trong viéc ma héa, lwu dit lidu va phan phdi mau duéi sw kiém soat cua hé
thong dién tir.

- B phan hit miu/héa chit déng vai tro trong hit mau bénh phdm, héa
chit cho viéc thue hién phan Gng ELISA. Thé tich hit mau (yéu cau thé tich mau
bénh phdm cho phan (ng) va thé tich héa chat thay dai tiy theo hé thong may va
Joai xét nghiém thurc hién. Cac kim hit sau khi thyc hién hut va phan phdi cac kim
ht dwoc rira va lam sach tai cac tram rira dé thuc hién cac phan (mg tiép theo.

- B0 phan phan mg 1a noi xay ra cac phan tmg két hop khéng nguyén khang
thé, cac qua trinh rira loai bé cac thanh phan khong phan img.

- Bubng 0 duy tri diéu kién phan trng & mot nhiét d6 6n dinh t&i wru cho qua
trinh phan rng. -

- B6 phéan do quang: Po cac gia tri OD cia cac giéng phan img va dua vao
dwdmg chudn da dwoc xdy dyng dé tinh toan ra gia tri nong do cia chat can phan
tich nhér cac chuyén déi tin hiéu quang hoc thanh tin hiéu dién ¢ hé thong phan tich
két qua.
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Modun phin phéi
miw/Thude thi

Hoa chiy/
Thuée the

Modun
phin tich

-

- Khay chita miu ¢4 the dwoc lam sach bin
thuéng hoic xa Phong va nuéc (lau kha bang vai t
- Khéng nhing thiét 1 hoa
chét tdy rira nao.
- Khong d¢

bat ky chat 16ng hoac chit tdy rira nao viao bit ky thiét bi nao
dang mé.

dy rira pha lodng c6 thé dwoc théo ra.

= Chat thdi F can duoc coj 13 c6 kha nang 13y nhidm va Phai dwoc thai bo

theo quy trinh phong thi nghiém dia phwong cho vat liéu biohazard
= Test strip sé dwoc thai b theo quy trinh phong thi ;

hanh cho vat ligy nguy hai. Khir tring cho vat liéu sinh hoc cé kha n3 ng lay nhiém

(méu bénh pham) hoic chit thai cO thé bi 6 nhidm cg kha nang lay nhiém vat liéu

sinh hoc.
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Bdo tri hang ngay
it nhat moi ngdy mét 1an khe g
system Fluid d& tranh tic nghen.hh d0ng lai thiét bj aé rira hé thong kim hit bing
ki ! \ .

wEshC:tfff;T tr‘;u:gc;; ;;;" Cr;:ﬂtftrqc a SFECh bang dém rira va duoc giir trong
gii trong 3 gidy. am bom kim tiém dwoc xa bang System Fluid va
Bdo tri hang tudn
Fluid h':'i:stll:aﬂnul;fl:: 1:“ l? mggch hoan t?ém tdt cd cac thung chira thudc thir (System

uid, vy e E}_ ng cach sir dung ban chai va chat tdy rira trong phong
thi nghiém c6 san trén thi truong,

nuréc ion Khir. Sau lam sach hop chira thudc thir rira ky bing
Bdo tri hang thdng
15 t':‘ihl_rc hién dinh ky xa rira hang théng dé 1am sach hé thong 6ng bén trong cua

Phan mém hé thong dworc ¢dp nhét kiém tra dinh ki 12 + 2 thang/lan.
Bang 10.1. Cac vin d& va bién phap khic phuc
Van dé
Héa chdt phdn irng

Gidi phap khac phuc

Kiém tra HSD truérc khi sir dung dé phan tich,
bao quéin héa chit ding diéu kién huéng din
cua nha cung cap.

Kim hit, kim rira mdu bj tdc | Thiét bi bao 16i trén man hinh chinh, tién hanh

hodc bdn tdc lau kim khi ¢6 16i, bdo dudng lau kim cudi ngay
bang nwéc cit va gac sach hodc dung dich
TWIN.

Héa chdt rira bi nhiém hodic hét | Kiém tra va thay thé dung dich méi, kiém tra

han str dung. han st dung truéece khi thay.

Vén dé vai hé théng do quang Twong tu may doc trong hé théng modun roi.

Nhiét dé budng u khéng dam | Kiém tra dau ngay trén hé thong. Nhiét do gia
bdo ddng cho phép l1a 26 + 20C

CAU HOI LUQONG GIA
1. Trinh bay nguyén ly ctia phwong phap ELISA
: 2. Trinh bay wu nhwoc diém cla céc phwong phap ELISA
%; Trinh bay cac thanh phan ciu tric co ban cia may xét nghiém ELISA

4. Trinh bay céc yéu t6 anh hudng dén chat luong xét nghiém ELISA va bién phap
~dam bao chit lwong xét nghiém
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