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1
MO PAU

T6 chirc Y té Thé gigi (WHO) da tuyén b rang kha ning khang
khang sinh cua vi khuan giy bénh 1a mot trong nhing thach thirc nghiém
trong nhat d6i véi stc khoe cong dong toan cau. Trong nhom cac vi khuan da
khang thudc (MDR) phd bién nhat dugc dinh nghia theo nhém ‘ESKAPE’,
hai tdc nhan Gram am la Klebsiella pneumoniae (KP) va Pseudomonas
aeruginosa (PA) chiém ty 1¢ dang ké trong cic ca nhidm tring bénh vién.
Ching dugc Trung tim Kiém soat va Phong ngira Dich bénh Hoa Ky (CDC)
va WHO danh gi4 1a mdi nguy cép thiét do tdc do lan rong va kha ning ton
tai bén bi trong moi truong. Viée phat hién kip thoi va dinh lugng chinh xac
cac vi sinh vat nay khong chi c6 y nghia trong chan doan 1am sang ma con 1a
yéu t6 then chét dé thiét ké cac phuwong phap kiém soat dich t& hi¢u qua.

Trong nhiing nim gan day, aptamer — cac sgi DNA hoic RNA don
ngin (ssDNA/ssRNA) c6 kha nang lién két dic hidu véi muyc tidu véi ai luc
va tinh chon loc cao — dd nbi 1én nhu mot cong cu sinh hoc tiém nang bo tro
cho khéng thé truyén thong. Vi nhitng ddc tinh wu viét nhu d¢ bén nhiét cao,
d& stra d6i cau tric va chi phi san xuat thip, aptamer dang duoc tmg dung
rong rii trong phat trién cac cam bién sinh hoc (biosensors) thé hé méi. Tuy
nhién, tai Viét Nam, cac nghién ctu vé viéc chon loc aptamer dic hiéu cho
cac chung vi khuén ban dia PA va KP van con han ché. bac biét, viéc tich
hop cac aptamer nay vao cc nén tang chan doan hién dai nhu sic ky mién
dich (LFIA) hay cong nghé ELISA mét bude két hop vat liéu nano dé tdi uu
héa kha ning dinh lugng nhanh van 1a mot bai toan khoa hoc d?ly thach thirc.

Xuét phat tir thuc tién do6, luan 4n: “Nghién ciru sang loc aptamer
diic hiéu ing dung trong ky thuit sic ky mién dich va ELISA truec tiép
nham phat hi¢n Pseudomonas aeruginosa va Klebsiella pneumoniae”
duogc thyc hién. Luan an hudng toi viéc lam chi cong nghé chon loc Aptamer

dac hiéu, déng thoi linh hoat két hop véi cac cong cu mién dich va nano-vat
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liéu dé phat trién hé thong phat hién co6 do nhay cao, gop phan giam génh

ning chi phi diéu tri va nang cao chét lugng chan doan y té.

Muc tiéu nghién ctru ciia ludn an:

Chon loc dugc cac trinh ty aptamer c6 ai luc cao, dac hi¢u voi hai vi
khuan Pseudomonas aeruginosa va Klebsiella pneumoniae.

Phat trién ky thuat ELISA tryc tiép cho phép phat hién vi khuan
Pseudomonas aeruginosa va Klebsiella pneumoniae voi d nhay cao.
Phat trién k¥ thuat sic ky mién dich cho phép phat hién nhanh vi khuan

Pseudomonas aeruginosa va Klebsiella pneumoniae voi d nhay cao.

Noi dung nghién ciru chinh cia lugn an:

Chon loc va danh gid ai luc ctia aptamer dic hiéu dbi v6i vi khuan P
aeruginosa va K. pneumoniae.

Phat trién ky thuat ELISA truc tiép dua trén cong hop dau thu sinh hoc
va hat nano vang nhim muc tiéu phat hién vi khuan Pseudomonas
aeruginosa va Klebsiella pneumoniae.

Thiét ké va ché tao que thir sic ky mién dich (LFIA) dé phat hién nhanh

vi khuén Pseudomonas aeruginosa va Klebsiella pneumoniae.



CHUONG 1. TONG QUAN

1.1. Nhiém Kkhuin bénh vién va hai tiac nhan muc tiéu Pseudomonas
aeruginosa va Klebsiella pneumoniae
Nhiém khuén bénh vién (HAIs) 1a nguyén nhan quan trong lam tang ty 1¢
méc bénh, tir vong, kéo dai thoi gian ndm vién va tao ganh ning kinh té 16n,
dic biét tai cac khoa hdi sirc va & cac qudc gia thu nhap thap—trung binh. Cac
tac nhan gay HAIs phd bién gom nhiéu vi khuan Gram duong va Gram am,
trong d6 Pseudomonas aeruginosa va Klebsiella pneumoniae dong vai tro
ndi bat. Tinh trang khéng khang sinh, ddc biét 1a khang carbapenem & cac vi
khuén wu tién caa WHO, dang gia ting manh tai Viét Nam, dat ra yéu cau
cap bach vé ting cuong giam sat, chan doan va phat trién cac chién lugc dicu
tri moi.
1.2. Aptamer — thu thé sinh hoc tiém ning trong chin doan vi khuin
Aptamer 1a thu thé sinh hoc tong hop c¢6 d6 dic hidu va 4i luc cao véi
muc ti€u, dugc chon loc thdng qua cac chién luge SELEX va céc bién thé cua
ky thuat nay. So vé6i khang thé, aptamer c¢6 wu diém ndi bat nhu kha ning
tong hop nhan tao, do bén cao, d& bién doi hoa hoc va chi phi thip. Nho
nhiing dac tinh nay, aptamer ngay cang dugc tng dung rdng rai trong phat
trién cac cam bién sinh hoc va xét nghiém mién dich nhanh. Do d6, aptamer
dugc xem 1a hudng tiép can diy tiém ning trong chian doan nhanh céac vi
khuén gy nhiém khuan bénh vién.
1.3. Xu hwéng phat trién cac phwong phap phat hi¢n vi khuin nhanh dya
trén LFIA va nano-ELISA
LFIA 1a k¥ thuat xét nghiém nhanh dua trén su két hop giita co ché sic
ky mao din va phan tng sinh hoa dic hiéu, st dung khang thé hodc axit
nucleic (nhu aptamer) lam dau thu sinh hoc. Mot que thir LFIA dién hinh

g6m bdn thanh phan chinh: tim dém mau, tim cong hop, mang nitrocellulose
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va tam hiit mau, mdi bo phan dam nhiém vai tro riéng nhim dam bao dong
chay 6n dinh va phan ung dic hiéu. LFIA thudng dugc trién khai theo hai
dinh dang phd bién 1a sandwich (danh cho phan tir 1on) va canh tranh (danh
cho phén tir nhé), véi co ché tao tin hidu khac nhau dé xac dinh két qua duong
tinh hodc Am tinh. Cac vt liéu danh déu trong LFTA rat da dang, trong d6 hat
nano vang dugc sir dung rong rdi nhat nho tinh chat quang hoc ndi bat, do 6n
dinh cao va kha ning quan sat bang mat thuong. Bén canh LFIA, sy phat trién
ctia nano-ELISA sir dung nanozyme va hat nano vang thay thé enzyme truyén
théng da cho théy tiém nang vuot trdi trong nang cao do nhay, do dac hi¢u

va tinh ing dyng cia cac xét nghiém mién dich hién dai.



CHUONG 2. VAT LIEU —- PHUONG PHAP

2.1. Péi twong nghién ciru, nguyén liéu va thiét bi
Déi tugng nghién ctru 13 hai ching vi khuan gay nhiém khuan bénh vién
Pseudomonas aeruginosa va Klebsiella pneumoniae (43 bat hoat), cung voi
cac chung vi khuan khac dugc st dung dé danh gia tinh dic higu clia aptamer.
Céc vat liéu va hoa chéat phuc vu qué trinh chon loc aptamer bao gom thu
vién ssDNA ngiu nhién, hé moi gén biotin/FAM, hat tir streptavidin, cac
dung dich dém cho qué trinh chon loc SELEX, hoa chat PCR va kit tinh sach
DNA. Bén canh d6, cac vat lidu cho phat trién hé sic ky mién dich (LFIA),
Nano-ELISA va tong hop hat nano vang (AuNPs) bao gom cac taim dé lip
rap que thir, thanh phan dung dich dém, TMB va H,0,. Cac thiét bi chinh
gém hé PCR, may do UV-Vis, Zetasizer, TEM, va cac thiét bi nudi céy vi
sinh.
2.2. Chon lgc aptamer dic hiéu cho Klebsiella pneumoniae
Quy trinh chon loc aptamer dugc thuc hién theo phuong phap SELEX
tdng tde, gém ba giai doan chinh. Giai doan trudc chon loc tap trung vao thiét
ké thu vién ssDNA véi viing ngu nhién 55 nucleotide nham dam bao sy can
bang giira da dang c4u tric va kha ning gin dic hi¢u. Hé moi dugce thiét ké
dé tranh hién tuong dimer hoa va dam bao hi¢u suit PCR cao. Thu vién DNA
dugc ¢d dinh va tich ssDNA bang hat tir streptavidin thong qua lién két
biotin—streptavidin. Giai doan chon loc SELEX ting tdc duoc tién hanh trén
nén dia ELISA phu khang nguyén/LPS cua K. pneumoniae. Sy lam giau
aptamer dugc theo doi thong qua dinh lugng ssDNA trude va sau chon lgc,
Kkét hop dién di agarose va PCR. Sau vong chon lgc cudi cung, cac trinh tu

aptamer dugc khuéch dai, tao dong, giai trinh ty va phan tich sinh tin hoc.
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Hinh 2.1. Quy trinh chon loc aptamer cho khang nguyén Klebsiella

pneumoniae

Céu triic bac hai va bac ba cia aptamer duoc du doan bang cac cong cu
mFold va RNAComposer, sau d6 chuyén d6i sang dang DNA va t6i uu ning
luong. Tuong tac gilta aptamer va lipopolysaccharide (LPS) ctua K.
pneumoniae duge khao sat bang moé phong ghép ndi phan tir va dong luc hoc
phan tir. Cac tham s6 nhu RMSD, RMSF, lién két hydro va ning lugng tu do
lién két dugc sir dung dé danh gia do 6n dinh cua phic hop aptamer—LPS.
Song song do, cac ky thuat thyc nghiém nhu ELONA, SERS, phé tro khang
dién hoa (EIS) va voltammetry xung vi phan (DPV) dugc sir dung dé xac
nhan tuong tac dac hi¢u va xac dinh héng s6 phan ly (Kd) cua aptamer.

2.3. Chon lgc aptamer dic hiéu cho Pseudomonas aeruginosa

Quy trinh SELEX cho P. aeruginosa dugc thuc hién theo hudng cell-
SELEX, trong d6 thu vién ssDNA dugc u tryc tiép voi té bao vi khuan bat
hoat. Aptamer gén ddc hiéu duoc thu hodi sau cac budc rira va giai phong
nhiét, sau d6 khuéch dai bang PCR va PCR bat d6i xing. P nghiém ngit



clia qua trinh chon loc duoc ting dan qua cic vong. Cac aptamer thu dugc
dugc giai trinh ty, phan tich cu tric va danh gia tinh dic hiéu voi cac ching
vi khuan khac.
2.4. Quy trinh ELISA truc tiép phat hién Klebsiella pneumoniae va
Pseudomonas aeruginosa
Vi khudn Klebsiella pneumoniae va Pseudomonas aeruginosa & cac nong
d6 khac nhau duoc ¢d dinh trén dia polystyrene, sau do 1an luot tién hanh cac
budc chan, G voi cong hop AuNPs—khang thé (d6i voi Klebsiella
pneumoniae), véi cong hop AuNPs—aptamer (d6i voi Pseudomonas
aeruginosa), nhudm ting cuong bang HAuCL/NH-OH-HCI va phan tmg sinh
mau véi TMB/H:0:. Tin hi¢u dugc do tai budc song 650 nm. Do nhay, gioi
han phat hién (LoD), giéi han dinh luong (LoQ) va do déc hi¢u cua phuong
phap duoc xac dinh thong qua cac miu Am tinh va cac ching vi khuan d6i
chung.
2.5. Ché tao que thir nhanh LFIA phat hién Klebsiella pneumoniae
Que thir LFIA duoc thiét ké theo nguyén 1y sandwich mién dich, gom
bdn thanh phan chinh: mang hit mau, mang lién hop, mang nitrocellulose va
mang hap thy. Cac mang duogc xir 1y bang hé dém phi hop nham dam bao
dong mao dan 6n dinh va giam nhiu nén. Khing thé da dong khéng
Klebsiella pneumoniae va khang thé ddi ching IgG duoc phun lan luot 1én
vach thir (T) va vach ddi chimg (C). Két qua xét nghiém dugc doc sau 15
phut va duoc dinh lugng thong qua do d bio hoa mau cua vach thir bang
camera dién thoai thong minh két hop tmg dung phan tich mau.
2.6. Ché tao que thir nhanh LFIA phat hién Pseudomonas aeruginosa
Que thtr nhanh phat hién Pseudomonas aeruginosa hoat dong dua trén
nguyén 1y cong hop kép aptamer—khang thé, nham ting do dic hiéu va do tin
cdy cia phép thir. Trong budc chuin bi mau, aptamer dic hiéu duoc gin 1én

hat vang nano tao thanh dau do AuNPs—aptamer, c6 kha niang nhén dién va



gén chon loc véi vi khuan muc tiéu trong mau. Khi mau chua vi khuén duoc
nho 18n que thir, phitc hop AuNPs—aptamer—vi khuan di chuyén theo dong
mao dan trén mang nitrocellulose va bi bét gitli tai vach T nho khang thé dac
hiéu c¢6 dinh sén. Song song d6, hé AuNPs — IgG dugc nap sin tai ving cong
hop sé& di chuyén va dugc giir lai tai vach C thong qua twong tac mién dich
v6i khang thé anti- IgG. Hinh anh cua ving vach thir (T) va vach dbi chimg
(C) trén cac que thir LFIA dugc xir Iy bang phan mém Image] nham dinh

luogng cudng do tin hi¢u mau.
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Hinh 2.2. Ciu trac vé mit nguyén tic cua que thir nhanh tmg dung aptamer

sir dung cong hop kép phat hién vi khuin Pseudomonas aeruginosa
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CHUONG 3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Khio sat tinh chét ciia hat nano vang

Céc hat AuNP dang keo di dugc tong hop thanh cong trong huyén phu
don phan tan bang phuong phéap khir citrate tiéu chuan. Trong nghién ctru
nay, hat nano vang hinh cau di tong hop dugc c6 kich thudc trung binh 1a 15
+ 2 nm. Hinh thai v mot s6 tinh chat quang- héa ciia nd dugc xac nhan 1o
rang bang phan tich DLS va anh TEM (Hinh 3.1). Pho hip thu UV-Vis ciia
AuNP c¢6 dinh dac trung & ~520 nm, va thé zeta 1a -21,85 mV (Hinh 3.1).
Két qua cho thay hat AuNP tong hop c6 cac dic tinh mong mudén, bao gom
kich thudc ddng déu, hinh cau va dién tich bé mat 4m, rat phi hop véi cac ky
thuét phan tir sinh hoc.

N
o

o
1

i ¢ “;ar- 15-2
*‘ }%‘% o] l

Phan bé kich thuéc (%)
bl b
¢S

Tan suat twong ddi (%)
s

-600 -400 -200 O 200 400 600
1 . Thé zeta (mV)

3 e S S S
2“‘?7.‘_ i}g 400 500 600 700 800 110 100 1000 10000
(Y -

Buéc séng (nm) Puong kinh (nm)

Hinh 3.1. Hinh 4nh TEM véi thang do 50 nm, 100 nm va phd UV-Vis trong
pham vi budc song tir 400 dén 800 nm cuia hat AuNP. Cac phép do tan xa anh
sang dong (DLS) cho duong kinh thily dong cia cac hat nano vang va dién
thé Zeta ctia cic hat nano vang.
3.2. Chon lgc aptamer dic hiéu cho Klebsiella pneumoniae

Trong quy trinh SELEX in vitro nay, LPS tir Klebsiella pneumoniae dugc
sir dung 1am muyc tiéu cho mot thu vién ssDNA ngau nhién gom 4°° phan tir
ssDNA. Sau mudi vong tuyén chon, mot tap hop cac aptamer c6 i lyc lién

két duogc cai thién rd rét dbi v6i LPS da duoc thu nhan thanh cong. Sy lam
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gidu dugc thé hién 16 rang thong qua phép thir oligonucleotide gan enzyme
(enzyme-linked oligonucleotide assay): trong khi thu vién ban dau chi cho tin
hiéu h?ip thu yéu tai budc song 450 nm, cuong dd tin hi¢u ting dang ké tur
vong thir 8 trg di va gan nhu dat trang thai bao hoa ¢ vong thir 10 (Hinh 3.2).

2.5+
T
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>

o
L]
1

o
o
|

R2 R4 R6 R8 R10

Vong chon loc

Hinh 3.2. Qua trinh lam giau thu vién aptamer dac hiéu voi LPS tir Klebsiella

pneumoniae trong SELEX

Dé b6 tro cho két qua SELEX thyc nghiém, mot quy trinh sang loc tinh
toan c6 hé théng da duoc thiét 1ap, bao gém cac budc docking phan tir, mo
phong dong luc hoc phan tir (MD) va phén tich s6 phdi tri (CN). Tong hop
cac két qua docking cho thay aptamer No.5, aptamer No.7, va aptamer No.9
1a nhitng g vién tiém ning, thé hién sy can bang giita ning lwong lién két
thudn lgi va ho so tuong tac dic trung.

Sau khi thu duoc cac cu hinh docking, chiing t6i tién hanh mé phong
dong luc hoc phén tir (MD) nhiam danh gia do 6n dinh va cac ciu dang co loi
vé mit ning lugng ciia cac phirc hgp aptamer—LPS. Quy trinh nay cho thay
rang ai lyc lién két khong thé dugc suy ludn chi tir mot théng sé don 1¢ (vi
du: ning luong docking hodc sb lugng lién két hydro), ma 1a két qua cua su
tuong tac phirc tap giira cic yéu té van der Waals, tinh dién, hoa tan va hiéu
{mg entropy. Két qua cho thdy, mic du aptamer No.9 thé hién wu thé vé tan

suét tiép xuc va do bén cAu truc, nhung aptamer No.5 lai dat dugc nang luong
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tu do lién két thuén loi hon va hiéu qua nhan dién dugc xac nhan béng thuc
nghiém (Bang 3.1).
Bang 3.1. Cau triic ba chidu ctia ba phtc hop aptamer—LPS duoc Iya chon

(No.5, No.7, va No.9), ciing v6i cac lién két hydro giita cac cip gdc cua

aptamer va LPS.
Trinh tw Céu tric phirc h , Néng lugn
) P » Lién két hydro & &
aptamer aptamer - LPS (kcal/mol)
T26 — KPLI
(2 lién két)
No.5 - 50,13
T24 — KPLI
G5 -BGA6
T61 — AHE4
No.7 G60 — BGLS5 -493
T44 — AKDI12
P T29 - BGA16
Aok o GS7-BGLI11
No.9 Jﬁ%{) s S5 AGALD -44.27
el -
ST -
' G61 — AKD2

Két qua SERS cho thay chi c6 aptamer No.5 thé hién cac thay d6i pho r&
rét — dic trung cho sy lién két dic hiéu voi LPS — trong khi No.7 va No.9
khong cho thay bién doi twong tir. Su khac biét nay goi y rang, mic du ca ba
aptamer déu c6 thé gin két vi LPS thong qua tuong téc tinh dién, chi aptamer
No.5 mai hinh thanh dugc mot tuong tac 6n dinh va thuén loi vé mit cu trac
(Hinh 3.3). Cac thay d6i vé tré khang dién dugc ghi nhan khi xay ra qué trinh
gén két v&i LPS. Cu thé, aptamer No.5 thé hién sy tang rd rét vé tro khang,
trong khi No.7 lai cho thay xu hudng giam tré khang. Nguoc lai, dap Gmg tro
khang ctia No.9 hau nhu khong thay doi khi ¢ mit LPS, cho thiy kha ning
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tuong tac yéu. Cac két qua nay goi ¥ rang trong sb céc trinh tu duoc thir

nghiém, aptamer No.5 c6 d¢ ai lyc lién két manh va 6n dinh nhat ddi véi LPS,

trong khi No.7 cho phan tng khong dién hinh va No.9 biéu hién ai luc rat

thip (Hinh 3.4).

A)
ueptavidn-biotr
Phitc hgpvan:
N sueptavidin-biotin-
A\ aptamer No.5-LPS *
‘Raman shif (e )

9

FrR—)
Raman shift (cm")

Hinh 3.3. Ph6 tan xa Raman ting cuong bé mat (SERS) cua cac aptamer
duogc lya chon trudc va sau khi twong tac voi LPS tir Klebsiella pneumoniae.
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Hinh 3.4. (A) So d6 co ché cua phép do phd tré khang dién hoa (EIS). (B—
D) Do thi Nyquist cua cac dién cuc da duogc c¢d dinh aptamer lan luot No.5,
No.7 va No.9 sau khi tiép xtic v6i cic ndong do khac nhau cua LPS tir
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Klebsiella pneumoniae (10, 25, 50 va 100 pg/mL), thé hién dép ung tré khang
phu thudc vao ndng do.
3.3. Chon lgc aptamer dic hiéu cho Pseudomonas aeruginosa

Nong do ctia DNA sgi don (ssDNA) thu dugc sau mdi vong SELEX ting
dan theo thoi gian, cho thdy sy lam giau cua cac trinh tu ¢6 ai luc lién két cao
hon ddi v6i P. aeruginosa (Hinh 3.5). Chi tiét cta qué trinh tuyén chon
aptamer - bao gdm diém docking, mé hinh cau trac 2D/3D va hinh anh twong
tac docking - dugc trinh bay trong Bang 3.2.

Nong dd ssDNA (ng/pL) sau mdi
chu trinh Cell-SELEX

c 20
;15 I
210
d. - '
s .
, m N i
1 2 3 5 6 7 8 9 10

a
S8 chu trinh

Hinh 3.5. Biéu do thé hién sy thay d6i nong d6 ssDNA qua cac vong SELEX
toan té bao ddi voi P. aeruginosa.

Sau muoi vong SELEX toan té bao va qua trinh chon loc d6i khang véi
E. coli va K. pneumoniae nham loai bo céc trinh ty lién két khong déc hiéu,
quéan thé aptamer da dugc lam giau dugc nhan dong bang bg kit TOPO TA
Cloning®. Muoi sau khun lac tring dwoc chon, sau d6 tién hanh tach chiét
plasmid va giai trinh tyr Sanger bang modi phd dung M13.Két qua phan tich
trinh ty cho th.'?iy sau chudi aptamer chiém wu thé, cho théy su hoi tu vé cac
mo tip lién két ddc hiéu. Sau trinh tu dai dién nay tiép tuc duoc phéan tich ciu
trac bac hai bang phan mém Mfold [137], [138] va danh gid 4i luc lién két
phan tir baing HDOCK [139] vé6i viing LPS trén bé mat cua P.aeruginosa.

Bang 3.2. Diac tinh cia cac aptamer dugc lgya chon, bao gém trinh tu

nucleotide, diém docking, ning luong ti do t6i thiéu du doan (AG), tin suét
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(%), diém da dang, cing véi cac cau hinh ciu tric hai chiéu (2D), ba chiéu
(3D) va m6 phéng docking phan tir (MD) twong ing, dugc xay dung dua trén

md hinh ning lwong ty do tdi thiéu (MFE) cta sau aptamer dugc chon.

. N § . MFE . Pidmda CAutricbacba(2D)dy Céutricbacba (3D)dy Docking phan
Tén aptamer  Trinh ty DNA aptamer Piém docking (kcal/mol) Tan suét (%) dang  dodntirmd hinhMFE  dodin tirmd hinh MFE i véi CPA

2 I
ATCCGTCACACCTGCTCTGTAAACACCTAC- PN VO
ket GGTCTTAGCATACGGTATAAGCCGTAAC- —453.85 -27.10 2498 464 o e U
CGGTTTTACCTAAACTGGTGTTIGGCTCCCGTAT v P >

ATCCGTCACACCTGCTCTCAAAGGTCATA-
kel GGGGCTTCTTGGCAGCGTAATGCCTTGE- ~36623 -2n 38 2874
TCGCATTTTTCCCTCATGGTGTTGGCTCCCGTAT

ATCCGTCACACCTGCTCTCATCATGCC-
ksl CGCGTTCTAATAACTGCTATATCCTTTAT- —409.72 -1220 883
CGCCTCTATCCCTCCGTTGGTGTTGGCTCCCGTAT

Trong s6 sau aptamer dugc chon, aptamer T1 1a trinh ty dugc phat hién
phé bién nhat (xuét hién trong 4 trén 16 khuan lac), thé hién tan suat cdu hinh
MFE cao nhét, diém da dang thap nhét, va diém docking thuan loi nhat véi
CPA cuia P. aeruginosa.

3.4. Phat trién ky thuit ELISA trwc tiép phat hién Klebsiella
pneumoniae va Pseudomonas aeruginosa
Céc hat nano vang dugc khao sat nhu mot chét xuc tac peroxidase va

TMB nhu mét chit nén 6 thé tao ra mau xanh lam trong H,O,. Hoat dong
ctia nanozyme dat hidu suit cao nhit & 0,02 mg TMB va 150 uL H0,, vi
mau xanh lam manh nhat tai cac diém d6 sau 30 phat u. Trong nghién ctru
nay, ching toi da kiém tra nong d6 HAuCly va NHOH.HCl nao duoc tdi wu
hoa cho quy trinh tang cudng nhudém mau. Hoat dong ctia nanozyme da duoc
chirmg minh 1 cho tin higu cao nhat & ndng d6 HAuCls 2 mM va NH,OH.HCl
10 mM. Hinh 3.6 cho thdy AuNP c6 hoat tinh ting cuong nhudém mau cao

hon dang ké so v&i AuNP khong nhuém mau, cao hon khoang ba lan vé mat
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thong ké. Két qua nay cho thiy nanozyme, sau khi dugc ting cuong nhuom
mau, c6 hoat tinh t6t hon, va viéc sir dung tang cuong nhud¢m mau 1a kha thi.

2.0+ i o

1 ook 3 Poichirng

1.5+ 1 AuNPs

B Nhuém AuNPs

1.0

Abs (a.u)

0.5+

0
Hinh 3.6. Danh gia hoat tinh nanozyme cia AuNPs va AuNPs c6 tang cudong
nhudém mau dugc do bang hap thy tin hiéu & bude song 650 nm.

Vi sy tang cuong nhudm, gia tri ngudng cao hon ¢ mirc 0,158 (Hinh
3.7), x4c dinh rang cac mau c6 gia tri OD cao hon 0,158 duoc coi 1a dwong
tinh, va cac mau c6 OD thép hon duogc coi 1a am tinh. Nano-ELISA véi su
tang cuong nhudém di dugc nghién ctru biang cach do ODeso dé phat hién vi
khuan Klebsiella pneumonia tir 10" dén 10> CFU/mL (Hinh 3.8). Phuong
trinh hdi quy tuyén tinh dugc xac dinh 1a y =0,15591og10(x) — 0,1048. Pudng
cong thé hién mdi twong quan dwong cao giita ndng do vi khuan Klebsiella
pneumonia (CFUs/mL) va tin hiéu ODgso (R? = 0,9699). LoD va LoQ duoc
tinh toan 1an luot 13 36.230 va 78.857 CFU/mL. Nano-ELISA véi kha ning
tang cuong nhudém mau cd thé phat hién nong do thap toi 10> CFU/mL, cao

hon 100 1an so v6i Nano-ELISA v&i AuNP khong ting cuong nhudm.
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Hinh 3.7. Xac dinh gi4 tri ngudng cho Nano-ELISA véi kha nang tdng cuong

nhudém mau.
a b
1.5
{[R? = 0.9699 10" T
1.24|y = 0.1559*l0og,(x) - 0.1048 PN L 110
ER ] 3]
& 097 E» ' {os
0 1 @ £ 10°+
< %57 £ 3 10° {06
] OB -
0.39 L-] o 10 loa
. 2= 10"
0 T 1 1 1 1 117 0 10% L 402
10° 107 102 10° 104 105 10° 107 10° 10° < —

Nong dd Klebsiella {CFUs/mL)

Hinh 3.8. Duong tuyén tinh ctia vi khuan Klebsiella pneumonia véi nong do
pha lodng nbi tiép tir 10" dén 10° CFU/mL (a) Ban d6 nhiét d6 mau xanh lam
ctia pham vi phat hién vi khuén Klebsiella pneumonia tir 10 dén 10° CFU/mL
(b) trong Nano-ELISA v¢i kha nang tdng cuong nhudm mau.

Do nhay va pham vi dép (mg tuyén tinh ciia xét nghiém Nano-ELISA
dugc nghién ciru bang cach do ODeso dé phat hién vi khuan P.aeruginosa tix
10" d&én 10° CFU/mL (Hinh 3.9). Phuong trinh hdi quy tuyén tinh dwoc xac
dinh 12 y = 0,099710og10(x) + 0.0341. Pudng cong thé hién mbi twong quan

duong cao giita ndng d6 vi khuan P.aeruginosa (CFUs/mL) va tin hiéu ODeso
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(R? = 0,9828). LoD va LoQ duoc tinh toan 1dn luot 1a 26.795 va 88.423
CFU/mL.

1.00 4 [rR2=0.9828
1 |v =0.0997"l0g,(x) + 0.0341

@ 10°CFUs/mL

@ 10:crusimL

/@ 107 crusimL
Nl

¥ 106 CFUs/mL

T 1 T 1T T 71T 1T 717 H 105 CFUs/mL
100 10" 102 10% 104 105 106 107 108 10° 1070 :

Néng dé Pseudomonas (CFUs/mL) 104 CFUs/mL

! 103 CFUs/mL

G 102 CFUs/mL
d 10" CFUs/mL

Hinh 3.9. Puong tuyén tinh cua vi khuén P.aeruginosa v6i nong d6 pha
lodng ndi tiép tir 10" dén 10° CFU/mL. Dung dich sau phan tmg c6 mau xanh
gradient tir dam toi nhat ti 1€ thuan voi néng d6 cua vi khuan trong Nano-
ELISA.

3.5. Que thir nhanh LFIA phat hién Kiebsiella pneumoniae
Trong nghién ctru ndy, chiing t6i 4p dung phuong phép lién két cong

hoéa tri nham gin cac nhom chirc 1én bé mit AuNPs thong qua phan tmg
EDC/NHS. Su dich chuyén dinh tir phd hdp thy UV-Vis (Hinh 3.10C)
chimg to qua trinh chirc nang hoa AuNPs bang phi tir MUA d lién két hi¢u
quéa v6i phan tir khang thé Kleb Ab. Két qua cho thay thé zeta cia AuNPs
giam tir —38,38 mV xubng —0,15 mV (Hinh 3.10B), phan anh sy suy giam
dién tich 4m do sy gin két cia cac phan tir khang thé mang dién tich duong.
Dong thoi, kich thudc hat ting 1én sau qua trinh cong hop cong hoa tri (Hinh
3.10A), xac nhan sy bao phii ctia cic phan tir khang thé quanh bé mat AuNPs.
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Hinh 3.10. (A) Kich thudc thiy dong hoc, (B) thé zeta, va (C) phd hap thu
UV-Vis trong khoang budc song tir 400 dén 800 nm cua hat nano vang

700 %00

(AuNPs) va phtrc hgp AuNPs—khang thé Klebsiella pneumoniae.

Céc que thir LFIA dugc ché tao va danh gia kha ning phat hién Klebsiella
pneumoniae trong dai ndng d6 tir 10" dén 10*° CFU/mL (Hinh 3.11). Vach
phat hién cua Klebsiella pneumoniae c6 thé duge quan sat rd & ndng do 102
CFU/mL. D6 nhay va khoang hiéu chuan ciia que thir LFIA ¢6 tich hop hé
thng phén tich d6 bio hoa mau duoc danh gia thong qua cudng do cua vach
phat hién trong khoang ndng do tir 10* dén 10* CFU/mL.

(A)
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Hinh 3.11. (A) Que thtt LFIA dugc danh gia khd nang phat hién
K.pneumoniae trong dai ndng do tir 10 dén 10® CFU/mL (B) Céc hinh anh
cua que tht LFIA duoc chup dudi diéu kién chiéu sang voi do roi 335 lux.

Céc gia tri R, G va B trong mo hinh RGB duogc sir dung dé xac dinh
cuong do va do bao hoa mau tai vach thir (T-line) ctia LFIA. Phuong trinh
hoi quy tuyén tinh dugc xac dinh 1a y = 2,983 + 3,285 logio(x). Puong hoi
quy thé hién mbi tuong quan cao giita ndng d6 Klebsiella pneumoniae va tin
hi¢u bao hoa mau véi R? = 0,995 (Hinh 3.12). Gidi han phat hién (LoD) va
gidi han dinh lugng (LoQ) lan lugt dugc tinh 1a 1,61 va 4,83 CFU/mL.

i
2
s |
.
"
4 I

Hinh 3.12. (A) Pudng cong hiéu chuan va (B) ban d6 nhiét dang thang mau
hong cua Klebsiella pneumoniae v6i diy ndng do pha lodng tuan tu tir 10!
dén 10® CFU/mL.

30 ¥ (%) = 2.983 ¢ 3.285*Log,,(x) (CFUs/mL)
R'=0.995

Cutding d6 bao hda (%)

Nong dé Klebsiella (CFUs/mL)

100100 0t 100 10 10t 10t 10 10t 10°
Nbng d Kiebsiella (CFUs/mL)
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Két qua thi nghiém danh gia tinh dac hi¢u cho the"iy khong xuét hién
tin hi¢u dwong tinh gia trén cac que thir dugc kiém tra véi E. coli va P.
aeruginosa khi quan sat bang mat thuong (Hinh 3.12), ching minh ring h¢
thong LFIA dinh lugng dugc phat trién ¢ tinh dic hiéu cao, kha ning khang

nhiéu tét va c6 thé phat hién chinh xac Klebsiella pneumoniae.

T T
ey TOTOW L mATON T vt ol

._._. Klens‘?ua| E.Colj [paongs

inosa
10%eus (0FcFumS  40% cpil

N
o
1

§ 15': F ¢| fe l c
8 T @ T
:§ 10-. o ‘ID erres KD
e 5 (] | 8 []

o | s s

E

T T T
Klebsiella Pseudomonas Escherichia coli
pneumoniae aeruginosa

Hinh 3.12. Phén tich d¢ dac hi€u cua que thu phat hién K preumoniae,
Escherichia coli, va P.aeruginosa & ndong d6 of 10 CFUs/mL.
3.6. Que thir nhanh LFIA phat hi€n Pseudomonas aeruginosa

bé danh gia do dac hi¢u ctia que thu LFIA, két qua cac mau dém tre"mg
va huyén phu vi khuan khong muc tiéu (E. coli, K. pneumoniae, va S. aureus)
chi xuét hién duy nhét vach C, khong c6 tin hi€u tai vi tri vach T (Hinh 3.14).

A B
Test 1 Test 2 Test3  Testd Test 5 Test 1 Test2 Test 1 Test 2 Test 1 Test 2 Test1  Test2
1 i
3
B0 n ~ - -1 —~ -
\
M4u am tinh E.coli K.pneumoniae S.aureus Paeruginosa

Hinh 3.14. PBanh gia d¢ dac hiéu st dung mau tre"mg, E. coli, K. pneumoniae,
S. aureus, va P. aeruginosa.
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Dé xac dinh d6 nhay, ¢ cic mau dwong tinh chita P. aeruginosa trong
khoang tur 5 x 10? dén 10° CFU/mL, ca hai vach kiém soat (C) va vach thu
(T) déu xuat hién, trong d6 cudng do cua vach T thay doi tily theo ndng do vi
khuén (Hinh 3.15).

1 33980

10° 10 10¢ 10° 5x102 1x102 10! 0 CFU/mL

Hinh 3.15. Két qua dai LFIA & cic ndng d6 khac nhau cia P. aeruginosa

Pé tién hanh phan tich ban dinh lugng, hinh anh cua ving tht (T) va
ving kiém soat (C) trén que thir LFIA dugc xir Iy bang phin mém Imagel.
Puodng chuan thu duoc tir dai LFIA st dung cac mau duoc pha tron (spiked)
v6i P. aeruginosa cho thdy mdi quan hé tuyén tinh manh mé giira cuong do
vach thtr (y) va nong d¢ vi khuan (x) trong khoang tir 10' dén 10° CFU/mL,
dugc mo ta boi phuong trinh y = 9,858x + 67,717, v6i hé s twong quan rat
cao (R?=0.993) (Hinh 3.16).

2
3

Y=9.858*X+67.717
R?=0.993

150 |

140

Cuding d6 vach kidm tra T (Gid trj trung binh & dinh
dang thang xdm 8-bit (a.u)

80 | [

L L L L N N N N L
Méu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
trang NBng dd Log10 (CFUs/mL)

Hinh 3.16. Puong chuan thé hién mdi quan hé giita cuong do vach thir (T-

line) va nong d6 cua P. aeruginosa trong mau.
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' KET LUAN VA KIEN NGHI
KET LUAN

1. ba sang loc dugc 15 aptamer tiém nang dic hiéu vi khuan
K.pneumoniae va 6 aptamer tiém nang dic hiéu vi khudn P.aeruginosa st
dung phuong phap SELEX. Tu do, dua trén cac phuong phap phén tich mo
phong da Iya chon duoc aptamer s 5 va aptamer T1 1a cac aptamer tiém ning
nhat dic hiéu lan luot ddi voi vi khuan K pneumoniae va P.aeruginosa.

2. Luan 4n da phat trién hé ELISA tryc tiép dua trén cong hop thanh
cong hat nano vang voi khang thé Rabbit anti-K. preumoniae polyclonal va
viéc t6i wu hoa thanh céng phuong phap nhudém véi sy c6 mit cia HAuCly
va NH,OH.HCI di 1am ting d¢ nhay phét hién 1én 100 lan, c6 thé phat hién
duogc vi khuan K pneumoniae & ndong d6 thip 10> CFU/mL.

3. Luan 4n da phat trién hé¢ ELISA tryc tiép dua trén cong hop thanh
cong hat nano vang véi aptamer T1 phét hién vi khuan P.aeruginosa & nong
d6 thap 10> CFU/mL.

4. Lu4n 4n di ché tao que thir nhanh LFIA dya trén viéc cong hop thanh
cong khang thé Rabbit anti-K.pneumoniae polyclonal 1én bé mat hat nano
vang dé sir dung truc tiép nhu khang thé 2 trong viéc ché tao que thir LFIA
phat hién K pneumoniae & ndng d6 10 CFU/mL va khong phan tig chéo voi
cac vi khudn E.coli, S.typhimurium, C.perfringens, S.aureus, P.aeruginosa.
5. Luan an di ché tao que thir nhanh LFIA phat hién P.aeruginosa dua
trén hap phu thanh céng aptamer T1 1én bé mit hat nano vang tuong ty nhu
khang thé 2 dic hiéu. Que thir c6 giéi han phat hién P.aeruginosa thuc
nghiém thap ¢ nong d¢ 2,34 x 10> CFU/mL va khong phan tmg chéo véi cac

vi khuan E.coli, S.typhimurium, C.perfringens, S.aureus, K.pneumoniae.
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KIEN NGHI

Két qua cta luan an da cho thay tiém ning img dung ciia cac khang thé
va aptamer déc hiéu trong phat hién vi khuan P.aeruginosa va K.pneumoniae
thong qua k¥ thuat sic ky mién dich va ELISA tryc tiép. Tuy nhién, dé ting
cudng gia tri tmg dung thyc tién va kha ning trién khai trong chan doan 1am
sang, luan an kién nghi can tiép tuc thyuc hién cac nghién ctru theo cac hudng

sau:

e Mo rong s6 lugng miu nghién ciru voi quy mé 16n hon va da dang
hon vé nguén géc bénh phém dé danh gia toan dién d6 dac hi€u cta
cac aptamer di sang loc, dong thoi xac dinh kha nang phéan tig chéo
véi cac loai thudc cung chi Klebsiella, Pseudomonas hay vi sinh vat
khac thuong gip trong nhiém khuan bénh vién.

e Tién hanh thir nghiém hé thng phat hién trén cac mau bénh pham
1am sang thyc té c6 tai lugng vi khuan khac nhau nhim danh gia kha
nang phat hién va tinh ing dung ctia phuong phap trong diéu kién
nén méu phirc tap, dic biét ddi voi cac mau co tai luong vi khudn
thap, thuong gip o giai doan som cta qua trinh nhiém khuan.

e Tiép tuc tdi wu hoa diéu kién phan img va quy trinh ché tao que thir
sic ky mién dich va ELISA tryc tiép nham nang cao d¢ 6n dinh va

kha ning bao quan cua hé théng phat hién.
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NHUNG PONG GOP MOI CUA LUAN AN

Luén 4n d4 phét trién duoc quy trinh sang loc hiéu qua cic aptamer
dac hiéu cho hai loai vi khuan thuong giy nhiém tring bénh vién
nghiém trong 1a Pseudomonas aeruginosa va Klebsiella pneumoniae.
Luén an da chiing minh duoc tinh hi¢u qua cta viéc sir dung aptamer
cong hop hat vang nhu khéng thé hai dic hiéu trén que thir mién dich
nhanh va k¥ thuat ELISA tryc tiép.

Luén 4n cho thdy tiém ning ing dung cua viéc két hop da dang cac
thanh phan nhan dién sinh hoc nhu aptamer va khang thé cliing voi
vat lidu nano vang trong viéc xdy dung cic nén ting chan doén tich
hop nhu ky thuat sic ky mién dich dong chay bén (LFIA) va Nano-
ELISA, g6p phan nang cao kha ning sang loc nhanh véi d6 nhay cao
d6i v6i cac vi khudn Pseudomonas aeruginosa va Klebsiella

pneumoniae.



