QUY TRINH
XET NGHIEM PHAT HIEN NHIEU LOAI DI NGUYEN
i ) (Test phat hién 54 di nguyén)

I. NGUYEN LY

Bo kit xét nghiém ban dinh luong khang thé IgE d6i voi di nguyén hé hap va thirc an trong
huyét thanh hodc huyét twong bénh nhan dé chan doan cac phan ung di tng co thé gay bénh ly
duong tiéu hoa, viem két mac hay cac bénh 1y viém mii, hen.

Kit xét nghiém bao gom thanh gan 54 di nguyén. Thanh gin di nguyén duoc 1am 4m va sau
d6 & bude dau tién voi huyét thanh bénh nhan. Néu mau huyét thanh cé cac khang thé dic hiéu
IgE, chiing s& dugc gan vao cac khang nguyén trén thanh gan di nguyén. Dé phét hién lién két
khang nguyén khang thé trén, can tién hanh  lan 2 voi mot enzyme khang thé don dong duoc
gan nhan xac dinh khang khang thé IgE (enzyme conjugate) sau d6 do mau phan ung.

I1. CHUAN BI

1. Can b§ thyc hién: 01 Bac sy hodac 0lcan bd dai hoc va 01 k¥ thuat vién chuyén nganh
Hoa sinh.

2. Phuong tién, hoa chat:

- Phuong tién: May 4 EUROBIotMaster, May ly tdm; Ta lanh dé bao quan hoa chat, chét
hiéu chuan, QC va miu bénh pham; Pipep cac loai; Ong nghiém, gia dung 6ng nghiém

- Hoa chat:
Mo ta Quy cach dong Biéu
goi tuong
Thanh gan céc di nguyén: f1, 75, f3, f24, f40, f308, | 16 x 1 STRIPS

f4, 15, 16, f7, 19, f14, 292, 179, f13, f17 f20, f2, 76,
fr7, 78, 105, 218, 25, 32, £33, f44, 49, 72, 26,
27, 183, 155, 45, u85, d1, d2, d201, el, e2, €85, m1,
m2, m3, m5, m6, g2, w8, i1, i3, 170, i71, 1100, CCD

Enzyme conjugate Alkaline phosphatase-labelled | 1 x 20 mL CONJUG
anti-human IgE (chuot). San sang str dung ATE
Universal buffer BDam dic gap 10 lan 1 x 100 mL BUFFER
10x
Substrate solution Nitroblue tetrazolium chloride/5- | 1 x 30 ml SUBSTR
Bromo-4-chloro-3-indolylphosphate.  (NBT/BCIP), ATE
san sang sir dung
Khay 1, thé tich da giam (400 L) 2 x 10 channels | TRAY

Khay u nhya 1 sheet




Cac hoa chit chua md nip dé dén han st dung ghi trén bao bi trong diéu kién nhiét do tur
+2°C ti +8°C. Sau khi mg nap, cac hoa chat str dung duoc trong 12 thang, cac hoa chat sau khi
ma& nap phai bao quan trong diéu kién nhiét do tir +2°C t&i +8°C va tranh nhiém ban.

Ca4c di nguyén: thanh gan di nguyén theo tht ty nhu sau:

Vitri | Madinguyén Tén di nguyén
1 f1 Long tring tring
2 75 Long do trirng
3 f3 Ca tuyét
4 f24 Tom
5 40 Ca ngur
6 308 Ca moi/ca trich
7 f4 Bot mi
8 5 Bot 10a mach den
9 6 Bot IUa mach
10 f7 Bot yén mach
11 9 Bot gao
12 f14 Pau nanh
13 292 Ngb
14 79 Gluten
15 13 Dau tuong
16 f17 Cay phi
17 20 Qua hanh nhan
18 2 Stra bo
19 76 nBos d4 - Alpha-lactalbumin (sita bo)
20 77 nBos d5 - Beta-lactoglobulin (sira bo)
21 78 nBos d8 - Casein (sita bo)
22 105 S6 co la
23 218 Stra dé
24 25 Ca chua
25 32 Qua chanh
26 33 Qua cam
27 f44 Dau tay
28 f49 Qua téo
29 72 Qua dua
30 26 Thit lon
31 f27 Thit bo
32 83 Thit ga
33 f155 Men bia
34 45 Men lam banh




Vitri | Madinguyén Tén di nguyén
35 u8b Nhua latex
Dermatophagoides pter. (ky sinh trung
36 dl da)
Dermatophagoides farinae (ky sinh
37 d2 trung da)
38 d201 Blomia nhiét d&i hda
39 el Meéo
40 e2 Cho
41 e85 Long ga
42 ml Penicillium notatum
43 m2 Cladosporium herbarum
44 m3 Aspergillus fumigatus
45 m5 Candida albicans
46 m6 Alternaria alternata
47 g2 Co Bermuda
48 w8 B6 cong anh
49 i1 Noc ong mat
50 i3 Noc ong bap cay
51 i70 Kién lira
52 i71 Mubdi
53 1100 Con gian
54 CCD Chi thi CCD
55 Ind Dai chi thi

3. Nguoi bénh: Can giai thich muc dich cta xét nghiém dé bénh nhan va ngudi nha bénh
hiéu, tir d6 c6 thé hop tac trong qua trinh ldy mau.

4. Phiéu xét nghiém: c6 diy du thong tin vé bénh nhan bao gom ho tén, tudi, khoa phong,
chan doan, tinh trang mau, tén BS chi dinh, ngay gid chi dinh, ngay gid 1dy mau, cac loai thude
da sir dung (néu co). ..

11l. CAC BUOC TIEN HANH
1. LAy bénh pham va xir Iy mau bénh phim
- Bénh pham: Huyét thanh hoic huyét twong chéng dong bang EDTA, heparin, citrate:
+ Lay 2 mL mau tinh mach vao éng khong c6 chit chéng dong hay éng c6 chat chdng dong
la Li-/Na-heparin,Na-/K3-EDTA, hay citrate. Mau khong v& hong cau.
+ Bénh pham duoc nhan tir cac khoa 14m sang va bo phan 14y mau phong kham. Nhén vién
nhan mau lay thong tin bénh nhan tir phdn mém quéan 1y Bénh vién, in va dén barcode vao 6ng



bénh pham, sau d6 cho ly tdm ngay 4000 vong trong 5 phit tach l1dy huyét thanh hodc huyét
tuong.

- Bénh phim 6n dinh & nhiét do tir +2°C t6i +8°C trong 14 ngay. Bénh pham da pha loang
on dinh trong ngay lam viéc.

2. Tién hanh ky thuit
1.1.Chuan bi héa chat:

- Tat ca hda chat phai dé & nhiét 6 phong (+18°C t6i +25°C) khoang 30 phut truéc khi xét
nghiém.

- Thanh gin dj nguyén: sén sang st dung. M va dé thanh gén di nguyén & nhiét do phong
Open (+18°C to +25°C) dé tranh su ¢6 dong. Sau khi lay thanh gin di nguyén, hop kit con lai can
dugc dong lai va bao quan ¢ nhiét do tur +2°C téi +8°C.

- Enzyme conjugate: sin sang su dung. Lac déu trudc khi st dung

- Universal buffer: duoc lam dam dac gap 10 lan. Léc deu trude khi s dung, sir dung pipet
de pha loéng theo ty I¢ 1:10 véi nuGce cat. U moi thanh gan di nguyén véi 2.0 ml buffer dam dac
duoc pha lodng véi 18.0 ml nudc cat. Dich buffer da duoc pha lodng co thé sir dung trong ngay.

- Dich Chromogen/Substrate: sin sang si dung. Pong nap lo lai ngay sau khi sir dung vi
chtra cac thanh phan nhay cam véi anh sang

2.2.Céc buée tién hanh

2.2.1. Buée 1: U héa chat: Dt cac thanh gin di nguy@n vao vi tri trong khay 1. D6 day mdi cac
kénh 1.0 mL dich Buffer va o trong 5 phit. Sau d6 hat bo tat ca cac dich.

2.2.2. Budce 2:
e U huyét thanh

- Bang tay:

+ Céch 1 (thoi gian téi uu hoa): d6 day mdi kénh 400 pL (khay da duoc giam thé tich)
huyét thanh miu va a trong 60 phut tai nhiét ¢6 phong (+18 C téi +25 C) trén may lac.

+ Céch 2 (thé tich/thoi gian ti uu hoa): d6 day mdi kénh vai 425 pL dich huyét thanh da
pha lodng (175 pL huyét thanh / huyét twong + 250uL dich buffer) va u trong 2 gid tai nhiét o
phong trén may lac

+ C4ch 3 (thé tich t6i vu hoa): u 1.1 mL cia mau da dwoc pha loing qua dém 1:11 (12
- 24 gio) trén may lac o nhiét do phong. (Che khay @ dé tranh bay hoi).

- Twdong:

+ Céch b (thé tich/thoi gian ti wu hoa): thé tich u phai duoc ting 1én 510 uL (210 pL mau
+ 300 pL dich Buffer)



+ Céch c (thé tich téi wu héa): v6i mau di duoc pha lodng dé qua dém voi ty 16 1:11, thé
tich u phai tang 1én 1.65 mL (1.5 mL dichl Buffer cong 150 pl mau),

Luwu y: khong tuong thich véi khay da dugc giam thé tich, phai st dung cac khay 1 mL.
e Rua:

- Bang tay: Hat bo dich trong cac kénh va ria trong 3 1an, méi 1an 5 phat bang 1.0 mL dich
Buffer trén may lic

- Tw dong: Cach ¢ v&i miu di pha lodng 1:11 dé qua dém, phai dung 1800 pL dich dé rua
- Luu y: khong tuong thich vé6i khay da duoc giam thé tich, phai sir dung céc khay 1 mL.
2.2.3. Buwérc 3:

e U dich Conjugate: Hat 1.0 ml dich enzyme conjugate (alkaline phosphatase conjugated
anti-human IgE, monoclonal) vao mdi kénh va  trong 60 pht tai nhiét do phong trén may lac.

e Riwra: Hut dich trong cac kénh sau do6 rira nhu mo ta phia trén.
2.2.4. Buéc 4:

o U dich Substrate: Hit 1.0 ml dich chromogen/substrate vao mdi kénh. U trong 10 phut
tai nhiét 36 phong trén may u.

eRira: H(t va rita mdi kénh 3 1an, mai 1an 1 phut bang nudce cat.

- Luu y: Néu tu dong u bang may EUROBIlotMaster thi chon chuong trinh Euroll Allerg
EL60 (Céch a) hoac Euro08 Allerg 2h (Cach b) hay Eurol2 Allerg 16h (Céach c).

2.2.5. Buéce 5: Panh gia:
- Pt thanh gan di nguyén da G vao may quét theo quy trinh, 1am kho va danh gia.
- Cach danh gia két qua theo do tap trung:

Loai | Do tap trung [KU/L] Két qua
0 |[<0.35kU/L Khong phat hién khang thé dac hiéu.
1 |0.35kU/L<IgE<0.7 Nong do khéang thé rat thap, thuong khdng co
kU/L triéu chirmg 1am sang. C6 do nhay cam

2 |1 0.7kU/L <IgE<3.5kU/L | Nong do khang thé thap, ton tai nhay cam,
thuong cé cac triéu ching lam sang ¢ cac loai

cao hon
3 | 3.5kU/ <IgE < 17.5 kU/L | C6 khéang thé, thudng c6 tridu chiing 1am sang.
4 | 17.5kU/L< IgE < 50.0 Nong do khéang thé cao, hau hét cd triéu ching
kU/L lam sang.

5 |50.0kU/L<IgE<100.0 | Nong do khang thé rat cao.
kU/L




6 |>100kU/L Nong d6 khang thé cuc cao.

IV. NHAN PINH KET QUA

- Cac két qua am tinh binh thuong chi ra réng mot nguodi co thé khong c6 di trng thyc su voi
chét gy di tmg do.

- Két qua duong tinh ¢ nhitng mutrc d6 khac nhau véi mot di nguyén nao dé6 thuong chi ra 1a
c6 thé di tmg v6i di nguyén do, khi d6 can két hop véi bac sy 1am sang dé dua dén két luan cho
bénh nhan.

V. NHUNG SAI SOT VA XU TRI

- C4c phan wng chéo: vi ciu trac twong dong & cac di nguyén, vi du nhu twong dong vé
thanh phan hoa hoc hay cac quan h¢ thyc vat co thé xay ra cac phan tng cheo. Cach xur tri: xem
Xét dai chi thi



