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19.1. Giéi thigu

Su twong tac giita khang nguyén va khang thé tao ra phan ¢ng khang nguyén -
khang thé. Cac phan @ng nay cé tinh chuyén biét cao va khang nguyén chi phan ang véi
khang thé duoc tao ra boi chinh khang nguyén dé hoic chi vai khang nguyén cé quan hé
gan. Do nhirng phan wng nay rat dic trung, nén chung duoc st dung trong nhiéu thu
nghiém chan doan dé phat hién hoac la khang nguyén hoic la khang thé trong diéu kién
thi nghiém (in vitro). Phan ung khang nguyén va khang thé ciing hinh thanh sy mién dich
chéng lai bénh do vi sinh vat cd trong co thé (in vivo) gy ra. Trong co thé chi, phan ¢ng
khang nguyén - khang thé c6 thé gay ton thwong mé ¢ nhitng truong hop siéu nhay cam
va trong cac bénh ty mién dich.
19.2. Pic diém chung ciaa khang nguyén - khang thé

Khang nguyén va khang thé lién két qua cac cau ndi khong cong hoa tri co dic
diém tuong tu nhu dic diém protein lién két véi cac thu thé té bao danh cho chung, hoic
nhu enzyme lién két voi co chat cua chang. Cac phan ng giira protein véi thu thé va
phan &ng gitta enzyme véi co chit 1a nhitng phan ung gay ra su bién doi hoa hoc khdng
thé ddo ngugc. Nguoc lai lién két gitra khang nguyén va khang thé co tinh dao nguoc va
c6 thé duoc ngan chin hoic phan tach nhd luc ¢ tinh ion cao hay pH quéa cao hoic qua
thap. Mot s6 dac diém chung cia twong tac nay nhu sau: (1). Pac diém ly hoa, (2). Ai
luc, (3). Kha luc, (4). Tinh chuyén biét va (5). Phan &ng chéo.
19.2.1. Pic diém hoa ly

Lién két tinh dién, lién két hydrogen, lién két van der Waals va tuong tac Ky nudc
la céc luc noi phan tir lién quan trong phan tng khang nguyén - khang thé. Tat ca cac
Kiéu noi lyc phan tir nay phu thugc vao mire d6 gan ké cua cac phan tir khang nguyén va
khang thé. Vi ly do nay nén viéc xac dinh sy bén viing cua phan ung khang nguyén -
khang thé phu thudc vao viéc cb dinh gitra yéu té quyét dinh khang nguyén va vi tri két
hop khang thé. Pa lién két giita khang nguyén va khang thé nham dam bao cho khang
nguyén duoc gan két chat vai khang thé.
19.2.2. Ai luc

Ai luc biéu thi cuong do hap dan gitra khang nguyén va khang thé, nhu: (a).
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Khang thé co i luc thap lién két vai khang nguyén yéu va s& dé dang tach ra, nguoc lai
khang thé c6 ai luc cao lién két chit hon véi khang nguyén va vi vay s& két hop 1au hon.
(b). Lién két ai luc cao duoc cho la két qua cua su cb dinh rat gan gitra vi tri lién két
khang nguyén va twong ang véi yéu té quyét dinh khang nguyén, tao thuan loi cho tuong
tac khdng cong hoa tri didn ra manh giira khang nguyén va khang thé.

19.2.3. Khi luc

Kha lyc (avidity) 1a su do ludng vé sac manh lién két téng thé caa mot khang
nguyén cé nhiéu yéu té quyét dinh khang nguyén va khang thé da hoa tri. Kha luc la mot
chi thi t6t hon vé stcc manh tuwong tac trong hé théng sinh hoc so véi tinh &i luc. Vi vay
kha lec cia phan wng khang nguyén - khang thé thi phu thuoc vao hoa tri cua ca khang
nguyén va khang thé, né 1on hon tong 4i lyc cua ca thé.

19.2.4. Tinh chuyén biét

Tinh chuyén biét la kha niang vi tri két hop & khang thé cua ca thé chi phan tng
véi mot yéu té quyét dinh khang nguyén hay kha ning ctua mot tap hop cac phan tir
khang thé chi phan @ng véi mot khang nguyén. Phan @ng khang nguyén - khang thé
thuong biéu hién tinh chuyén biét & mac do cao.

Khang thé co thé nhan biét sy khac biét mot cach chuyén biét trong: (a) cau trac
so cap cua khang nguyén, (b) dang ddng phan (isomer) cia khang nguyén va (c) cau trac
bac hai va bac bon caa khang nguyeén.

Mic du phan tng giita khang nguyén va khang thé mang tinh chuyén biét, nhung
d6i khi phan @ng chéo giita chung ciing c6 thé xay ra va khi d6 phan tng chéo gitra
chang la nguy@n nhan gay bénh cho co thé chu va co thé lam sai léch két qua phan tich.
19.2.5. Phan wng chéo

Mic du phan ang khang nguyén - khang thé co tinh chuyén biét cao, nhung trong
mot sb trudong hop khang thé duoc tao ra tir mot khang nguyén cé thé phan tng chéo véi
mot khang nguyén khac khdng cé lién quan. Phan tng chéo nhu vay xay ra néu hai khang
nguyén khac nhau cé epitope (yéu té quyét dinh khang nguyén) giéng hét nhau hoic
tuong tu nhau. Tinh ai lyc ctia khang thé co epitope twong ty thudong cé phan tng chéo it

hon so vai epitope nguyén thuy.
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19.3. Cac giai doan caia phan &ng khang nguyén - khang thé

Phan tng khang nguyén - khang thé xay ra trong hai giai doan so cap va tht cap.
19.3.1. Giai doan so cAp

Giai doan so cap la sy trong tac ban dau giira khang nguyén va khang thé. Tuong
tac nay nhanh va cé thé bi dao nguoc nhung khong cé bat ky hiéu ung nao thy duoc.
Céc cau ndi ion, cau néi hydrogen, luc van der Waals va tuong tac ky nudc (cac luc nay
yéu hon so véi luc noi phan tir) 1am khang nguyén va khang thé lién két lai véi nhau
trong giai doan so cap nay. Tuy nhién lién két cong hoa tri 1a mot lyc phan tir manh hon
gitta khang nguyén va khang thé thi khong xuat hién trong giai doan nay.

19.3.2. Giai doan thir cap

Giai doan thtr cap la mot twong tac khong thé dao nguoc giita khang nguyén va
khang thé, véi hiéu ung thay duoc nhu ngung két, tram hién, trung hoa, ¢ dinh b thé va
lam bat dong vi sinh vat di dong. Lién két gitra khang nguyén va khang thé trong giai
doan nay xay ra nho lién két cong hoa tri.

Mot khang thé thi co kha ning gay ra cac kiéu phan (ng khang nguyén - khang thé
khac nhau va mot khang thé don 1¢ thi cé kha nang cam wng san sinh cac nhom khac biét
ctia immunoglobulin c6 nhitng dic diém sinh hoc khac biét.

Két qua caa su ngung két, tram hién, trung hoa va thtr nghiém khéc, thudng dugc
biéu thi bang ham luong. Ham luong duge dinh nghia la ndng d6 pha loang cao nhat caa
huyét thanh cho phan tng duong tinh trong thir nghiém. Ham luong cao hon nghia la
muc do khang thé 16n hon trong huyét thanh. Vi du huyét thanh c6 mot luong 1a 1/128
chtra nhiéu khang thé hon huyét thanh c6 luong theo ty 18 1/8.

19.4. Cac kiéu phan wng khang nguyén - khang thé

Thir nghiém huyét thanh dwoc sir dung rong rai dé phat hién hoic khang thé trong
huyét thanh hoac khang nguyén, duoc si dung pho bién dé phét hién, chan doan nhiéu
dbi tuong gay bénh xam nhiém (Bang 19.1). Thir nghiém huyét thanh ciing dugc st dung
dé chan doan bénh tu mién dich (autoimmune) va phan kiéu (typing) nhom mau va md
truéc khi cay ghép.

Sau déy la cac vi du phan ing khang nguyén - khang thé, phan (ng khang nguyén
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va khang thé dugc sir dung dé: (a) tao ra sy tram hién, (b) 1am ngung két, (c) thir nghiém

huyét thanh phu thudc bé thé, (d) thir nghiém trung hoa, (e) tao ra su opsonin hoa, (f)

mién dich huynh quang (g) mién dich sir dung enzyme, (h) mién dich phong xa, (i)

western blot, (j) phat quang hoa hoc va (k) thir nghiém quan sat mién dich bang kinh hién

vi dién tu.

Bang 19.1. Thir nghiém thwong dwec sit dung dé phat hién vi sinh vat gay bénh.

Thir nghiém

Swr dung

Thtr nghiém su keo tu

Tha  nghiém  khuéch tan
mién dich vong

bién di mién dich ddi dong

Thir nghiém ngung két trén
lam kinh

Thir nghiém ngung két trong
6ng nghiém

Thir nghiém ngung két latex
Thir nghiém ngung két hong
cau

Thur nghiém ngung tu

Thir nghiém cé dinh bo thé
Thir nghiém mién dich phat
huynh quang truc tiép

Thir nghiém mién dich phat
huynh quang ban truc tiép
ELISA kep (sandwich)
ELISA gian tiép

Phat hién khang thé reagin trong bénh giang mai do xoan
khuan bang thir nghiém VDRL

Phat hién khang nguyén va khang thé cua nim

Phat hién ca khang nguyén va khang thé do vi khuan,
virus, nam va ky sinh trang

Xac dinh cac chang vi khuan phan lap nhu Salmonella,
Shigella, Vibrio, ... .

Phat hién khang thé trong cac bénh do vi khuan, vi du nhu
thir nghiém Widal khi sét do vi khuan duong ruot

Dinh luong va phat hién khang nguyén va khang thé

Phat hién ca khang nguyén va khang thé do virus va ky
sinh trung gay ra

Phat hi¢n khang nguyén vi sinh vat

Dinh lugng va phét hién khang thé

Phat hién va dinh vi khang nguyén trong té bao hay trong
mo

Phat hién khang nguyén chuyén biét trong huyét thanh

Phat hién khang nguyén va khang thé
Phat hién va dinh luong khang thé
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Mién dich phong xa Dinh lugng, khang sinh, ... .
Western blot Phat hién khang nguyén - khang thé chuyén biét

19.4.1. Tram hién

Ther nghiém trim hién cé nhirng dic diém sau: (a). La mot kiéu phan wng khang
nguyén - khang thé, trong d6 khang nguyén xuét hién & dang hoa tan. (b). La mot phép
thir ma theo d6 khang thé twong tac v6i khang nguyén hoa tan khi c6 mat caa chat dién
giai tai pH va nhiét do xac dinh dé tao ra sy trdm hién. Mot mang luéi dugc hinh thanh
gitra khang nguyén va khang thé; trong mot s trudng hop thiy duoc sy tram hién khong
hoa tan.

(i). Khang thé gan két véi cac khang nguyén hoa tan hinh thanh phtc hop tram
hién (precipitin).

(ii). Thay vi lang xudng dudi day, traim hién lo litng két bdng lai véi nhau, khi d6
phan tmg nay duoc goi 1a su két bong.

(iii). Hinh thanh mang ludi khang nguyén - khang thé phu thudc vao hoa tri cua ca
khang nguyén va khang thé.

(iv). Khang thé phai c6 hoa tri hai; tram hién s& khéng hinh thanh véi doan Fab c
héa tri mot.

(v). Khang nguyén phai c6 hoac la hoa tri hai hoac 1a da hoa tri. Theo d6 no phai
c6 it nhat hai ban sao c6 cung epitope hoic c6 cac epitope khac nhau, phan tng véi cac
khang thé khac nhau hién dién trong khang huyét thanh da dong.

19.4.2. Hién twgng prozone

Phan ung khang nguyén va khang thé xay ra chi khi nao ma ty Ié khang nguyén va
khang thé 1a ti thich trong hdn hop phan tng can bang goi 1a viing can bang. Ngoai ving
can bang nay, su tram hién s& khdng xuat hién boi vi ¢6 qua nhiéu khang nguyén hoac la
khang thé. Vung khéang thé qua nhiéu duoc goi 1a hién tugng prozone va ving khéang
nguyén qué nhiéu duoc goi 1a hién tuong postzone (Hinh 19.1).

Nam 1934, Marrack da dé xuat "gia thuyét mang lugi" dé ly giai thich hién twong
prozone. Gia thuyét cia Marrack duya trén su thira nhan rang mdi phan tr khang thé phai

c6 it nhat hai vi tri lién két va khang nguyén phai 1a da hoa tri. Trong ving can bang khi
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c6 sy tram hién ti thich xay ra, thi s6 lwong cac vi tri da hoa tri cua khang nguyén va
khang thé twong d6i bang nhau. Trong ving nay, su tram hién xay ra 1a két qua caa phan
rng ngau nhién, thuan nghich do d6 mdi khang thé lién két véi nhiéu hon mot khang
nguyén va nguoc lai, hinh thanh nén mot mang ludi bén viing. Khi ching két hop lai véi
nhau s& hinh thanh nén mang lu6i noi phan tir 1lam ting kich thude cho dén khi khéi nay

tram hién hay két taa tach ra khoi dung dich.

Khéng thé Tram hién hinh thanh Khang nguyén

A = " "YY‘W NM )/o "\\\ko
A N

Ving khang thé qua nhiéu Viing can bing Ving khang nguyén qua nhiéu

Hinh 19.1. Minh hea hién twgng prozone

O hién tuong prozone (viing trudc can bang phan tng khang nguyén - khang thé),
c6 qué nhiéu khang thé nén khé cé thé hinh thanh nén mang ludi hiéu qua. Diéu nay la do
khang nguyén chi két hop voi mot sb it khang thé va khdng cé lién két chéo duoc hinh
thanh (Hinh 19.2).

O hién tugng postzone (viing sau can bang phan &ng khang nguyén - khang thé),
cac khoi tap hop nho duge cac khang nguyén du thira bao xung quanh va nguoc lai khéng
c6 mang ludi dugc hinh thanh. Vi vay dé c6 thé phat hién dugc phan ¢ng tram hién,
ching phai duoc tién hanh trong ving can bang (Hinh 19.2).

Hién twong prozone va postzone duoc st dung dé xem xét trong viéc tong hop két

qua ther nghiém huyét thanh, béi vi phan @ng am tinh gia c6 thé xay ra trong nhiing
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truong hop nay. Khi nghi ngo phan ¢ng am tinh gia do hién twgng prozone c6 thé diéu
chinh lai bing céach pha lodng khang thé va tién hanh thir nghiém lai. Trong hién tuong
postzone, khang nguyén qué nhiéu c6 thé che khuit sy hién dién ciaa mét luong nho
khang thé.

’ | ) " L ' o] .... [ ]
o0 °6 o o' % (e%®
o0

Prozone Ving can bang, ty 1¢ Viing sau qué nhiéu
qua nhiéu khang thé gin két phu hop khang nguyén nén
khéng c6 s gin két khéng c6 s gan két

Pha loing ( ) Pha loang |
—_— _—
Khang]i'%: the pha loang thé pha loang hon
 nguyén Khang/nguyén Khang/nguyén

Hinh 19.2. So' @ minh hoa gia thuyét mang lwéi cia Marrack.
19.4.3. Céc kiéu phan wng tram hién

Céc phan ung tram hién c6 thé c6 ba kiéu chinh nhu sau: (1). Tram hién trong
dung dich. (2). Tram hién trong thach. (3). Tram hién trong thach cé dién truong.

(1). Tram hién trong dung dich: nhu (i) thar nghiém vong va (i) thir nghiém két
bong (keo ling) la nhitng vi du vé tram hién trong dung dich.

(i) thie nghiém vong: trong thir nghiém nay, dung dich khang nguyén dugc phu
len khang huyét thanh c6 trong 6ng nghiém. Sy tram hién giita khang nguyén va khéang
thé trong dung dich khang huyét thanh duoc danh dau bang su xuat hién vong tram hién
tai vi tri ndi gitra hai 16p dung dich long. Vi du, thir nghiém vong dugc dung dé xac dinh

protein phan ung C (CRP) va sir dung dé phan nhém vi khuan streptococcus bang
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phuong phap Lancefield.

(i) thir nghiém két bong: thtr nghiém két bong c6 thé duoc tién hanh trén lam
kinh hozc trong 6ng nghiém, vi du thir nghiém VDRL (Venereal Disease Research
Laboratory) dung dé phat hién khang thé reagin trong bénh giang mai. Trong thtr nghiém
nay, mot giot dich huyén phu khang nguyén VDRL duoc thém vao huyét thanh caa bénh
nhan c6 san trén lam kinh va ghi nhan két qua sau khi lic lam kinh trén thiét bi lac
VDRL. O thir nghiém duong tinh, xuat hién két bong dé dang thiy dwoc duéi kinh hién
vi. Thtr nghiém Kahn cho bénh giang mai Ia mét vi du vé thir nghiém két bong trong ng
nghiém. Thir nghiém két bong trong 6ng nghiém da duoc chuan hoa dé phat hién doc t6
va bién doc to.

(2). Tram hién trong thach: thir nghiém tram hién trong thach gel duoc goi la thir
nghiém khuéch tan mién dich. Trong thir nghiém nay, chat phan tng duoc thém vao gel
va su két hop khang nguyén - khang thé xay ra nhd khuéch tan. Téc do khuéceh tan bi anh
huong bai kich thude caa cac hat, nhiét 4o, do nhét gel, sé luong thuy hoa (hydration) va
su twong tac gitra chat nén (matrix) va chat phan tng.

Ham Iuong thach khoang 0,3 - 1,5% cho phép phan tan hau hét cac chat phan ng.
Agarose thuong phu hop hon so véi thach (agar) bai vi thach cé dién tich am I6n trong
khi agarose hau nhu khong co, vi vay tuong tac gitra gel va cac chat phan ¢ng la téi thiéu
nhat.

Phan ung khuéch tan mién dich c6 nhitng thuan loi sau: (a). Trong thir nghiém
nay, su tram hién 1a thiy duoc 1a mot vach (band), vach nay ciing cé thé nhuém dé bao
quan lai. (b). Thir nghiém co thé duoc sir dung dé phat hién su giéng nhau, phan ng
chéo va khdng gidng nhau giira cac khang nguyén trong hdn hop phan tng.

Cic kiéu phan &ng khuéch tan mién dich: phan ang khuéch tan mién dich dugc
phan nhom dua trén (a) sé luong chat phan ang khuéch tan va (b) huéng khuéch tan, cu
thé nhu sau:

Khuéch tan don mét chiéu: khuéch tan don mét chiéu 1a sy khuéch tan cua
khang nguyén trong thach theo mot chiéu. Khuéch tan don mot chiéu nay con duoc goi la

quy trinh Oudin. Ky thuat nay duoc Oudin la ngudi tién phong phat trién. Lan dau tién
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6ng st dung gel cho phan tng tram hién. Trong phuong phap nay, khang thé duoc két
hop trong thach gel cé trong éng nghiém va dung dich khang nguyén duoc d6 qua éng
nghiém nay. Trong thoi gian thi nghiém, khang nguyén khuéch tan khang thé theo huéng
di xudng trong thach gel va ranh gigi tram hién dwoc hinh thanh. Sé luong vach tram hién
biéu thi cho sb lugng khang nguyén khac nhau hién dién trong dung dich khang nguyén.

Khuéch tan don theo hai chiéu: khuéch tin don theo hai chiéu con dugc goi la
khuéch tan mién dich vong. Trong phuong phap nay, dung dich khang huyét thanh chta
khang thé dugc két hop trong thach gel trén bé mat lam kinh hay dia Petri. Cat cac giéng
trén bé mat gel. Sau d6 khang nguyén duoc cho vao trong giéng gel. Khi khang thé hién
dién trong gel phan ung vai khang nguyén, chiing s& khuéch tan ra khoi giéng, mot vong
tram hién duoc hinh thanh xung quanh giéng. Kich thudc cua vong nay ty Ié truc tiép voi
nong do khang nguyén. Sé lwong khang nguyén trong giéng cang Ion thi khoang cach cua
vong cang xa khoi giéng.

Mién dich khuéch tan vong duoc st dung dé udce luong khang thé va khang
nguyén trong huyét thanh. N6 dugc st dung dé do: (a) khang thé 1gG, IgM, IgA va cac
thanh phan bo thé trong huyét thanh, (b) khang thé trong huyét thanh do virus gay bénh
cam va (c) xac dinh yéu té chuyén transferrin trong huyét thanh va a-fetoprotein.

Tuy nhién hién nay thir nghiém nay khong duoc sir dung nita va duoc thay thé

R e bang nhitng phuong phap tu dong va nhay hon
e & nhu phép do dinh luong qua do duc
Thach nuéi
%—.‘f@m"ﬁm“e’"“‘--* (nephelometry) va phuong phap mién dich dya
ik S trén enzyme lién két (ELISA).
_é_ ) M
N Hinh 19.3. Hinh anh minh hoa khuéch tan

Khuéch tan don
mot chiéu, quy
trinh Oudin

Khuéch tin déi, quy trinh
Oakley - Fulthrope

mién dich don va mién dich déi.

Khuéch tan d6i theo mét chiéu: phuong phap nay con dwoc goi la quy trinh
Oakley - Fulthrope. Theo d6 khang thé dugc két hop trong thach gel ¢ 6ng nghiém, phia
trén la 16p thach nudi (plain agar). Sau d6 khang nguyén duoc tréi 1én trén cung 16p thach
nudi nay. Trong qua trinh thir nghiém, khang nguyén va khang thé di chuyén vé huéng

1an nhau xen qua lép thach nudi. Trong ving thach nudi nay, ca khang nguyén va khang
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Chuong 19. Phan tng khang nguyén - khang thé

thé phan ng véi nhau dé hinh thanh vach tram hién tai nong d téi thich (Hinh 19.3).

Khuéch tin ddi theo hai chiéu: phuong phap nay con goi l1a quy trinh

Ouchterlony. Trong phuong phap nay ca khang nguyén va khang thé khuéch tan qua

thach gel theo hai huéng doc lap nhau d6 la theo chiéu ngang va chiéu doc (Hinh 19.4).

Gibng nhau

© On,
‘o

Khéng giong nhau

nguyén/\Khéns
/

aab
—_——

Gibng nhau mét phan

:@ O

aab
\/

Thir nghiém duoc tién hanh
bang cach cat cac giéng
trong thach gel di dugc d6
Ién lam kinh hay dia Petri

trudce do.

Hinh 19.4. So @ minh hea quy trinh Ouchterlony.

Khang huyét thanh gom cé khang thé dugc cho vao giita giéng va cac khang
nguyén khac nhau duoc thém vao giéng bao xung quanh tam giéng. Sau khi o 12 - 48 gio
trong binh 4m, ranh giGi caa chat tram hién precipitin dwgc hinh thanh tai céc vi tri ¢d su
két hop giita khang nguyén va khang thé (Hinh 19.4). C6 ba kiéu phan tng dugc ching
minh nhu sau:

(1). Ranh gigi tram hién tai cho gap nhau caa ching hinh thanh cau 18m biéu thi
cho sy giéng nhau cua vé huyét thanh hay sy hién dién cia epitope chung trong khang
nguyén.

(2). Kiéu hai duong chéo nhau chirng minh hai phan ng tach biét nhau va biéu thi
rang cac khang nguyén khéng c6 quan hé véi nhau va ciing khong cé cac epitope chung.

(3). Su dung hop cua hai duong biéu thi cho phan tng chéo nhau hay c6 su giéng
nhau mot phan. Trong trudng hop ndy, hai khang nguyén cd ciing mot epitope chung
nhung mot s6 phan tir khang thé khdng bi khang nguyén bat dugc va di ngang qua dudng
ctia chat tram hién precipitin ban dau dé két hop véi epitope phu duoc tim thiy & nhiéu
phuc hgp khang nguyén.

Khuéch tan doi theo hai huéng dugc sir dung dé: (a) ching minh khang thé trong
chan doan huyét thanh bénh dau mua, (b) dinh danh khang nguyén nam va (c) phét hién
khang thé dé cd thé ly trich dugc khang thé bénh nhan.

Ther nghiém tram hién Elek trong gel 1a mot thir nghiém dic biét, dwoc sir dung dé
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chtrng minh tinh sinh doc té cua Corynebacterium diphtheriae.

Tram hién trong thach cé dién trwong: gom: (a) dién di mién dich, (b) dién di
mién dich déi dong, (c) dién di tén lua, (d) dién di mién dich theo hai hudng.

Pién di mién dich: dién di mién dich la mot qua trinh c6 su két hop gitta khuéch
tan mién dich va dién di mién dich. D6 la mot phuong phap st dung dién truong dé tach
cac khang nguyén khac nhau trong huyét thanh dwa trén dién tich cua chang. Trong
phuong phap nay, mét giot khang nguyén duoc dit vao giéng & trong thach trén lam kinh.
Sau d6 mot dong dién dugc chay qua thach. Trong qua trinh dién di khang nguyén di
chuyén trong dién trudong theo dién tich va kich thudc caa chang. Sau khi dién di, phan
16m duoc cat vao trong thach va duoc phu day khang thé va theo ddi khuéch tan xay ra.

Khi khang nguyén va khang thé khuéch tan theo huéng véi nhau, chiing hinh thanh nén

mot chudi cac dong tram hién (Hinh
]
19.5).
uzﬁ.:.ﬁ. + | Hinh 19.5. So' @6 minh hea dién di
mién dich.

Thuan loi chinh cua dién di mién dich 1a c6 thé xac dinh duoc sb luong khang
nguyén cé trong huyét thanh. Phuong phap nay duoc sir dung dé phat hién céac protein
thong thudng ciing nhu protein khac thudng nhu myeloma protein trong huyét thanh
nguoi.

pién di mién dich @6i dong: dién di mién dich dbi dong phu thudc vao sy di
chuyén caa khang nguyén vé huéng cuc duong (anode) va khang thé vé huéng cuc am
(cathode) xuyén qua thach trong diéu kién c6 dién truong. Thir nghiém duoc tién hanh
trén lam kinh c6 agarose véi hai giéng duoc duc 16. Trong d6 mét giéng duoc lip day
khang nguyén, giéng con lai 12 khang thé. Sau d6 cho dong dién di qua gel. Sy di chuyén
cua khang nguyén va khéang thé that sy duoc thuan loi dudi tac dung dién trudng va vach
tram hién thay duoc trong 30 - 60 phdt (Hinh 19.6).

bién di mién dich dbi dong dwoc sir dung trong nhiéu treong hop vi né 1a phuong
phap nhanh va c6 tinh chuyén biét cao ding dé phat hién ca khang nguyén va khang thé

trong huyét thanh, dich ndo tay va céc dich co thé khac duoc st dung dé phét hién nhiéu
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bénh xam nhiém do vi khuan, virus, nam va ky sinh tring. Phuong phap dién di mién
dich déi dong thuong duoc sir dung dé phat hién khang nguyén bé mat cua virus viém
gan B (HBsAg), o-fetoprotein, khang nguyén cia nang 4u tring san la (hydatid) va

khang nguyén amip trong

_ve Dong dién di tve ’
huyét thanh, khang nguyén
4R - > || <------- cua cryptococcus va khang
/EEEEEE EEEE o nguyén trong dich ndo tuy
(CSF).

Hinh 19.6. So @ minh hoa dién di mién dich déi dong.

pi¢n di tén lira: ky thuat nay 1a mé phong theo khuéch tan mién dich vong do
Laurell phét trién. N6 duoc goi nhu vay 1a do hinh dang cua cac vach chat tram hién tai
dau cudi cua phan (ng c6 dang giéng nhu cau tric caa hinh ndn hay con goi la hinh dang
tén la (Hinh 19.7). Trong phuong phép nay, khang thé dugc két hop trong gel va khang
nguyén dugc dat vao trong giéng cia gel. Sau d6 cho dong dién chay qua gel, dong dién
nay s& tao thuan loi cho su di chuyén khang nguyén vao trong thach. Két qua hinh thanh

dong chat tram hién cé dang hinh nén, gidng nhu tén ltra. Chiéu cao cua tén lia duoc do

) == tr gieng dén dinh thi ty 1€
A 2 e ) b
a Khang the trong gel agarose (‘ =

truc tiép véi luong khéang

Giéng khang nguyén ach tram hji¢n

nguyén c6 trong mau. Dién
(M\ﬂ A , | ditén lia cha yéu duoc sir
| A dung dé udc luong dinh
, ! k. A lwong khang nguyén cé trong
== huyét thanh.

Néng d¢ khang nguyén ting

Hinh 19.7. Vi du minh hoa vé dién di tén lira.

pién di mién dich theo hai hwéng: dién di mién dich theo hai huéng 1a mot bién
thé cua dién di tén lira. N6 1a ki thuat khuéch tan doi duoc sir dung dé phan tich dinh tinh
cling nhu phan tich dinh luong khoang rong khang nguyén cé trong huyét thanh. Quy
trinh thir nghiém nay c6 hai giai doan. Giai doan thi nhat, khang thé trong dung dich

duoc tach bang dién di. Giai doan thir hai, dién di lai mét 1an nita, nhung vuéng goc voi
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budc dau dé thu nhan su tram hién gidng nhu tén lia.

Trong thir nghiém nay, trudce tién cit mot Idm nho vao thach gel duoc d6 trén khay
thuy tinh va lap day dung dich khang thé. Sau d6 cho dong dién chay qua gel nay, cac
khang nguyén di chuyén trong gel véi téc d6 phu hop véi dién tich cua chung. O giai
doan hai sau khi dién di, miéng gel chtra khang nguyén duoc tach ra, dit vao khay thuy
tinh thir hai va thach cé chaa khang thé dugc rét xung quanh miéng gel nay. Dién thé thi
hai duoc ap dung vudng goc véi huéng di chuyén ban dau. Sau d6 cac khang nguyén tach
lai nay duoc di chuyén vao gel c6 khang thé & tbc 6 phu hop véi dién tich cua ching va
tram hién véi khang thé co trong gel, hinh thanh nén vang tram hién. Phuong phap nay
vira ¢ ca dinh tinh dung dé xac dinh cac khang nguyén khac nhau hién dién trong dung
dich huyét thanh vira ¢6 ca dinh luong xac dinh s6 luong khang nguyén khac nhau cé
trong dung dich.

Po d6 duc mién dich: phuong phap do d6 duc bang cach do anh sang hap thu
(turbidimetry) va do do duc bang anh sang phan tan (nephelometry) 1a hai phuong phap
duoc str dung dé dinh lugng phan ¢ng tram hién trong huyét thanh dua trén hién twong
phan tan anh sang do cac chat tram hién trong dung dich tao ra.

Po d6 duc bang anh sang hap thu Ia su do ludng do duc hay su van duc do cac
chat tram hién c6 trong dung dich. Trong phuong phép nay, thiét bi phat hién duoc dat
truc tiép tai dudng cd anh sang téi dé thu nhan anh séang sau khi n6 di qua dung dich. Vi
vay no s& do duoc su sut giam vé cuong d6 anh sang do phan xa, hap thu hay phan tan.
Phan tan anh sang xay ra tuong ung voi kich thuéc, hinh dang va nong do cua cac chat
tram hién c6 trong dung dich.

Po d6 duc bang cach do anh sang phan tan 1a sy cai tién vé k¥ thuat do do duc,
phuong phap nay do anh sang bi phan tan tai mot goc cu thé tir chim anh sang téi khi
chum nay di qua dich huyén phi c6 chira cac chat tram hién khang nguyén - khang thé.
Luong &nh sang bi phan tan 1a mot chi sé vé nong do caa dung dich. Khéi dau véi mot
luong khong d6i khang thé, s luong tang 1én cua khang nguyén sé& lam phuac hop khang
nguyén - khang thé ting 1én. Vi vay méi quan hé giita nong do khang nguyén duoc biéu

thi bang sy hinh thanh phuc hop - khang nguyén khang thé va anh sang phan tan gan nhu
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la tuyén tinh. Bang cach sir dung may tinh, gia tri chinh xac cua khang nguyén hay khang
thé trong huyét thanh c6 thé duoc uée lwong qua hé théng nay. Dé cai thién do nhay cua
hé théng nay, cham laser dugc sir dung 1am ngudn anh sang téi.

Do do duc bing cach do anh sang phan tan hién nay dang tré thanh 13 phuong
phap lra chon trong trong nhiéu phong thi nghiém dé do luong protein huyét twong gom
IgG, IgM va IgA, cac thanh phan bé thé, yéu té gay bénh thap khép (RA), yéu té khang
streptolysin O, ....

19.4.4. Ngung két

Ngung két 12 phan tng khang nguyén - khang thé ma theo d6 khang nguyén két
hop véi khang thé ctia n6 khi c6 mit caa cac chat dién giai & nhiét do va pH dic trung dé
hinh thanh su dong tu thay duoc bang mat thuong. Su ngung két xay ra téi thich khi ty l¢
gitta khang nguyén va khang thé bang nhau.

Phan g ngung két co ban twong ty nhu phan ng tram hién va cing c6 cac dic
tinh twong ty nhau. Phan (mg nay thi twong ty nhu phan ang tram hién & chd khang thé
hoat dong nhu mét cau néi dé hinh thanh mang ludi khang thé va té bao mang khéang
nguyén trén bé mat caa ching. Do cac té bao nay 16n hon nhiéu so véi khang nguyén hoa
tan dan dén 1am cho céc té bao gan két thanh cac khéi tu lai nén dé dang thiy duoc.

Ngung két khac véi phan tng tram hién chd phan tng ngung két dién ra tai bé mat
cua hat c6 lién quan, khang nguyén phai duoc phoi ra va cé thé lién két véi khang thé dé
tao ra cac khdi gan két nhin thiy dugc. Trong phan Gmg ngung két, chuan bi day pha
loding dung dich khang thé va cho vao day dung dich pha lodng nay mot lwong khong doi
khang nguyén. Sau mot vai gio u & 37°C, su két tu duoc ghi nhan bang mit thuong. S6
lugng khang huyét thanh ghi nhan duoc phan anh su nghich dao cua sy pha loing cao
nhat gdy ngung tu.

Do té bao c6 nhiéu yéu té quyét dinh khang thé trén bé mat, nén hién tuong khang
thé du thira hiém khi xay ra. Poi khi khang thé dugc hinh thanh phan Gng véi yéu té
quyét dinh khang nguyén cua té bao nhung khong giy ra sy ngung két. Sau d6 chang wc
ché su ngung két bang cach bo sung thém cac khang thé hoan chinh vao. Cac khang thé

nhu vdy duoc goi la khang thé kim ham. Khang thé khang Rh va khang thé khang
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brucella la mot s6 it vi du vé cac khang thé kim ham.

Phan tmg ngung két duoc ¢ng dung rong rii dé phat hién ca khang nguyén va
khang thé trong huyét twong va cac dich co thé khac. Phan ung ngung két nay ciing rat
nhay va két qua thir nghiém dé dang doc duoc bang mét thuong.

Cac loai phan &ng ngung két: phan tng ngung két xay ra khi khang nguyén
duoc phat hién mot cach ty nhién trén mot hat duoc biét 1a sy ngung két truc tiép. Kiéu
ngung két nay khac véi ngung két thu dong & chd sir dung cac hat duoc phu véi khang
nguyén thuong khong duoc phat hién trén bé mat caa chang.

Ngung két truc tiép: ngung két truc tiép co thé cd cac kiéu nhu sau: (&) ngung
két trén lam kinh, (b) ngung két trong 6ng nghiém, (c) ngung két di ai va (d) thir nghiém
globulin khang hay thir nghiém Coombs.

Thir nghiém ngung két trén lam kinh: day 1a kiéu co ban cua phan tng ngung
két duoc tién hanh trén lam kinh. Xéc dinh cac type vi khuan Ia mét vi du kinh dién vé su
ngung két truc tiép van duoc sir dung dén ngay nay. Trong thir nghiém nay, dich huyén
phu vi khuan duoc chuan bi va thém vao giot khang huyét thanh tiéu chuan da dugc
chuan bi trudc trén lam.

Phan tmg duong tinh duoc biéu thi bang su ngung két khdi cua vi khuan va dung
dich nén trong lai. Thir nghiém duong tinh khi ngung két xay ra ngay hoic trong vong vai
giay. Thir nghiém kiém soat dung dé danh gia két qua thir nghiém gom dich huyén phu
khang nguyén trong nudéc mudi nhung khong thém huyét thanh khang duoc thuc hién
tuong ty trén lam kinh. Thir nghiém kiém soat nay ciing c6 thé cho két qua duong tinh
gia do su tu ngung két caa khang nguyén.

Thir nghiém ngung két trén lam duoc st dung: (i) nhu 1a quy trinh thudng quy dé
xé&c dinh cac chang vi khuan nhu Salmonella, Shigella, Vibrio, ... duoc phan lap tir cac
mau bénh pham va thyc pham. (i) dung dé xép nhom mau va xac dinh phan &ng chéo.

Thir nghiém ngung két trong 6ng nghiém: thir nghiém ngung két trong ong
nghiém duoc tién hanh trong dng nghiém thuy tinh. Trong thir nghiém nay, huyét thanh
bénh nhan duoc pha loang thanh mot day 6ng nghiém va khang nguyén vi khuan chuyén

biét ciia bénh nghi ngo duoc thém vao. Phan ung khang nguyén va khang thé duoc ching
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minh nho sy ngung tu thiy duoc bang mat thuong. Pay 1a phuong phap chuan duoc sir

dung dé wdc lugng dinh lwong khang thé trong huyét thanh. Thir nghiém ngung két trong

6ng nghiém la phuong phap thudong quy dung dé ching minh khang thé trong huyét
thanh dung cho chuan doan huyét thanh khang sé do vi khuan dwong rudt va bénh do
brucella nhu sau:

— Tht nghiém widal dugc sir dung dé chan doan sét do vi khuan dudng rudt va sir dung
dé phan biét cac khang nguyén khac nhau cua Salmonella 1a TO, TH, AH va BH dé
phat hién sy hién dién cua cac khang thé dbi véi Salmonella typhi, S. paratyphi A va
S. paratyphi B trong huyét thanh caa bénh nhan.

— Tht nghiém ngung két tiéu chuan 1a thtr nghiém thuong duoc st dung phd bién dé
chan doan huyét thanh khang bénh do brucella. Tuy nhién thir nghiém ngung két
trong 6ng nghiém do6i véi bénh do brucella thi phirc tap do hién tugng prozone. Piéu
nay la do nong do khang thé brucella cao trong huyét thanh cua bénh nhan dan dén
lam cho phan ung am tinh gia. Van dé nay duoc loai bo bang cach pha loang huyét
thanh dé ngan chan phan tng dwong tinh gia. Sy hién dién cua khang thé gay tc ché
hoac khang thé chua hoan toan trong huyét thanh Ia mot van dé khac. Véan dé nay co
thé tranh duoc bang cach sir dung globulin khang hay thir nghiém Coombs dé phat
hién cac khang thé nay.

Thir nghiém ngung két di ai (Heterophile agglutination): thir nghiém nay phu
thudc vao khang thé di ai trong huyét thanh & mot sé bénh do vi khuan:

— Tht nghiém Weil—Felix 1a mot vi du vé phan tng ngung két di 4i dung dé chan
doan huyét thanh cua bénh do rickettsia. Trong thir nghiém nay cac khang thé
phan tng chéo duoc tao ra dé chéng lai rickettsia gay bénh dugc phét hién bang
cach sir dung cac khang nguyén c6 lién quan dén phan wng chéo vi du nhu céac
chung OXK, 0X19 va OX2 cua proteus. Mic du khang thé duoc tao ra chéng lai
rickettsia, nhung chiing phan tng chéo véi khang nguyén cua cac chung OXK,
0X19 va OX2 thuoc proteus.

— Tht nghiém Paul-Bunnell 12 mét thir nghiém ngung két di &i, thir nghiém nay

dugc st dung dé phat hién khéang thé ¢ bénh ting bach cidu don nhan

18



Chuong 19. Phan tng khang nguyén - khang thé

(mononucleosis) bang cach st dung hong cau ciru 1am khang nguyén.

— Tht nghiém ngung két Streptococcus MG thi twong tu nhu thir nghiém duoc sir
dung dé phat hién khang thé do Mycoplasma pneumoniae chu yéu gay bénh viém
phoi khong dién hinh.

Thir nghiém khang globulin hay thir nghiém Coombs': thir nghiém Coombs'
duoc cac tAc gia Coombs’, Mourant va Race sang ché dé phét hién cac khang thé khang
Rh khong hoan toan thi khong c6 kha ning ngung két véi hdng cau Rh* trong nuéc mudbi.
Khi huyét thanh chtra cac khang thé khang Rh khong hoan toan dwgc tron véi hong cau
Rh* trong nudc mubi, thi globulin khang khong hoan toan nay phi 1én bé mat cua hong
cau nhung khong tao ra sy ngung két ndo. Khi nhitng héng cau nhu vay duoc xu 1y voi
globulin khang hay huyét thanh Coombs’ (khang huyét thanh tho chéng lai y-globulin),

sau d6 cac té bao bi ngung két. CO hai nhom thir nghiém Coombs: (a) thir nghiém
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- > > — -
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Hinh 19.8. So' @ minh hoa nguyén tic caa thir nghiém Combs truc tiép. (a). Khang

Coombs’ truc tiép (b) thir nghiém Coombs’ gién tiép.

@ ®)

thé gin két véi té bao mau d6 cia bénh nhan, (b). Thuéc thit Comb (khang
immunoglobulin ngudi), (). Sw ngung két cia té mau dé.

(a). Thir nghiém Coombs’ truc tiép: trong thir nghiém nay, sy nhay cam cua té
bao mau d6 (RBCs) vai cac khang thé chua hoan toan xay ra trong co thé song (in vivo).
Céc khang thé gan két véi té bao cd thé dugc phét hién bang thar nghiém nay. Theo d6
huyét thanh khang chéng lai immunoglobulin ¢ nguoi dugc sir dung dé ngung két véi cac
té bao mau do cua bénh nhan (Hinh 19.8).

(b). Thir nghiém Coombs’ ban truc tiép: sy nhay cam cua cac té bao mau do Voi

c4c khang thé chua hoan toan dién ra trong in vitro. Trong thir nghiém nay, huyét thanh
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ciia bénh nhan duoc tron véi cac té bao mau do binh thudng va cho thém khang huyét
thanh d6i v6i immunoglobulin ngudi. Sy ngung két xay ra néu khang thé co trong huyét
thanh bénh nhan (Hinh 19.9). Thir nghiém Coombs’ duoc sir dung dé phat hién (a) khang
thé khang Rh va (b) khang thé chua hoan thanh & bénh do brucella va cac bénh khac.

-y
4 L
W | .
] e P
v : }
— o+ ¢ T
)/ ° Sw ngung két ciia té bao mau do
Khang the trong huyet  Tébao mau do muc i€l Khine thé bao té bio 7
thanh bénh nhan - méu do )/

Khéng immunoglobulin nguai
(Thuoe thit Coombs)

Hinh 19.9. So' @ minh hea nguyén tic thir nghiém Coombs ban truc tiép.

Ngung két thu dong: ngung két thu dong duoc tién hanh véi cac hat mang cé phu
cac khang nguyén hoa tan. Biéu nay thuong dugc thuc hién bang cach chuyén doi phan
&ng tram hién thanh phan tng ngung két, do phan tng ngung két thuc hién va doc két
qua dé& dang hon va ciing nhay hon so v&i phan @ng tram hién trong viéc phat hién khang
thé.

Khi khang thé thay thé khang nguyén duoc hap thu trén hat mang dé phat hién
khang nguyén, thi né duoc goi la ngung két thu dong nguoc (reverse passive
agglutination).

Mai dén nhitng nim cua thap nién 1970, hong cau la cac hat mang dugc chinh
thac st dung dé phu khang nguyén. Tuy nhién hién nay nhiéu hat mang khac gém
polystyrene latex, bentonite va charcoal dugc su dung cho muyc dich nay. Hat cé kich
thude dao dong tir 7 pm cho dén cac té bao mau do c6 kich thuge 0,05 pm va cho dén cac
hat latex rat min. Viéc sir dung cac hat tong hop mang lai cac diém thuan loi nhu: 1am 6n
dinh, ddng nhat va bén virng.

Phan ing ciing dé dang doc dugc bang mét thuong. Phan tmg ngung két thu dong,
phu thudc vao cac hat mang duoc sir dung, c6 thé cé cac kiéu sau: (i) thir nghiém ngung

két latex, (ii) thir nghiém ngung két hong cau va (iii) thir nghiém dong tu.
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Thir nghiém ngung két latex: ddy 1a thir nghiém str dung cac hat latex lam chat
mang khang nguyén hay khang thé. Nam 1955, Singer va Plotz tinh co phat hién 1gG
duoc hap thu mot cach tu nhién 18n bé mit caa cac hat polystyrene latex.

Céc hat latex thi khong dat, twong dbi 6n dinh va khong co hoat tinh phan wng
chéo vai cac khang thé khac. Nhirng hat nay co thé duoc phu cac khang thé dé phat hién
khang nguyén trong huyét thanh va trong cac dich co thé khac. Str dung khang thé don
dong lam giam phan tng chéo va vi vay lam giam cac phan g duong tinh gia.

Hon nira kich thuéc hat latex 16n nén tao thuan lgi trong viéc quan sat phan trng
khang nguyén khang thé tét hon bang mat thuong. Tha nghiém thuong dugc tién hanh
trén cardboard card hay lam kinh va phan tmg dwong tinh dwgc phan hang tir 1+ dén 4+.

Thir nghiém ngung két latex duoc sir dung nhu sau: (1). Thir nghiém nay duoc sir
dung dé xac dinh nhanh khang nguyén cua nhém B streptococcus, Staphylococcus
aureus, Neisseria meningitidis, Cryptococcus neoformans, ... . (2). Bé phat hién cac
khang nguyén hoa tan cua vi sinh vat cé trong nuéc tiéu, dich nao tuy va huyét thanh
dung chan doan nhiéu bénh xam nhiém. (3). Dé phat hién cac yéu té RA, ASLO, CRP, ...
c6 trong cac mau huyét thanh.

Thir nghiém ngung két hdng cau: té bao mau do duogc sir dung lam cac hat mang
trong thir nghiém ngung két hong cau. Té bao mau d6 cua ciru, nguoi, ga, ...thudng dugc
st dung trong thir nghiém nay. Khi cac té bao mau do dugc phu véi khang nguyén dé
phat hién khang thé trong huyét thanh thi tha: nghiém nay duoc goi la thir nghiém ngung
két hong cau ban truc tiép (IHA). Thir nghiém IHA la phép thir duoc sir dung pho bién
nhéat dé chuan doan huyét thanh caa nhiéu bénh do ky sinh trang gdm bénh do amip, bénh
do nang au trung san 14 va bénh do toxoplasma.

Khi khang thé dugc bam dinh vao té bao mau do dé phat hién khang nguyén vi
sinh vat thi né duoc goi la ngung két hong cau thu dong ngugc (RPHA). RPHA duoc st
dung rong rai trong qua khir dé phat hién khang nguyén virus nhu HBsAg trong huyét
thanh dé chan doan bénh do virus siéu vi gan B. Thir nghiém nay ciing duoc st dung dé
phat hién khang nguyén trong nhiéu bénh do ky sinh trung va virus khac.

Nguwng két hong cau do virus: nhiéu virus gom virus cam, virus gay bénh quai bi
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va virus gay bénh soi c6 kha ning ngung két vai cac té bao mau d6 ma khéng co phan
ting khang nguyén - khang thé. Qua trinh nay duoc goi la su ngung két hdng cau do
virus. Su ngung két hdng cau nay cé thé bi tc ché do khang thé truc tiép chéng lai virus
mét cach chuyén biét va hién twong nay duoc goi la sy Gc ché ngung két hong cau. Day
la hinh thirc co ban caa thir nghiém we ché ngung két hdng cau do virus, dwoc sir dung dé
phat hién khang thé trong huyét thanh caa bénh nhan trung hoa virus dang ngung két. Dé
tién hanh thir nghiém nay, truéc tién huyét thanh caa bénh nhan dwoc @ véi mau chuan bi
c6 virus. Sau dé thém cac té bao mau do vao phan chuan bi ¢ virus ¢6 kha ning ngung
két. Néu khang thé hién dién, ching s& két hop véi cac hat virus va ngan chan sy ngung
két va néu khong c6 hoic ngung két giam biéu thi cho khang thé c6 trong huyét thanh
bénh nhan.
19.4.5. Thir nghiém dong tu

Sy dong tu (coagglutination) Ia mot kiéu phan tmg déng tu ma theo do ching
Cowan | cua S. aureus duoc sir dung 1am hat mang dé phu khang thé. Chang Cowan | caa
S. aureus c6 protein A, mot khang thé, két hop véi phan Fc caa immunoglobulin, 1gG, dé

bé mit viing Fab tu do phan tng véi khang nguyén c6 mat trong mau ther (Hinh 19.10).
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Hinh 19.10. So' @6 minh hoa nguyén tic cia phan kng déng tu
Trong tha nghiém cho két qua dwong, protein A mang S. aureus dugc phu khéng
thé s& duoc ngung két néu dugc tron véi khang nguyén chuyén biét. Thir nghiém nay c6

thuan lgi d6 chinh 13 cac hat nay biéu thi sy bén viing hon so véi cé4c hat latex va dai dan
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hon dé thay doi sirc bén cua ion.

Ther nghiém dong tu duoc sir dung dé: (a). Phat hién khang nguyén cryptococcus
trong dich nao tuy dé chan doan bénh viém mang nio do cryptococcus. (b). Phat hién
khang nguyén amip va nang 4u trang san day trong huyét thanh gitp chan doan bénh do
amip va bénh do nang cua san day nho echinococcus va (¢). Phan nhoém streptococcus va
mycobacteria dung dé phan kiéu (typing) Neisseria gonorrhoeae.

19.4.6. Thir nghiém cé dinh bé thé

Nguyén tic cua thir nghiém cb dinh bd thé 1a khi khang nguyén va khang thé cua
cac nhom IgM hay IgG duogc tron lai véi nhau thi bo thé s& duoc ¢é dinh trong phic hop
khang nguyén - khang thé. Néu diéu nay xay ra trén bé mit caa té bao mau do (RBC) thi
dong bo thé s& dugc hoat hoa va su tiéu huyét s& xay ra. Thir nghiém cé dinh bo thé gom
hai hé thong khang nguyén - khang thé bo thé 1a: (a) mot hé 1a chi thi va (b) mét hé 1a the
nghiém.

Hé chi thi: hé nay gom cac té bao mau do (RBC) duoc u véi khang thé chuyén
biét khang RBC & ndng d6 khong gay ngung két va khong 1am tiéu huyét RBC khi khdng
c6 bo thé. Cac té bao RBC nhu vay duoc cho la cac té bao mau do nhay cam.

Hé thir nghiém: trong hé thir nghiém nay, trude tién huyét thanh cua bénh nhan
duoc 1am néng 56°C dé lam bat hoat cac bo thé tu nhién. Sau d6 huyét thanh da lam bat
hoat nay dugc cho hap thu té bao RBC ctru da dwoc rira sach nham loai bo cac khang thé
khang RBC gy phan ang chéo (con duoc biét 1a khang thé kiéu Forssman), vi cac khang
thé nay sé lam nhiéu phuong phap nay. Sau dé huyét thanh nay duoc tron véi khang
nguyén di duoc tinh sach va véi dung dich pha loang huyét thanh cua chuét lang ding
lam nguon bo thé. Hon hop nay dugc o ¢ 37°C trong 30 phut dé khang thé trong huyét
thanh bénh nhan hinh thanh phirc hop vai khang nguyén va c¢é dinh bé thé (Hinh 19.11).

Trong thtr nghiém cé dinh bé thé, cac té bao mau do nhay cam dugc cho vao to
hop sau cing. Néu té bao mau do bi ly giai cho thay khéng cé khang thé chuyén biét ddi
v6i khang nguyén trong huyét thanh caa bénh nhan. Vi vay b thé khong duoc tiéu thu
trong hé thong thir nghiém nay nén b thé dé dang bi cac khang thé khang RBC st dung

dan dén xuat hién su tidéu huyét. Phan ung nay duoc xem la &m tinh. Thir nghiém duogc
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xem la dwong tinh khi c4c té bao mau do khong bi ly giai. Cac té bao mau do khong bi ly
giai cho thay huyét thanh cua bénh nhan cé khang thé chuyén biét chdng lai khang
nguyén nén chang cb dinh bd thé. Theo d6 khong co bd thé dé duoc hoat hoa qua hé
théng chi thi.

Khing nguyén  B6thé Khang nguyén B6 thé

+ e 3 + led

%

Huyét thanh khong chira
khang thé chong lai khang
nguyén

Huyét thanh chita khéng thé
chong lai khang nguyén

Phan tmg c6 dinh b6 thé Khéng ¢6 phan g c6 dinh bé thé
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RBC ciu  @— —@ RBC ciu
: AL .
Khing thé doi ., |y Khang thé doi
vo1 RBC ctiu — — vé1 RBC ctru
Tiéu huyét khong xay ra do” 3 ". Tiéu huyét xay ra do bo thé

khong dwgc st dung nén

b6 thé duwoc su dung hét ) ?
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sdn ¢o cho tiéu huyet

trong phan ung khang .
nguyén — khang the sd

Thuw nghiém dwong Thu nghiém im
Hinh 19.11. Thir nghiém cé dinh bo thé
Phan tng ¢ dinh b6 thé sém duoc sir dung dé chan doan nhiéu bénh xam nhiém
nhu: thir nghiém Wassermann cho bénh giang mai va thir nghiém chitng minh khang thé
dbi véi M. pneumoniae, Bordetella pertussis, nhiéu virus khac nhau va ndm nhu
Cryptococcus spp., Histoplasma va Coccidioides immitis. Do thir nghiém nay nay doi hoi
k§ thuat cong kénh va phuc tap nén ngay nay khong con sir dung.

Thir nghiém cé dinh bd thé ban truwc tiép: thir nghiém cb dinh b thé ban truc
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tiép duoc tién hanh dé kiém tra huyét thanh khong thé cé dinh bd thé cua chuét lang.
Chuang bao gém huyét thanh cua gia cAm vi du nhu vet, vit va huyét thanh ctua dong vat
c6 va vi du nhu méo, ngua. Thir nghiém duoc tién hanh lap lai song song va sau thu
nghiém déu tién, khang huyét thanh chuan dung dé cé dinh bd thé duoc thém vao. Tiéu
huyét biéu thi cho thir nghiém duong. Trong thir nghiém dwong, néu huyét thanh chira
khang thé, thi khang nguyén s& duoc str dung hét ¢ thir nghiém dau tién, nén huyét thanh
chuén dugc thém vao s& khdng cb dinh dugc bo thé nén gay ra su tiéu huyét.

Thir nghiém hap phu bé thé: day 1a mot phuong phap lua chon khac dbi véi hé
thong khdng cb dinh bo thé & chudt lang. Hong cau ¢ ciru nhay cam vai huyét thanh bo
duoc sir dung 1am hé chi thi. Huyét thanh bo chaa conglutinin, mét B-globulin hoat dong
nhu 12 khang thé d6i véi bo thé. Vi vay conglutinin gay ra su ngung két ciia cac hong cau
ctru nhay cam néu cac hong cau nay dugc két hop véi bo thé, su két hop nay duoc goi la
su dinh lai (conglutination). Néu bo thé ngua duoc tan dung cho phan wng khang nguyén
- khang thé trong budc dau tién thi sy ngung két cua céc té bao nhay cam s& khéng xay
ra.

19.4.7. Thir nghiém két dinh mién dich

Thir nghiém két dinh mién dich (Immune adherence test) dung dé kiém tra mot sd
vi khuan gay bénh vi du nhu Vibrio cholerae, Treponema pallidum, ...phan ang Vi
khang thé chuyén biét khi c6 mat cua bo thé va két dinh vai hong cau hay tiéu cau. Sy két
dinh cua té bao vi khuan duoc goi 1a két dinh mién dich, két dinh mién dich tao thuan loi
cho su thuc bao vi khuan.

19.4.8. Thir nghiém sw bat déng

Thir nghiém su bat dong (Immobilization test) la thir nghiém phu thudc bo thé,
theo d6 mot s6 vi khuan séng nhu T. pallidum duoc lam cho bat dong khi tron chang véi
huyét thanh ciia bénh nhan coé mat cua bo thé. Cac thir nghiém nay cha yéu dung dé kiém
tra su bat dong cua T. pallidum. Két qua duong tinh biéu hién huyét thanh cé chira khang
thé cua vi khuan treponema.

19.4.9. Phan &ng phan huy té bao hay tiéu diét té bao

Khi mét té bao séng nhu V. cholerae dugc tron véi khang thé chuyén biét cua nd
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c6 su hién dién cua bo thé thi vi khuan nay sé bi tiéu diét hay bi ly giai. Thir nghiém nay
chu yéu duoc sir dung dé do ludng khang thé khang cholera cé trong huyét thanh.
19.4.10. Thir nghiém trung hoa

Trung hoa la phan tng khang nguyén - khang thé ma theo d6 tac dong sinh hoc
cua virus va doc td6 duoc trung hoa nhd cac khang thé dong dang (homologous
antibodies) dugc goi la khang thé khang doc té. Thir nghiém nay c6 cac kiéu nhu sau: (a)
thir nghiém trung hoa virus va (b) thir nghiém trung hoa doc té.

Thir nghiém trung hoa virus: trung hoa nho khang thé chuyén biét caa virus
duoc goi la thir nghiém trung hoa virus. Cay virus vao trong té bao nudi ciy, tring va
dong vat dé virus sao chép va tang truong. Khi khang thé trung hoa chuyén biét cho virus
duoc tiém vao hé théng nay thi su sao chép va ting truang cua virus bi ac ché. Pay duoc
goi la thir nghiém trung hoa virus.

Ther nghiém tc ché sy ngung két hong cau do virus 1a mot vi du vé thir nghiém
trung hoa thudong duoc st dung trong chan doan bénh do virus xam nhiém giy ra nhu
cim, quai bi va bénh soi. Néu huyét thanh cua bénh nhan cé khang thé chéng lai mot sé
virus né s& co dac tinh ngung két té bao mau do, nhitng khang thé nay phan ang véi cac
virus nay va tc ché sy ngung két cua cac té bao mau do.

Thir nghiém trung hoa déc t6: thar nghiém trung hoa doc t& dugc dya trén
nguyeén tac hoat tinh sinh hoc ciia doc t6 duoc trung hoa do phan tng véi khang thé trung
hoa c6 tinh chuyén biét goi 1a khang doc té.

Nhiéu vi dy vé thir nghiém trung hoa nhu: (a). Trong co thé song (In vivo) - (i) thi
nghiém Schick dung dé chiang minh sy mién dich chong lai bénh bach hau va (ii) thi
nghiém trung hoa doc t6 Clostridium welchii trong chuét lang va chuét. (b). Trong diéu
ki¢n thi nghiém (In vitro) - (i) thir nghiém khang streptolysin O va (ii) phan tng Nagler
duoc sir dung dé phat hién nhanh C. welchii.

19.4.11. Opsonin hoa

Opsonin ho4 la qua trinh ma theo d6 mot khang nguy@n cu thé s& tré nén nhay cam

hon véi su thuc bao khi no dugc két hop vai chat opsonin. Opsonin la mot chat khong

bén nhiét, hién dién trong huyét thanh binh thuong. Nguoc lai voi opsonin la
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bacteriotropin la chat bén nhiét, hién dién trong huyét thanh nhung lai c6 hoat tinh tuong
tu.

Thuat ngir vé chi s6 opsonin duoc xac dinh nhu ty 1¢ hoat tinh thuc bao cia mau
bénh nhan cho mét vi khuan cu thé véi hoat tinh thuc bao cua mau tir ca thé binh thuong.
Chi sb opsonin dugc st dung dé nghién ciu su tién trién caa stcc dé khang trong giai
doan xay ra bénh. N6 duoc do bang cach u mau tuoi da duoc citrate hoa vai dich huyén
phu vi khuan & 37°C trong 15 phut va uée lugng s trung binh caa vi khuan bj thuc bao
bang cach nhuém mau.

19.4.12. Mién dich huynh quang

Dic diém cua mot s chat mau hap thu anh sang tai mot budce séng cu thé va phat
ra anh sang & budc soéng khac véi budc song ban dau ma no hap thu, qua trinh nay duoc
goi la phat huynh quang. Vi du chat mau hap thu anh sang tir ngoai phat ra anh sang kha
Kién.

Chat mau phat huynh quang nhu fluorescein isothiocyanate va lissamine
rhodamine co thé gan vao cac phan tir khang thé. Chang phat ra huynh quang mau xanh
da troi - xanh 1a cay va mau do - cam dudi tia UV, duoc quan sat dudi kinh hién vi huynh
quang. Pay 1a nguyén tic co ban cua thir nghiém mién dich phat huynh quang. Thu
nghiém mién dich phat huynh quang duoc Gng dung rong rai trong nghién ciu va chan
doan. Nhirng thir nghiém nay duogc phan thanh hai nhom: (a). Thir nghiém mién dich
huynh quang truc tiép. (b). Thir nghiém mién dich huynh quang gian tiép.

Thir nghiém mién dich huynh quang truc tiép: thir nghiém mién dich huynh
quang truc tiép dugc sir dung dé phat hién khang thé chua biét trong té bao hay mé bang
cach tién hanh véi mot khang thé da biét co danh dau. Khang thé danh dau nay twong tac
truc tiép véi khang nguyén chua biét. Néu khang khang nguyén hién dién né s& phan ing
vé6i khang thé danh dau va khang nguyén cé phi khang thé duoc quan sat dudi anh sang
UV phat ra tir kinh hién vi huynh quang (Hinh 19.12). Thir nghiém mién dich huynh
quang truc tiép dwoc st dung rong rai dé phat hién vi khuan, ky sinh trung, virus, nim
hay cac khang nguyén khac trong dich nio tuy, mau, phan, nudc tiéu va cac mau bénh

pham khac. Mot vai vi du nhu sau:
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(a). Thtr nghiém mién dich huynh quang truc tiép dung dé chan doan bénh dai
truéc khi chét: thir nghiém nay duoc sir dung dé phat hién khang nguyén cua virus dai
trong da thu thap tir gay & nguoi va trong tuyén nude miéng caa cho.

(b). Thir nghiém mién dich huynh quang truc tiép ciing dugc sir dung dé phat hién
vi khuan N. gonorrhoeae, C. diphtheriae, T. pallidum, .... mot cach truc tiép trong cac
mau 1am sang phu hop. K§ thuat nay can phai chuan bj khang thé gan riéng biét cho mdi
dbi twong gay bénh nén day chinh la diém khong thuan loi chinh cua ki thuat nay.

Khéang thé Chét phat huynh quang ~ Hinh 19.12. So dé minh hoa

* * * *** gig % thir nghiém khang thé phat

huynh quang truc tiep dung

\ / dé phat hién khang nguyén

virus dai, phat hién vi khuan

Khéng thé két hop véi gay bénh nhw N.
chat phat huynh quang gonorrhoeae, C. diphtheriae,
l T. pallidum, .....

Thir nghiégm mién dich

jr;‘gér;f;}énbéo huynh quang gian tiép: thu
nghiém mién dich phat huynh
l quang gian tiép duoc st dung
dé phat hién khang thé dac hiéu

c6 trong huyét thanh va dich co

Té bao yi khuan duogc
khang theé gan chat phat

huynh quang bao lai J/

gom hai giai doan. O giai doan dau, khang nguyén da biét dugc ¢ dinh trén lam. Sau d6

thé khac dung dé chan doan
huyét thanh cua nhiéu bénh
xam nhiém. Mién dich huynh

quang gian tiép la mot qua trinh

cho huyét thanh cua bénh nhan can kiém tra dugc cho vao lam kinh di cb dinh khang
nguyeén, tiép theo la tién hanh rira can than. Néu huyét thanh caa bénh nhan co khang thé

chéng lai khang nguyén thi no s& két hop vai khang nguyén trén lam. O giai doan hai sy
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két hop cua khang thé véi khang nguyén co thé dugc phat hién bang cach thém khang thé
c6 gan chat phat huynh quang ddi véi IgG nguoi sau dé kiém tra bang kinh hién vi huynh
quang.

Budc dau tién trong thir nghiém phat huynh quang gian tiép 1a a khang nguyén da
duoc ¢b dinh véi khang thé chua danh dau c6 lién quan dén khang nguyén. Ké dén la rua
can than va thém khang thé phat huynh quang da duogc rira sau ¢ dinh. Khang thé thi hai
nay c6 lién quan véi khang thé thir nhat va phicc hop khang nguyén - khang thé c6 thé
thay dugc bang kinh hién vi huynh quang.

Phuong phap gian tiép nay co diém thuan loi 1a str dung antiglobulin (khang thé
dbi véi IgG) danh dau dong vai tro nhu 1a thudc thir van nang dé phat hién nhiéu phan
ing khang nguyén - khang thé chuyén biét khac nhau. Tha nghiém nay thuong nhay hon
thir nghiém mién dich phat huynh quang tryc tiép.

Ther nghiém mién dich phat huynh quang gian tiép duoc sir dung rong rai dé:

(). Phat hién khang thé chuyén biét dung cho chan doan huyét thanh bénh giang
mai, bénh do xoin khuan leptospira, bénh do amip, bénh do toxoplasma va nhiéu bénh do
nhiém trung khac.

(b). Xac dinh nhom khang thé cu thé bang khang thé phat huynh quang chuyén
biét cho cac kiéu immunoglobulin twong ty.

(c). Xac dinh va &ém nhém bach cau bang cach sir dung khang thé don dong.

(d). Phat hién tu khang thé (autoantibody) nhu khang thé khang nhan trong cac
bénh ty mién (autoimmune disease).

Gidi han chinh caa mién dich phat huynh quang dé la yéu cau vé ki thuat nhu: (a)
kinh hién vi huynh quang va thuéc thir dit tién, (b) nhan su can duoc dao tao va (c) ¢o
thé co yéu té cha quan lam cho két qua sai sot.

19.4.13. Phwong phap mién dich enzyme

Phuong phap mién dich enzyme (EIA) cé thé duoc sir dung dé phat hién hoaic
khang nguyén hoic khang thé trong huyét thanh va dich co thé khac cua bénh nhan.
Trong k¥ thuat EIA, sir dung khang nguyén hoic khang thé gan voi enzyme. Alkaline

phosphatase, horseradish peroxidase va galactosidase la nhitng enzyme duoc st dung

29



Chuong 19. Phan tng khang nguyén - khang thé

trong thir nghiém EIA. EIA thuong duoc st dung lam phwong phap mién dich dua trén
enzyme lién két (ELISA). K¥ thuat ELISA lan dau tién dwoc Peter Perlmann va Eva
Engvall & Pai hoc Stockholm, Thuy Dién dua ra khai niém va phat trién ky thuat nay.

Phuong phap nay lién quan dén viéc sa dung mot chit hip thu mién dich
(immunosorbent) chuyén biét cho hoic khang nguyén hoic khang thé. Tiép theo la phan
ing khang nguyén - khang thé, thém co chat tao mau chuyén biét cho enzyme vi du nhu
o- phenyldiamine dihydrochloride cho enzyme peroxidase, p-nitrophenyl phosphate cho
enzyme alkaline phosphatase, ... . Phan tng dugc phat hién bang may doc mat dé quang
hoc. Puong chuan duoc thiét l1ap dya trén cac nong do da biét cua khang nguyén hoac
khang thé dé tir d6 tinh ra két qua khang nguyén hoic khang thé cé trong mau thir. Co
nhiéu kiéu khac nhau ciia ELISA duoc st dung dé phat hién va dinh luong khang nguyén
hoac khang thé cé trong mau vat. Cac kiéu ELISA nay gom: (a) ELISA truc tiép (b)
ELISA gian tiép, (c) ELISA kep, (d) ELISA canh tranh va (e) phuong phap ELISPOT.

ELISA truc tiép: khang nguyén duoc pha vao cic giéng trong khay vi dinh
luong, duoc phat hién bang khang thé lién két truc tiép véi enzyme. Piéu nay ciing
c6 thé lam nguoc lai d6 1a khang thé dugc phu trén cac giéng cua khay vi dinh lugng
va khang nguyén da danh diu duoc su dung dé phat hién nhung cach nay it pho bién
hon. ELISA tryuc tiép c6 hai diém thuan lgi chinh d6 la: nhanh hon do it budc thao tac
hon. K§ thuat nay ciing it 16i hon do it budc thao tac hon va it thudc thir hon.

ELISA gian tiép: ELISA gian tiép duoc sir dung dé wdc luong dinh luong khang
thé co trong huyét thanh, dich co thé va mau vat. Trong phuong phap nay, mau vat sau ly
trich duoc thém vao cac giéng trong khay vi dinh luong di dwgc phu khang nguyén
chuyén biét cho khang thé dé phat hién. Sau khi @, dem cac giéng nay rira. Néu khang thé
hién dién trong mau, phac hop khang nguyén - khang thé s& duoc hinh thanh va s& khong
bi rira tréi. Néu khang thé chuyén biét khdng co hién dién trong mau thi, s& khdng co su
hinh thanh phitc hop gitra khang nguyén va khang thé. Tiép dén khang thé str dung khang
thé khang isotype lién két véi enzyme dugc thém vao va o. Sau d6 rira va thém co chat
cho enzyme vao. Néu co phac hop duoc hinh thanh & budc dau, thi khang thé khang

isotype thir hai nay s& gan két véi khang thé ban dau dan dén xuat hién phan tng tao mau
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gitta enzyme va co chat. Sau khi thém dung dich két thic phan tng vao giéng dé git
mau. Bang céach do gia tri mat d6 quang cua cac giéng, c6 thé xac dinh sb lugng phic hop
khang nguyén - khang thé duoc hinh thanh & budc thi nhat (Hinh 19.13).

Ther nghiém nay dwoc mé rong st dung dé xac dinh khang thé cua huyét thanh

dung dé chan doan HIV, viém ndo Nhat Ban, sét xuat huyét dengue va nhiéu bénh do

virus khac.
A Khéng thé Enzyme
co chat
<+ Khéng nguyén ¢ Sanphim
Enzyme lién
két khang thé
Khing thé du thia Enzyme lién két vdi
khoéng gin két s& bj khang thé dr thira s& bi
loai bé qua budoe rira loai bd qua bude rira
v v
"]
1 * !* ! ’:
Khang nguyén dwoc Cho mefiu vao: ) Enzyme ]iévn két véi Enzyme co chét ©) duoc
phii vao giéng khang thé lién két khang thé khang cho vio v co chét bi
vé6i khang nguyén immunoglobin lién bién d6i thanh san pham
két véi khang thé (@) c6 mau sic thay dugc

Hinh 19.13. So' @ minh hea thir nghiém ELISA gian tiép.

ELISA kep: ELISA kep hay sandwich ELISA duoc st dung dé phat hién khang
nguyén. Trong thir nghiém nay, khang thé da biét trudc duoc phu va bat dong trén giéng
cua khay vi dinh lugng. Khang nguyén nghi ngo ¢é trong mau thar nghiém sau khi ly trich
duoc cho vao giéng dé phan ung vai cac khang thé trong giéng. Sau budc raa, cho vao
giéng khang thé chuyén biét cho epitope khac cua khang nguyén lién két vaoi enzyme va
khay vi dinh luong, sau d6 dem khay di 4. Sau khi rira dé loai bo khang thé tha hai, cho
co chat chuyén biét vao dé két thic phan @ng va c6 dinh mau caa phan ang trong giéng.
Sau @6 dem do ¢ budc song phu hgp. Gia tri mat do quang hoc thu dugc s€ so sanh vaéi

duong cong chuan dé dua ra lugng chinh xé&c cua khang nguyén hién dién trong mau th.
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O truong hop dwong tinh, enzyme tac dong 1én co chat dé tao ra mau va cuong do caa nd
c6 thé do duoc biang may quang phé ké hay méay doc ELISA. Sy thay d6i v& mau sic
ciing c6 thé thay duoc biang mét thuong (Hinh 19.14). ELISA kep dugc si dung dé phat

hién rotavirus va enterotoxin cua Escherichia coli ¢ trong mau phan.

Y Khangthé Enzyme
co chat
<~ Khang nguyén ¢ Sanphim
Enzyme lién
két khang thé
Khang nguyén du thira Enzyme lién két véi
khéng gin két s& bi khéng thé dw thira s& bi
loai bd qua budce rira loai bd qua budce rira
Khang thé dwge phu Cho mau vao: Envzyme lién két véi khang  Enzyme co chét () duoe
vao bé mat giéng khf’mg nguyén liéfl thé chuyép biétq cho khang  cho vao va co chit bi
két voi khang thé nguyén can kiém tra lién  bién dbi thanh san phim
ket véi khang nguyén hinh (@) c6 mau sac thay duge
thanh thé kep

Hinh 19.14. So' @ minh hea thir nghiém ELISA kep.

ELISA canh tranh: ELISA canh tranh la mot ki thuat khac duoc sir dung dé wéc
lugng khang thé hién dién trong mau vat nhu huyét thanh. Nguyén tic cua thir nghiém
nay la gébm c6 hai khang thé chuyén biét duoc st dung. Trong dé mot khang thé lién két
véi enzyme va khang thé kia hién dién trong huyét thanh can kiém tra néu huyét thanh
duong tinh voi khang thé. Su canh tranh xay ra giira hai khang thé nay véi cung mot
khang nguyén. Mau xuét hién biéu thi cho két qua am tinh do khdng cé khang thé, nguoc
lai khdng xuat hién mau biéu thi cho két qua dwong do c6 khang thé hién dién. Trong thir
nghiém nay cac giéng vi dinh lwong dugc phi khang nguyén cua ddi twong can kiém tra.
Mau sau ly trich (néu can thiét) hay huyét thanh can kiém tra dugc thém vao cac giéng da
phu khang nguyén va o ¢ 37°C, sau d6 dem rira. Néu khang thé hién dién trong mau thi

can kiém tra thi phan ung giira khang nguyén - khang thé s& xay ra. Phan tng gitra khang
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nguyén - khang thé duoc phat hién bang cach thém enzyme chuyén biét cho khang thé.
Trong thtr nghiém duong tinh khdng c6 khang nguyén dugc phong thich dé cho céc
khang thé nay gan két, nén khang thé van con tu do va dugc ria troi khoi giéng qua budc
rira. Khi co chit dugc thém vao, khong con enzyme sin c6 dé két hop véi co chét nay. Vi
vay két qua duong tinh s& khong cé phan (ng tao mau. Trong thir nghiém am tinh, khong
c6 khang thé hién dién trong huyét thanh, khang nguyén trong céc giéng dugc phu, sin
sang két hop véi khang thé lién két véi enzyme va enzyme phan @ng véi co chit nén tao
ra mau.

ELISA canh tranh thuong duoc st dung dé phat hién khang thé HIV cé trong
huyét thanh bénh nhan nhiém HIV.
19.4.14. Phwong phap ELISPOT

Phuong phap ELISPOT la bién thé cua ELISA. Phuong phap nay cho phép Xac
dinh dinh luong sb té bao trong mot quan thé dang san sinh ra khang thé chuyén biét cho
mot khang nguyén da biét. Thar nghiém nay dugc ung dung rong rii dé do luong cac
cytokine.
19.4.15. Phwong phap mién dich phong xa

Khi cac isotope phong xa (radioisotope) thay thé cho enzyme, duoc str dung nhu 1a
chat danh dau dé lién két vsi khang nguyén hay khang thé, k¥ thuat nay dung dé phat
hién phuac hop khang nguyén - khang thé duoc goi 1a phuong phap mién dich phong xa
(RIA). RIA duoc Solomon Berson va Rosalyn Yalow (Hoa Ky) mé ta du tién vao nim
1960, dung dé do insulin c¢6 trong huyét twong noi tai. Yalow da thang giai Nobel Y hoc
vao nam 1977 cho cbng trinh phét trién ky thuat RIA dung dé phat hién hormone la
peptide, nhung khong may dng da mat vao nam 1972, Berson khong thé chia s& giai nay.

Phuong phap RIA c6 dién duoc dya trén nguyén tic cua lién két canh tranh. Trong
phuong phap nay, khang nguyén khong danh dau, canh tranh véi khang nguyén duoc
danh dau phong xa dé lién két mot cach chuyén biét véi khang thé. Vi vay khi hdn hop
cua khang nguyén da dugc danh diu phong xa va chua duge danh dau duoc u véi khang
thé twong tng, thi lugng cua khang thé danh dau phong xa khong gan két vai khang thé

ty 18 truc tiép vai s6 lugng khang nguyén khong duge danh diu co trong hdn hop. Trong
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thir nghiém nay, budc dau tién can chuan bi cac hdn hop mét luong khang nguyén lanh
dao dong biét trudc va mot luong cb dinh khang nguyén duoc danh diu va hdn hop mau
c6 ndng @6 khang nguyén chua biét vai mot luong gidng nhau khang nguyén di danh dau
duoc chuan bi & bude dau tién.

Luong xac dinh cua khang thé dugc thém vao hdn hop. Phtc hop khang nguyén -
khang thé dugc tram hién hoic bang lién két chéo véi khang thé thir hai hoac bang thude
thir thém vao dé thuc ddy sy tram hién cua phtc hop khang nguyén - khang thé. Bém
hoat tinh phéng xa trong cac chét tram hién cho phép xac dinh luong khang nguyén da
duoc danh dau véi khang thé. Puong cong chuan duoc xay dung bang cach biéu thi phan
tram khang thé lién két v6i khang nguyén da dugc danh dau phong xa déi nguoc Voi
nong do chua biét cua khang nguyén chuan chua dugc danh dau va nong do cua khang
nguyén trong mau bénh nhan dugc ngoai suy tir duong cong. P nhay cuc ky cao cua
RIA la thuan lgi chinh cua ky thuat nay:

K thuat RIA co thé duoc sir dung dé xac dinh luong rat nho (nanogram) khang
nguyén va khang thé co trong mau tha. Ky thuat nay duoc st dung dé dinh luong
hormone, thudc, HBsAg va cac khang nguyén virus khac.

Tuy nhién RIA ciing ¢6 nhiing han ché gdm: (a) chi phi cho thiét bi va thuc thu,
(b) tudi tho ciia cac chat phong xa ngan va () cac van dé c6 lién quan dén viéc loai bo
c4c chat thai phong xa.

19.4.16. Western Blotting

Western blotting duoc goi véi tén nhu vay bai vi quy trinh phan tich twong ty nhu
Southern blotting, k¥ thuat do Edwin Southern phat trién dé phat hién DNA. Trong khi
Southern blotting dugc trién khai dé phat hién DNA thi Western blotting duoc trién khai
dé phat hién protein.

Western blotting thuong duoc tién hanh trén mé dong nhat hay mé trich. Western
blot sir dung SDS-PAGE (sodium dodecyl sulphatepolyacrylamide gel electrophoresis),
mét dang dién di trén gel dé tach trudc cac protein trong hdn hop dua trén hinh dang va
kich thudc cua chung. Vi vay cac vach (band) protein thu nhan duoc chuyén sang mang

nitrocellulose hay mang nylon khi ching duoc do véi cac khang thé chuyén biét cho
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protein can phat hién. Phiic hop khang nguyén - khang thé hinh thanh trén vach chia
protein dugc nhan biét nhd khang thé va phuc hop nay cé thé thay duoc bang nhiéu cach.
Néu protein quan tdim duoc gan khang thé phong xa, thi vi tri caa no trén blot co

thé duoc xac dinh bang cach phoi nhidm mang véi tia X, quy trinh nay duoc goi la cach
tu chup bing phéng xa (autoradiography). Tuy nhién phé bién nhat 1a sir dung quy trinh
phat hién dung khang thé lién két voi enzyme d@é chéng lai protein. Sau lién két caa
enzyme - khang thé lién

Protein duge tach két, thém co chét tao mau

nhd SDS-PAGE . . .
dé tao ra mau sac cao va
Protein duoc téch trén gel, dwoc  san pham khong hoa tan
tham 1én giay nitrocellulose
- tao ra hinh dang vach cé
Gidy nitrocellulose % mau tai vi tri cua khang

nguyén muc tiéu. Vi tri
U véi khang huyé‘{ thanh cua
bénh nhan (khang thé thi nhat)

U véi enzyme lién két véi huyét
thanh khang cua ngudil (khing nhay cao hon néu hop chat

cua protein quan tam coé

-
r—
-~

thé duoc xac dinh véi do

—
>

>

J thé thr hai)
Khang thé bam lén céc A phat quang hoa hoc cung
vach ~khang nguyén | AL VGi Cac yéu té tang cuong
chuyén biét trén giay a4 ]
nitrocellulose _ o _ phu hop duoc st dung dé
Enzyme bien doi co chat xac . . L
dinh khang nguyén tao ra anh sang tai vi tri

Céac vach co thé thay
dugce bang mat thuong

khang  nguyén  (Hinh
19.15).
Hinh 19.16. So @6 minh

hoa thir nghiém Western blot.

K§ thuat Western blot ¢é nhiéu ung dung nhu sau:

(a). Puoc str dung dé xac dinh protein dic hiéu trong hdn hop protein. Trong
phuong phap nay, cac khang nguyén co trong luong phan tir da duoc xac dinh ro, dugc
tach ra bang SDS-PAGE va dugc tham (blot) trén gidy nitrocellulose. Cac vach tach ra

cia khang nguyén da biét duoc do véi mau nghi ngo cé khang thé chuyén biét cho mot
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hoac nhiéu khang nguyén nay. Phan tng caa mot khang thé vai mot vach dugc phat hién
bang cach sir dung hodc danh dau phéng xa hoic sir dung khang thé tha hai lién két voi
enzyme chuyén biét cho khang thé cé trong mau thtr.

(b). Phuong phép nay ciing dugc sir dung dé uéc luong kich thudc cua protein
ciing nhu s6 lugng protein hién dién trong hdn hop.

(c). Thir nghiém Western blot dwoc sir dung phé bién nhat dung dé khang dinh
trong chan doan HIV, khi d6 quy trinh nay duoc sir dung dé xac dinh bénh nhan c6 khang
thé phan ttng véi mot hodc nhiéu protein virus hay khong.

(d). Western blot ciing dugc st dung dé chung minh khang thé dic hiéu trong
huyét thanh tng dung trong chan doan bénh do 4u trung san heo (neurocysticercosis) va
viém mang nao do lao.

19.4.17. Phwong phap phat quang hoa hec

Phuong phap phat quang hoa hoc dung cac hop chat phat quang hoa hoc phat ra
nang lugng ¢ dang anh sang trong suét qua trinh phan tng khang nguyén - khang thé.
Anh sang phat ra nay duoc do va ndng do cua chat phan tich dugc tinh toan. Phuong
phap nay thi hoan toan ty dong, duoc sir dung pho bién dé kiém tra mic d6 nhay cam caa
thudc dung dé diéu tri bénh do Mycobacterium tuberculosis.

19.5. Kiém tra mién dich bing kinh hién vi dién tir

Phan ng khang nguyén - khang thé dugc quan sat truc tiép dudi kinh hién vi dién
tir. K§ thuat nay gom cac budéc sau:

19.5.1. Sir dung kinh hién vi dién tir mién dich

Str dung kinh hién vi mién dich la thir nghiém duoc st dung dé phat hién tryc tiép
rotavirus va virus hepatitis A trong mau phan. O k§y thuat nay cac hat virus duoc tron véi
khang huyét thanh chuy@n biét va duoc chitng minh nhu 1a nhitng khéi tu (clump) cua
cac hat virion bang kinh hién vi dién tu.

19.5.2. Thir nghiém enzyme mién dich

Thir nghiém enzyme mién dich ding dé phét hién truc tiép khang nguyén cé trong

mau mé, theo dé cac lat cat mo duoc xir Iy vai khang huyét thanh c¢6 danh dau peroxidase

dé phat hién khang nguyén twong (ng. Enzyyme peroxidase gian két véi khang nguyén
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thay duoc dudi kinh hién vi dién tu.

19.5.3. Thir nghiém ferritin mién dich

Sir dung kinh hién vi dién tor dé xac dinh cac chat c6 mat do dién t nhu ferritin
lien két v6i khang thé va cac khang thé duoc danh du véi khang nguyén.
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