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LOI CAM DOAN

T61 xin cam doan luan an: “Nghién ciru sang loc aptamer dac hiéu &rng dung
trong ky thuit sic ky mién dich va ELISA trwc tiép nhim phat hién
Pseudomonas aeruginosa va Klebsiella pneumoniae” 1a cong trinh nghién ctru cta
chinh minh dudi sy huéng din khoa hoc cua tip thé hudng dan 1a PGS.TS.Truong
Thi Ngoc Lién va GS.TS.Tran Pai Lam. Lu4n an sit dung thong tin trich dan tir nhiéu
nguodn tham khao khac nhau va céac thong tin trich dan dugc ghi rd ngudn gdc. Cac
két qua nghién ctru cua t6i dugc cong bd chung véi cac tac gia khac da dugc sy nhat
tri cia déng tac gia khi dua vao luan an. Cac s6 lidu, két qua dugc trinh bay trong
luan 4n 13 hoan toan trung thuc va chua timg dugc cong bd trong bat ky mot cong
trinh nao khac ngoai cac cong trinh céng bd cua tac gia. Luan an dugc hoan thanh
trong thoi gian t6i lam nghién ctru sinh tai Hoc vién Khoa hoc va Cong nghé, Vién

Han 1am Khoa hoc va Cong ngh¢ Vi¢t Nam.

Ha Noi, ngay thang  nam 2026

Tac gia ludn an

[ Do

Pham Thu Thao




LOI CAM ON

Pau tién, véi long chan thanh, téi xin bay té long biét on sdu sdc dén cé
PGS.TS. Truong Thi Ngoc Lién, thcfy GS.TS.Tran Dai Lam da tan tinh hudng dan, tao
moi diéu kién tot nhdt trong qud trinh hoc tdp, nghién civu dé t6i hoan thanh ludn én
ctia minh.

Toi xin tran trong cam on Hoc vién Khoa hoc va Cong nghé, Vién Khoa hoc
vat lieu (trudc la Vien Ky thudt nhiét doi), Viéen Han lam Khoa hoc va Cong nghé
Viét Nam va Vién Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam-Han Quéc dd tao diéu kién thudn
loi, nhiét tinh givip d trong sudt qud trinh lam nghién cieu sinh.

Téi xin chén thanh cam on cdc anh chi va ban bé dong nghiép tai Phong Cong
nghé tich hop - Vién Khoa hoc va Céng nghé Viét Nam-Han Quéc, Phong Phén tich
Thike dn va San pham chan nuéi - Vién Chan nudi va Thii y Viét Nam da hét long
giup do va chia sé voi toi trong thoi gian lam ludn an.

T6i xin cam on kinh phi hé tro tir Vién Nghién ciu Dit liéu 1om, tdp doan
Vingroup, trong khuén khé Chwong trinh tai tro Duw dn Khoa hoc va Cong nghé ciia
Quy Déi méi Sang tao Vingroup (VINIF) —md sé dé tai VINIF.2022.DA00032.

Cudi ciing t6i xin danh 16i cam on dén gia dinh va nguoi than da luén bén
canh dong vién, hé tro va khich 1é tinh than t6i trong suot thoi gian hoc tdp va thuc

hién cac noi dung cua ludn an.

Ha Noi, ngay thang nam 2026
Téac gia luin an

J b

Pham Thu Thao
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Chir viét tait  Tiéng Anh Tiéng Viét
AMR Antimicrobial Resistance Khéang khéng sinh
AuNPs Gold nanoparticles Hat nano vang
C line Control line Vach d6i chimg
EIS Electrochemical Impedance Phé tré khang dién hoa
Spectroscopy ’ N
ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay f(? ‘ n%hlgefp hap thu mién dich
1én két vo1 enzyme ,
ELONA Enzyme-Linked Oligonucleotide Assay Phép thr oligonucleotide gan
enzyme
FAM Fluorescein amidites Chét phat huynh quang
FITC Fluorescein isothiocyanate Fluorescein isothiocyanat
H-0- Hydrogen peroxide Hidr6 peroxit
HAIs Healthcare-Associated Infections Nhiém khuan bénh vién
HRP Horseradish peroxidase Peroxidaza cai ngua
Kd Dissociation constant Hang s phan ly
: Xét nghiém mién dich dong
LFIA Lateral flow immunoassay A
chay bén
LOD Limit of detection G161 han phat hién
LOQ Limit of quantification Gi061 han dinh lugng
MFE Minimum Free Energy Ning lugng ty do tbi thicu
MIP Molecularly imprinted polymer Polyme in ddu phén tir
MUA 11-Mercaptoundecanoic acid 11- axit mercaptoundecanoic
OSA O-specific antigen khéng nguyén O
PCR Polymerase Chain Reaction Phan tmg chudi polymerase
POCT Point-of-Care Testing Xét nghiém tai chd
QD Quantum dot Cham lugng tir
RT Room temperature Nhiét d6 phong
grupe  Sriemate cvoluonof by 565608l e pdt s
exponential enrichment £ 1a
s0 nhan
SERS Surface-Enhanced Raman Scattering rl;;zirtl xa Raman ting cuong be
T line Test line Vach thur nghiém
Tm Melting temperature Nhiét do nong chay
TMB 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin



DANH MUC BANG
Bang 1.1. Pic diém, vu diém va nhuoc diém cua cac phuong phap SELEX ........ 26
Bang 2.1. Cac loai vi khuan dugce st dung trong ludn an...........ccceeevveviienveenneenen. 45
Bang 2.2. Cac loai khang nguyén, khang thé dugc sir dung trong luan an.............. 45
Bang 2.3. Cac loai trinh ty, mdi duge st dung trong ludn an...........ccceevevveeiiennens 46
Bang 2.4. Cac thiét bi chinh sir dung trong nghién Clu. ..........c.oveeveveeveeeeeeeeeeeana. 47
Bang 2.5. Cac thanh phan trong phan ing PCR cho vong chon loc........................ 49
Bang 2.6. Cac thanh phan trong phan tng PCR bat d6i XUng ...........ccooeveeveveneenn. 50
Bang 3.1. Tom tat cac diéu kién t6i uu hoa phan tmg PCR ddi xtmg trong hai vong
SELEX AU tE1...-vvovveeseitnes sttt ettt 71
Bang 3.2. Toém tat cac diéu kién toi vu hoa phan img PCR bét ddi xung................ 73

Bang 3.3. Cac thong s6 SELEX chon loc aptamer dac hiéu LPS cua K pneumoniaeT5
Bang 3.4. Danh séch céc trinh ty aptamer duoc lya chon dé thuc hién nghién ctru mo
phdng trong dé tai nay. Cac doan in dam biéu thi vung mdi duoc st dung cho phan
mg PCR, trong khi cac doan con lai 1 viing bién ddi ctia cac aptamer. ................. 77
Bang 3.5. Ning luong docking ctia 15 aptamer v&i phan tor LPS. D6i voi mdi hé
thong, gia tri nang lwong docking thap nhat dugc trinh bay. .........ccccoovvevveveeeennnne, 79
Bang 3.6. Céau truc ba chiéu cua ba phuc hop aptamer—LPS dugc lya chon (No.5,
No.7, va No.9), ciing véi cac lién két hydro giita cac cip gdc cua aptamer va LPS.

Bang 3.7. Bac tinh cta sau aptamer duoc lya chon, bao g?)m trinh tu nucleotide, diém
docking, nang luong tu do t6i thiéu du doan (AG), tan suat (%), diém da dang, cting
v6i cac cau hinh cdu triic hai chiéu (2D), ba chiéu (3D) va mé phéng docking phan

t0 (MD) tONZ TINE. oottt ettt ettt e et e e et e e enbaeeenbeeesnnneas 95
Biang 3.8. So sanh phuong phap nghién ctru véi cac phuong phap phat hién viém phdi
dO KIebSTella KNAC .........coeceeeeiieeeeeeeeee ettt e e s 107

Bang 3.9. Cac gia tri R, G, va B trong mo6 hinh RGB xéc dinh cuong d6 va do bao
hoa ctia mau sic tai vach thir (T-line) ctia que thir LFIA. ......o.ovivieeeeeeeee. 118
Bang 3.10. So sanh phuong phép nghién ctru trong cong trinh nay vdi cac phuong
phép phat hién K. pneumoniae Khac............cccooeeviiiiiiniiniiiiiiicecceeeee, 121
Bang 3.11. Gia tri cudng dd mau cua vach thir (T-line) ddi v6i cac mau trang .... 129
Bang 3.12. Gié tri cuong d6 mau ctia vach thir (T-line) ddi véi cac ndng do khac nhau
CUA NAU P.GOFUZINOSA ...t sen e, 129
Bang 3.13. So sanh cac phuong phap LFIA da dugc bdo cido cho phat hién
Pseudomonas v6i hé thong LFIA lai trong nghién ciru DAY.......c.ooveveeveveeereeeenenen. 130



DANH MUC HINH
Hinh 1.1. Ciu trac hoa hoc gian luoc ciia lipopolysaccharide (LPS) & P. aeruginosa PAOI1
(Ki€u NUYEE thanh O5) ... 16
Hinh 1.2. Vai tro cua LPS trong ddc luc ciia K. pneumoniae..................c..cccuvenn.... 17
Hinh 1.3. Cac yéu td doc luc cua K. PHCUTNONIAC. .......c..eveeeeeeeereeeeenreenseesseeeseennns 18
Hinh 1.4. Quy trinh SELEX (Systematic Evolution of Ligands by EXponential ... 26
ENFICRMENL) ..ot et 26

Hinh 1.5. Cac loai cam bién sinh hoc dua trén aptamer phat hién vi khuén
PoQOPUZINOSA ...ttt 28
Hinh 1.6. M6 hinh aptamer gan nhan huynh quang v6i QD va FITC (A) lién hop cua
QD va aptamer khong chtra spacer (B) chira spacer (C) FITC-gin nhén aptamer... 29
Hinh 1.7. M6 hinh (a) aptamer&FAM-cDNA@MNPs (b) phuong phap phat hién

PoQOPUZINOSA ...ttt et 30
Hinh 1.8. Nguyén li ctia que thir phat hién dong thoi mot s6 chi ddu DNA va protein
phat hien Vi KNUAN P.a@FUGINOSA ...........eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 31
Hinh 1.9. Nguyén 1y hoat dong ctia cam bién dya trén cong nghé MIP véi su chuan
bi polymer-GO trén dién cuc vang nham phat hién K. pneumoniae........................ 32
Hinh 1.10. C4c thanh phan cua que thir nham phat hién K1 va K2 cua vi khuan K.
DHCUILONIAEC ...veeeeeeeeeeeeeee e et e e e ettte e s atee e et e e snteeeesteesansteeenbeeeensseesassseeennneeennnns 33

Hinh 1.11. So d minh hoa nén tang cam bién dua trén aptamer va vat li¢u khung co

kim c6 d nhay siéu cao trong phat hién 1am sang K.pneumoniae mang gen KPC-2

.................................................................................................................................. 34
Hinh 1.12. (A) C4u tao nguyén 1y ciia que thir nhanh LFIA thong thuong; (B) Ciu tao
nguyén 1y cua dinh dang sandwich va dinh dang canh tranh pho bién ciia LFIA............ 38
Hinh 1.13. Ung dung nanozyme trong ELISA thay thé enzyme HRP..................... 39
Hinh 1.14. Céu tao nguyén Iy ciia k¥ thut lai ELAAA VALFS........co.cooovviivirienennnne. 43
Hinh 2.1. So d6 tong quan nghién ciru ctia AN AN ..........cooovevvveeeeeeeeeeeeeeeeeae. 44
Hinh 2.2. Quy trinh chon lgc aptamer cho khang nguyén LPS K. pneumoniae....... 51

Hinh 2.3. Quy trinh thir nghiém nano-ELISA phat hién vi khuan K.pneumoniae .. 59
Hinh 2.4. Quy trinh thir nghiém nano-ELISA phat hién vi khuan P.aeruginosa.... 59
Hinh 2.5. Nguyén 1y ciia que thir nhanh sir dung khéng thé phat hién vi khuan K pneumoniae

Hinh 2.6. Nguyén 1y cta que thir nhanh str dung aptamer dic hiéu phat hién vi khuin
PoQOPUZINOSA ...ttt ettt 68
Hinh 3.1. Anh dién di gel agarose 2% danh gia cac diéu kién t6i vu cho phan tng
PCR d6i xtng trong vong thir nhat va thir hai.............ocooeveveveeeeeeeeeeeeee e 72



Hinh 3.2. Anh dién di gel agarose 4% danh gia cac diéu kién t6i vu cho phan tng

PCR DAL AOT XUNE. .o 74
Hinh 3.3. Qua trinh lam giau thu vién aptamer dac hi¢u vdoi LPS tr K. pneumoniae
trONG SELEX . ...oiiieiieiieeee ettt et ettt et e eanneas 76
Hinh 3.4. So d6 minh hoa quy trinh lién két trong phép do SERS........ccoeeveveunne. 82

Hinh 3.5. Phé tan xa Raman ting cuong bé mat (SERS) cua cac aptamer (A) No.5,
(B) No.7, (C). No.9 duogc lgya chon truéc va sau khi tuwong tac véi LPS tur
K DROUMIONIQE. . ...ttt ettt e s tte e et e e snsteeeenaaeeens 84
Hinh 3.6. (A) So dd co ché ctia phép do pho trd khang dién hoa. (B—D) P6 thi Nyquist
ctia cac dién cuc di duoc cd dinh aptamer lan luot No.5, No.7 va No.9 sau khi tiép
xuc véi cac ndong d6 khac nhau ctia LPS tir K.pneumoniae. ...............o.ooeveeeea... 87
Hinh 3.7. Tinh chon loc cta céc dién cuc AuNPs/SPCE dugc ¢ dinh aptamer No.5
(A) va No.7 (B) dbi véi cac chat phan tich khac nhau. (C) Hang s phén ly (Kq) cta

APLAMET INOLS. Lo ettt e e et e e st e e et e e enbeeeenneeas &9
Hinh 3.8. Biéu d6 thé hién sy thay doi ndng do ssDNA qua cac vong SELEX toan té
DAO A01 VI P. GEFUZINOSA. ... 93
Hinh 3.9. M6 hinh tuong tac docking gitra aptamer T1 va khang nguyén CPA (thudc
LPS) trén b& MAt P. QEFUZINOSA. ......cveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 96
Hinh 3.10. Hinh anh TEM véi thang do 50 nm, 100 nm (a) va phé UV-Vis trong
pham vi budc song tir 400 dén 800 nm ctia hat AUNP (b). ...ooovveveeeeeeeeeen. 98

Hinh 3.11. Cac phép do tan xa anh sang dong (DLS) cho duong kinh thuy dong cua
cac hat nano vang (a) Dién thé Zeta cua cac hat nano vang (b). .........cocoeeeeveeueen., 98
Hinh 3.12. Anh hudng cta ndong 46 TMB (a, b) va H,0: (c, d) 1én hoat tinh cta
nanozyme trong 30 phut (a, ¢) va trong vong 30 phit dugce do bang phuong phap hap
thu tin hi€u & budc song 650 nMm (b, d). ...oeoveeeiiieiieeeee e 99
Hinh 3.13. Panh gia hoat tinh nanozyme khi c6 mat TMB va H,0,, do bang phuong

phap hép thu tin hiéu & buGc SONE 650 NM.. ..., 100
Hinh 3.14. Anh huong cia ndong ¢ HAuCly (a) va NHOH.HCI (b) 1én kha ning
tang cuong nhudém mau dugc do béng do hép thu tin hi€u ¢ 650 nm..................... 101

Hinh 3.15. Béanh gi4 hoat tinh nanozyme cua AuNPs va AuNPs c6 tang cuong nhudém
mau duge do bang hap thy tin hidu & budc song 650 NM. ......cc.eveveevereeeeeeeeeana. 101
Hinh 3.16. Anh huong cua ndng d6 khang thé Rabbit anti-K.pneumoniae polyclonal
1én hoat tinh nanozyme trong 30 phut dugc do bang phuong phap hép thy tin hiéu ¢
DUGC SONZ 650 NI, c.eeiieiiieeiie ettt re e esreesbeessseesnseeenseeenseeenns 103



Hinh 3.17. Anh huéng ctiia ndng d6 aptamer dic hiéu cho P.aeruginosa 1én hoat tinh

nanozyme trong 30 phut duoc do bang phuong phap hap thy tin hiéu & budc song 650

Hinh 3.18. Phan tich d6 dic hiéu cta Nano-ELISA dbi véi cac tic nhan gay bénh
phé bién & n@)ng do 10® CFU/mL , bao gém P.aeruginosa, Escherichia coli,
Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium va
K DROUMONIQE. ...ttt e st e e e ebee e nsaeeens 104
Hinh 3.19. X4c dinh gia tri ngudng (cutoff) cho phuong phap nano-ELISA. ...... 105
Hinh 3.20. X4ac dinh gié tri ngudng (cutoff) cho phuong phap Nano-ELISA véi kha
nang tang cuong NHUGM MAUL. ....ccceeeiiieiieeieeeeeeee e 105
Hinh 3.21. Pudng tuyén tinh ctia vi khuan K. pneumoniae v6i ndng do pha loang nbi
tiép tir 10! dén 10® CFU/mL (a) Ban d6 nhiét d6 mau xanh lam cta pham vi phat hién
vi khudn K. pneumoniae tir 10* dén 108 CFU/mL (b) trong Nano-ELISA véi kha ning
tAng CuONZ NHUOM MAUL .....viiiiiiiiieeiie ettt e et e e eeeeeaeesaeenenas 106
Hinh 3.22. Pudng tuyén tinh ctia vi khuan K. pneumoniae v6i ndng do pha loang nbi
tiép tir 10! dén 10® CFU/mL (a) Ban d6 nhiét d6 mau xanh lam cta pham vi phat hién
vi khuan K pneumoniae tir 10' dén 10 CFU/mL (b) trong Nano-ELISA. ............ 106
Hinh 3.23. Phan tich d6 dic hiéu cia Nano-ELISA dbi véi cac tic nhan gdy bénh
phé bién & néng ddo 10° CFU/mL, bao gém P.aeruginosa, Escherichia coli,
Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium va
K DROUMONIQE. ...ttt ettt e st e e e ebeeeensaeeens 108
Hinh 3.24. X4c dinh gid tri ngudng (cutoff) cho phuong phdp Nano-ELISA phat hién

P.aeruginosa. Gia tri ngudng duoc thiét 1ap bang tong ciia gia tri trung binh va ba lan

A0 18CH CHUAN. ...ttt 109
Hinh 3.25. Puong tuyén tinh cta vi khuan P.aeruginosa voi ndng do pha loing nbi
tiép tlr 101 dEn 10% CFU/ML.. ..o 109

Hinh 3.26. Thé zeta ctia hat nano vang phén tan trong cac dung dich dém khac nhau. 111
Hinh 3.27. Pho hip thu UV-Vis ctia hat nano vang phan tan trong cac dung dich dém khéc

101 1713 R RURURPRRRP 112
Hinh 3.28. Anh hudng ciia cac hé dém va pH khac nhau dén tin hiéu ctia que thir LFIA
................................................................................................................................ 113

Hinh 3.29. (A) Kich thudc thuy 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 (AuNPs) va phirc hop
AuNPs—khéang thé Rabbit anti-K.pneumoniae polyclonal.............coccccoevvveeuennn.. 114



10

Hinh 3.30. Ph6 SERS cua cac hat nano vang (AuNPs) sau tung budc bién d6i bé mat,
bao gdom: (b) bién d6i voi MUA, (c) gin khang thé khdng Rabbit anti-K.pneumoniae
polyclonal, va (d) twong tac voi vi khuan K.pneumonide. ..................coooveeeee...... 116
Hinh 3.31. Phan tich d¢ dac hiéu ctua que tht phat hién K.pneumoniae, Escherichia
coli, va P.aeruginosa & ndng 6 108 CFUS/ML ..........cccoovueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenea. 116
Hinh 3.32. (A) Que thtr LFIA dugc danh gia kha nang phat hién K.pneumoniae trong
dai ndng @6 tir 10! dén 108 CFU/mL (B) Céc hinh anh cta que thar LFIA duoc chup
dudi didu kién chiéu sang vOi d0 101 335 TUX. .veveveeeeeeeeeeeeee e 118
Hinh 3.33. (A) Pudng cong hiéu chuin va (B) ban d6 nhiét dang thang mau hong
ctia K. pneumoniae véi diy ndong d6 pha loang tuan ty tir 10" ¢én 108 CFU/mL. .. 120
Hinh 3.34. Hinh anh gdc ciia cic que thir LFIA véi ddy pha lodng cua vi khuan
K pneumoniae tir 10 dén 10' CFU/mL, dugc thuc hién véi ba lan 1ap lai va mudi mau tréng.

Hinh 3.35. (A) Mau sic cta cac dung dich AuNP duoc U véi aptamer T1 (0,80
mg/mL) & cac mirc nhiét d6 khac nhau trong 1 gid, sau khi thém 10% NaCl. (B) Pho
UV-Vis cia cac dung dich trong (A) cho thiy miu ¢ & 60°C c6 cuong do hap thu cao

Hinh 3.36. Pho hip thu UV—Vis ctia cac phtrc hop AuNP-aptamer T1 duoc chuan bi

v6i cac nong do aptamer dac hiéu doi voi P. aeruginosa khac nhau sau khi thém NaCl

Hinh 3.37. Mau sic cta cic dung dich: (A) AuNPs; (B) phitc hop AuNP—aptamer;
(C) phtic hgp AuNP-aptamer dugc u voi P. aeruginosa; (D, E) phtrtc hgp AuNP—
aptamer dugc 0 voi cac vi khuan khong dich (K. pneumoniae va S. aureus, tuong
ung), trude (1) va sau (2) khi thém NaCl. ........cccoovoiiiiiiieieeeeee e, 125
Hinh 3.38. Panh gia do dic hiéu st dung mau tréng, E. coli, K. pneumoniae, S.
aureus, va P. aeruginosa. (A) Hinh anh cac que thtr sau khi kiém tra v6i mau tring
(khong chtra vi khuan); (B) Hinh anh cac que thir sau khi kiém tra véi cac mau E.
coli, K. pneumoniae, S. aureus, va P. aeruginosa, mdi mau cé cung nong do 103
CFU/ML. .ottt sttt sate st sane s 126
Hinh 3.39. Két qua dai LFIA & cac ndng d6 khac nhau cta P. aeruginosa.......... 127
Hinh 3.40. Buong chuan thé hién méi quan hé gitra cuong do vach thu (T-line) va

nong d0 cla P. aeruginosa troNg MAU............ceeueerveerreerireenireesseesseessseessseessseennns 129



11

MO DAU

T6 chirc Y té Thé giéi (WHO) da tuyén bd rang kha ning khang khang sinh
ctia vi khuan gay bénh 1a mot trong nhiing thach thirc nghiém trong nhat déi véi stc
khoe cong dong toan cau. Trong nhom cac vi khuan da khang thuéc (MDR) pho bién
nhat dugc dinh nghia theo nhom ‘ESKAPE’ (viét tat cua sau vi khudn c6 doc luc cao
va da khang Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa va Enterobacter spp.), hai tac
nhan Gram am la Klebsiella pneumoniae (KP) va Pseudomonas aeruginosa (PA)
chiém ty 1¢ dang ké trong cac ca nhiém tring bénh vién. Chiing dugc Trung tdm Kiém
soat va Phong ngira Dich bénh Hoa Ky (CDC) va WHO dénh gia 1a mdi nguy cap
thiét do tdc do lan rong va kha nang ton tai bén bi trong méi trudng. Viéc phat hién
kip thoi va chinh xac cac vi sinh vat nay khong chi ¢6 y nghia trong chan doan 1am
sang ma con 1a yéu t6 then chdt dé thiét ké cac phuong phap kiém soat dich t& hiéu
qua.

Trong nhiing nim gan ddy, aptamer — cac oligonucleotide DNA hoic RNA
mach don ngén c6 kha nang nhén dién va lién két dic hiéu véi phan tir dich thong
qua ciu triic khong gian dic tht — d n6i 1én nhu mot céng cu sinh hoc tiém ning, c¢6
thé thay thé hodc b trg cho khang thé truyén thong trong phat hién va chan doén tac
nhan gdy bénh. Nho cac uu diém nhu d6 bén nhiét cao, kha nang bién d6i hoa hoc
linh hoat, d& tong hop nhén tao, chi phi san xuat thip va tinh 6n dinh giita cac 16 san
Xuat, aptamer ngdy cang dugc quan tdm ung dung trong phat trién cac hé thong cam
bién sinh hoc thé hé méi. Tuy nhién, tai Viét Nam, cdc nghién ctru vé chon loc
aptamer dic hiéu ddi voi vi khuan Pseudomonas aeruginosa va Klebsiella
pneumoniae van con han ché. Pic biét, viéc tich hop cac aptamer nay vao cac nén
tang chan doan hién dai nhu sac ky mién dich dong chay bén hodc ELISA tryc tiép
két hop vat liéu nano nham nang cao do nhay, do dac hi¢u va rat ngén thoi gian phat
hién van 1a mot huéng nghién ctru ¢6 ¥ nghia khoa hoc va thyc tién cao.

Trong bdi canh cac vi khuan nay 14 nhiing tic nhan gy nhiém khuan co hoi
quan trong, c6 lién quan dén tinh trang nhiém khuan bénh vién va xu huéng khang
khang sinh ngdy cang gia tang, viéc phat trién cac phuong phéap phat hién nhanh, nhay
va dic hiéu 1a hét stc can thiét. Xuét phat tir thyc tién d6, luan an: “Nghién ctru sing
loc aptamer dic hiéu ng dung trong ky thuit sic ky mién dich va ELISA truc
tiép nham phat hién Pseudomonas aeruginosa va Klebsiella pneumoniae” dugc
thyc hi¢n. Ludn an hudng téi viée 1am chi cong ngh¢ chon loc aptamer dac hi¢u,

déng thoi linh hoat két hop cac thanh phén nhén dién sinh hoc va nano-vat liéu dé
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phat trién hé thong phat hién c6 d6 nhay cao, gop phan giam ganh ning chi phi diéu

tri va nang cao chat luong chan doan y te.

Muc tiéu nghién ciru cia luin 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 k¥ thuat ELISA truc 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 v&i do nhay cao.

NoOi dung nghién ciru chinh cia luin an:

Chon loc va danh gia ai lyc cua aptamer dac hi¢u ddi v&i vi khuan
Pseudomonas aeruginosa va Klebsiella pneumoniae.

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

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

khuan Pseudomonas aeruginosa va Klebsiella pneumoniae.

Co sé khoa hoc va thuc tién cia dé tai:

Cung cip ngudn nguyén lidu aptamer dic hiéu méi, tao tién dé cho viéc ché
tao cac loai cam bién sinh hoc c6 do nhay cao va dinh hudng tng dung trong
y hoc nano tai Vi¢t Nam.

Két qua nghién ctru cung cap cho cac co so y té nhitng cong cu xét nghiém
tién tién, gitip phat hién nhanh cac tac nhan gy nhiém khuan bénh vién, tir 46

toi wu hoa phéac do diéu tri.

Nhirng déng gép méi ciia dé tai:

Luan &n da phat trién duoc quy trinh sang loc hi¢u qua cac aptamer dac hi¢u
cho hai loai vi khuan thuong gdy nhiém tring bénh vién nghiém trong la
Pseudomonas aeruginosa va Klebsiella pneumoniae.

Luén an da chirng minh dugc tinh hi€u qua cua viéc sir dung aptamer cong hop
hat vang nhu khéang thé hai ddc hiéu trén que thir mién dich nhanh va k¥ thuat
ELISA tryc tiép.

Luan an cho thay tiém ning tng dung cta viéc két hop da dang cac thanh phan
nhan dién sinh hoc nhu aptamer va khéng thé cting v&i vat liéu nano vang trong
viéc xdy dung cac nén tang chan doan tich hop nhu k¥ thuat sac ky mién dich
dong chay bén (LFIA) va Nano-ELISA, gép phan nang cao kha ning sang loc
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nhanh v&i @6 nhay cao do6i véi cac vi khuan Pseudomonas aeruginosa va

Klebsiella pneumoniae.
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CHUONG 1. TONG QUAN

Sy chuyén dich tir cac phuong phap chan doan dya trén kiéu hinh truyén théng
sang cac k¥ thut cam bién sinh hoc hién dai ¢ mé ra ky nguyén moi trong giam sat
vi sinh vat gay bénh, dic biét 1a véi cac tic nhan da khang thudc nhu P. aeruginosa
va K. pneumoniae. Trong xu thé d6, su ra doi cua aptamer, dugc vi nhu 'khang thé
héa hoc' véi cac dic tinh wu viét vé do bén va tinh chon loc, dang tré thanh nén tang
quan trong dé phat trién cac phuong phap chan doan méi.

Phan téng quan cua ludn an s¢ tap trung h¢ théng héa dic diém sinh hoc, yéu to
doc luc ciia cac ching vi khuan muyc tiéu trong méi lién hé v6i ganh nang nhiém
khuan bénh vién hién nay. Pong thoi, ndi dung chuong di sau phén tich co so 1y luan
vé k¥ thuat SELEX, cdc mé hinh sir dung aptamer-khang thé va chién lugc tich hop
chung vao hé thdng sic ky mién dich (LFIA) cung ELISA truc tiép ung dung hat
nano vang. Nhitng phan tich nay khong chi lam 18 cic budc tién cong nghé trong
chan doan nhanh ma con thiét lap nén tang khoa hoc cho viéc chon lgc trinh ty dac

hi¢u va phat trién cac h¢ thong phat hién vi khuan c6 d6 nhay cao cua nghién cuu.

1.1. Nhiém khuan bénh vién va hai tic nhan muc tiéu Pseudomonas aeruginosa
va Klebsiella pneumoniae

Nhiém khuan bénh vién (Hospital-Acquired Infections-HAIs) 14 mdt trong
nhiing nguyén nhan chinh lam gia tang ty 1¢ mac bénh va tir vong & nguoi bénh, dong
thoi kéo dai thoi gian nam vién va diéu trj tai khoa hdi sitc (ICU), gdy ra ton thuong
tam 1y cling nhu ganh ning kinh té dang ké cho ngudi bénh va hé théng y té. Theo
khao sat da trung tim cua To6 chic Lién minh Kiém soat Nhiém khuan Qubc té
(INICC) thyc hién tai nhiéu qudc gia dang phat trién, bao gém ca An Do, ty 18 tir
vong do nhiém khuan bénh vién dao dong tir 35,2% dén 44,9% [1]. Ganh ning tai
chinh do HAIs thuong bi lam trim trong thém béi nhiéu yéu t6 nhu thoi gian nam
vién kéo dai, st dung cac loai khang sinh va thudc dét tién, tang tan suét xét nghiém
can lam sang, cing v4i mat mat thu nhap do gian doan cong viéc. Tong hop cac yéu
t6 ndy khong chi gay ap luc 16n 1én ngudn lyc y té ma con tao ganh ning déang ké cho
nguoi bénh va gia dinh, dic biét ¢ cac qubc gia cé thu nhap thip va trung binh, noi
hé thong kiém soat nhiém khuan con han ché. Nguyén nhan gy nhiém khuan bénh
vién (HAIs) rat da dang, ty thudc vao mdi trudng co so y té, dic diém ctia nhom
bénh nhan va diéu kién cta ting qudc gia. Cac vi khuan Gram dwong thudng gip giy
HAIs bao gdm Staphylococcus aureus, cic chung Staphylococcus am tinh voi
coagulase (Coagulase-negative Staphylococci — CoNS), va Enterococcus spp.. Trong
khi d6, cac vi khuan Gram am thuong lién quan dén nhiém khuan bénh vién 13



15

Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa va
Escherichia coli [2].

Pseudomonas aeruginosa (P.aeruginosa) 13 mot loai vi khuan Gram am hiéu
khi, 14 tic nhan chil yéu gay nén nhiém tring ¢ cong ddng (community-acquired) va
nhiém tring ¢ bénh vién (hospital-acquired). Nhiéu loai nhiém trung & cong dong cd
thé ké dén nhu viém loét giac mac (thuong lién quan dén viée sir dung kinh 4p trong),
viém tai ngoadi (thudng & nhitng ngudi bi suy gidm mién dich nhu bénh nhan di thao
duong), va nhiém trung da va m6é mém. Pbi v4i nhiém trung bénh vién, bénh nhan
nhdp vién co thé bi nhiém P. aeruginosa khi nhap vién hodc co thé nhiém P.
aeruginosa trong thoi gian nam vién va P. aeruginosa c6 thé dugc phan 1ap tir hau
hét moi ngudn trong bénh vién [3]. Trong mot nghién ctru trén nhiéu ca nhiém tring
vét mo bénh vién, P. aeruginosa duoc cho 1a nguyén nhan giy ra khoang 6% trong
tat ca cac truong hop. Trong dir liéu dugc thu thap tir don vi diéu tri tich cuc (Intensive
Care Unit — ICU), P. aeruginosa dugc bdo céo la nguyén nhan gay ra khoang 16%
cac ca nhiém tring vét mo va 1a nguyén nhan phd bién nhat gay nhiém tring tai chd
d6i v6i cac ca sau phiu thuat dudng tiéu hoa [4]. P. aeruginosa 1a nguyén nhan phd
bién gy nhiém tring duong tiét niéu bénh vién, chiém khoang 9% truong hop nhiém
tring dudng tiét niéu trén toan bénh vién va 1én téi 16,3% trudng hop nhiém tring
duong tiét niéu & bénh nhan ICU [5].

P. aeruginosa cb kha nang thich nghi vi méi trudng bat loi trong té bao vat
chu bé“mg céch tiét ra mét loat cac yéu td doc luc, gop phén vao viéc 1ay nhiém thanh
cong va gay bénh cho té bao vat chi [6]. Lipopolysaccharide (LPS, ndi doc t6) cua
vi khuan nay da duoc nghién ciru rong rii trong nhiéu linh vyc sinh hoc do déng vai
trd quan trong trong doc luc ciia vi khuan. LPS bao gom ba ving cau tric riéng biét:
lipid A, 161 oligosaccharide va khang nguyén O (con goi la O polysaccharide, hodc
O-antigen). Cac vung nay vua dam nhiém nhiing chitc nang riéng biét, vira c6 su
chdng 1ap trong hoat dong sinh 1y cua vi khuan. Khang nguyén O 14 thanh phan
polysaccharide dai ciia LPS, v&i chiéu dai c6 thé thay doi tir mot dén hang trim don
vi duong. Khang nguyén O dugc tong hop riéng biét voi phic hop lipid A-16i (lipid
A-core) va sau d6 méi dugc gan vao cau tric nay. Do d6, khong phai moi phan tir
lipid A-15i déu dugc gan khang nguyén O trude khi duge van chuyén ra mang ngoai.
Két qua 12 bé mat mang ngoai (outer membrane, OM) cta vi khuén c6 tinh khong
d6ng nhat, bao gém ca cac phan tir LPS c6 va khong c6 khang nguyén O (Hinh 1.1).
Polymer khang nguyén O duoc cdu tao tir cac don vi dudng 1ap lai, ¢6 tinh bién doi
cdu tric rat cao giira cac loai cling nhu gita cac ching trong cung mdt loai [7]. Tinh

khong dong nhat trong cau trac khang nguyén O 1a két qua cua sy khac biét vé thanh
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phén cac loai duong trong don vi lap lai, kiéu lién két glycoside gitra cac don vi
duong, sy c6 mat hoac khong c6 méat cua cac mach nhanh, cling nhu cac bién ddi
khong theo ty 1¢ ¢d dinh. P.aeruginosa c6 kha nang dong thoi tong hop hai loai khang
nguyén O, bao gdbm khang nguyén polysaccharide chung (common polysaccharide
antigen — CPA) va khang nguyén dac hi¢u O (O-specific antigen — OSA) [8]. CPA
¢6 cau tric bao t6n chung, gdm cac don vi 1ap lai —3)d-Rha(al—3)d-Rha(al —2)d-
Rha(al—, trong khi ciu trac ciia OSA c6 tinh bién d6i cao. Chinh sy da dang nay 1a
co s& dé phan type huyét thanh, gitip phan chia loai vi khuan nay thanh nhiéu nhom
huyét thanh khac nhau [9]. Cac nghién ctru dich t& cho thdy su phan bd cac serotype
khong dong nhit giita cac quan thé nghién ctiru, nhung 06, O11 va Ol thudng nim
trong nhom phd bién nhét. Trong mot nghién ciru da qubc gia trén 413 chung P.
aeruginosa xam lan, O11 chiém 22%, O1 chiém 14% va 06 chiém 13%; ba serotype
nay chiém gan mot ntra sé ching dugc khao sat [10]. Mot nghién ciru trén bénh nhan
viém phoi bénh vién ciling ghi nhan 06 va O11 1 hai serotype pho bién nhét, lan lugt
chiém 29,3% va 22,8% [11]. Tuy nhién, phan bd serotype c6 thé thay doi dang ké
theo dia ly, bénh canh 1am sang va nhom bénh nhan; do do, khong nén xem mot

serotype 1a dai dién tuyét ddi cho toan bd quan thé P. aeruginosa.

C6 gan khang nguyén O hoan chinh Khéng gan khang nguyén O hoan chinh Khéang nguyén O
(Capped) (Uncapped) (O antigen)
6 ihear o Khang nguyén
Khéng nguyén O Rha Fspecilicantigen typ polysaccharide dang
(O antigen) & - (0SA (05)) (CPA)
n
r 1
Lién két LBingoadi  Lign ket L6i ngoai a3
L-ala GalN (oC) L-ala (0C)
___________________________ e | P S N T Rha
Lién két L-D-Hep Lién ket —@D)
Cn a3
L-D-Hep
Loi trong Li trong Rha
(ic) (i)
__________________________________________________ a2
b i Rha
“T: A Lipid A Phan tir néi (Adapdor)?
oA (LA) Lipid A + N
vung l6i Lipid A +
(Core) vung 16i
(Core)
(" KY HIEU KHAC )
[! GleN: Glucosamine @ Glc Glucose L-ala: L-alanine
Cn: 2-amino-2-deoxy-D-gluconate
B GalN: Galactosamine A\ Rha: Rhamnose NAc:  Nhém N-acetyl
. NAc;: Nhém tri-N-acetyl
{) Kdo: Acid3-deoxy-D-manno- A FuNAc: Nacetylfucosamine HMM3: Heptose.véi N-:mhyl héa (da winkler héa)
octulosonic (Kdo) ‘ NeuAc: N-acetylneuraminic acid «  Lién két alpha
B:  Lién két beta
@ L-D-Hep: L-glycero-D-manno-heptose 0 Phosphate: Nhém phosphate n: S8 don vi l3p lai

Hinh 1.1. Cau trtic héa hoc gian lugc cia lipopolysaccharide (LPS) & P. aeruginosa
PAO1 (kiéu huyét thanh O5) [9]
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Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) 1 vi khuan gram am, khong di dong
thudc ho Enterobacteriaceae c6 vo polysaccharide, dong vai trd quan trong trong co
ché gay nhiém va kha niang ngin chin qua trinh thyc bao [12]. Vi khuan nay 1 mam
bénh co hdi va 1a mot trong nhitng nguyén nhan pho bién nhat gy nhiém tring bénh
vién tlr viém phoi, viém mang ndo, ap xe gan, nhiém tring duong tiét niéu (UTI),
nhiém tring vét thuong, dén nhiém khuan huyét va nhiém tring huyét [13]. O K.
pneumoniae, LPS ¢ cu triic gdm ba thanh phan co ban: lipid A, core oligosaccharide
va O-antigen polysaccharide (OPS). Core oligosaccharide nam gitra lipid A va O-
antigen, tao cau ndi cdu trac gitta phan lipid va chudi polysaccharide phia ngoai. O
K. pneumoniae da xac dinh hai kiéu core oligosaccharide chinh 1a type 1 va type 2.
Phén inner core gan lipid A c¢6 tinh bao ton twong ddi cao do chiu nhiing rang budc
vé chirc ning duy tri tinh toan ven ctia mang ngoai, trong khi outer core c6 muc do
khac biét cao hon va 14 vi tri gan O-antigen. Do nam & phia ngoai cia LPS, O-antigen
c6 kha nang tiép xtc truc tiép v6i moi trudng va hé mién dich vat chi, dong thoi gop

phan tao nén sy khac biét vé tinh khang nguyén giita cac ching [14].

. GankétClq
+ O-antigen I va hoat héa b8 thé

(khdng nguyén 0) \
Gén két va hdp phu (sequestration)

C3b, ngén can su gan véi mang
va hinh thanh 16 tén cdng
J clia hé bé thé

1 L6i oligosaccharide
(16i oligosaccharid)

J
N

. I Bi tiéu diét bai cac peptide
¢ Lipid A khang khuan cationic

\ Hoat héa dép ting

4 viém clia co thé

——] Uc ché/ giam téc dung
——> Hoat hda/ thic ddy tic dung

Té bao vi khudn Gram am

Hinh 1.2. Vai tro cua LPS trong ddc luc cua K. pneumoniae [15]
Tac nhan gay bénh cua K. pneumoniae c6 lién quan dén su hién dién ctia mot
sd gen doc luc ma hoa cac yéu to doc luc va cho phép no tin cong hé théng mién dich
ctia vat chil va dan dén nhiéu loai bénh: biéu hién khang nguyén O lipopolysaccharide

(LPS) va vé polysaccharide (khang nguyén K) (dugc ma héa boi cac locus K va O
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khéac nhau), siderophore enterobactin (ent locus), va fimbriae loai I va loai III (fim va
mrk locus) [16]. V& capsule 1a mot ma tran polysaccharide ngoai bao bao boc quanh
vi khuan va dugc san xudt qua muc & cac chung K. pneumoniae siéu doc
(hypervirulent K. pneumoniae - Hv-Kp). LPS 1a mot phan khong thé thiéu ciia mang
ngoai va dugc san xuat boi ca ching thudng va Hv-Kp. Céc fimbriae loai I va loai 111
1a cac cu tric két dinh c6 mang, tao diéu kién thuan loi cho viéc gén va bam va cac
té bao vat chu, dong thoi tham gia twong tac voi dai thuc bao, hinh thanh biofilm [17].
Céc yéu t6 doc luc cta K. pneumoniae di dugc mo ta chi tiét nhu trong Hinh 1.3. C6
thé phan loai K. pneumoniae theo nhiéu hé thong khac nhau. Vé kiéu huyét thanh bé
mat, hai hé thong quan trong nhat 1a K-antigen, twong tmg véi polysaccharide ciia
capsule, va O-antigen, tuong (mg v&i polysaccharide ciia LPS. Trong khi hé thong K-
antigen c6 sO lugng va mirc d6 da dang rat 16n, s6 lugng O-antigen cua K. pneumoniae
it hon dang ké. Bén type O1, 02, O3 va 05 di duoc chimg minh chiém khoang 90,1%
trong mot bo suu tip gom 645 chung xam 14n da qudc gia. O1 dic biét dang cha y vi
c6 lién quan véi cac ching da khang thubc [18]. Dbi véi K. pneumoniae, ciu triic
LPS gdm lipid A—core—O-antigen, trong d6 O-antigen 1a ving da dang nhat nhung s
luong type twong ddi han ché so voi K-antigen, lam cho O-antigen tré thanh mét dich
tiém nang dé phat trién aptamer.
Ching ¢6 dién Chidng siéu doc
_..\-)).9 Khang nguyén K
v Khang nguyén O
==c=e Fimbriae loai 3
-——a Fimbriae loai 1
€ Enterobactin
€ Yiersiniabactin
Salmochelin

& Aerobactin
© Fe?*

Hinh 1.3. Céac yéu t doc lyc ctua K. pneumoniae [17]

Mot nghién ctru giam sat da trung tdm gan day trén 1.000 ching vi khuan giy
nhiém trung duong ho hap dudi tai sau bénh vién & Viét Nam di sir dung VITEK-
2/Phoenix M50 dé dinh danh, két hop E-test hodc vi pha lodng dé xac dinh MIC va
PCR da mdi dé phat hién cac gen khang thudc. Két qua cho thiy su xuat hién cia
P.aeruginosa va K. pneumoniae lan luot 13 21,0 % va 18,6%. Hai loai nay thuéc nhém
cac tac nhan Gram am quan trong nhat dugc phéan lap tir nhiém tring dudng hd hap
dudi tai cac bénh vién Viét Nam [19]. Khang thudc da tré thanh mot tham hoa toan
cau, de doa strc khoe cong déng. Vi¢e st dung khang sinh phé rong qué muc va khong

dung cach trong nhimg nam gan day da lam gia ting dang ké tinh trang khang thudc
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& K. pneumoniae. Sau cac ching K. pneumoniae san xuat p-lactamase pho rong, cac
phan 1ap K. pneumoniae khang carbapenem (CRKP) xuat hién tré thanh mdi quan
ngai 16n vé strc khoe cong dong toan cu cé lién quan dén ty 1¢ mac bénh va tir vong
cao. Ty 18 tir vong gop lién quan dén nhiém tring CRKP dugc ude tinh dao dong tir
37,2% (95% CI, 33,1%—41,4%) dén 42,1% (95% CI, 37,1%—47,3%) [20]. Khang
carbapenem & 4. baumannii, P. aeruginosa va K. pneumoniae lan luot 1a 69,1%,
44 4% va 2,9% tai Viét Nam. Gan 85% bénh nhan ICU dugc sir dung khang sinh,
khang sinh beta-lactam phé rong (cephalosporin thé hé 3, 4 va carbapenem) va
fluoroquinolone 1an lugt chiém 39,7% va 19,4% tong luong khang sinh dugc sir dung
tai cac ICU Viét Nam. Cac nghién ctru cho thdy mét s trinh ti nguy co cao cia
P.aeruginosa cb6 mdi twong quan chit ch& véi cac O-serotype dic hiéu. Trong do,
ST235 thuong lién quan serotype O11, ST111 lién quan O12, ST132 lién quan O6 va
ST244 lién quan O5. Serotype O11 dugc xem 13 kiéu huyét thanh vu thé ¢ cac ching
da khang thudc (MDR/XDR) va thudng xuat hién & cac dong nguy co cao luu hanh
toan cau nhu ST235, ST308 va ST357 [21]. Tai Viét Nam, hai muoi chung
P.aeruginosa khang carbapenem (CRPA) da dugc phan 1ap tir mau ngody truc trang
cua cac bénh nhan nhap khoa hoi suc tich cuc (ICU). Két qua kiéu trinh tu da locus
(multilocus sequence type — MLST) chiém wu thé l1a ST308, chiém 50% (10/20) s
chung phan lap. Pang chu y, 70% (14/20) cac chung CRPA mang gene ma hoa
metallo-B-lactamase (MBL), trong d6 blaNDM-1 13 gene phd bién nhét véi ty 1& 86%
(12/14), tiép theo 1a blaIMP-26 chiém 14% (2/14) [22]. Vo va cong su nghién ctru
224 chung P. aeruginosa phan lap tai Bénh vién Nhan dan Gia Dinh trong ndm 2019.
Vi khuan dugc phan 1ap chu yéu tir cac trudng hop viém phdi va nhiém triung da, mo
mém. Nghién ctru cho thiy ty 16 MDR va XDR lan luogt 13 7,1% va 20,5% [23]. Déi
v6i K. pneumoniae, nghién ctru kiéu gen da khang thudc da thu thap dugc 68 STs véi
su ndi troi ciia ST15 (34%) va ST16 (30%); cac gen khang thudc gap pho bién la
blaNDM (54,45%), blaOXA (46,51%), blaKPC (45,07%), blaCTX (51,80%), blaSHV
(98,44%), blaTEM (52,16%) [24]. Cac dong nguy co cao cua K. pneumoniae nhu
ST11-KL64, ST15-KL112 va ST16-KL51 thuong lién quan dén cac O-type dic hiéu
nhu O1v1/04, 03/03a, O2v1 [25]. Két qua tir Mang ludi Giam sat Khang thudc Viét
Nam (VINARES) cho thay ty 1¢ khang khang sinh ting cao — cu thé, ty 1& vi khuan
sinh Beta-lactamase pho rong tang gip 4 1an trong giai doan 2016-2017 so véi 2012—
2013 [26]. Nhitng xu hudng nay phan 4nh thach thirc 16n ctia hé théng y té qubc gia
trong viéc ddi phé véi tinh trang khang khang sinh (AMR).
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Trudce thuc trang do, cadc nha hoach dinh chinh sach va co quan lién quan da ban
hanh nhiéu chién lugc, chuong trinh hanh dong va b6 tri kinh phi nham kiém soat va
ngan ngira sy lan rong cia AMR [12]. Véi sy hd tro tir cac ngudn tai trg quoc té va
B0 Y té Viét Nam, nhiéu hé théng giam sat nhu VINARES va SOAR (Survey of
Antibiotic Resistance — Khao sat vé khang khang sinh) di duoc thiét 1ap dé theo doi
ty 1¢ khang thudc cta cac tic nhan gay bénh quan trong trong bénh vién [27]. Tai céac
bénh vién Viét Nam, ty 1& khang thudc ngay cang ting & cac ching vi khuan
Acinetobacter baumannii khéang carbapenem (CRAB), P.aeruginosa khang
carbapenem (CRPA), Escherichia coli khang cephalosporin thé hé 3 (3GCREC), K.
pneumoniae khang cephalosporin thé hé 3 (3GCRKP), va Staphylococcus aureus
khang methicillin (MRSA) da dat muc bao dong [27]. Pang chu y, nhiing tdc nhan
nay déu nam trong danh myc “tac nhan vu tién” ctia T6 chirc Y té Thé gisi (WHO)
dugc cong bd vao cac ndm 2017 va 2024, nhan manh su can thiét cép bach cua cac
nghién ctru chan doan phat hién va phuong phap diéu tri méi nham ddi phé voi cac

nhiém khuan khang thudc.

1.2. Cac phwong phap phat hién va dinh lwgng vi khuan P.aeruginosa va
K.pneumoniae

Kiém tra béng kinh hién vi, nhan dang sinh hoa va thiét bi phat hién vi khuén tu
dong nhu hé théng VITEK 2 thuong dugc su dung dé phat hién vi khuén dua trén hé
thong kiéu hinh. Tuy nhién, chiing c6 d6 nhay thap va ton nhiéu thoi gian do phai 0
trong vai ngay [28]. Gan ddy, cic nha khoa hoc da phét trién cac phuong phép thay
thé, bao gdbm MALDI-TOF MS [29], thé thuc khuan phéat quang [30]. Phép do phd
MALDI-TOF MS 1a mét kiéu ion hoa khéi phd méi, duge st dung dé 1ap ban d6 phod
protein ctia vi sinh vat. Dir liéu khdi phd cua vi sinh vat 1am sang duoc so sanh véi
co sO dir li¢u protein ti€u chuan cta hon 8000 chung vi sinh vat da biét dé dat duogc
muc dich xac dinh. Phan tich MALDI TOF MS cho phép dinh danh chinh xac loai vi
sinh vat, bao gébm vi khuan gram am, gram dwong, vi khuan ky khi, vi khuan hiéu
khi, nAm méc... Do tinh nhanh chong, chinh xac, nhay, tu dong va thong lugng cao,
MALDI-TOF MS da tr¢ thanh mot cong nghé xac dinh nhanh vi sinh vat dugc str
dung trong chan doan 1am sang, giam sat moi truong va cac nghién ctru phan loai vi
sinh.

Ngoai ra, cac phuong phap mién dich hoc, bao gdm xét nghiém hap thu mién
dich lién két véi enzyme (ELISA), kiém tra mién dich (IBT), mién dich huynh quang,
dién di mién dich va xét nghiém phong xa pha ran ciing di duoc sir dung. Céac ky
thuat mién dich hoc str dung lién két dic hiéu cao giita cac khang thé va khang

nguyén, tao diéu kién cho viéc phat hién dinh tinh hodc phat hién dinh luong dya trén
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cac phan ung cu thé do sy bat cip khang nguyén- khang thé. K§ thuat xét nghiém
mién dich hién dai di dat duoc sy phat hién c6 do nhay cao va da dugc phat trién
thanh nhiéu loai phuwong phap xét nghiém mién dich bang cich dua thém vao céc
phan Ung xtc tac bang enzym, huynh quang hoic déng vi ghi nhan nhu mét thude do
cu thé vé su bat cap khang nguyén-khang thé [31].

Phuong phap pho bién thir hai duoc dung 1a thir nghiém sinh hoc phén tir. Cac
phuong phap cu thé bao gdm phwong phap khuéch dai gen PCR thong thudng, PCR
dinh luong thoi gian thyc dya trén huynh quang, PCR da hop, k¥ thuat khuéch dai
dang nhiét, ky thuat lai huynh quang tai chd (FISH) st dung dau do axit nucleic peptit
(PNA), phwong phap phét hién tai chd dua trén aptamer, phuwong phap PCR-ELISA.
Cung véi sy phét trién ctia phuong phap PCR trong nhitng nim 1980 va sy phat trién
lién tyc cua phuong phap sinh hoc phén tir, nhiéu phuong phép xét nghiém sinh hoc
phan tir hiéu qua da dugc ap dung rong rii cho viéc phat hién mam bénh va cung cap
co s¢ k¥ thuat cho diéu tra dich t& hoc, phat hién mam bénh, va kiéu gen cua mam
bénh. Vi sy phat trién ciia k¥ thuat sinh hoc phén tir, phuong phéap duya trén sinh hoc
phan tir gitip phat hién nhanh chong cac loai vi khuan gay nhiém khudn bénh vién
hién nay. Di véi viée xét nghiém dé phat hién chung K. pneumoniae, phuong phap
LAMP cho thiy gi¢i han phat hién thip hon 10.000 lan so véi phuwong phap PCR,
déng thoi d§ nhay cling dugc bao céo 1a cao hon ddi voi mét sd chung duoc thu
nghiém [32]. Phuong phap LAMP ciing thé hién su uu viét trong viéc c¢6 thé quan sat
thong qua sy quan sat do duc ctia dich phan tng bang mat thudng dé dinh tinh su co
mat hay khong ctia gen gdy bénh. Nghién ciru phat trién phuong phap LAMP dic
hi€u cho P. aeruginosa, st dung gen ma hoa mot protein gia dinh dac hiéu lam dich.
Tac gia thu thap 52 miu méi truong tai Thanh phé H6 Chi Minh, trong d6 5 chiing
dugc xac nhan 12 P. aeruginosa bang giai trinh tu gen 16S rRNA. Phuong phéap
LAMP dat d6 dac hiéu 100% va gidi han phat hién dugc bao cdo la 1 pg/uL [33].
Viéc sir dung phuong phap LAMP dé phat hién ra P. aeruginosa ciing da dugc dem
ra so sanh véi phuwong phap PCR truyén théng trong mot cong bd vao nam 2019 [34].
Nghién ctru chi ra ring do dic hiéu ctia phuong phap LAMP tuong duong véi PCR,
trong 150 mau thudc chung P. aeruginosa va 170 mau khong thudc ching P.
aeruginosa. Cac mau dwong tinh dugc dem di pha lodng theo bac 1an luot dé kiém
tra d6 nhay cua phuong phap. Két qua chi ra rang xét nghiém LAMP c6 thé dat t&i
d6 nhay 1a 100 ban sao cho mdi phan tmg. Mot cong bd khac dong thoi trong nim
2019 nghién ctru & cac chung gay nhiém khuan bénh vién (bao gdm ca K. pneumonia
va P. aeruginosa) tir cac mau dich rira phé quan, phé nang (BAL), noi khi quan (EA)
va dich hit phé quan (BAS), v6i quy md 1a 58 miu BAL va 83 mau EA/BAS duong



22

tinh da duoc thir nghiém [35]. Pbi v6i cac mau BAL, phuong phap LAMP cho két
qua do dac hi€u lén téi 100% va do nhay 1a 86.3% (gia tri du doan duong tinh la
100% va gia tri du doan am tinh 13 50%) so v&i phuong phép nudi cdy truyén thong.
Trong khi do, ddi véi cac mau BAS/EA, xét nghiém cho théy d0o dac hiéu la 100% va
do nhay la 94.6% (gia tri dy doan duong tinh la 100% va gia tri dg doan am tinh 1a
69.2%). Co thé thay, phuong phap nay c6 thé dé dan téi duong tinh gia. Thém vao
d6, tuy thoi gian d3 rat ngan hon nhiéu so véi phuong phap nudi cdy truyén théng va
PCR thong thudng, nhung thoi gian dé hoan thanh xét nghiém van c6 thé 1én t6i 2
gid dong ho. Péi voi viée sir dung phuong phap ELISA cho viéc phat hién mam bénh
cta K. pneumoniae va P. aeruginosa ciing da c6 rat nhiéu nghién ctru duoc cong bé.
Mot nghién ctiru vao nim 2021 sir dung d6i tugng nghién ctru 1a dé dé chuan doan
mam bénh cta K. pneumoniae da cong bd gia tri ngudng (cut-off value) ciia phuwong
phap 14 0.28 véi d6 nhay phan tich dat téi 2,99 x 10’ CFUs/mL [36]. Su két hop giita
phuong phép PCR va ELISA ciing 1a mét huong da dugc khai thac trong vi¢c phat
hién P. aeruginosa tir cac mau ly tir cac chai cdy mau BACTEC duong tinh [37].
Céc doan moi PCR duoc thiét ké dé nham muc tiéu trinh ty 249 bp cua gen oprl & P.
aeruginosa. Pau do duoc danh dau biotin (PA3) nhim muc tiéu dén mo tip cu thé
ctia loai da duoc lai véi cac san pham khuéch dai duoc gan nhan digoxigenin tir P.
aeruginosa va duoc bat trén cac dia vi mo phu streptavidin. O day, PCR-ELISA dugc
ching minh 1a ¢6 d6 déac hi€u cao dé xéac dinh P. aeruginosa va nhay hon gép 10 lan
so v&i phuwong phap phat hién dua trén gel agarose bang cach sir dung ciing mot cip
mdi, voi gidi han phat hién ¢ 10 fg mau. Phuong phap PCR-ELISA duoc phat trién
trong nghién ctru ndy c¢6 d6 nhay va do dic hiéu dat toi 100% d6i v6i 73 mau d6i
ching duong, 42 mau ddi chimg 4m ciing nhu v6i 25 miu 1am sang chua xac dinh.
N6 gitp lam giam dang ké thoi gian dé xac dinh mam bénh P. aeruginosa tir cac chai
cdy mau BACTEC duong tinh tir 2-3 ngay xubng 6-8 gio. Nhung phuong phap
ELISA thi doi hoi thiét bi dac thu véi chi phi ciing khong hé thap véi thoi gian tién
hanh ciing khong phai 1a ngan. Dac biét vao cudi nam 2021, mét cong bd khoa hoc
trong viéc st dung két hop cta phuong phap khuéch dai hd tro tai to hop va dong
chay bén (RAA-LFD) di dua ra nhitng con s6 kha an tugng vé gii han phat hién va
d6 dac hiéu ciia phuong phap. Phuong phap RAA-LFD c6 d6 dic hiéu cao dbi voi K.
pneumoniae va khong cho thay phan tmg chéo véi cac mam bénh khac. Ngoai ra, gidi
han phat hién cia RAA-LFD d6i voi K. pneumoniae 12 20 fg genomic DNA va 2,5 x
102 CFU/mL cta vi khudn trong mdi trudng nudi cdy thuan khiét, cao hon 100 1an so
voi PCR. Ngoai ra, d§ chinh xac phat hién cia RAA-LFD cao hon so v6i phuong
phap PCR (95,3%) [38]. Tuy vay, thoi gian dé ap dung phuong phap van 1én toi vai
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gid dong hd. Ngoai ra, hién tai con ¢ cac phuong phap dua vao phét hién san pham
chuyén hoa tao ra bdi K. pneumoniae va P. aeruginosa, 1a cac d4u 4n sinh hoc dic
trung cua chung. béi voi K. pneumoniae, d4u 4n sinh hoc duoc lua chon 1a cac
peptide dugc san sinh ra trong huyét thanh. Chung dugc phan tich dwa vao cac khbi
phd thong qua chay may LC-MS (MALDI-TOF MS) trong mdt cong bd vao nim
2021. Po chinh xac, do diac hiéu va d6 nhay cta mo hinh duoc xac dinh lan luot 1a
79,66%, 81,48% va 78,12% [39]. Con ddi véi P. aeruginosa, pyocyanin chinh 1a mét
d4u 4n sinh hoc quan trong ddi véi mam bénh nay. Cubi nim 2020, mdt nhom tac gia
d3 dwa ra mot bai tong quan vé viéc ing dung dién hoa trong viéc phat hién pyocyanin
[40]. Trong bai bao, mdt théng ké chi tiét vé cac loai vat liéu va ngudng gidi han da
dugc trinh bay 6 rang. Carbon dugc thong ké 1a dién cuc hiéu qua nhat voi ngudng
phat hién tuyén tinh 14 0-100 pM véi ndng do cua pyocyanin. Viéc ap dung phuong
phap nay cho cic mau 1am sang da thyc su thanh cong. Két qua dién hoa duoc kiém
nghiém so sanh v&i két qua tir phuong phap sinh hoc phan tir, cho thiy d6 nhay 71%
va d6 dic hiéu 1a 57% dé phat hién P. aeruginosa. Ung dung phuong phap dién hoa
nay, mot cong bd khoa hoc nam 2020 da xay dung mdt mo hinh thiét bi vo cing don
gian dé c6 thé xac dinh mam bénh P. aeruginosa tu dich tiét cua nguoi, nudc sinh
hoat, bé mit nhiém khuin ciing nhu méi trudng LB nudi cdy voéi ham luong
pyocyanin dit mirc nmol/L, twong dwong mét luong nho té bao vi khuan (~100 té
bao) trong thoi gian ngan. Tuy nhién, cac phuong phép trén déu c6 nhimng vu diém
riéng nhung van ton tai mit han ché do nguy co 6 nhiém mau van chua duogc giai
quyét, tiéu ton rat nhiéu thoi gian, lao dong va chi phi, doi hoi nhan vién duge dao
tao dé thuc hién cac xét nghiém thuong ndy. Vi vay, cic phuong phap xét nghiém
nay thudng dugc thuc hién tai cac co so'y té tuyén trung wong, kho phd bién & cac co
sO'y té dia phuong.

Cac phuong phap mién dich nhu ELISA ting dung hat nano (nano-ELISA) va
sic ky mién dich dong chay bén (LFIA) da dugc ung dung rong rai trong phét hién
vi sinh vat nho thoi gian phéan tich nhanh, chi phi thap va kha ning trién khai trong
1am sang. Tuy nhién, cac phuwong phap nay phu thudc vao khang thé, von c6 tinh 6n
dinh va d¢ tai lap han ché, 1am giam hi¢u qua trong nhiing diéu kién ung dung thyuc
té. Trong boi canh dé, cac hé thong phat hién duwa trén aptamer va cam bién sinh hoc
(biosensor) dang ndi 1én nhu giai phéap thay thé tiém nang cho khang thé nho do dic
hi¢u cao, kha nang téng hop nhan tao, chi phi thép va do bén vuot troi.
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1.3. Aptamer: dic diém, phwong phap sang loc va ing dung trong phat hi¢n
vi khuin

Aptamer duoc phét hién 1an dau vao nim 1990 thong qua hai nghién ctru doc
1ap cua Ellington va Szostak va cta Tuerk va Gold. Ellington va Szostak chung minh
kha nang lya chon cac RNA c6 kha nang lién két dic hiéu véi cac phan tr nho, trong
khi Tuerk va Gold phat trién phuong phap Systematic Evolution of Ligands by
Exponential Enrichment (SELEX) dé lua chon céc ligand acid nucleic c6 ai luc cao
v6i phan tir dich. Hai cong trinh niy dit nén moéng cho sy phat trién ciia cong nghé
aptamer hién dai [41]. Aptamer c6 thé c6 ban chat 1a DNA hoic RNA va thuong duoc
lwa chon tir cac thu vién oligonucleotide tong hop c6 do da dang trinh tyr rat 16n bang
cac phuong phap chon loc in vitro, phd bién nhat 13 ki thuat SELEX [42]. DNA
aptamer thudng c6 vu diém vé d6 on dinh hoa hoc va kha ning chéng lai sy phan hiy
bdi nuclease t6t hon RNA trong nhiéu diéu kién. DNA ciing thuan loi cho tong hop
héa hoc, khuéch dai bﬁng PCR va tao lai dang mach don sau mdi vong SELEX. Do
d6, DNA aptamer duoc sir dung rong rii trong cic nghién ciru phat trién phan tir nhan
biét cho hé théng phat hién sinh hoc. RNA aptamer c6 kha nang tao ra cac clu trac
bac ba phtrc tap nho sy linh hoat cua duong ribose va nhom 2’-OH. Pac diém nay
cho phép RNA aptamer hinh thanh cac ciu triic lién két da dang va nhan biét nhiéu
loai phan tur dich. Tuy nhién, 6 nhay véi RNase la mét han ché quan trong, dac biét
khi g dung trong cdc mau sinh hoc phuc tap. Cac chién luge bién dbi hoa hoc
nucleotide da dugc phat trién nham cai thién dd bén cua RNA aptamer. Khac véi cac
doan acid nucleic chi dong vai trd luu trit hodc truyén dat thong tin di truyén, cac
aptamer hoat dong nhu cac phan tir nhan biét phan tir, c6 kha niang phan biét va lién

két v6i cac phan tir dich co diac diém ciu tric phu hop [43].

Hién nay, vi¢c sir dung aptamer ga"m dac hiéu ph?m tur dich da dugc str dung rong
rii do nhiéu ddc diém vuot trdi hon so véi khang thé. Nhitng wu diém nay bao gdm
nhung khong gidi han & (1) chi phi tong hop in vitro thap, (2) kha ning dé dang hoat
hoa véi cac chat khac nhau nhu fluorophores va vat liéu nano, (3) ai luc lién két véi
phan tir dich cao, (4) d6 chon loc phan tir dich cao, va (5) 6n dinh tai nhiét do phong
[44,45]. Cac thudc tinh ndy cia aptamers tao co hoi thay thé cac khang thé bang
aptamers & tat ca cac ki thuat chan doan c6 thé c6 [46]. Hon nifa, trai ngugc v6i khang
thé, aptamer c6 thé duoc tao ra dé gin dic hiéu vai bat ky phan tir ndo bat ké kich
thuéc hodc kha ning sinh mién dich ctia n6 [47]. Do d6, cong nghé nay da duogc su
dung mot cach phd bién dé tao ra aptamer dé gin dac hiéu voi cac phan tir dich khac

nhau, tir cac ion (Hg, As), cac phan tr nho (thudc trir sdu, axit amin, khang sinh),
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protein, enzyme va thim chi dé gan dic hiéu véi cac té bao vi khuan va ung thur [48].
Mot dic diém quan trong cta aptamer 1a kha ning tu cudn gap (folding) thanh ciu
trac khong gian dic hiéu. Mic du 14 cac polymer mach don twong ddi linh dong, trinh
tu nucleotide ctia aptamer khong ton tai hoan toan & trang thai kéo dai ma co thé tu
tuong tac thong qua bat cip base va cac tuong tic ndi phan tir khac, tir d6 hinh thanh
cac cau triic thir cip va bac cao hon. Chinh qua trinh cudn gap nay tao nén cac bé mat
va hoc lién két c6 hinh dang, dién tich va dic tinh hoa hoc phu hop voi phan tir dich
[49]. Dac biét ddi véi protein, cac cAu tric ba chiéu cua aptamer co thé tao nén bé
mat tiép xtc véi epitope twong tu nhu cach ving nhan dién ciia khang thé tuong tac
v6i khang nguyén. Céu trac linh dong ctia khung xuwong dudng phosphat cho phép
cac nucleotide dugc dinh huéng trong khong gian, dua cac nhoém chie phut hop dén
gan céc vi tri tuong tac trén phén tir dich [50]. Sau khi hinh thanh céu trac khong gian
phu hop, aptamer nhan biét va lién két voi phan tir dich thong qua sy phdi hop cua
nhiéu loai twong tac khong cong hoa tri. Cac tuong tac thudng gip bao gdbm lién két
hydro, tuong tac tinh dién, tuong tdc Van der Waals, tuong tac ky nudc va tuong tac
xép chong n—n giira cac base thom va cdc nhom chirc hodc vong thom cua phan tir
dich. Khong mdt loai tuong tac don 1€ nao nhét thiét quyét dinh toan b ai luc; thay
vao d6, nhidu twong tac yéu c6 thé phdi hop tao nén phirc hop aptamer—phan tir dich
c¢6 do on dinh cao [51].

Pé sang loc aptamer, quy trinh SELEX thudng bao gdm cac budc sau: Thu vién
axit nucleic dugc tron v4i phan tir dich dé tao thanh mot phirc hop, axit nucleic lién
két dugc thu thap tir hdn hop khong lién két bang cach s dung vat liéu phan tach
(vach ngan). Sau do, cac axit nucleic da tao thanh phirc hgp dugc rira giai khéi phan
tir dich lién két dé khuéch dai cac ung vién aptamer (khuéch dai), va ssDNA duoc
tach ra khoi soi khac dé tién t6i vong SELEX tiép theo (tach). Cac chu ky nay dugc
lap lai cho dén khi phéan 1ap dugc cac phan tir axit nucleic co 4i luc lién két cao va
cac dic tinh riéng cho phan tir dich [52]. Trong quy trinh SELEX, budc tach chiét cac
phan tir aptamer dic hiéu tir hon hop cac phan tir aptamer khong dic hiéu 1a diéu can
thiét dé chon loc thanh cong. Ké tir nam 1990, khi cong nghé SELEX lan dau tién
duogc gidi thiéu, cac k¥ thuat khac nhau di duoc phat trién dé tang tinh dic hiéu cia
phan tmg. N6i chung, cac phuong phap SELEX truyén thong thuong duya trén viéc
“loc” va “lam sach c0t” voi phuong phap loc sit dung mang nitrocellulose lam vat
lidu 4i luc va loai boé cac phan tir axit nucleic khong lién két bang bo loc. Phuong
phap lam sach cot sir dung mdt cot cd muc ti€u ¢ dinh bat gilr cac ung vién aptamer
trong dong thu vién axit nucleic di qua. Nhing k¥ thuat ndy c6 nhiing han ché, chang

han nhu kha nang tuong tac khong dac hi¢u cia cac axit nucleic véi vat li€u c6 ai luc
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din dén nang suat va do tinh khiét thdp va tén nhiéu thoi gian. Trong nd luc khac
phuc nhiing han ché nay, cic phién ban sira doi cia SELEX da dugc phat trién dé
tang do tinh khiét va nang suét clia cac aptamers dac hi€u va tao diéu kién thuan loi
cho mdi budec SELEX [53]. Quy trinh SELEX dugc thuc hién nhu md ta trong Hinh
1.4.
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Hinh 1.4. Quy trinh SELEX (Systematic Evolution of Ligands by EXponential
Enrichment) [54]

Céac phuong phap SELEX hién nay dang duoc phat trién bao gom: IP-SELEX
(immunoprecipitation-coupled SELEX), capture-SELEX, cell-SELEX, CE-SELEX
(capillary electrophoresis-SELEX), M-SELEX (microfluidic-SELEX), AFM-
SELEX (atomic force microscopy-SELEX), AEGIS-SELEX (Artificially Expanded
Genetic Information System-SELEX), Animal-SELEX. Uu va nhugc diém cua cac

Rira giai va
khuéch dai

Aptamer da
dugc lam giau

phuong phap nay dugc liét ké trong Bang 1.1.

Bang 1.1. Pic diém, vu diém va nhuoc diém cua cac phuong phap SELEX [54]
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Céc aptamer dugc chon loc gén
Aptamer dugc chon véi dich trong moi truong tu
Animal-  loc tryc tiép trong co nhién ciia ching Tén nhiéu thoi gian
SELEX  thé mo hinh dong vat  Khong yéu cau nghién ciru trude  thyc hién
song vé phan tir dich
Toi thiéu héa céc bude tbi tu

Céc aptamer duoc lya chon qua qua trinh SELEX véi ai lyc va tinh dac hiéu cao
c6 thé tiép tuc duoc khai thac nhu cac phan tir nhan biét sinh hoc trong cic hé thong
cam bién sinh hoc. Su két hop gitra kha ndng nhan dién dac hi¢u ctia aptamer va cac
co ché chuyén ddi tin hiéu di tao co sé cho su phat trién cua cic cam bién dua trén
aptamer (aptasensor), m¢ rong kha ning tmg dung aptamer trong phat hién va chan
doén sinh hoc. Trong linh vuc phéat hién vi sinh véat, aptasensor da dugc nghién ctru
nhu mot hudng tiép can tiém nang nham phat trién cac phuong phap phat hién nhanh,
nhay va dic hiéu cac vi khuan gdy bénh. Aptamer c6 thé duoc thiét ké dé nhan dién
tryc tiép cac thanh phan dic trung trén bé mat té bao, nhu protein mang ngoai,
polysaccharide, lipopolysaccharide (LPS), cac yéu té doc luc hodc toan bo té bao vi
khuan sau d6 duoc tich hop véi cac hé thdng chuyén ddi tin hiéu quang hoc, dién hoa
hodc vat liéu nano dé tao tin hiéu phat hién.

Nhim phat hién sy c6 mat cua P.aeruginosa , nhiéu aptamer dac hi¢u da duogc
phan lap. La cac phan tir nhan dang sinh hoc dac hi¢u, cac aptamer da cung cép cac
cong cu hiéu qua cho phat hi¢n nhanh, chan doan sém va hudng téi viée diéu tri tring
dich d6i voi P. aeruginosa.
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Hinh 1.5. Céc loai cam bién sinh hoc dya trén aptamer phat hién vi khuan

P.aeruginosa [55]
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Viéc tich hgp mot aptamer lam thy thé sinh hoc véi mot b chuyén doi quang
hoc s& tao ra mot cam bién aptamer quang hoc. Cam bién aptamer quang hoc dugc
phan loai thanh huynh quang [56], cong hudng plasmon bé mat (SPR) [57], cong
hudng plasmon bé mit cuc bd (LSPR) [58], do mau [59] va tin xa Raman ting cudng
bé mit (SERS) [60]. Céc loai cam bién phat hién P.aeruginosa dugc mé ta trén Hinh
1.5. Cam bién sinh hoc dua trén aptamer (aptasensor) sir dung huynh quang dugc phat
trién tmg dung fluorescein isothiocyanate (FITC) va quantum dot (QD) dé gan nhén
aptamer gitip phat hién P.aeruginosa, md hinh lién hop aptamer gin nhan FITC va
QD duoc md ta trén Hinh 1.6. Phuong phap nay c6 thé phat hién dugc ca té bao vi
khuan trong nudc udng véi gidi han phat hién 1a 5,07 té bao/mL, gi6i han dinh luong
1a 5,64 té bao/mL va gidi han tuyén tinh 1a 100 té bao/mL [61].
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Hinh 1.6. M6 hinh aptamer gan nhan huynh quang v6i QD va FITC (A) lién hop cua
QD va aptamer khong chtra spacer (B) chira spacer (C) FITC-gén nhén aptamer [61]

Mot mo hinh aptasensor gan nhin huynh quang khac dugc tng dung d6 1a lai
aptamer voi sgi DNA bd sung danh déu carboxyfluorescein (FAM-cDNA) két hop
v6i phan tach tur tinh [62]. Sau khi phan tach tir tinh, lugng vi khuan c6 thé duge dinh
luong bang cach xac dinh cuong do huynh quang (Aexc/em = 494/525 nm) cta dich
ndi phia trén c6 chita FAM-cDNA. Phuong phép phat hién nay cho phép lam giau
chon loc va xac dinh vi khuan bang phép do huynh quang nhay trong méot bude duy
nhat. Xét nghiém cé phan tng tuyén tinh voi logarithm ciia ndng d6 P. aeruginosa
trong khoang tir 10 dén 108 CFU/mL, véi giéi han phét hién dén 1 CFU/mL. Qué
trinh phat hién c6 thé duoc thuc hién trong vong 1,5 gid. M6 hinh gin
aptamer&F AM-cDNA va quy trinh phét hién P.aeruginosa 3 dugc mo ta cy thé trén
Hinh 1.7.
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P.aeruginosa [62]

Mot aptasensor khac dé chan doan P.aeruginosa 14 loai cam bién duoc phét trién
bang cach sir dung cac cham carbon phéat quang (carbon dots - CD), 13 cac dau do
huynh quang va ddi voi nguyén td quenching, graphene oxide (GO) da duoc st dung.
Cam bién aptasensor ny c6 thé phat hién P.aeruginosa trong cac mau nudc véi gidi
han 13 9 CFU/mL va vé6i khoang phat hién tir 10 dén 107 CFU/mL [63]. Pdi véi cac
cam bién dién hoa, mot aptasensor di€n hoa st dung céc hat chitosan c6 kich thudc
nano (NCs) dd dugc phat trién dé phat hién P.aeruginosa v6i @6 nhay cao. Giéi han
phat hién ciia cam bién nay 1a 3 CFU/mL va pham vi tuyén tinh 1a tir 10' dén 107
CFU/mL. Aptamer dic hiéu véi P.aeruginosa duge gian cong hoa tri voi bé mat dién
cuc carbon thily tinh, duoc bién tinh bang NCs. Aptasensing trong nén tang niy duoc
do luong thong qua phuong phap quang phd tré khang dién héa (electrochemical
impedance spectroscopy) va phuong phap von ké tuan hoan (cyclic voltammetry)
[64]. Trong mdt nghién ctru khac, mdt Aptasensor di€n hoa dua trén NanoZyme cé
d6 nhay cao dé phat hién nhanh P.aeruginosa trong nuée di dugc phat trién véi gisi
han phat hién 1a ~60 CFU/mL va pham vi tuyén tinh tir 60,0 dén 6,0 x 10”7 CFU/mL.
Trong nén tang cam bién nano nay, tinh ning NanoZyme giong nhu peroxidase cta
cac hat nano vang da dugc su dung va dugc tich hop voi cac aptamer dac hi€u véi
P.aeruginosa [65]. Trong mot nghién ctru khac, hai aptamer da dugc chon loc dac
hiéu vé6i peptidoglycan ciia cac tic nhan gy nhiém tring huyét (bon vi khuan gram
duong va bay vi khudn gram am), trong d6 c6 hai vi khuin P.aeruginosa va
K.pneumoniae v&i hiéu qua lién két cao, aptamer c6 gia tri hing sd ai luc (affinity
constant Kq) 16n ddi v6i K. pneumoniae 13 256.10 + 47.89 nM [66]. Dbi véi viéc phat

hién nhanh P.aeruginosa, mot nghién ctru da bao céo vé viéc phat trién xét nghiém
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multianalyte phat hién cac chi dau sinh hoc gdy viém va DNA ciia mam bénh dong
thoi tir cing mot mau trong vong 35 phit. Qua trinh khuéch dai va gan nhin tuong
thich véi protein bién thong tin acid nucleotide thanh nguyén tic do luong dé phat
hién protein. Sy két hop v6i kha nang phat hién nhanh thong qua xét nghiém mién
dich dong chay bén cho phép phan tich nhanh chong va don gian nhiéu 16p phan tir
sinh hoc sir dung céac diéu kién xét nghiém giéng hét nhau. Dé chirng minh tinh kha
thi ctia Xét nghiém Multianalyte, cytokine tién viém interleukin-6 (IL-6) va gDNA
ctia mam bénh co hoi P. aeruginosa dugc st dung. Gidi han phéat hién 1a 4 ng/mL IL-
6 va 70 ban sao/phan tung P. aeruginosa gDNA dap ing pham vi phit hop vé mat lam
sang va do d6, co tiém ning to 10n trong viéc phat hién nhanh P.aeruginosa dé c6 cac
bién phap diéu tri kip thoi [67]. Nguyén li hoat dong ctia que phét hién dong thdi mot
sO chi ddu DNA va protein phat hién vi khuan P.aeruginosa duoc mé ta cy thé nhu
trén Hinh 1.8.
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Hinh 1.8. Nguyén li ciia que thir phat hién dong thoi mot sé chi ddu DNA va

protein phat hién vi khuan P.aeruginosa [67]

Doi voi viée phat hién K. pneumoniae nghién ctru da phat trién cam bién sinh

hoa dya trén ki thuat MIP (molecularly imprinted polymer). Phat hién dinh lugng

duogc thuc hién bang k thuat dién hoa dé do sy thay doi tin hiéu dién ¢ cac ving khac
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nhau. Nong d6 K. pneumoniae dao dong tir 10 dén 10° CFU/mL. Cam bién K.
pneumoniae dua trén cong nghé MIP cua duoc chimg minh 14 dat dugc phan hoi
tuyén tinh cao, vdi gid tri R2 1a 0,9919. Thu nghiém d nhay cam ciing dugc thuc
hién trén vi khuan c6 ciu tric twong tu nhu K. pneumoniae. Két qua d6 nhay cho thay
cam bién sinh hoc K. pneumoniae dua trén MIP véi dién cuc vang 1a nhay nhét, véi
7,51 (% ndng d6 dong dién/log twong dbi) khi so sanh véi cam bién MIP duoc ap
dung v&i P.aeruginosa va Enterococcus faecalis, noi do nhay lan luot 1a 2,634 va
2,226. Cam bién nay ciing c6 thé dat duoc gidi han phat hién (LOD) 12 0,012 CFU/mL
va gidi han dinh lugng (LOQ) 1a 1,61 CFU/mL [68]. Nguyén ly hoat dong ctia cam
bién sir dung cong nghé MIP duoc md ta chi tiét nhu trén Hinh 1.9.
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Hinh 1.9. Nguyén 1y hoat dong ctia cam bién dya trén cong nghé MIP véi sy chuan

bi polymer-GO trén dién cuc vang nham phat hién K. pneumoniae [68]

Pbi v6i cac cong nghé cam bién phat hién nhanh, L. Kristopher Siu va cong
su [69] da thiét ké va ché tao dugc que thir sic ky mién dich dya trén hat keo vang
phat hién nhanh vi khuan K. pneumoniae trong hai loai huyét thanh K1 va K2. Két
qua cho thay que thir ¢ giéi han phat hién (LOD) 1a 10° CFU va luu hanh 6n dinh
trong vong 6 thang khi dugc bao quan ¢ nhiét d6 phong. Khong co két qua am tinh
gia hodc duong tinh gia nao duoc quan sat va két qua twong duong so véi nhitng
phuong phap thu nghiém thong thuong nhu phuong phap PCR va phuong phép
ngung két huyét thanh. Hon nira, chiing ¢6 uu diém 13 khong doi hoi ngudi sir dung
phai co chuyén mén ky thuat va cho phép phat hién dic hiéu, nhanh chong va dong
thoi cac type huyét thanh K1 va K2 cua vi khuan K. pneumoniae. M6 hinh que thtr
phat hién dong thoi cac type huyét thanh K1 va K2 cua vi khuan K. pneumoniae duoc
mo ta chi tiét nhu trén Hinh 1.10.
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Hinh 1.10. C4c thanh phan ctia que thir nham phat hién K1 va K2 cua vi khuan K.
pneumoniae [69]

Mot cong trinh nghién ctru khac di dugc cong bd vé cam bién sinh hoc so mau
sir dung hat nano vang gan nhan dé phat hién mam bénh K.pneumoniae serotype K2
[70]. Vi su hién dién ctiia cac DNA va cac dau do oligonucleotide, mau sdc va budc
song hap phu cuia cac hat nano vang da c6 sy thay doi 16n, trong khoang 550-650 nm.
Ngoai ra, két qua cling cho thdy giéi han phat hién dat 15 x 105 CFU/mL va 9 pg/uL,
khi so sanh voi gioi han dudi cua phuong phap PCR 1a 1 pg/uL. Thém nira, viéc sur
dung hat nano vang gitp chi thi mau sic rd nét hon, giam dugc thoi gian do dac ciing
nhu cac yéu cau vé thiét bi chay va doc gel. Mot nghién ctru khac cong bd nam 2018
[71] vé phuong phap xét nghiém mién dich trén que thir dong chay bén dugc st dung
dé phat hién nhanh vi khuan K.pneumoniae, K.oxytoca, Raoultella ornithinolytica va
cac vi khuan lién quan trong thyc pham. Trong nghién ciru nay, hai kiéu phwong phap
dua trén cac dai thir nghiém da duoc phat trién dé phat hién nhimng vi khuan nay mot
cach don gian va nhanh chong. Mot phuong phap str dung cong nghé que thir dong
chay bén két hop v6i khang thé khang Klebsiella dugc danh dau bang cac hat nano
palladium lién két v6i vi khuan muc tiéu, cho phép phat hién sy c6 mit cia ching.
Phuong phap thtr hai, cac khang thé duoc ¢ dinh trén mang nitrocellulose va hoat
dong ctia enzym urease dugc do bang cach sir dung cam bién pH st dung transistor
hiéu (mg trudng nhay ion. Thir nghiém su két hop cta hai phuong phap nay duoc tién
hanh trén 72 chung nudi cdy da xac dinh thanh cong tit ca 25 ching K.pneumoniae,
K.oxytoca va Raoultella ornithinolytica. Phuong phap nay ciing xac dinh chinh xéc
76 trong s 77 (dat toi 99%) ching duoc phan 1ap tir thit va banh ngot. Khi két hop
v6i phuong phap tién nudi cdy, phuong phap nay da xac dinh chinh xac 19 trong s
26 (73%) vi khuan muc tiéu trong thuc pham. Nhitng két qua nay cho thay rang sy
két hop méi cta cac xét nghiém trén co s que thir sac ky mién dich dong chay bén
c6 thé hiéu qua cho viéc giam sat tai chd sy nhiém khuan cua cc nha may san Xuét
thuc pham va do d6 tang cudng duoc mirc d an toan thyc pham.

Gan day, nhiéu nghién ctru da tap trung phat trién cac hé cam bién aptamer mau

sac (colorimetric aptasensor) ung dung nanoenzyme va vat li¢u khung co kim (metal—
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organic framework, MOF) nham nang cao d6 nhay va toc 6 phat hién vi sinh vat gy
bénh. Mot trong nhitng hudng di n6i bat 13 cam bién sir dung cu traic MOF-on-MOF
lai ghép, tiéu biéu nhu h¢ Cu-MOF@PMOF (Fe) c6 hoat tinh tuong tu peroxidase. Hé
thong ndy van hanh theo co ché khuéch dai day chuyén, trong d6 16i Cu-MOF xtic
tac oxy hoa catechol tao H202, va 16p vo PMOF(Fe) tiép tuc st dung H20: dé oxy
hoa co chat TMB, cho phép tao tin hiéu kép & 370 va 652 nm giup ning cao déng ké
gi6i han phat hién (7 CFU/mL ddi voi chung K. pneumoniae mang gen KPC-2) (Hinh
1.11) [72]. Khi dugc chire ning héa bang aptamer dic hiéu véi timg ching vi khuén,
cam bién cho phép bat giit va dinh luong nhanh v6i d6 nhay cao (gii han phat hién
dén don vi CFU/mL) va thoi gian phan tng ngan (<1 gio). Hé thong nay ciing cho
thdy hiéu suat phuc hdi cao (91-112%) khi kiém nghiém trén cdc miu bénh pham
lam sang phtrc tap nhu huyét thanh, dich méat hay dich nao tiy, chirng minh tinh on
dinh va kha nang (mg dung thyc té. Nhing két qua nay cho thiy viéc tich hop aptamer
v6i vat liéu nano c6 hoat tinh enzyme 1a xu huéng ddy tiém nang trong phat trién cac
nén tang phat hién vi sinh vat nhanh, nhay va thich hop cho chan doén tai chd (POCT),
mo ra trién vong moi cho giam sat va kiém soat nhiém khuédn do vi khuan da khéng
thudc (MDR).
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Hinh 1.11. So dd minh hoa nén tang cam bién dya trén aptamer va vat liéu khung
co kim c6 do nhay si€u cao trong phat hién 1am sang K.pneumoniae mang gen
KPC-2 [72]

Vi su phat trién nhanh chéng, d c6 nhiéu budc dot pha dang ké trong cac quy
trinh tuyén chon, tong hop va bién doi cau triic aptamer, mo ra tiém ning (mg dung
rong rii cia chiing trong nhiéu linh vuc. Aptamer sé hitu nhiéu wu diém vuot trdi nhu
tinh 6n dinh cao, 46 dong nhat tt va chi phi san xuét thap, khién ching tro thanh ing
vién déy htra hen trong cac hé théng cam bién sinh hoc, dic biét 1a trong linh vuc xét

nghiém tai chd (POCT — Point-of-Care Testing). Hién nay, nhiéu loai cam bién sinh
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hoc dua trén aptamer, dugc phat trién theo nhiéu phuong phap khac nhau, da dugc
phé duyét st dung trong 1am sang hoac dang trong giai doan thu nghiém lam sang,

minh ching cho tiém ning Gmg dung thuc té rong 16n ctia cong nghé nay.

1.4. Nguyén Iy ciia k¥ thuat sic ky mién dich LFIA va ELISA truec tiép
LFIA 14 su két hop ciia mot hé théng sic ky (tach cac thanh phan ctia mot hdn

hop dua trén su khac biét trong chuyén dong ctia chung doc theo mang) va mot phan

g sinh hoéa (giira khang thé-khang nguyén hodc phan tir dich axit nucleic) [73]. Ca

khang thé va axit nucleic déu c6 thé duoc sir dung lam dau thu sinh hoc dé phat trién

que thir LFIA. Céac LFIA dugc goi 1a xét nghiém mién dich dong chay bén khi khang
thé dugc sir dung 1am dau thu sinh hoc. Trong qua trinh phét hién, mAu chat 16ng hoic
dich chiét chira chat phan tich muc tiéu di chuyén qua mang thong qua lyc mao dan

[74]. Mot dai LFIA dién hinh bao gdm bén mang xép chong 1én nhau di duoc dan

trén tam 16t dinh dé hoat dong 6n dinh va dé dang xir Iy. Bén méang tao nén mot dai

LFIA bao gom:

(1) Sample pad: mang hut mau 1a bo phan dau tién ctia que thir nhanh, c¢6 chtic ning
tiép nhan mau va phan phbi déu miu 1én toan b bé mat mang nitrocellulose
thong qua co ché mao dan. Vat liéu thuong st dung la sgi thuy tinh hoac
cellulose da dugc xur Iy hoa hoc nham loai bé tap chét, diéu chinh pH, va bod
sung chat dém hodc protein chin (blocking agents) dé giam hién tuong gan két
khong dic hiéu. Pic diém quan trong cia mang hiit mau 1 kha ning loc loai bo
cin, té bao hodc thanh phan gay nhidu, dong thoi diéu hoa téc d6 dong chay
nham dam bao mau di qua conjugate pad va mang nitrocellulose mot cach 6n
dinh. Trong san xuat, mang hut miu thudng c6 do day tir 0,51 mm, chiéu dai
1015 mm va duoc gin chong 1én dau conjugate pad dé tao su tiép xuc lién tuc,
gilr vai tro then chot trong viéc dam bao do chinh xac va do lap lai cua xét
nghiém.. Mot chirc ning khac ciia miéng dém mau trong mot s xét nghiém str
dung mau mau 13 dé thyc hién xir 1y trudc mau nhu tach cac té bao hong cau tir
nén mau;

(2) Conjugate pad: duoc goi la tim cong hop ndm ngay sau mang hat mau va chira
cac hat lién hop da duoc lam kho, thuong 1a hat nano vang, hat latex hodc hat
tir tinh gan khang thé, aptamer hay khang nguyén. Khi mau di chuyén qua, dung
dich s& tai hoa tan cac hat lién hop nay va dua ching theo dong chay dén mang
nitrocellulose, noi dién ra phan ting dic hiéu véi vach T va vach C. Vit liéu lam
conjugate pad thuong 13 sgi thuy tinh hodc polyester xdp, c6 kha nang giir va
bao vé hat lién hop trong trang thai kho 6n dinh, dong thoi giai phong nhanh va

hoan toan khi tiép xtic voi mau. Kich thudc dién hinh cua conjugate pad dai 8—
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12 mm, rdng twong ung v4i mang nitrocellulose, va thuong dugc xir Iy thém
bang dung dich bao quan (dudng, chit 6n dinh) dé duy tri hoat tinh sinh hoc ctia
tac nhan nhan biét. Chat luong va hiéu qua cua conjugate pad anh hudng truc
tiép dén cuong do va do ro cua vach tin hiéu, do d6 1a mot trong nhitng thanh
phan quan trong nhat quyét dinh d6 nhay ciia que thir;

(3) Mang nitrocellulose (NC): Mang nitrocellulose 13 thanh phan trung tim ctia que
thir nhanh, déng vai tro 1a nén tang dé c6 dinh vach thir (T line) va vach ching
(C line), dong thoi duy tri sy di chuyén mao dan ctia mau tir ving nap dén khu
vue doc két qua. Vat li¢u nitrocellulose co6 cAu tric xép, mang dién tich am nhe,
v6i kich thudc 16 trung binh khoang 8—15 pum va toc d6 mao dan dién hinh 90—
180 gidy/4 cm, cho phép kiém soat téc d6 dong chay va anh hudng truc tiép dén
d6 nhay ciing nhu d6 sic nét cta tin hiéu. Mang c6 kha ning gan protein cao,
thuong dat 100-200 pg/cm?, dam bao vige ¢ dinh 6n dinh cac phan tir sinh hoc
nhu khang thé hodc aptamer ma van duy tri duoc hoat tinh cta ching. Trong
san xuat, mang nitrocellulose thudng c6 d6 day khoang 100-150 pm, dugc dan
cd dinh trén nén nhua (plastic backing) v6i chiéu rong 20-30 mm trude khi cit
thanh cac dai nho 3—5 mm dé 1ap vao ciu tric que thir. Cac dic tinh nay giup
mang nitrocellulose tré thanh nén tang 1y tuong cho cac xét nghiém dong chay
bén, quyét dinh chét lugng, do nhay va do dac hi€u cua san phém;

(4) Absorbent pad: dugc goi 1a mang hap thu mau va 1a bd phan cubi cing trong
ciu tric que thir nhanh, c6 chirc nang duy tri sy di chuyén lién tuc ctia dung dich
thong qua co ché mao dan va déng vai trd nhu “bom hat” dé kéo toan bd mau
di qua ving phan tng. Vat liéu thuong dugc sir dung cho mang hap thy mau la
cellulose hoac soi téng hop c6 do xép cao, kha nang hat dich manh va 6n dinh
trong nhiéu diéu kién mai truong khac nhau. Miéng tham dugc thiét ké véi kha
nang giir luong dich gap nhiéu l1an khdi lugng cua no, giup dam bao dung dich
khong bi tran nguoc hodc dung lai gitta dong chdy. Trong san xuat, mang hap
thy mau thuong c6 chidu dai 20-30 mm, chiéu rong twong duong véi mang
nitrocellulose, va dugc gan chong 1én phan cudi ciia mang nham tao tiép xuc tbt
dé duy tri dong chay lién tuc. Pic tinh quan trong ciia miéng thdm 13 kha ning
hap thy nhanh va triét dé, gop phan quyét dinh sy on dinh ciia dong chay, do ro
rang cta vach két qua, dong thoi gitp loai bé luong mau du thira, tir d6 nang
cao do chinh xac va dg tin cay cua phép thu [73].

Trén Hinh 1.12A mo ta cu thé ciu tao cia que thtr nhanh va hinh 1.12B mé ta
so d6 cau tao nguyén 1y phd bién ctia LFIA ¢ dinh dang sandwich va dinh dang canh

tranh. Pinh dang sandwich dugc st dung cho cac chét phan tich 16n cé nhiéu vi tri
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khang nguyén nhu vi khuan, hormone (vi du: human chrionic gonadotropin) va mot
s6 chi dau sinh hoc. O dang nay, khang thé so cap khang khang nguyén duoc phun
1én dong thir nghiém. Mot khang thé thir cip khang mot epitope khac ctia cling mot
khang nguyén dugc dan nhan véi cac hat nano va dugc ¢ dinh trén tim cong hop.
Khang thé dic trung khang globulin mién dich dugc phun 1én vach dbi ching va co
thé tuong tac voi khang thé thi cép. Trén thyc té, & dang sandwich, muyc tiéu dugc
c¢d dinh gitta hai khang thé bo sung (tirc 12 khang thé so cip va thir cip) trén vach xét
nghiém. Trong dinh dang nay, viéc tao tin hi¢u trong dong thtr nghiém (test line) cho
thdy két qua duong tinh [73]. Pé danh gia cc phan tr nho co trong luong phan tir
thap va chi c6 mot diém quyét dinh khang nguyén, xét nghiém canh tranh dugc st
dung. Vi cac phan tir nho khong thé lién két dong thoi v6i hai khang thé, thuong chi
sir dung hai khang thé khac nhau trong dinh dang nay. C6 hai loai xét nghiém canh
tranh. O loai dau tién, mot khang thé dic hiéu voi khang nguyén duogc lién hop véi
nhin va cb dinh trén tim dém cong hop va mot khang thé khac 1a khang globulin
mién dich dic hiéu duoc phun 1én vach ddi ching va phan tng vi cac hat thudc thir.
O dang nay, phan tr khang nguyén (néi chung 14 lién hop albumin huyét thanh bo
(BSA)) dugc lam kho trén vach thtr trén mang nitrocellulose. Trong truong hop nay,
mot phan g canh tranh xay ra giita chat phan tich trong mau va chat phan tich-BSA
trong dong xét nghiém dé lién két véi khang thé duge danh dau. Do d6, két qua duong
tinh 1a thiéu tin hiéu trong vach thir [75]. Trong loai thir hai, khang thé dic hiéu khéng
khang nguyén duoc ¢ dinh trén vach thir va khang nguyén dugc dan nhin ¢ dinh
(chat phan tich duoc dan nhan-BSA) trén tam lién hop duoc sir dung dé phat hién. Vi
vdy, xay ra phan (mg canh tranh giita chat phan tich trong mau va khang nguyén duoc
danh dau trong dong xét nghiém dé lién két v6i khang thé dic hiéu trén vach thu

nghiém. Két qua tuong ty nhu xét nghiém canh tranh dau tién (Hinh 1.12B).
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A. Pinh dang sandwich
- +

Tam hat méu

Mang —a
nitrocellulose

Tédm ;:éng hop .

Tam dém mau

B. Pinh dang canh tranh

+
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S Khéngthé bat gitr
. Khéngthé phat hign
Khéng thé ddi chitng

Khéng nguyén v

Khéng nguvén gén nhan

CL: vach déi chirng
TL: vach thir nghiém

(b)
Hinh 1.12. (A) C4u tao nguyén 1y ciia que thir nhanh LFIA thong thuong [73]; (B) Cau
tao nguyén ly ciia dinh dang sandwich va dinh dang canh tranh pho bién ciia LFIA [76]
LFIA c6 thé st dung cac vat liéu khac nhau dé dan nhan khang thé nhu hat latex
[77], hat nano [78], hat nano bac [79], liposome chtra thuéc nhuom [80], hat nano
vang (AuNP) [74], hat nano silica chira chelate europium [81], chAm lugng tir [82].
MJi nhén c6 thé tao ra nhimg dic diém khac nhau trong nén tang chan doan, nhung
muc dich chinh cua viéc sit dung cac nhan khac nhau 1a ) géng tao ra nhiéu xét
nghiém voi d6 nhay va do chon loc cao. Tuy nhién, trong s6 d6 AuNP van duoc st
dung rong rai nhét va duoc sir dung nhiéu nhét do tinh chét quang hoc doc déo cua
chung, mang lai cho chiing kha ning tao ra tin hiéu mau c6 thé quan sat dugc bang
mét thuong, do 6n dinh cao & dang 10ng hoiic kho va kha ning lién hop dé dang véi
cac vat liéu sinh hoc. Ngoai khang thé, nhiéu yéu t6 nhan biét khac nhu aptamer cling
c6 thé dugc st dung dé phat trién LFIA. Khang thé 13 tac nhan nhan biét sinh hoc dau
tién va phd bién nhat trong LFIA; tuy nhién, trong nhitng nim gan day, aptamer da
n6i 1én nhu mot giai phap thay thé kha thi nho nhimng uu diém tiém niang cta ching
trong nhiéu phuong phap chan doén, bao gdm ca LFIA.
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NANOZYME

Hinh 1.13. Ung dung nanozyme trong ELISA thay thé enzyme HRP [83]

Cac xét nghiém mién dich truyén théng (immunoassays) thuong st dung
enzyme danh diu 13 peroxidase, chang han nhu horseradish peroxidase (HRP) [84].
Tuy nhién, cac han ché von co cia enzyme sinh hoc ndy — nhu chi phi cao va do on
dinh kém — da gioi han kha nang cai thién thém hi¢u suit cua ky thuat ELISA. Ngoai
ra, trong cac xét nghiém ELISA truyén thng, phirc hop enzyme—khang thé thuong
dugc lién két cong hoa tri gilta enzyme va khang thé. Qua trinh nay doi hoi cac budc
chuan bj va tinh sach phirc tap, dan dén suy giam hoat tinh xic tic ctia enzyme ciing
nhu hiéu qua gin két ctia khang thé véi khang nguyén, tir d6 lam giam do nhay cia
ELISA. Gan day, cic nanoenzyme (nanozymes), voi nhimng uu diém ndi bat nhu gia
thanh thép, dé dang bién ddi bé mat, va do dn dinh cao, da thu hit su quan tam ngay
cang 1én trong nghién ciru va phat trién cac hé théng xét nghiém mién dich thé hé
méi (Hinh 1.13). Trong mot nghién ctru tng dung hat nano trong ELISA phét hién
norfloxacin trong sita, cac hat nano xanh Pho (Prussian blue nanoparticles — PBNPs)
12 mot loai nanoenzyme phd bién véi kha ning hap thu anh sang manh. Nho vao do
6n dinh cao, tinh linh hoat trong qua trinh tong hop, va hiéu ing quang — nhiét vuot
trdi, vat liéu nay da duoc trng dung rdng rai trong cac cam bién, dién hoa, liéu phap
sinh hoc va hinh anh sinh hoc [85]. PBNPs duoc ciu tao tir polyme phdi tri c6 cong
thitc Fea[Fe(CN)s]s, thé hién hoat tinh twong tu peroxidase, ddc tinh c6 thé duoc khai
thac dé thay thé enzyme ty nhién trong k¥ thuat ELISA. Bén canh d6, dung dich
PBNPs c6 mau xanh lam cho thay hoat tinh gidng peroxidase cao, ¢ kha ning xtc
tac sy phan huy hydrogen peroxide (H20:) va oxy hoa chat nén 3,3',5,5'-
tetramethylbenzidine (TMB), tao ra san phdm c6 mau xanh lam véi hiéu suét cao.
Nano-ELISA cho thiy hiéu qua chan doan vuot trdi so voi phuong phap Sandwich
ELISA truyén thong, thé hién qua d6 nhay cao hon (96,77% so voi 77,42%), do dic
hi€u cao hon (93,75% so v&i 75%), va gia tri tién doan duong (PPV) ciing 16n hon
(96,77% so vé1 85,71%) da dugc chung minh trong nghién ctu ung dung hat nano
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vang phat trién nano-ELISA phat hién khang nguyén nang san [86]. Cac hat nano
vang (gold nanoparticles — AuNPs) sir dung trong hé thong ELISA thudng mang
nhiéu hoat tinh enzyme trén mdi phan tir khang thé, nhd dé tao ra tin hiéu do mau
manh hon dang ké, cho phép phat hién cac mau c6 néng d6 phan tich rat thap [87].
Hon nita, AuNPs ¢ dién tich bé mit riéng 16n, tinh 6n dinh cao, va kha nang lién
hop dé dang véi cac phan tir sinh hoc nhu khang thé, aptamer hoidc enzyme. Nhiing
dic tinh nay gitp taing mat do gin két gitra enzyme va khang thé, cai thién hiéu suat
xtc tac phan ng mau, va giam nhiéu nén, tir dé nang cao d¢ nhay va do chinh xac
ctia phép do ELISA. Vi vay, nano-ELISA hay ELISA truc tiép duwa trén hat nano vang
dugc xem 1a hudng phat trién tiém nang trong cac ky thuat xét nghiém nhanh véi do

nhay va do dac hi¢u cao.

1.5. Phuong phap két hop aptamer - khing thé va \ing dung hat nano vang
trong thiét ké cam bién sinh hoc

Hat nano vang (AuNPs) s hiru nhiéu dic tinh 1y hoa doc dao nho kich thude
nano dic trung. Cac dic tinh ndi bat cia AuNPs bao gom kha ning quang hoc vuot
troi, tinh tuwong thich sinh hoc cao va hoat tinh xtic tac t6t. Trong sé do, hién tuong
cong hudng plasmon bé mit (Surface Plasmon Resonance — SPR) 14 tinh chat quang
hoc dugc ing dung pho bién nhét cia AuNPs trong linh vic cong nghé sinh hoc nano
[88]. Nho céc dic tinh nay, AuNPs dugc ing dung nhu mot nén ting cam bién trong
phat hién cac tac nhan gay bénh nguy hiém do vi khuan va virus gay ra. Co ché phat
hién ctia cac cam bién sinh hoc dua trén AuNPs duoc cau thanh tir ba thanh phﬁn co
ban, bao g@)m: (1) bo phan nhén dién sinh hoc dugc ¢ dinh trén bé mit AuNPs nhu
aptamer, khang thé, enzyme hoic acid nucleic; (ii) bd chuyén d6i tin hiéu (transducer)
c6 chirc nang chuyén doi tin hiéu sinh hoc thanh tin hi¢u dién tir va truyén tin hiéu;
va (iii) chat phan tich (analyte), chinh 1 phan tir dich cAn phat hién. Khi phan tir dich
tiép xuc voi thanh phén nhan dién sinh hoc, su lién két dic hiéu s& xay ra gitra phan
tir dich va thu thé sinh hoc. Sau d6, bo chuyén d6i tin hiéu s& chuyén céc tin hiéu sinh
hoc thanh tin hiéu c6 thé do luong duoc, va két qua dugc hién thi trén hé thdng doc
tin hi¢u twong trng. Nho kha nang khuéch dai tin hiéu ctia AuNPs, cac cam bién sinh
hoc ¢6 thé phat hién tac nhan gay bénh ¢ ndng do rat thap [89].

Pé khai thac cac dic tinh quang hoc va xuc tac ciia AuNPs trong phat hién sinh
hoc, can két hop vat liéu nano véi cac phan tir nhan biét c6 kha ning tuong tac dic
hi€u véi target, trong d6 khang thé 1a mot trong nhiing thu thé sinh hoc duoc st dung
pho bién. Khang thé dong vai tro then chét trong cac xét nghiém mién dich; tuy nhién,
chung ton tai mot s6 han ché nhét dinh. Cac han ché nay bao gdm su phu thudc vao

dong vat thi nghiém trong qua trinh tao khang thé, yéu cau nghiém ngat vé diéu kién
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v6 tring, nhu cau nhan lyc ¢6 trinh d6 chuyén mén cao, ciing nhu kha ning dung nap
han ché d6i véi cac cau hinh khang nguyén. Nhimg yéu t6 nay dan dén quy trinh san
xuat kéo dai va chi phi cao. Do d6, cac aptamer oligonucleotide dugc phat trién nhu
mot gidi phap thay thé day trién vong trong ché tao cac xét nghiém dua trén aptamer.
Aptamer c6 kha ning gip cudn tao thanh cau tric khong gian ba chiéu dic thu, cho
phép ching nhan di¢n va lién két dic hiéu véi cac muc tiéu sinh hoc véi 4i luc cao,
do d6 aptamer thuong dugc goi 1a “khang thé hoa hoc”. So v&i khang thé, aptamer s
hitu nhiéu vu diém vuot troi. Chung c6 thé duogc sang loc in vitro, d& dang lién hop
v6i nhiéu loai phan tir khic nhau, khong gay dap tmg mién dich, dé tong hop bang
phuong phap hoa hoc va co do bién thién giita cac 16 san xuat rat thap. Cac xét nghiém
dua trén aptamer hién dang thu hit nhiéu su quan tdm nhu mot cong cu chan doan
day tiém nang [90]. Khang thé va aptamer so hitu nhitng dic tinh riéng biét, c6 tinh
b trg 13n nhau trong nhiéu img dung phan tich. Nham khai thac cac dic tinh bo sung
nay ciing nhu khic phuc nhitng han ché von c6 cua ting loai phan tir sinh hoc, cac
phuong phap phén tich lai aptamer—khang thé da dugc phat trién. Cach tiép can ddi
moi ndy giup ning cao do nhay va do dic hiéu cta phép phan tich, dong thoi cho
phép phat hién ddng thoi nhiéu muc tiéu khac nhau [91]. Trong cac hé thong nay,
khang thé hoic aptamer dugc ¢d dinh trén mot gia mang ran, sau d6 mau chira cac
phan tr muyc tiéu duoc dua vao. Cac khang thé hodc aptamer s& bat gitr chon loc cac
phan tr muc tiéu, va chung duoc phat hién thong qua cac khang thé hodc aptamer co
gén nhan, c6 kha nang nhan dién dac hi€u cac muc tiéu da duoc bat gilr. Mot nghién
ctru tmg dung cic aptamer oligonucleotide va khang thé don dong dic hiéu véi
protein nucleocapsid (N) tai to hop ciia SARS-CoV-2 phat trién thanh cong hai k¥
thuat phat hién mai c6 do nhay rat cao nham nhén dién nhanh protein N cua SARS-
CoV-2 trong cac mau dich ty hau, bao gdm xét nghiém sandwich aptamer—khang thé
lién két enzyme (enzyme-linked aptamer—antibody sandwich assay, ELAAA) va que
thir dong chay bén lai (hybrid lateral flow strip, hybrid-LFS). Phuong phap ELAAA
cho thay gidi han phat hién 4n tuong & mic 0,1 ng/mL, trong khi hybrid-LFS dat dai
phat hién tir 0,1 dén 0,5 ng/mL. Trong qua trinh danh gia trén mudi mau dich ty hau
dugc bd sung cac ndong do protein N da biét, ELAAA dat ty 18 thu hoi trung binh 1a
92%. Bén canh do6, khi thir nghiém trén nam mau dich ty hau cta bénh nhan nhiém
SARS-CoV-2 va mudi mau tir ngudi tinh nguyén khoe manh, hybrid-LFS thé hién
dd nhay va d¢ dac hiéu rt cao [92]. Nguyén ly cua hai k¥ thuat lai ELAAA va LFS
dugc trinh bay chi tiét trén Hinh 1.14. Tir d6, chién lugc lai aptamer—khang thé don
dong (Apt-mAb) dang tin cay khong chi gop phan nang cao d6 nhay va do dic hiéu

cua cac phuong phap chan doan virus ma con cho thay tiém nang ung dung trong vi¢c
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kiém soét sy lay lan ctia cac bénh truyén nhiém lién quan. Mot nghién ctru khac phat
trién thanh cong cam bién dién héa str dung cau tric sandwich lai khang thé—aptamer
dé phét hién thrombin trong huyét thanh ngudi. Cam bién cho phép chuyén dién tir
tryc tiép (Direct Electron Transfer — DET) dién ra nhanh chéng thong qua cau hinh
sandwich khang thé—aptamer lai, bao gom: (i) dau do bt giir 1a khang thé, cung cap
ai luc cao va do dic hiéu ddi véi muc tiéu trong huyét thanh ngudi; (ii) muc tiéu
thrombin; va (iii) dau do phat hién 1a aptamer, cho phép lién hop thuan tién & dau tan
cung v6i DNA mach ndi dai, linh hoat va peptide polylinker chtra nhiéu nhin oxi-héa
khtr phenazine ethosulfate phin tng v6i amin (arPES), gitip cac nhin lién hgp dé
dang tiép can bé mat dién cyc. Qua trinh DET lap lai nhanh chéng thong qua phan
g oxy héa NADH duoc xtic tac boi arPES di lam tiang cuong dang ké tin hiéu dién
hoéa. Kich thudce phii hgp cua mach nbi va polylinker giup giam sy hap phu khong
dic hiéu cta dau do aptamer lién hop véi nhiéu arPES, dong thoi han ché su can tro
d6i v6i kha ning lién két ctua aptamer. Cac phuong phap cb dinh khang thé c6 dau
thiol trén dién cuc vang (Au) di dugc so sanh va téi wu hoa [93].

Maic du cac hé lai hoac cac phép thir dang sandwich c6 cAu tric phuc tap hon
va doi hoi nhiéu budc dé qua trinh phét hién dién ra, viéc sir dung cac hé nay cho thiy
hiéu suat phan tich vuot troi so véi cac nén tang cam bién sinh hoc khac. Mot nghién
ctru danh gia hiéu suét phén tich cta cac cdu hinh khac nhau cta cam bién sinh hoc
SPR trong phét hién protein (protein phan ting C) d bao cdo rang, trén nén tang ting
cudng bang hat nano vang, giéi han phat hién dat duoc 1an luot 13 1 nM ddi v6i cam
bién sinh hoc dang chuan va 10 pM ddi v&i cam bién sinh hoc dang h¢ lai [94]. Cac
nén tang cam bién sinh hoc song ché d6 tuong tu di dugc ung dung trong nhiéu
nghién ctru nham phat hién cac yéu to déng mau [95], thu thé yéu td ting trudng biéu
bi ngudi , va cac ddu an sinh hoc cta bénh Alzheimer [96], cung véi nhiéu yéu t6
nhan biét sinh hoc khac. Nhitng thach thic khi str dung aptamer dé nhan biét cac phan
t&r muc tiéu c6 khdi luong phén tr nho bao gdm d6 phirc tap ciu tric thap ddi vai cac
phan tir c6 khdi lugng dudi 1 kDa, sb lugng nhém chire kha dung cho qua trinh lién
hop han ché do dién tich bé mat nho, ciing nhu twong tac lién két yéu. Bén canh do,
s6 lwgng nhém chirc han ché trong cac phan tir nho 1am giam kha ning lién hop gitra
aptamer va phan to muc tiéu. Tuong tu, mac du khang thé co thé phat hién cac phan
t&r muyc tiéu c6 kich thude nho, nhung kho khan trong viée tao ra cac cip khang thé
pht hop c6 thé dan dén do dic hiéu va d6 nhay thip cta phép thir, dong thoi doi hoi
quy trinh xir Iy mau phtrc tap khi phat hién cac phan tir muyc tiéu nho.

Tir tong quan cac nghién ctru cho thay rang, mic du cac phuong phap truyén

thong nhur nuoi cdy, xét nghiém sinh hoa hay mién dich dya trén enzyme da duoc st
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dung rong rai trong phat hién vi khuan gay bénh, song chiing van ton tai nhiéu han
ché nhu thoi gian phan tich dai, d§ nhay va dac hi¢u chua cao, chi phi 16n, va tinh on
dinh ctia khang thé kém. Trong bdi canh su gia ting ctia cac ching vi khuan da khang
thudc, dic biét 1a P.aeruginosa va K.pneumoniae, nhu cau vé mot phuong phéap phat
hién nhanh, chinh xac, 6n dinh va chi phi thap 1a hét sirc cap thiét. Nhitng tién bo gan
day trong cong nghé aptamer dd mo ra hudng tiép can mdi, khi cac phan tir ndy cd
thé duoc lua chon sir dung nhu mot dau thu sinh hoc nhd d6 dic hiéu cao, kha ning
tong hop nhanh, dé bién tinh va bao quan. Dac biét, viéc két hgp aptamer-khang thé
v6i ky thuat sic ky mién dich va ELISA tryc tiép ing dung hat nano vang c6 tiém
nang tao ra nén tang chan doan sinh hoc thé hé mdi, phu hop cho phat hién nhanh vi
khuan tai chd (POCT) trong thoi gian ngan. T co s¢ d6, luan an nay duoc thyc hién
v6i muc tiéu chon loc aptamer déc hi¢u cho vi khuan P.aeruginosa va K. pneumoniae,
d6ng thoi phat trién hé thong phat hién dya trén k¥ thuat sic ky mién dich va ELISA

truc tiép c6 do nhay cao, 6n dinh va dé g dung trong thyc tién chan doan vi sinh.
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Hinh 1.14. Céu tao nguyén Iy ciia k¥ thuat lai ELAAA va LFS [92]



44

CHUONG 2. VAT LIEU - PHUONG PHAP

Chuong nay tap trung trinh bay chi tiét vé cac ddi twong nghién ciru, nguyén
liéu, hoa chat va quy trinh thuyc nghi€ém dugc str dung trong luan an. Muc ti€u trong
tam ctia chuong 14 thiét 1ap mot quy trinh khoa hoc chuan xac, tir viéc chuan bi cac
chung vi khuan muc tiéu P. aeruginosa va K. pneumoniae, cho dén ky thuat chon loc
aptamer dic hiéu thong qua quy trinh SELEX cii tién. Bén canh dé, cac phuwong phap
ché tao hat nano vang (AuNPs) va k¥ thuat tich hop dau do aptamer va khang thé lén
nén tang sic ky mién dich (LFIA) ciing nhu Nano-ELISA s& duoc mo ta cu thé. Day
chinh 1a khung phuong phap luan quan trong, dam bao tinh khach quan va kha nang
1ap lai cua cac két qua thyc nghiém, lam tién dé cho viéc danh gia hiéu nang phat hién

trong cac ndi dung tiép theo cua nghién ctru. So d6 tong quan nghién ctru dugc mo ta

chi tiét trong hinh 2.1.

Pseudomonas aeruginosa
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Hinh 2.1. So d6 tong quan nghién ciru cta luan an

2.1.

2.1.1. Dia diém, thoi gian nghién ciru

Dia diém: Phong Cong ngh¢ Tich hop dya trén IT-BT, Vién Khoa hoc va Cong

nghé Viét Nam — Han Quéc
Thoi gian: tir thang 11 nam 2022 dén thang 12 ndm 2025

Poi twong nghién ctru, nguyén lidu, hoa chat va thiét bi
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Bang 2.1. Cac loai vi khuan dugc st dung trong ludn an

Tén vi khuan Ma Ngudn cung cap

Pseudomonas aeruginosa | VTCC 12273 | Trung tdm Nguon gen Vi sinh vat Qudc
gia (Vietnam Type Culture Collection -

K.pneumoniae VTCC 12018 | VTCC), Vién Vi sinh vat va cong nghé
sinh hoc

Escherichia coli ATCC 25922

Clostridium perfringens ATCC 12915 ) ) ) ) ) .
Kwik-Stik, Microbiologics Inc., Hoa Ky

Staphylococcus aureus ATCC 11632

Salmonella typhimurium | ATCC 14028

Céc chung vi khuan nay duoc nudi cdy ¢ 37°C trong mdi truong BHI broth cho

dén khi dat mat do quang hoc (OD) tai budc song 600 nm 14 0,8, twong ng voi 10°

CFU/mL.

Cic héa chit siv dung

Bang 2.2. Cac loai khang nguyén, khang thé dugc st dung trong ludn an

Tén khang nguyén, L. R . B Loz
, 2 Ma san pham | Nha cung cap Dac diem
khang thé
LPS c6 nguodn gdc tir
Lipopolysaccharides Sigma - K.pneumoniae ATCC 15380
. L4268-10MG , A .
(LPS) tr K. pneumoniae Aldrich thugc typ huyét thanh K1,
khang nguyén Ol
Khang thé c6 kha ning nhan
Khang thé Rabbit anti- ) dién nhiéu loai khéng
PA1-7226 Invitrogen ) . o
K.pneumoniae polyclonal nguyén khac nhau cua vi
khuén Klebsiella
Khang thé duoc san
xuét/chon loc dua trén khang
Khang thé Rabbit anti- , nguyén 13 té bao nguyén ven
PA1-73116 Invitrogen .
Pseudomonas polyclonal cua Pseudomonas
aeruginosa chung ATCC
27853




46

Khang thé Mouse anti-
Rabbit IgG

31213

Invitrogen

Céc khang thé da duoc tinh
sach bang phuong phap ai
luc, co tinh dac hi€u da duoc
dic trung rd rang ddi véi cac

immunoglobulin cua tho

Khang thé Goat anti-
Mouse IgG

31160

Invitrogen

Céc khang thé da duoc tinh
sach bang phuong phap ai
luc, co tinh dac hiéu da duoc
dic trung rd rang ddi véi cac

immunoglobulin ctia chudt

Bang 2.3. Cac loai trinh ty, mdi duge st dung trong ludn an

Tén

Trinh ty

Muc dich sir dung

Thu vién ngau

5'- ATCCGTCACACCTGCTCT - N55 Thu vién str dung cho

nhién - TGGTGTTGGCTCCCGTAT- 3" vong chon loc dau tién
N 5’- biotin — Cap moi tham gia phan
Moi biotin ;.
ATACGGGAGCCAACACCA -3’ ung PCR doi xtrng va
.. 5- FAM — PCR bét ddi xting trong
Moi FAM
ATC CGT CAC ACC TGC TCT - 3’ qua trinh SELEX

Mobi xu6i khong

chinh stra

5’- ATACGGGAGCCAACACCA - 37

Cap moi tham gia giai

Moi nguoc khong

chinh stra

5’- ATC CGT CAC ACC TGC TCT - 3°

trinh tu

- Céac nguyén lidu va hoa chét duoc sir dung trong qua trinh chon loc bao gdm: Thu

vién ngiu nhién, moi biotin, mdéi FAM- duoc dat tong hop tir Integrated DNA
Technologies, California, Hoa Ky (Bang 2.3). Dynabeads M-280 Streptavidin
(Thermo Scientific, USA), dém carbonate pH 9.5: 1.05 g NaHCO3 va 9.274 g
Na;COs3 (Anhydrous) trong 1L nudc deion, BSA (Sigma-Aldrich), binding buffer:
20 nmol/L HEPES pH 7,4, 1 mmol/L MgCl,, 1 mmol/L CaCl,, 120 mmol/L KCIl),
dém rua: binding buffer chira 0.05% Tween-20, dung dich rua giai: 20 mmol/L

Tris-HCI pH 8,3 chtra 4 mol/L guanidinium isothiocyanate va 1 mmol/L DTT,
Sodium acetate (Sigma-Aldrich), Tween 20 (Sigma-Aldrich), 100% EtOH
(Sigma-Aldrich), 2-propanol (Sigma-Aldrich), Dream Tag HotStart PCR Master
mix (2X) (Thermo Scientific, USA), 10X TBE: 54 g Tris Base + 22.5 g Boric
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Acid + 20 ml 0.5M EDTA (pH 8.0), 30% polyacrylamide , TEMED (Sigma-

Aldrich), Amonium Persulfate - APF (Sigma-Aldrich), Top Vision Agarose

(Thermo Fisher Scientific, USA), thuéc nhudm gel: Redsafe (INtRON),

GeneRuler 100 bp DNA ladder (Thermo Scientific, USA), 6X DNA loading dye

(Thermo Scientific, USA), GeneJET Purification Kit (Thermo Scientific, USA), 2

x B&W buffer: 10 mM Tris-HCI; pH 7.5, | mM EDTA, 2 M NacCl, sodium

hydroxide (Sigma-Aldrich), LB broth (Miller) (Sigma-Aldrich), LB agar (Miller)

(Sigmal-Aldrich), Kanamycin sulfate (Gibco), TOPO™ TA Cloning™ Kit for

Sequencing, with One Shot™ TOP10 Chemically Competent E. coli (Thermo

Scientific, USA), GeneJET plasmid miniprep kit (Thermo Scientific, USA), nudc

khong chira DNase/ RNase va nuclease (Invitrogen).

Hoa chét ché tao hat nano vang: Gold (III) chloride trihydrate (HAuCls), trisodium

citrate dihydrate, nudc cat.

Vat liéu va hoa chat phat trién que thur sac ki mién dich: mang hit mau, tam cong

hop, mang nitrocellulose, mang hap thy mau. Dung dich dém: HEPES 1X pH 7.4,

PBS 1X pH 7.4, MES 1X pH 6.0, Borate 1X pH 10.8. Cac thanh phan cua dém:

Tween-20, sucrose, bovine serum albumin (BSA), TCEP, DATP.

- Hoa chat phat trién ELISA truc tiép: 3,3",5,5'-Tetramethylbenzidine (TMB), hydro
peroxide (H20.), hydroxylammonium chloride (NH.OH.HCl), Gold (III) chloride
trihydrate (HAuCls).

2.1.3. Thiét bj sir dung
Danh sach céc thiét bi sir dung trong nghién ctru duoc liét ké trong Bang 2.4
Bang 2.4. Céc thiét bi chinh sir dung trong nghién ciru.

STT Tén thiét bi Hing
1 May khuéch dai gen PCR Bio-Rad
2 | Bé diéu nhiét Firstek
3 Ta lic 4m BioBase
4 | May do UV-VIS Jaco
5 May Zetasizer Nanoseries ZS instrument Anton Paar
6 May phun Dispenser and Sprayer Model Autokun
7 May cit Autokun
8 May li tam Hermle
9 May vortex Effendorf
10 | May rung si€éu am
11 | May soi gel BioBase
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12 | Tt an toan sinh hoc cap 2 Biobase

13 | Tu4d°C GT Scien

14 |Tu-20°C Haier Biomedical

15 | Ta-80°C EBAC

16 | Tusiy LK Lab Korea

17 |Bédiéndi Bio-Rad

18 | Can phan tich A&D Weighing

19 | May Nanodrop ThermoScientific, USA

2.2. Chon loc aptamer dic hiéu cho trwe khuan K.pneumoniae
2.2.1. Quad trinh chon loc SELEX

Thu vién DNA soi don dai 91 nucleotide, bao gdm 55 nucleotide ¢6 trinh tur
ngau nhién (5-ATCCGTCACACCTGCTCT-N55-TGGTGTTGGCTCCCGTAT-
3"), duoc dat tong hop tir Integrated DNA Technologies (California, Hoa Ky). Thu
vién DNA nay duoc khuéch dai bang phan tmg PCR sir dung mdi xudi co gan biotin
(5'-Biotin-ATC CGT CAC ACC TGC TCT-3') va mdi nguoc duoc phosphoryl hoa
& dau 5’ (5'-/5Phos/ATA CGG GAG CCA ACA CCA-3"). Cip mdi nay ciing duoc
sir dung trong phan tng PCR bat d6i xting dé tao thu vién cho vong chon loc tiép
theo.

Trong vong chon loc dau tién, lipopolysaccharide (LPS) tir K.pneumoniae
ATCC 15380 (L4268, Sigma — Aldrich, My) dugc pha loang trong dém carbonate—
bicarbonate (pH 9,6) va c¢6 dinh trén dia Costar 96-well EIA/RIA plate qua dém &
49C. Sau d9, cac giéng dugc chin bang dung dich bovine serum albumin (BSA) 3%
(w/v) & 37 °C trong 2 gio. Thu vién ssDNA 10 mM trong dém gan két (20 mmol/L
HEPES, pH 7,35; 1 mmol/L MgClz; 1 mmol/L. CaClz; 150 mmol/L NaCl) duoc gia
nhiét & 95°C trong 5 phat va lam lanh nhanh trén da trong 10 phut trudc khi . Sau
budc chin, cac giéng phi LPS dugc rira ba 1an bang dém ria (dém gan két bd sung
0,05% Tween-20), r6i t v6i hdn hop ssDNA & 37°C trong 1 gio dudi diéu kién lic.
Céc trinh tu khong gan két dugc loai bo thong qua sau lan rira. Cac phan tir ssDNA
gén dac hiéu duoc tach béng cach thém nudc khong chira nuclease va gia nhi¢t ¢
95°C trong 15 phut, sau d6 dugc thu hdi va khuéch dai bang PCR. San pham PCR
duogc phan tich bang dién di trén gel agarose 2%. O cac vong chon loc tiép theo, quy
trinh dugc duy tri véi mirc d chon loc ting dan nham nang cao tinh dac hiéu. Tu
vong thur tu tro di, bude chon loc am duoc bo sung: thu vién ssDNA trudc tién dugc
U trong cac giéng trang da chin bang BSA ¢ 37°C trong 1 gid dudi diéu kién lic nham

loai bo céc trinh ty gan khong dic hiéu, trudce khi tiép xtic véi cac giéng da phu LPS.
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Qua trinh t6i vu hoa phan ing PCR dugc thuc hién nham xac dinh nhiét do bat
cap, s0 chu ky va ndng d6 khuon téi wu. Cac thanh phan tham gia phan Gmg dugc liét
ké trong bang 2.5. Chuong trinh chu trinh nhiét bao gém budc bién tinh ban dau &
95°C trong 3 phut, tiép theo 1a cac chu ky gém: 95°C trong 10 gidy (bién tinh), bat
cdp ¢ cac mirc nhiét do khac nhau trong 10 gidy va kéo dai & 72°C trong 10 gidy; cudi
cung 1a budc kéo dai hoan tit & 72°C trong 3 phat. San pham PCR dugc phan tich
bang dién di trén gel agarose 2%. Diéu kién t6i uvu dugc lua chon dua trén tiéu chi
tao ra bang dac hiéu rd nét véi mirc khuéch dai khong dac hi¢u thép nhat.

Sau khi t6i wu, phan img PCR quy mé 16n dugc tién hanh dé thu nhan luong
DNA du cho qua trinh tai tao ssDNA. Cac san pham PCR dugc tinh sach bang thiét
bi loc ly tdm Microcon-30 kDa (mang Ultracel-30) nham loai bo mdi du thira.

Bang 2.5. Céc thanh phan trong phan tmg PCR cho vong chon loc

Thanh phan Luwgng thém vao cho 1 phan ing PCR (50 pL)
2X Hot Start Master Mix 25 uL
10 puM mdi FAM 1 uL
10 uM mdi biotin 1 uL
Khudn mau 1 uL
Nudc 22 uL

Pé thu nhan ssDNA lam thu vién giau héa cho vong chon loc tiép theo, cac san
pham PCR duoc sir dung lam khuén cho phan timg PCR bét d6i xing (aPCR). Céc
thong s6 dugc tdi uu trong aPCR bao gdm nhiét do bat cap toi wu, ty 1& moi xudi/mdi
nguoc, s6 chu ky va nong d6 khudn. Céc thanh phan tham gia phan ung dugc liét ké
trong bang 2.6. Chuong trinh chu trinh nhiét dugc thiét 1ap nhu sau: bién tinh ban
dau ¢ 90°C trong 3 phut; tiép theo 1a cac chu ky gdm ba budc, mbi bude 20 gidy (bién
tinh & 95°C, bt cdp ¢ cac mic nhiét do khac nhau va kéo dai & 72°C); cubi cung la
budc kéo dai hoan tat & 72°C trong 3 phiit. San pham aPCR duoc phan tich trén gel
agarose 4%, va diéu kién tao ra bang ssDNA dam, dac hi¢u, véi muc khuéch dai

khong dac hiéu tdi thiéu duoc lwa chon cho cac buéde tiép theo.
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Bang 2.6. Cac thanh phan trong phan ing PCR bat ddi xting

Thanh phan Lwong thém vao cho 1 phan ing PCR (50 pL)
2X Hot Start Master Mix 25 uL
50 uM moi FAM 1 uL
1 tM mdi biotin 2,5 uL
Khu6n mau 1 pL
Nude 20,5 uL

Trude khi u khang nguyén véi ssDNA, dung dich chira ssDNA dugc xéc dinh
ndng do bang thiét bi NanoDrop (C1). Sau khi két thiic qué trinh 1 khang nguyén véi
ssDNA ¢ mdi vong, dung dich khong gin khang nguyén duoc hut ra va thu lai. Cac
giéng duoce rira tir 2 dén 3 1an béng dung dich dém rura (tét ca cac dung dich rira dugc
thu lai va gom lai cing dung dich chira ssDNA khong gin khang nguyén ¢ trén).
Dung dich nay ciing duoc xac dinh ndong do bang NanoDrop (C2). Ty 1& % ssDNA
khong gan khang nguyén sau mdi vong chon loc dugc xéac dinh theo cong thie C2 x
100% / C1. Ty 1 nay ciing giup phan anh phan nao ty 1¢ ssDNA gin khang nguyén
& mdi vong.

Pong thoi, sau mdi vong chon loc, dung dich chira ssDNA khong gan khang
nguyén, ssDNA gin BSA (negative selection) va ssDNA gin khang nguyén dugc thu
lai va tinh sach bang GeneJET gel extraction kit. Cac mau duoc rira giai bang 30 pL
dung dich rira giai trong kit. Sau d6, mot lugng thé tich nhu nhau cia cac dung dich
trén dugc str dung 1am khudn mau cho phan img PCR. San pham PCR thu duoc dugc
kiém tra trén gel 2% agarose dé xac dinh sy c6 mat ctia ssDNA trong mau ciing nhu
so sanh luong tuong ddi cia ssDNA gan khang nguyén so v6i ssDNA khong gan
khang nguyén va ssDNA gan BSA.

2.2.2. Xdc dinh cdc trinh tw aptamer tiém ning

20- 50 ng ssDNA sau qua trinh chon loc thtr 10 dugc str dung 1am khudén mau
cho phan ung PCR. Phan tmg PCR duoc thyc hién voi cip modi khong chinh sira
(unmodified primers) dic hiéu v6i aptamer duéi diéu kién twong ty trong qua trinh
chon loc. Tuy nhién, s vong cua phan tmg can duoc téi wu héa dé chi thu duoc san
pham chinh v&i lugng tdi da. Ngoai ra, qua trinh kéo dai cudi ciing ctia phan img PCR
(final extension) can duoc thuc hién trong 15 - 20 phut dé dam bao deoxyadenosine
(A) duoc thém vao dau 3' ciia san pham. Céc san pham PCR tng véi s6 vong khuéch
dai khac nhau duoc di¢n di trén gel agarose 2% dé chon ra miu sang nhat, d@)ng thoi
khong c6 band phu. San pham PCR nay st dung dé tao dong. Tao dong sir dung
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TOPO TA Cloning Kit for Sequencing, véi One Shot TOP10 Chemically Competent
E. coli. Pau tién, chuan bi dia thach chira méi truong LB va méi truong LB 10ng.
Thém 50 pg/mL kanamycin vao ca hai loai moi truomg. Thyc hién phan tng tao dong
nhu mo ta cta nha san xuat. Sau 16 - 18 gid u trong 37 °C, quan sat dia thach va chon
ngau nhién 10 - 15 khuén lac va nuéi trong cic 6ng nghiém riéng chira 4 mL moi
truong LB 1ong, lac qua dém & nhiét d¢ 37 °C. Plasmid dugc tach va tinh sach béng
GeneJET plasmid miniprep kit (Thermo Fisher Scientific, USA). Sau khi thu dugc
plasmid, cac doan plasmid s& dugc kiém tra bang phan tng bang PCR véi cac doan
mdi dic hiéu cua aptamer dé x4c dinh sy c6 mit cua aptamer (diéu kién ctuia phan ung
tuong ty cic vong trude, tuy nhién s6 vong khuéch dai 1a 20 - 25 vong). Tinh sach
gel voi doan DNA muc ti€u va gui di giai trinh tu.

Trinh tu thu duogc c6 thé 1a chudi chira doan gene muc tiéu hodc chudi bod sung
ctia n6. Poi voi chudi cé chira doan gene muc tiéu, sir dung moi xudi (forward primer)
va doan bd sung ctia mdi nguoc dé tim doan gene muc tiéu. Sau d6 kiém tra kich
thudc cua doan DNA thu dugc. Néu khong tim duoc trinh ty ctia moi xudi, sir dung
moi ngugc (reverse primer) va trinh ty bd sung ciia moi xudi. Kiém tra kich thudc
cua doan DNA thu duogc va léy trinh tu bd sung cua no. Cac trinh ty hop 1¢ da duoc
cin chinh bang MegaX, va phan tich pha hé bang Mfold di dugc thuc hién dé nhom
chung vao cac ho dua vao su tuong déng trong cAu trac. Cac trinh tu dai dién duoc
dua ra la nhitng trinh tu c6 tan sut 1ap lai cao nhét va do 6n dinh ciu trac thi cép cao

nhat. Quy trinh chon loc aptamer dugc mé ta truc quan trén hinh 2.2.
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2.2.3. Mé phéng ghép noi phén tiv va mé phong dong lwe hoc phin tiv

Bit dau tir trinh tu so cép, cAu trac bac hai va bac ba cua aptamer dugc tao ra
béng cach sir dung may chu web mFold va RNAComposer [97,98]. Sau d6, mot tap
1énh Python ndi bd st dung thur vién OpenBabel duoc sir dung dé chuyén doi trinh ty
RNA thanh dang DNA bang cach thay thé ribose bang deoxyribose va uracil bang
thymine. Céc ciu trac aptamer DNA 3D thu duoc dd dugc tdi thiéu héa nang luong
bang truong luc MMFF94. Cau trac 3D cta LPS K.pneumoniae duoc tao ra bang
cach str dung may chit web CHARMM-GUI [99]. Qua trinh ghép ndi phan tir ctia cac
aptamer voi LPS K.pneumoniae dugc thuc hién bang géi phan mém Schrédinger
2016.4 [100], véi giao thirc ghép nbi linh hoat cho phép thu gidn cuc b han ché. Cac
tu thé ghép ndi duoc chdm diém dua trén nang luong ghép ndi va sb lugng lién két
hydro lién phan tir (lién két H).

Mo phéng dong luc hoc phan tir duoc thyc hién bang géoi GROMACS 2020.7
[101] voi lyc CHARMM36 [102]. Cac phuc hop aptamer-LPS thu dugc tir qua trinh
ghép ndi duoc hoa tan trong cac hop nude hinh khdi véi khoang cach tdi thiéu 1a 1,5
nm tir chat tan dén thanh hop. M6 hinh nude TIP3P [103] d3 duoc st dung va NaCl
dugc thém vao véi nong d6 150 mM dé trung hoa hé thong va mé phong cac diéu
kién sinh 1y. Tinh dién tdm xa duoc xir Iy bang phuong phap Particle Mesh Ewald
(PME) [104], véi ngudng cit 1a 1,2 nm duoc ap dung cho tuong tac tinh dién va van
der Waals. Do dai lién két lién quan dén hydro dugc han ché bé“mg thuat toan LINCS
[105]. Mbi hé thdng trai qua qua trinh giam thiéu nang luong dbc nhat, sau d6 14 can
bang trong tap hop NPT ¢ 310 K va 1 atm. B diéu nhiét V-rescale [106] va barostat
Berendsen [107] dd duoc st dung trong qua trinh can bang, véi cac han ché vi tri
(1000 kJ/mol/nm?) dugc ap dung cho cac nguyén tir nang. Sau do, cic md phong sén
xuét duoc thuc hién trong 200 ns véi bude thoi gian 2 fs béng b0 diéu nhiét V-rescale
va barostat Parrinello-Rahman [108].

Pé phan tich cac dic tinh cau tric va ning luong cua lién két aptamer-LPS, cac
quy dao di dugc kiém tra vé RMSD, RMSF, sy hinh thanh lién két H, s6 phi tri va
nang luong tu do lién két. S6 phdi tri giita cac phan tir A va B duoc tinh nhu sau:

S Z Z — (1y/10)"

g 1= (/o)™
trong do, rjj 1a khoang cach gilta nguyén tir i cua phan tir A va nguyén tu j cia phan
tir B. Khoang cach cit ro = 8Ao, v6i s6 mii n = 6 va m = 12, duoc sir dung dé ghi lai
cac tiép xuc phan tir 16p thir nhat dong thoi dam bao sy phan ri tron tru, c6 thé phan
biét dugc gan diém cat. Theo dinh nghia, sé phéi tri tién t6i 0 tai rij 16n (tiép xtc yéu)

va tién t6i 1 tai khoang cach ngan (tiép xtic hoan toan).
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Ning lugng tu do lién két duoc ude tinh tir cdc anh chup nhanh can bang bang
phuong phap MM/GBSA [109] duoc trién khai trong gmx_MMPBSA Python
[110,111]. Viéc truc quan hoa va tao hinh duoc thyc hién bang VMD [112].

2.2.4. Khdo sdt tinh chit va cdc ky thudt phén tich
e Phép thir oligonucleotide gin enzyme (ELONA) nhim danh gia mirc d9
lam giau cta thw vién aptamer

Phép thir oligonucleotide gan enzyme (ELONA) duoc sir dung dé danh gia mirc
d6 1am giau cta thu vién trong sudt qua trinh SELEX. Trudc hét, LPS cua
K.pneumoniae dugc pha loang trong dung dich dém carbonate—bicarbonate (pH 9,6)
va dugc phu 1én dia Costar 96-well EIA/RIA & 4°C qua dém. Phan LPS khong gan
duoc loai bo, sau d6 dia duge ria ba lan b?mg dung dich PBS-T (PBS 1X c¢6 chuia
0,05% Tween 20). bpé ngan chan sy gén két khong dac hiéu, cac giéng duoc chan
bang 3% bovine serum albumin & 37°C trong 2 gio. Céc trinh tu aptamer duoc gin
biotin dugc 1am néng & 95°C trong 5 phut, sau d6 1am lanh nhanh trén d4 trong it nhat
10 phut trong dung dich dém lién két. Sau khi rira ba 1an bang PBS-T, 50 pL dung
dich chtra 200 nM céc trinh tu gén biotin duoc thém vao mdi giéng, va dia duoc lac
nhe ¢ 37°C trong 1 gio. Cac trinh tu khong gan duoc loai bo, va cac giéng tiép tuc
dugc rira ba 1an bang PBS-T. Tiép theo, 50 uL dung dich streptavidin—poly HRP pha
loang 1:10.000 dugc thém vao, sau d6 u & 37°C trong 30 phut. Sau khi rira thém ndm
lan bang 200 pL PBS-T, 100 pL dung dich co chiat TMB dugc thém vao mdi giéng
va i trong bong t6i & 37°C trong 10 phut. Phan tng dugc ding lai bang cach thém 25
uL H2S04 0,5 M, va mat d§ quang dugc do tai 450 nm béng may do quang phé tdm
vi giéng Agilent BioTek Epoch (Epoch, Agilent Technologies, USA).

e Phin tich twong tac giira aptamer va LPS bang ky thuit tin xa Raman
ting cwdng bé mit (SERS)

Céc hat nano vang (AuNPs) duoc tong hop bang phuong phap khir citrate cia
axit chloroauric (HAuCls) theo quy trinh Turkevich—Frens, thu dugc cac hat hinh cu
don phan tan v6i dudng kinh trung binh khoang 15 + 2 nm [113]. Pé tao nén cam
bién, AuNPs (OD 10) trudc tién duoc gin véi streptavidin (91 pg/mL), sau d6 u véi
aptamer gan biotin (430 pg/mL) trong 1 gid & nhiét d6 phong. Tiép d6, LPS (71,5
ng/mL) ctia K. pneumoniae duge thém vao va u trong 30 phut trude khi tién hanh do
pho SERS. Lién két streptavidin-biotin dam bao viéc c¢6 dinh bén viing cic aptamer
trén bé mat AuNP, trong khi sy twong tac tiép theo véi LPS gy ra bién d6i cau tric
khong gian cta aptamer, lam thay d6i méi trudng phan tir cuc bd. Nhitng thay ddi
nay anh huéng dén dao dong ndi phan tir cua phirc hop aptamer—LPS, din dén sy
dich chuyén va thay d6i cuong d6 cac dinh SERS. So sanh phd trude va sau khi thém



54

LPS cung cap bang chung truc tiép vé sy gan két dac hiéu aptamer—LPS, dong thoi
mang lai hiéu biét sau hon vé co ché nhan dién phan tir ciia chung.
e Phin tich twong tic giira aptamer va LPS bang phd tré khang dién hoa

(EIS)

Cac phép do EIS dugc thyc hién bing may do dién thé/pin thé ké
(Potentiostat/Galvanostat) (CS350M, Cortest Instruments, Trung Qudc). Dién ap
xoay chiéu dugc thiét 1ap ¢ 10 mV, dai tan s dao dong tr 0,05 Hz dén 10 kHz, véi
dién cuc so sanh Ag/AgCl. Pho trd khang duoc thé hién dudi dang dd thi Nyquist, va
toan bo dir liéu dugc xtr Iy bang phan mém CS Studio6. Cac phép do trd khang dugc
tién hanh trong dung dich chira 5 mM Ks[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)s] (ty 18 mol 1:1) trong
0,1 M KCI. B6 thi Nyquist thu duoc thé hién sy thay doi dién tré chuyén dién tich
(Rcr), trong d6 sy ting Rer cho thdy qué trinh gan két LPS da xay ra, ddn dén sy tc
ché truyén electron. Thong qua vi¢c phan tich dir li¢u EIS, d6 nhay, tinh chon loc va
hiéu suat tong thé ciia cam bién dya trén aptamer dugc danh gia. Phuong phap nay
gop phan phat trién mot hé thong phat hién LPS nhanh va chinh xac phuc vu cho cac
ung dung y sinh hoc va mdi truong.

e Phép do voltammetry xung vi phian (DPV) dé xac dinh hiang s6 phan ly

(Kd)

Hang s phan ly (Ka) ctia aptamer dugc chon ddi voi lipopolysaccharide (LPS)
dugc xac dinh bang k¥ thuat voltammetry xung vi phan (DPV) — mot phuong phap
dién hoa c6 do nhay cao. Trong quy trinh ndy, LPS duogc ¢b dinh trén dién cuc bién
tinh bang hat nano vang (AuNPs) thong qua 16p don tu sip xép cia cysteamine
(SAM), cho phép theo ddi cac su kién ga‘in két dic hiéu gitra aptamer va LPS thong
qua su thay doi trong dap ung dién hoa. Cac di¢n cuc da dugc ¢ dinh LPS duge
v6i cac nong d6 aptamer khac nhau (0 — 100 nM), va phép do DPV duoc thuc hién
trong su ¢6 mat cta cip oxi hoa—khir [Fe(CN)s]*/*. Su thay doi ciia dong dinh (Al)
thu duoc dugc biéu dién theo nong do aptamer dé xay dung dudng cong gan két.
Hang sb phan ly (Ka) duoc xac dinh bang cach khép dit liéu voi mo hinh dang nhiét
Langmuir, mo ta trang thai can bang giita cac phuc hop aptamer—LPS ty do va gan
két, theo phuong trinh:

Al .«[Aptamer]
- Kq + [Aptamer]

Al

Trong do:
Al 1a tin hi€u dong dién tai mot néng do aptamer nhét dinh.
Almax 12 tin hi¢u dong dién cyuc dai tai trang thai bao hoa.

[Aptamer] 1 ndng d6 aptamer tinh theo don vi mol.
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K 1 hang s6 phan ly, biéu thi ndng d6 tai d6 xay ra mot nira mirc gan két cuc
dai.
Gia tri Ka thu dugce phan anh 4i luc lién két cua aptamer, cung cip thong tin quan
trong vé kha ning tuwong tic va mac do phu hop cua aptamer trong viéc phat hién
LPS cho cac tmg dung cam bién sinh hoc.
2.3. Chon loc aptamer dic hiéu cho truc khuan P.aeruginosa

Tron 50 pL thu vién ssDNA vao 150 pL dung dich chira vi khuan P. aeruginosa
bat hoat ndng d6 108 CFU/mL. U hdn hop ¢ nhiét d6 phong trong 3 gio (hodc 4°C
qua dém), (lic nhe khoang 50 rpm dé dam bao su tiép xtc tot nhat giita aptamer va
vi khuén). Sau 1, ly tim mau & 6.000 vong/phut trong 5 phut dé tach vi khuan ra khoi
dung dich (thu cén, bo dich néi). Rura vi khuén 3-5 lan béng 200ul dung dich PBS +
0.05-0.1% Tween-20 dé loai bé aptamer khong lién két hodc lién két yéu. Rira lan
cubi bang 200 pL Distilled water (DW) va hoa hdn hop v6i 50uL DW. Sau khi rira,
tién hanh tach aptamer da lién két v6i vi khuan bang cach lam néng hdn hop & 95°C
trong 10 phut dé giai phong aptamer khoi vi khuan. Ly tim miu & 6.000 vong/pht
trong 5 phut va thu héi dich néi chira aptamer. PCR dé khuéch dai aptamer da thu hoi
v6i chu trinh PCR gdm: 95°C trong 3 phut; 10 chu ky: 95°C trong 30 gidy, 56°C trong
30 gidy, va 72°C trong 30 gidy; 72°C trong 5 phut. Tiép theo, kiém tra san pham PCR
béng dién di trén gel agarose 2,5% dé x4ac nhan sy khuéch dai thanh cOng cua aptamer.
Tinh sach san pham PCR d¢ loai bo cac thanh phan khéng mong mudn bang kit tinh
sach DNA (néu can).

PCR bét d6i xtng dé tao ssDNA duoc tién hanh v6i chuong trinh 95°C trong 3
phut; 10 chu ky: 95°C trong 30 gidy, 58,8°C trong 10 gidy, va 72°C trong 10 giay,
72°C trong 5 phut. Str dung san pham PCR bat d6i xtmg 1a ssDNA cho vong chon loc
tiép theo. Lap lai cac budc chon loc dén 8-10 vong, ting dan d6 nghiém ngit bang
cach giam thoi gian G aptamer (Thoi gian U cta cac vong sau bang ¥ thoi gian cua
vong trude do) va cia cac budce rira dé chon loc ra aptamer c6 ai lyc cao va dac hi¢u
nhat v6i P.aeruginosa.

Sau chu trinh chon loc cubi cung, aptamer s€ dugc st dung dé tao dong béng
vector TOPO TA va bién nap vao vi khuan E.coli DH5a. Céac khuén bién nap duogc
chon loc trén méi trudng LB dic chira 50pg/mL Kanamycine va 40mg/mL Xgal, cay
trai & 3 thé tich khac nhau: 50uL/dia, 100pL/dia va 150 pL/dia, nudi qua dém trong
t 6n nhiét & 37°C. Céac khuan c6 mau tring (hodc xanh nhat) 1a nhirng khuan mang
vector insert, duoc chon loc, nuoi céy qua dém & 37°C trong moi trudng LB 16ng

chtra 50pg/mL Kanamycine, tich plasmid va kiém tra kich thudc bang insert bang
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PCR véi ca 2 loai mdi, mdi Universer M13 ¢6 sin trong Vector Topo — DNA va moi
Aptamer.

CéAu tric bac hai cua cac aptamer dugc chon da dugc du doan bﬁng RNAfold.
Ciu trac bac ba dugc mdé hinh hdéa bing RNAComposer. Mo hinh 3D cua
lipopolysaccharide (LPS) ctia P. aeruginosa duoc xdy dung bang may chu web
Glycam. Tuong tac lién két giira cac aptamer va LPS (docking) sau dé dugc mo phong
bang nén ting HDOCK.

Kiém tra kha nang lién két &i luc cua céc aptamer chon loc véi cac loai vi
khuan khac goém c6 E. coli va K. pneumoniae nham loai bo cac trinh ty lién két khong
dac hi¢u. Sau vong chon loc cudi cung, phan tich trinh tu cac aptamer dugc chon loc
bang giai trinh ty gen.

2.4. Tong hop, chirc niing héa, phan tich dic trung hat nano vang AuNPs

Céc hat nano vang dugc tong hop theo phuong phap cia Turkevich [114]. Cac
budc téng hop duogc thyc hién nhu sau: Chuén bi nudce deion, dung dich HAuCl4 phan
tan trong nudc deion c6 ndng dd 30 mM, va dung dich trisodium xitrat (CeHsO7Nas)
ndéng d6 34 mM, trong d6 ty 1é nuédc deion : dung dich HAuCls : dung dich trisodium
xitrat 1a 100:1:3 (thé tich : thé tich : thé tich). Cho nudc deion vao binh chua, thuc
hién khudy va dun soi nudc trong binh ti 100°C. B6 sung dung dich HAuCls phan
tan trong nudc deion cod néng do 30 mM cho vao binh chira nudc da duoc dun soi.
Tiép tuc khudy trong khoang 5 phiit dé phéan tan déu dung dich HAuCls trong toan b
thé tich nudc trong binh va duy tri nhiét do cua dung dich tai 100°C. Nho nhanh dung
dich trisodium xitrat (CsHsO7Nas) nong d6 34 mM vao dung dich trong binh. Phan
mg bat dau xay ra. Mau dung dich chuyén tir khéng mau sang mau tim va sau 30
phut dung dich chuyén sang mau do6 twoi. Sau 30 phut, tién hanh dimg khuay va lam
lanh nhanh bang cach dua binh phan tmg vao bé chita da lanh dang tan (khoang 4°C)
dé chim dit qua trinh phan tng tao hat nano vang. Tién hanh quay ly tdm véi tbe do
13.000 vong/phit trong 20 phut dé thu dugc hat. Rira hat véi nudc deion it nhat hai
1an dé loai boé hoa chét du sau phan tng va thu dugc hat nano vang dang cu dic. Sau
d6, cac hat AuNP duogc khao sat cac dic tinh bang phuong phap quang phd UV-Vis
(may quang phd V-770, Jaco, Nhat Ban), tin xa anh sang dong va thé Zeta (Thiét bi
Zetasier Nanoseries ZS, Anton Paar) va hinh anh kinh hién vi dién tir truyén qua
(TEM) hoat dong ¢ 200kV (kinh hién vi JEM-2011F, JEOL, Nhat Ban).
2.4.1. Céng hop hat nano vang va khdng thé Rabbit anti-K.pneumoniae polyclonal

bang lién két cong héa tri

1 mL AuNP dugc chuc nang héa voi 5 pl cua 0,1 mM axit mercaptosuccinic

(MUA). Dung dich dugc 1 ¢ 37 °C va lac trong 2 gio. Nhom carboxylic trong MUA
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duoc kich hoat boi n-hydroxysulfo-succinimide (sulfo-NHS) dugc xtc tic boi 1-
ethyl-3-(3-dimethyl aminopropyl) carbodiimide (EDC) dong thoi, duoc goi 14 phan
mg ghép d6i EDC/sulfo-NHS. Sau d6, hdn hop duge thém vao huyén phu AuNP
theo ty 18 1:250 (thé tich/thé tich) va it & 37°C trong 15 phut. Khang thé Rabbit anti-
K.pneumoniae polyclonal ndong 6 1 mg/mL dugc thém vao hdn hop AuNPs d3 este
hoa véi ty 18 1:20 (thé tich/thé tich), 6n dinh nhiét d6 & 37°C va lac dung dich thém 1
gid. Cudi cung, BSA duoc thém vao dung dich cong hop véi ty 18 10% thé tich va lic
¢ nhiét do phong trong 30 phut, tao thanh cdng hop cong hoa tri dung dich AuNPs-
khang thé Rabbit anti-K.pneumoniae polyclonal. Dung dich cong hop duoc bao quan
& 4°C dé str dung cho cac budc tiép theo.
2.4.2. Cong hgp hat nano vang thu dong voi aptamer va cong hoa tri voi khang
thé Goat anti-Mouse IgG

Khang thé Goat anti-Mouse IgG duoc gén 1én bé mit hat nano vang dang cau
thong qua lién két cong hoa tri giita gbc -NH, ctia khang thé véi gbe -COOH ciia
mang don 16p tu 1ap ghép (SAM) ciia MUA (mercaptosuccinic acid), nham dam bao
su 6n dinh va gilr nguyén hoat tinh nhan biét sinh hoc cta khéng thé. B6 sung dung
dich axit mercaptosuccinic (MUA) néng do 0,1 mM vao dung dich hat nano vang
dang cau dic theo ty 1€ dung dich MUA:dung dich hat nano vang dang cau dic phan
tan 13 0,005:1 (thé tich:thé tich). Thuc hién giit nhiét d6 dung dich on dinh ¢ 37°C va
lac trong vong 2 gio. Trong thoi gian nay, gbc -SH ciia MUA sé lién két v6i bé mit
ctia hat nano vang, hinh thanh mang don 16p tu lip ghép SAM trén bé mit hat voi
gbc -COOH huéng ra ngoai bé mit hat. Tron dung dich N-hydroxysulfosuccinimid
(sulfo-NHS) néng d 0,1 M va dung dich I-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimide hydroclorua (EDC) 0,2 M theo ty 1& 1:1 (thé
tich:thé tich), thu duoc dung dich hdn hop Sulfo-NHS va EDC. B6 sung dung dich
hdn hop sulfo-NHS va EDC vao hon dich hat nano vang theo ty 1& hon hop sulfo-
NHS va EDC:hdn dich hat nano vang 1a 1:250 (thé tich:thé tich), gitr nhiét d6 6n dinh
& 37°C va tiép tuc lac trong 15 phut, dé thu duoc hdn dich hat nano vang dugc este
hoa géc -COOH cuia mang SAM trén bé mit hat. Cho khang thé Goat anti-Mouse
IgG antibody voéi nong d6 1 mg/mL vao hdn dich hat nano vang este héa véi ty 1é
khang thé:dung dich hat nano vang este hoa 13 1:20 (thé tich:thé tich), giit nhiét d6 6n
dinh & 37°C va tiép tuc lac thém 1 gio, thu dugc dung dich hat cong hop. Trong thoi
gian nay, gdc -NH» cua khang thé sé lién két cong hoa tri véi gée -COOH ctia mang
SAM trén bé mit hat thong qua nhoém este, tao thanh cong hop khéng thé - hat nano.
Cho BSA vao dung dich cong hop véi ty 18 10% theo thé tich va lic ¢ nhiét do phong
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trong 30 phut, thu dugc dung dich cong hgp cong hoa tri. BSA s& thuc hién khoa cac
lién két khong dic hiéu cua cong hop.

Pé hoan thién hé hat cong hop, aptamer dac hi¢u voi P.aeruginosa dugc gén
thu dong 1én hat nano vang thong qua twong tac hap phu vat 1y: Qua trinh cong hop
aptamer dac hi€u véi P. aeruginosa 1én bé mat hat nano vang (AuNPs) duoc thuc
hién hoan toan bén ngoai hé thong que thir, nham tao ra cong hop AuNPs—aptamer
c6 kha nang nhan biét sinh hoc chon loc, dong vai tro 1a dau do dic hiéu trong hé
théng phat hién muc tiéu. Cu thé, dung dich hat nano vang duoc chuén bi trong moi
truong dém borate c¢6 pH 9, diéu kién nay giup 6n dinh bé mit hat vang & trang thai
dién tich am, tir d6 tao diéu kién thuén lgi cho su tuong tac hép phu gitra bé mat hat
va aptamer mang dién tich duong cuc bo hoic c6 vung tuong tac thuan loi vé dién
tich. Quy trinh bat dau bang cach thém 1 phan thé tich (v) dung dich AuNPs vao ong
phan tng, tiép theo bo sung 0.06 phan thé tich (v) dung dich aptamer c6 ndng d6 2.8
mg/mL vao cung mot 6ng. Hén hop nay duoc tron déu va sau d6 duoc U tai nhiét do
60°C trong thoi gian 60 phut, nhim dam bao aptamer c6 du thoi gian dé gan 1én bé
mat hat vang théng qua co ché hip phu tinh dién va lién két khong cong hoa tri. Trong
qua trinh 1, cac aptamer dugc hap phy 1én bé mit hat nano vang chil yéu théng qua
tuong tac tinh dién, trong d6 khung xuong phosphate mang dién tich &m cua aptamer
tuong tic v4i cac vi tri mang dién tich duong trén AuNPs. Sy tuong tac ndy thuc ddy
su hinh thanh mot 16p vo aptamer 6n dinh bao quanh céc hat nano, tir d6 cai thién do
bén keo va cho phép nhan biét dic hiéu véi muc tiéu. Sau khi két thuc qua trinh lién
hop giita aptamer va hat vang, hdn hop dugc tiép tuc sir dung dé hinh thanh phtic hop
v6i tac nhan dich 1a vi khuan P.aeruginosa. Dung dich vi khuan dugc bd sung vio
hdn hop trén vai ti 1& 1:0,03 (v/v)). Sau khi thém vi khuan, hdn hop tiép tuc duoc u &
nhiét d6 60°C trong 30 phit, diéu kién nhiét d6 nay vira dam bao ciu tric khong gian
ctia aptamer khong bi phan huy, vira thuc ddy quéd trinh nhan dién dic hiéu giira
aptamer va P.aeruginosa dién ra hiéu qua. Két qua ciia quy trinh 13 sy hinh thanh
ctia phtc hop ba thanh phan: AuNPs—aptamer— P.aeruginosa, trong d6 aptamer dong
vai tro cau ndi nhan dién sinh hoc giira hat vang va vi khuan. Cong hop nay dugc st
dung nhu mot thanh phan mang tin hi¢u dau vao, san sang cho budc tiép theo trong
quy trinh phat hién sinh hoc hoic lap rap vao hé thong que thir, noi khang thé khang
Pseudomonas polyclonal dugc ¢ dinh tai vach thu (T-line) dé bét gilr phtrc nay, tao
ra tin hiéu mau sac c6 thé nhin thdy bang mat thuong.

2.5. Phat trién hé nano-ELISA mot buéc
Nano-ELISA hoat dong dya trén co ché st dung hat nano AuNPs mang hoat

tinh mo6 phong enzyme peroxidase trong phan tmg ELISA xtc tac cho phan tng phan
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huy H:0:, tir 46 oxy hoa cac co chat nhu 3,3',5,5"-tetramethylbenzidine (TMB) tao ra
mau xanh lam—lyc. Quy trinh thtr nghiém dugc mo ta chi tiét trén hinh 2.3 va hinh
2.4.

Pém + TMB + H,0,

HAUCL, + NH,OH.HCl
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Hinh 2.4. Quy trinh thir nghiém nano-ELISA phat hién vi khuin P.aeruginosa
2.5.1. Toi wu héa cdc thanh phén tham gia hé nano-ELISA
Céc diéu kién t6i wu hoa ddi v6i cac thanh phan tham gia hé nano-ELISA bao
gdm: hoat tinh enzyme ctia hat nano vang (con goi 1a nanozyme), ndng 46 TMB, nong
d6 H20,, ndng d6 khang thé Rabbit anti-K. pneumoniae polyclonal/aptamer dic hiéu
v6i P. aeruginosa, nong d6 HAuCls va NH;OH.HCI cho phan tng nhudm ting
cuong.
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Hoat tinh nanozyme da dugc nghién ctru bang cach sir dung TMB lam co chét
sinh mau. Nong d6 cta co chat TMB va H20, dugc xem xét 1a yéu tb dé téi uu hoa
quy trinh. Cac xét nghiém da duoc thuc hién dé t6i uu hoa néng do co chat TMB
trong tAm polystyrene nhu sau: 25 pL AuNP tong hop duoc tron véi cac lugng khéac
nhau (0, 1, 2,4, 8,12, 16, 20, 30 uL) dung dich TMB 10 mg/mL va 15 uL H202 30%.
Pé t6i uu hoa ndng d6 Ho02, 25 pL AuNP tong hop duogc tron véi 1,5 uL dung dich
TMB 10 mg/mL va céc lugng khac nhau cua H>O2 30% (0, 10, 20, 50, 75, 100, 150,
200 pL). Cac phan tmg duoc do ¢ budc séng 650 nm bang may doc vi mach hap thu
(Epoch, Biotek Instruments, Puc) ctr sau 2 phut trong 30 phut.

Qua trinh t6i uu héa hap phu vat 1y tao cong hop hat nano vang va khang thé
duoc thuc hién voi 25 pl dung dich AuNPs téng hop ¢ pH 9.0. Cac lugng khac nhau
(0, 1, 3, 5,7, 10, 12, 15 pL) khang thé Rabbit anti-K.pneumoniae polyclonal 100
ng/mL duoc thém vao va U trong 30 phat. Sau d6, lugng co chit TMB va HyO» tdi
wu duge thém vao dé do hoat tinh xtc tac. Cac phan tng duge do & budc song 650
nm cu sau 2 phut trong 30 phut.

Qua trinh t6i vu héa hip phu vat 1y tao cong hop hat nano vang va aptamer dic
hiéu véi P. aeruginosa dugc thyc hién véi 25 pL dung dich AuNPs tong hop ¢ pH
9.0. Cac luong khac nhau (pha loang 107, 102, 107, 10 tir nong d6 aptamer goc 2,8
mg/mL) aptamer dic hiéu v6i P. aeruginosa dugce thém vao va u trong 1 gio 6 60°C.
Sau d6, luong co chat TMB va HO» tdi wu duoc thém vao dé do hoat tinh xdc tac.
Céc phan tng dugc do ¢ bude song 650 nm.

Déi véi phan tmg cong hop thu dong hat vang va khang thé, 1 mL AuNPs ¢ pH
9.0 dugc 0 véi lugng khang thé Rabbit anti-K. pneumoniae polyclonal ti uu trong 30
phut. Sau khi ly tim dé loai bo khang thé du, dung dich BSA 1% duoc thém vao dé
khoa, va sau d6 cong hgp AuNPs-khang thé Rabbit anti-K.pneumoniae polyclonal
dugc bao quan & 4°C dé str dung cho cac thi nghiém tiép theo.

Dbi voi phan ing cong hop thy dong hat vang va aptamer, 1 mL AuNPs & pH
9.0 duoc 1 voi lwong aptamer dic hiéu v6i P. aeruginosa toi wu trong 1 gio & 60°C.
Cong hop AuNPs- aptamer dic hiéu v6i P. aeruginosa dugc bao quan & 4°C dé su
dung cho céc thi nghiém tiép theo.

Quy trinh nhudém ting cuong bao gdm hai thanh phan, bao gdm néng d6 HAuCls
va NH,OH.HCI. Cac xét nghiém t6i uu héa nong do HAuCls duge thuc hién véi 25
uL AuNP tong hop duoc tron véi cac nong do khac nhau (0, 1, 2, 5, 10, 15, 20 mM)
HAuCls va 80 mM NH,OH.HCI. Pé t6i uvu héa nong 6 NH,OH.HC], 25 uL. AuNP
téng hop dugc tron véi HAuCly 1,5 mM va cac néng d6 khac nhau (0, 10, 20, 30, 50,
80, 100, 150 mM) NH,OH.HCI. C4c hon hop duge u trong 30 phut. Sau d6, luong co
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chat TMB va H»0; tdi vu dugc thém vao dé do hoat tinh xtc tac. Cac phan tng dugc
do ¢ budc song 650 nm.
2.5.2. Quy trinh ting cwong nhudm va thwr nghiém Nano-ELISA phdt hién
K.pneumoniae

100 pL K.pneumoniae nudi cdy & cac d6 pha lodng ndi tiép (10! dén 10°
CFU/mL) duoc thém vao cac giéng va i qua dém ¢ nhiét do phong. Ngay hom sau,
cac giéng duoc ria béng PBS-T (PBS 1X pH 7.4, 0,05% Tween-20), sau d6 dugc
chin bang BSA 1% trong 1 gio. Sau khi rira bang PBS-T, 25 uL cong hop AuNPs-
Rabbit anti- K. pneumoniae polyclonal dugc thém vao mdi giéng va 1 trong 1 gid &
37°C. Sau d6, cac giéng dugc rira va nhuém bang HAuCly/NH,OH.HCI. 50 uL mdi
ndéng d6 HAuCls va NHOH.HCl t6i wu duge thém vao mdi giéng. Cac giéng dugc o
trong 30 phut. Cac giéng duoc rira ba lan, sau d6 co chat TMB va H,O duge thém
vao mdi giéng. Cac xét nghiém mién dich duoc do ¢ budc song 650 nm (Hinh 2.3).
2.5.3. Thir nghiém Nano-ELISA phat hién P.aeruginosa

100 pL P. aeruginosa nudi cdy & cac d6 pha lodng nbi tiép (10' dén 10°
CFU/mL) duoc thém vao cac giéng va i qua dém ¢ nhiét do phong. Ngay hom sau,
cac giéng duoc ria béng PBS-T (PBS 1X pH 7.4, 0,05% Tween-20), sau d6 dugc
chin bang BSA 1% trong 1 gio. Sau khi rira bang PBS-T, 25 uL cong hop AuNPs-
aptamer dic hiéu P. aeruginosa dugc thém vao mdi giéng va u trong 1 gid & 37°C.
Sau do, cac giéng duoc rira ba 1an, co chit TMB va H20; duge thém vao mdi giéng.
Céac xét nghiém mién dich duoc do & budc séng 650 nm (Hinh 2.4).
2.5.4. Xadc dinh d¢ nhay, gioi han phdt hién (LoD) va gioi han dinh luwgng (LoQ),

do ddc hiéu cua phwong phdp

Gia tri ODsso ctia 20 mau am tinh duoc do bang phuong phap Nano-ELISA. Gia
tri trung binh va dd Iéch chuén cia céac gia tri ODeso dugc tinh toan. Gié tri ngudng
duoc do béng gia tri trung binh cong vdi ba 1an do 1éch chuén dé xac dinh mau duong
tinh hay am tinh.

LoD va LoQ duoc xac dinh theo cong thirc [115]:

LoD=33xac/S
LoQ=10xc/S

Trong do, o va S lan luot 1a d6 dbc cua duong chuan va dd 1éch chuén ciia mau tréng

Thir nghiém nano-ELISA két hop nhudm ting cuong phat hién K.pneumoniae
di duoc tién hanh véi cac mau doi chung: P.aeruginosa, Escherichia coli,
Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus va Salmonella typhimurium; thi

nghiém nano-ELISA phét hién P.aeruginosa di duoc tién hanh véi cac mau dbi
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chung: K.pneumoniae, Escherichia coli, Clostridium perfringens, Staphylococcus
aureus va Salmonella typhimurium nham danh gia d6 dac hiéu cia xét nghiém mién
dich. Cac phan tng dugc do ¢ budc séng 650 nm. Tét ca cac thi nghiém déu duoc
thuc hién ba 1an, va su khac biét giita cac nhom dugc phan tich bang phuong phap
phan tich phuong sai mot chiéu (ANOVA) ctia GraphPad Prism (Graph-Pad Software
Inc., La Jolla, CA, Hoa K¥). Dir liéu cia mdi nhém (N = 3) duogc biéu thj dudi dang
gi4 tri trung binh + sai s6 chuan cua gi tri trung binh (SEM). Mtic y nghia théng ké
duoc dat 6 muc p < 0,05.
2.6. Thiét ké va ché tao hé sic ky mién dich LFIA
2.6.1. Toi wu dung dich dém chay que thi

Trong cac hé théng que thir dong chay bén (LFIA) st dung hat nano vang
(AuNPs), viéc lya chon h¢ dém c6 vai trd quan trong trong viéc duy tri do on dinh
keo ctia AuNPs, han ché hién tuong két tu va dam bao hiéu qua lién két sinh hoc gitra
AuNPs voi khang thé hodc aptamer. Mdi loai dém c6 nhiing dic diém riéng anh
hudng tryc tiép dén kha nang di chuyén cta hat trén mang nitrocellulose ciing nhu
cuong do tin hi€éu mau cia que tha.

e Tris (Tris(hydroxymethyl)aminomethane): La hé dém thuong duogc su
dung trong cac h¢ AuNPs hoat dong ¢ pH trung tinh dén kiém. Tris c6 vu diém
1 it twong tac voi bé mit vang nén gitp duy tri d6 6n dinh phan tan cia AuNPs
trong qua trinh bao quan va chay que thir. Ngoai ra, Tris hd trg duy tri hoat
tinh sinh hoc cua khang thé hodc aptamer ga‘in trén AuNPs, tir do cai thién tin
hi¢u tai vach thu.

« Borate: Dém borate ph hop trong cic hé can pH kiém nhe va thuong dugc
ung dung khi AuNPs dugc phu polymer hodc phan tir sinh hoc c6 chira nhom
hydroxyl. Tuy nhién, borate c6 thé lam thay ddi dién tich bé mat cia AuNPs
va anh huong dén hién tugng cong hudng plasmon bé mit, tir d6 tac dong dén
cuong do mau do dac trung cua hat nano vang. Vi vay, khi su dung trong LFIA
can tbi uu né)ng dé va pH dé tranh hién tuong gidm tin hiéu hodc két tu hat.

« PBS (Phosphate-Buffered Saline): PBS duoc sir dung pho bién trong cac hé
LFIA nho kha nang duy tri méi trudng sinh 1y 6n dinh va tuong thich tot véi
protein. Tuy nhién, ion phosphate va ndng do mudi cao trong PBS c6 thé lam
giam do 6n dinh keo cua AuNPs, dic biét ddi véi cac hat chua duoc phu bao
vE dﬁy du, dan dén hién tuong két tu va giam kha nang di chuyén trén mang
nitrocellulose. Do d6, PBS thuong dugc sir dung ¢ ndng d6 thip hoic két hop

vO1i cac chat on dinh nhu BSA, Tween-20 hoac sucrose.
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« HBS (HEPES Buffered Saline): HBS dugc danh gia 1a hé dém phu hop cho
AuNPs trong cac ung dung LFIA nho kha nang duy tri pH 6n dinh va han ché
anh huong dén bé mat vang. HEPES gitip 6n dinh kich thudc hat va giam hién
tuong két ty trong qua trinh luu trit ciing nhu chay mau.

« MES (2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid): MES thich hop cho cac budc
cong hop hoac xir Iy AuNPs trong mdi trudong pH axit nhe. Dém nay it twong
tac voi bé mat vang va giup duy tri do 6n dinh cua hat trong diéu kién pH thap.
Trong nghién ctru nay, 5 loai dém da dugc sir dung dé khao sat anh huong cia

ching 1én hiéu suat cong hop va tinh 6n dinh ctia hat nano vang. Két qua tir cac phan
tich phd UV-Vis, Zeta potential s& cung cap cai nhin tong quan vé sy twong tac gitra
hat nano va moi truong dém, tir d6 dua ra lya chon tdi uu cho cac ung dung cu thé.
Pau tién hat nano vang dugc phan tan trong céac loai dém trén, cac dung dich dém
duoc su dung co n@)ng dé 10 mM, day dugc cho la néng dd phu hop dé duy tri hoat
tinh sinh hoc cta khang thé. Cac dung dich dém dugc bd sung thém céac chat 1a BSA,
Tween 20, sucrose voi n@)ng do phén tram st dung lan luot tuong ung 1a 0,1%, 0.5%,
va 0.5%. Sau khi phan tan, tién hanh khao sat mirc d6 6n dinh cua hat trong dung dich
dém nay bang phuong phap quan sét truc tiép trén que thir, phan tich phd UV-vis, va
phan tich pho thé Zeta (Zeta potential).
2.6.2. Ché tao que thir nhanh LFIA phdt hién K.pneumoniae
e Chuin bi cic tim mang ciia que thir

Que thir LFIA bao gom 4 miéng mang: mang hut mau, mang lién hop, mang
nitrocellulose (NC) va mang hap thy mau. Ca mang hit mau va cac tim mang lién
hop déu duoc 1am tir sgi thuy tinh. Tam sgi thuy tinh duge chuan bi véi kich thudce
dai 30 cm, rong 1 cm va day 0,41 mm. Sau do, tim nay duoc ngam trude trong dung
dich dém HEPES 10 mM c6 pH 7.4 va lic & nhiét d6 phong trong 2 gid trudce khi say
khé trong 30 phit & 37°C. Tiép theo, tim soi thuy tinh dugc ngam trong dung dich
dém HEPES 10 mM & pH 7,4 chtta 1% BSA, 1% sucrose, 0,5% Tween-20 va 0,05%
natri azide trong 1 gid va say kho trong 30 phut & 37°C. Cac tim dém sau d6 duoc
bao quan & 4°C dé st dung. TAm mang NC duogc chuan bi véi thoi gian chay mao
quan 1a 90 gidy. Dung dich ¢&ém HBS 10 mM & pH 7,4, gom 0,01 M HEPES va 0,15
M NaCl, v6i 0,1% BSA, 0,5% sucrose va 0,5% Tween-20, dugc tir tir nho 18n bé mit
mang. Sau d6, mang NC duoc hut chan khong trong 2 gid va bao quan & 4°C dé st
dung.

Trong khi d6, 1 mg/mL khang thé Rabbit anti-K.pneumoniae polyclonal va 1
mg/mL khang thé Mouse anti-rabbit IgG dugc phun lan luot 1én vach thir nghiém va
vach ddi chimg, va dung dich cong hop duoc phun 1én miéng dém cong hop di chuan
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bi bang may phun HGS510 ctia Hangzhou Autokun Technology. Sau 3 gio siy kho
& 37°C trong tii 4m, tat ca cac bo phan duoc lap rap. Cudi cing, dai thir nghiém LFIA
v6i chiéu rong 3 mm duoc cit bang may cat Guillotine HGS210 ciia Hangzhou
Autokun Technology va lap rap thanh mot bang cassette cho xét nghiém sau. Que thir
duoc lap rap v6i nguyén Iy bat cip sandwich phat hién vi khuan K. pneumoniae (Hinh
2.5).

T4m dém mau Tam céng hop

Tam hat mau
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Hinh 2.5. Nguyén 1y ciia que thir nhanh sir dung khéng thé phat hién vi khuan K pneumoniae
e Dinh lwgng vach thir LFIA bang h¢ thong do @9 bio hoa mau

Tron 30 pL vi khuan K. pneumoniae v6i 30 pl dung dich dém Tris pH 10,8
chira 0,1% BSA, 0,5% Sucrose va 0,5% Tween 20. Sau d6, nho ting giot 60 ul hon
hop vao 6 chira mau cta que thir. Poi que thtr 15 phat trude khi doc két qua. Két qua
c6 thé bi mét hiéu luc néu qua trinh thir kéo dai hon 30 phut. Sau d6, d6 bio hoa mau
clia cac vach trén que thir LFIA dugc do dinh lugng bang tmg dung do mau. Dau tién,
hinh anh chat lugng cao cua cac que thir LFTA duoc chup bﬁng camera dién thoai
thong minh, dam bao diéu kién anh sang nhat quan dé giam thiéu sy thay d6i mau sic
do cac yéu to bén ngoai. Hinh anh vach T duoc chup trong diéu kién anh sang 335
lux. Tiép theo, tmg dung Color Grab duoc st dung dé chup anh cac dai thir nghiém,
dam bao céac vach thir nghiém duogc nhin théy rd rang va cac hinh anh duogc chyp
trong diéu kién anh sang ddng déu. Sau khi chup anh, cic cong cu cta tng dung s&



65

chon vung quan tam (ROI) trén cac dai thir nghi¢ém LFIA noi cac vach xuét hién. Ung
dung cung cap thong tin mau sic, bao gdm céc gi tri bio hoa cho cac vung di chon.
Céc gia tri bio hoa cho mdi vach thir nghiém duoc ghi lai, dam bao phép do nhat
quéan khi sir dung cung kich thudc va vi tri ROL Bang cach sir dung mg dung may
do mau, dir liéu dugc thu thap nhanh chong va chinh xac. Céc gia tri bao hoa sau do
duoc so sanh véi cac duong chuén hoac gia tri tham chiéu dé dién giai két qua mot
cach dinh lugng.
2.6.3. Ché tao que thir nhanh LFIA phdt hién P.aeruginosa

e Chuin bi cic tim mang ciia que thir

- Chuin bi mang Nitrocellulose (NC)

Quy trinh x&r Iy mang NC duoc tién hanh nhu sau: Chuan bi tim mang
nitrocellulose (NC), loai c6 thoi gian dong mao dan 90 gidy, tirc 1a lwong thoi gian
(gidy) can thiét d¢é dung moi di chuyén hét 4,0 cm chiéu dai 1a 90 gidy va, co kich
thudc 14 23,5 cm x 30 cm, trong d6 dau du kién gan mang hap thu va dau dy kién gin
tdm cong hop 1 2 dau tAm mang NC theo chiéu 3,5 cm. Nho tir tir dung dich dém
HBS nong d6 10 mM c6 pH 7,4 (ttrc 12 dung dich bao gom 0,01 M HEPES va 0,15
M NacCl) c6 chtra 0,1% BSA, 0,5% sucrose, 0,5% Tween-20 1én mang. Tiép theo,
mang NC duoc hit chan khong trong 2 gid va sau d6 bdo quan & moi trudng 4°C.

Khang thé Rabbit anti-Pseudomonas polyclonal duoc phan tan trong dém PBS
10 mM véi nong d6 1 mg/mL va dugc tién hanh trai 1én mang NC tuong (mg véi
vach T tai vi tri cach dau du kién gén tAm hép thu 1a 1,8 cm véi bé day ciavach T la
0,09 mm béng thiét bi phun véi tde do phun 1a 0,6 uL/cm, ap suat 0,02 MPa véi lugng
dung dich khang thé sau khi phan tan dugc s dung 1a 30 pL nong do 1 mg/mL.
Khang thé nay dong vai tro 1a khang thé bat giit lai hat cong hop c6 mang
P.aeruginosa tai vach T.

Khang thé Mouse anti-Rabbit IgG duoc phan tan trong dém PBS 10 mM véi
noéng d6 1 mg/mL va duoc tién hanh trai 1én mang NC tuong tmg v6i vach C cach
vach T 13 0,5 cm vé phia dau dy kién gén tAm hép thu va bé day vach C 1a 0,09 mm
bang thiét bi phun voi téc do phun 1a 0,6 pL/cm, ap suat 0,02 MPa véi lugng dung
dich khang thé sau khi phan tan duoc st dung 13 30 uL néng do 1 mg/mL. Muc dich
ctia viée sir dung khang thé Mouse anti-Rabbit IgG dé minh chimg cho viéc c6 dong
chay trong mang NC di qua vung chtra vach T va vach C.

Sau khi trai vach T va vach C, mang NC duoc séy 0 37 °C trong thoi gian 1 gio,
thu dugc tAm ving phét hién va thuc hién bao quan tdm ving phét hién ¢ ngan mat
tu lanh.

- Chuan bi mang hit mau va mang hap thu mau
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Chuan bi tim dém mau c6 kich thude 1,5-2,0 cm x 30 cm, 1& mang tach mau
loai FR1 ctia hing mdi Membrane Technologies. Trong cau tric ciia que thir phat
hién vi khuan tir mdu mau toan phan, mang tach huyét cau dugc tich hop ¢ dau vao
mau déng vai trd quan trong trong viéc loai bo hong cau. Loai mang nay c6 cau tric
vi x6p voi thé tich rdng cao va kha nang luu gitt manh mé, cho phép tach chon loc va
hi€u qua cac thanh phﬁn hiru hinh trong mau, dac biét I1a héng cau, trong khi van cho
phép huyét twong va cac tic nhan dich nhu vi khuan hodc phéan tir bé mat vi khuan di
qua. Sy hap phu chat phan tich trong mang 1a t6i thiéu dan dén que thir c6 d6 nhay
cao hon.

Chuan bi tdm hép thy c6 kich thuéc 1,7 cm x 30 cm, 1a loai C083 Cellulose
Fiber ctia Millipore. Mang hap thu (absorbent pad) hay ciing c6 thé goi 1 tAm bac
(wicking pad). Muc dich ctia tAm nay 14 lam miéng dém dé hap thy tit ca cac chat thi
ma khong bi bat giit lai & vach T va vach C trong khi van duy tri dong mao dan qua
mang dé 1am sach nén. Toc do tham hit ctia tAim bac nay ciling s& anh huong dén thoi
gian doc két qua xét nghiém. TAm bac phai ngin chin dong chay nguoc cua thanh
phan chat thir du trong thoi gian t6i thiéu c6 thé sau thoi gian doc két qua xét nghiém.
Hai mang nay s& dugc xir Iy bang cach nhing vao dung dich chira 2% NaCl, 0,5%
BSA, va 0,1% polyvinylpyrrolidone, roi say kho ¢ 37°C dé qua dém.

- Chuén bi tim cdng hop

Chuan bi tam gidy soi thity tinh Millipore GFDX c6 kich thuéc chiéu dai 30
cm, chiéu rong 1 cm va bé day 1a 0,41 mm. Viéc lya chon vat li¢u nay dua trén co so
cac yéu to gitip duy tri tinh toan ven cta lién hop khi siy kho va bao quan lau dai,
d6ng thoi giai phong lién hop hoan toan sau khi 1am udt bang méi truong mau. Nhing
tam gidy soi thiy tinh vao trong dung dich dém HEPES ndng d6 10 mM c6 pH 14 7,4
va lac ¢ nhiét do phong trong 2 gid, sau d6 sdy trong 30 phit ¢ nhiét do 37°C. Tiép
theo, tim gidy soi thiy tinh dugc ngam trong dung dich dém HEPES ndng d6 10 mM
c6 pH 1a 7,4 ¢6 chura 1% BSA, 1% sucroza, 0,5% Tween 20, va 0,05% sodium azide
trong thoi gian 1 gid va say trong 30 phut & nhiét d6 37°C, thu duoc tdm sau xir 1y.
Tam dugc bao quan & nhiét do 4°C.

Phun 1 mL dung dich hat lién hop cong hoa tri 1én toan b bé mit ciia tim sau
xt 1y v6i tbe @6 phun 13 9,5 pL/cm va ap suét 1a 0,02 MPa dé phan phéi dung dich
hat lién hop cong hoa tri déu trén bé mit ctia tim sau xir 1y. Sdy kho céc tdm sau khi
phan phéi dung dich hat lién hop cong héa tri trong ti say ddi luu khong khi cudng
buic trong 30 phiit & nhiét d6 37°C, sau d6 dé qua dém trong méi trudng chan khong
co bd sung do hut am v&i do am < 20%, thu duge tAm cong hop.

e Lip rip que thir
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Dan tim vung phat hi¢n NC 1én bé mit tAm mang ¢ vi tri chinh gitra tinh theo
chiéu dai cia tim mang (tc 13 cach mdi diu cta tAm mang 1a 1 cm) cach dau dy kién
gan tAm hap thu 13 1,5 cm va cach dau dy kién gin tim cong hop va tim dém mau 13
2,0 cm. Déan tim hap thy chong 1én tim ving phat hién NC & phia dau duy kién gan
tdm hap thy (& phia dau gan ving chua vi tri vach C), sao cho chiéu ngang cac tim
vira khit nhau, véi ving che phii khoang 2 mm giita 2 tdm. Dan tim cong hop thu
dugc chong 1én tAim ving phat hién NC & phia dau du kién gin tAm cong hop (& vi tri
dau gan ving chira vach T) sao cho chiéu ngang cic tdm vira khit nhau, va v6i ving
che phu khoang 2 mm giira 2 tim. Tiép tuc dan tim dém mau chong 1én tim cong
hop & dau con lai cua tAm cong hop (dau khong dén chong 1én tAm ving phat hién)
v6i ving che phu khoang 13 2,7 mm giira 2 tim, thu duoc tAm chinh (master card).
Viéc 1ap rap cac thanh phan cua que thir nhanh 1én tim mang c6 thé duoc thuc hién
bang tay hodc sir dung thiét bi con mang. Thiét bi nay str dung chan khong dé giir vat
lidu tai chd va mang can dé dam bao vat liéu duoc ép ¢ dang vi tri va hi¢u suét le“ip
rap c6 d6 chinh xac cao. TAm chinh duoc cat thanh cac que c6 kich thudc bé ngang
l1a 3 mm, thu dugc que thtr nhanh.

e Thir nghiém que thir phat hién nhanh P.aeruginosa

Que thir duoc 1ap rap va dugc Gmg dung theo nguyén tic sir dung cong hop kép
phat hién vi khuan P.aeruginosa (Hinh 2.6). Que thtr két hop giita co ché nhan dién
dic hiéu ciia aptamer va lién két mién dich cta khang thé nham nang cao d dic hiéu
va d0 tin cay trong phat hién. Trong quy trinh chuan bi mau, aptamer dic hiéu véi vi
khuan P.aeruginosa dugc gan 1én bé mit hat vang nano (AuNPs) thong qua tuong
tac hap phu vat 1y, tao thanh dau do AuNPs—aptamer. Pau do nay sau d6 duogc G voi
mau thir, hinh thanh phtrc hgp AuNPs—aptamer—vi khuan néu vi khuan muc tiéu c6
mat trong mau. Trong thiét ké cua que thu, vung cong hop dugce nap san hé AuNPs—
khang thé Goat anti-Mouse IgG, dong vai tro 13 tin hiéu d6i chimg. Vach kiém tra (T)
dugc cb dinh khang thé Rabbit anti-Pseudomonas polyclonal cho phép bat giir phirc
hop AuNPs—aptamer—vi khuan thong qua phan khéang nguyén vi khuan. Vach d6i
ching (C) dugc ¢ dinh sin khang thé Mouse anti-rabbit IgG dé bat giit hé AuNPs—
khang thé Goat anti-Mouse IgG tir viing cong hop. Khi mau da duoc cong hop duoc
nho 1én dau que thir, hdn hop di chuyén nhd hién twong mao din doc theo mang
nitrocellulose. Néu vi khuan muc tiéu hién dién, phirc hop AuNPs—aptamer—vi khuan
s€ bi gitr lai tai vach T, tao thanh vach mau do tai vi tri nay. D@)ng thoi, hé dbi chung
AuNPs— khang thé Goat anti-Mouse IgG sé& twong tic voi khang thé Mouse anti-rabbit
IgG tai vach C va tao thanh vach mau d6, dong vai tro xac nhan qua trinh thir dién ra
binh thuong.
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Hinh 2.6. Nguyén ly ctia que thur nhanh stir dung aptamer dac hi¢u phat hién vi
khuan P.aeruginosa
e Dinh luwgng vach thir LFIA
Pé phan tich ban dinh luong, hinh anh ving vach thir nghiém (T) va vach
chung (C) trén que tht LFIA dugc xir 1y bang phan mém Image)
(https://imagej.nih.gov/ij/, truy cip ngay 13 thang 8 ndm 2025). ImageJ 1a phan mém

phan tich hinh anh ma ngudn md, mién phi, duoc st dung rong rii trong nghién ciru
khoa hoc nho kha nang do cuong do tin hi€u dua trén mat do diém anh v&i do chinh
xac va do 1ap lai cao. Viéc su dung Imagel giup chuan hoa quy trinh phan tich, han
ché sai 1éch do danh gia bang mat thuong, déng thoi cho phép xuat dir liéu sé hoa
phuc vu xir Iy théng ké, qua d6 ning cao do tin cdy cta két qua ban dinh lugng LFIA.

Hinh anh dugc thu nhan & dinh dang anh xdm 8-bit, trong dé gia tri cuong do
diém anh dao dong tir 0 — twong Gng v4i mau den — dén 255 — tuwong Gng v4i mau
trz'ing. Do sau bit nay dugc lya chon nham dam bao do twong phan va muc chi tiét
pht hop cho qua trinh nhén dién dic trung hinh anh, dong thoi giam dung luong tép
va tai xtr Iy. Ngoai ra, ché ¢ anh xam giup loai bé anh huéng ctia thong tin mau sic,
tap trung hoan toan vao sy bién thién d6 sang cua tin hiéu.

Nhim tang cuong sy khac biét gitra vach thir nghi¢m va nén, ché d6 Invert

LUT duoc ap dung trude khi do, 1am cho cac vach thir nghi¢m duong tinh manh hién
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thi dudi dang ving sang. Su diéu chinh nay hd tro dinh luong chinh xac hon gia tri
cuong do diém anh cta ca vach thu nghiém va vach ching. D@t liéu cuong do thu
duoc sau d6 dugc st dung dé xay dung duong chuén, trong d6 cuong dod tin hiéu do
duoc ty 1€ thuédn voi néng dd P. aeruginosa dugc phat hién trén que thu LFIA.
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CHUONG 3. KET QUA VA THAO LUAN

Chuong Két qua va thao luan trinh bay cac két qua dat dugc trong qua trinh
thuc hién nghién curu, bao g6m chon loc aptamer dac hi¢u, phat trién cac hé théng
phat hién dya trén Nano-ELISA va sic ky mién dich dong chay bén. Trudc hét, qua
trinh SELEX dugc t6i vu nham 1am giau va sang loc cac trinh ty aptamer c6 kha ning
nhan dién dic hiéu vi khuin muc tiéu, trong d6 céac thong sb ky thuat nhu diéu kién
gan, khuéch dai PCR, PCR bat d6i xing va danh gia 4i luc duoc phan tich chi tiét.
Céc két qua nay 1a co so dé lya chon cac ing vién aptamer tiém ning cho phat trién

hé théng cam bién sinh hoc.

Tiép theo, chuong trinh bay két qua thiét ké va tdi uu hé Nano-ELISA tryc
tiép nham phat hién K. pneumoniae, P.aeruginosa dya trén su két hop giita khang thé
hodc aptamer véi hat nano vang. Hiéu qua ctia hé théng dugc danh gia thong qua kha
nang xuc tac cua AuNPs, cuong do tin hi¢u mau, d nhay, d¢ dac hi¢u va kha nang

ung dung trong phan tich dinh lugng.

Bén canh d6, chuong ciing trinh bay két qua phat trién hé sac ky mién dich dong
chay bén nham phét hién nhanh K pneumoniae, P.aeruginosa. Viéc tich hop ki thuat
lién két cong hoéa tri, phan tich hinh 4nh s6 va danh gia cuong do tin hiéu mau cho
phép nang cao d nhay va do on dinh, rat ngén thoi gian phan tich va mo ra tiém nang

mg dung trong cac hé thong chan doan nhanh tai chd.

3.1.  Chon lgc aptamer dic hiéu cho K.pneumoniae va P.aeruginosa

3.1.1. Chon loc aptamer dac hiéu cho K.pneumoniae

Phan g khuéch dai PCR 1a mot budc quan trong trong quy trinh SELEX
[116]. Tuy nhién, viéc khuéch dai thu vién DNA ngau nhién khac biét dang ké so véi
qua trinh khuéch dai DNA ddng nhat thong thuong [117]. Viéc khuéch dai khong phu
hop thu vién DNA ngiu nhién c6 thé dan dén mat san pham chinh va tich lily cac san
pham phu khong mong mudn, tir 6 c6 thé gy ra that bai trong qua trinh SELEX.
Trong nghién ctru ndy, anh huéng ciia mot sé yéu té dén hiéu suat PCR, bao gém
nhiét do gén mdi, sé chu ky va n@)ng dd khuodn, trong hai vong SELEX dau tién da
dugc khao sat. Cac diéu kién thir nghiém cho timg yéu t6 dugc tom tat trong Bing
3.1.
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Bang 3.1. Tom tat cac diéu kién toi wu hoa phan ing PCR d6i xtng trong hai vong

SELEX dau tién
STT Nhiét d9 gin moi | S6 chu ky PCR | Nong do khudn miu
50,0°C
50,7°C
52,0°C
Thi nghiém 1 54,0°C 8 0,1 ng/uL
56,3°C
58,2°C
59,5°C
6
8
10
Thi nghiém 2 56,3°C 12 0,1 ng/puL
14
16
18
0,01 ng/uL
0,02 ng/uL
0,1 ng/uLL
Thi nghiém 3 56,3°C 8-10
0,2 ng/uLL
1 ng/uL
2 ng/uL

Nhu thé hién trong Hinh 3.1A va D, trong khoang nhiét d6 gin moi tir 50°C dén
59,5°C, bang san phém PCR r3 nét nhat véi mac do nhoe tdi thiéu duoc quan sat tai
56,3°C. O céac nhiét do ga‘in mdi cao hon hodc thép hon, cuong do bang giam (Hinh
3.1A) va hién tuong nhoe ting (Hinh 3.1D), mic du sy khac biét khong dang ké.
Quan sat nay phu hop véi cac nghién ctru trude ddy, cho thay nhiét do gan moi c6
anh hudng quan trong hon ddi véi cac khuoén PCR dai so voi cac khudn ngan nhu

aptamer DNA [116]. Viéc khuéch dai qua murc cac thu vién DNA ngiu nhién cé thé
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dan dén bat cap sai ngiu nhién, tao ra cac san pham PCR bat thudong. Do d6, viéc tdi
vu s6 chu ky PCR va nong d khuon 14 can thiét. Trong vong SELEX thtr nhét, cac
san pham phu khong mong mudn xuét hién tir chu ky PCR thir 10 (Hinh 3.1B) va ¢
noéng do khuon ssDNA 0,1 ng/uL (Hinh 3.1C). Trong vong thir hai, cac san pham
phu xuét hién tir chu ky PCR thtr 12 (Hinh 3.1E) va ¢ ndng do khuon ssDNA 1 ng/uL
(Hinh 3.1F). Sy khac biét nay c6 thé 1a do su giam kich thudc thu vién ssDNA hoic
thay doi vé do tinh khiét ciia ssDNA qua cac vong chon loc [118]. Do do, mac du
nhiét 6 gan mdi 56,3°C dugc xac dinh 1a téi vu, nhung s6 chu ky va nong do khudn
can dugc diéu chinh can than qua ting vong, trong pham vi bién thién nho, nham
tranh tao ra cac san pham khuéch dai khong mong muén.

A B
L 50 50,7 52 54 56,3 58,2 59,5 °C L 6 8 10 12 14 16 18 vong

Vong thir nhat

6 8 10 12 14 16 18 vong

Vong thir hai

Nhiét dé gan moi S6 chu ky phan irng PCR Nong dd khuén mau DNA

Hinh 3.1. Anh dién di gel agarose 2% danh gia cac diéu kién t6i vu cho phan tng
PCR d6i xtng trong vong thir nhét va thir hai. (A, D) Cac nhiét d6 gan moi khac nhau
(°C), (B, E) sb chu ky PCR khéc nhau, va (C, F) cac nong do khuén DNA khéc nhau
(ng/uL) dugc khao sat. Nhiét d6 gan mdi tir 1-7 1an luot 1a 50°C, 50,7°C, 52°C, 54°C,
56,3°C, 58,2°C, 59,5°C. S6 chu ky phan ting PCR tir 1-7 lan luot 14 6, 8, 10, 12, 14,
16, 18 vong. Nong d6 khuén mau tir 1-6 lan luot 1a 0,01, 0,02, 0,1, 0,2, 1, 2 ng/uL
“L” biéu thi thang DNA 100 bp.

Pé tai tao soi don DNA (ssDNA) cho cac vong SELEX tiép theo, nhiéu phuong
phap di dugc xem xét, bao gdm: tach tir bang hat phu streptavidin, thiiy phan soi co
gin phosphate bing enzyme lambda exonuclease, tich kich thudc trén gel

polyacrylamide bién tinh dya trén sy chénh léch chiéu dai gitra hai soi, va PCR bat



73

d6i xtng. Trong sd d6, PCR bét d6i ximg (aPCR) duoc lya chon nhd quy trinh don

gian, yéu cau it vat liéu khoi dau, hidu qua cao va chi phi thap [116]. Ngoai ra, san

pham ciia aPCR c¢6 thé duge sir dung truc tiép cho vong SELEX ké tiép ma khong

can budc tinh sach bo sung [119]. Cac san pham PCR d3 loai bo mdi dugc st dung

cho qua trinh t6i wu hoa PCR bt dbi xtmg. Cac yéu t6 co thé anh hudng dén hicu

suat tao ssDNA, bao gom nhiét d6 gan moi, nong do khudn cudi cung, ty 1€ moi

xudi/nguoc, va sé chu ky phan tmg, da duoc khao sat. Nhu thé hién trong Bang 3.2,

cac bang ssDNA xuét hién ¢ vi tri thap hon so v6i cac bang dsDNA (91 bp).

Bang 3.2. Toém tit cac diéu kién toi vu héa phan tng PCR bat dbi xing

STT Nfliét Cf@ Nong d(fi Ti 1é n‘l("ii (mdi S6 chu ky
gan moi khudon mau xu6i/moi ngugc) PCR
55°C
56°C
Thi nghiém 1 57°C 0,1 ng/puL 20:1 25 chu ky
58°C
59°C
0 ng/uL
0,05 ng/uL
Thi nghiém 2 59°C 0.1 ng/ul 20:1 25 chu ky
0,2 ng/uLL
1 ng/uL
2 ng/uL
20:1
40:1
Thi nghiém 3 59°C 0,1 ng/uL 60:1 25 chu ky
80:1
100:1
15 chu ky
Thi nghiém 4 59°C 0,1 ng/uL Gia tri da toi uu 20 chu ky

25 chu ky
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30 chu ky
35 chu ky

Nhu thé hién trong Hinh 3.2A, nhiét d6 gin mdi tdi wu dugc xac dinh 1a 59°C,
va nhiét d0 nay dugc lya chon cho cac vong SELEX tiép theo. Trong Hinh 3.2B, két
qua cho thdy ndng d6 khuén DNA cao hon 0,1 ng/pL ¢ thé ddn dén sy xuét hién cua
vét mo (smearing) va san pham phu. Pang chu y, khi str dung lwong khuon thich hop,
hiéu suat tao ssDNA va dsDNA khong c6 su khac biét dang ké khi thay doi ty 1& moi
xuodi/nguoc va s6 chu ky PCR (Hinh 3.2C, D). Tuy nhién, nhu da duogc béo cdo, cac
diéu kién t6i wu cho phan ung PCR bét doi xtimg (asymmetric PCR) trong vong
SELEX dau tién s& khac so v&i cac vong sau, do su giam dan do tinh khiét va kich
thude cta quan thé ssDNA trong qua trinh tuyén chon [118]. Do d6, ngoai trir nhiét
do gén mdi 59°C duoc gitr ¢ dinh, cac yéu td khac can duoc tdi wu hoa riéng cho
timg vong SELEX, nhung trong pham vi bién thién t6i thiéu nham duy tri tinh 6n
dinh ctia qua trinh khuéch dai.

20 40 60 80 100 .
L 55 56 57 58 59°C L 0005 01 02 1 2nglul L L 15 20 25 30 35vong

et}

SEmeese

«—dsDNA
Ay “—dsDNA

4+—ssDNA «—5DNA

Nhiét do gan moi Nong do khuon mau DNA Ti 1& moi S6 chu ky aPCR

Hinh 3.2. Anh dién di gel agarose 4% danh gia cac diéu kién t6i vu cho phan tng
PCR bit d6i ximg. (A) Cac nhiét do gan moi tir 1-5 lan luot 1a 55, 56, 57, 58, 59°C,
trong d6 “L” 1a thang chuan DNA 100 bp. (B) Cac nong d6 khuoén DNA tir 1-6 lan
luot 14 0, 0,05, 0,1, 0,2, 1, 2 ng/pL, trong d6 “L” 1a thang chuan DNA 25 bp. (C) Cac
ty 1& khac nhau gitta mdi xudi va moi nguge tir 1-5 1an lugt 13 20:1, 40:1, 60:1, 80:1,
100:1, trong d6 “L” 14 thang chudn DNA 100 bp. (D) Cac sb chu ky khuéch dai tir 1-
5 1an luot 1a 15, 20, 25, 30, 35 chu ky trong phan ung aPCR dugc khao sat; “L” 1a
thang chuan DNA 100 bp.
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Téng hop lai, cac diéu kién PCR va aPCR dugc toi uu héa da dam bao qua
trinh tai tao thu vién ssDNA c¢6 chét lugng cao voi lugng san phém phu tdi thiéu, tao
nén tang ving chic cho cac vong SELEX tiép theo.

3.1.1.1. Chon loc aptamer dic hiéu véi khing nguyén K.pneumoniae trong diéu
kién in vitro

Trong quy trinh SELEX in vitro nay, LPS tor K. pneumoniae (L4268, Sigma-
Aldrich) dugc sir dung 1am muc tiéu cho mot thu vién ssDNA ngiu nhién gdom 4°°
phan tir ssDNA. Sau mudi vong tuyén chon, mot tap hop cac aptamer c6 ai luc lién
két duoc cai thién rd rét d6i vai LPS d3 duoc thu nhan thanh cong. Vi¢e tang do khat
khe ctia qué trinh tuyén chon bang cach giam ndng d6 muc tiéu va thoi gian u trong
cac vong sau (Bang 3.3) da chiing minh hiéu qua trong viéc lam giau céc trinh ty c6
ai luc cao.

Bang 3.3. Cac thong s6 SELEX chon loc aptamer ddc hiéu LPS cua K pneumoniae

V(‘)Ill%((::hon Nong do LPS ctia K pneumoniae (ug/pL) Thoi gian u (phtt)
1 1,00 60
2 0,80 60
3 0,50 60
4 0,20 45
5 0,10 45
6 0,04 45
7 0,04 30
8 0,02 30
9 0,01 30
10 0,01 15

Sy lam giau duoc thé hién 16 rang thong qua phép thur oligonucleotide gan
enzyme (enzyme-linked oligonucleotide assay): trong khi thu vién ban dau chi cho
tin hiéu hap thy yéu tai budc song 450 nm, cudng do tin hiéu ting dang ké tir vong

thir 8 tro di va gan nhu dat trang thai bio hoa & vong thir 10 (Hinh 3.3).
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Hinh 3.3. Qua trinh lam giau thu vién aptamer dac hi¢u vdoi LPS tr K. pneumoniae
trong SELEX. ssDNA duoc rira giai tir mdi vong tuyén chon dugc khuéch dai bang
PCR, sau d6 thyc hién PCR bat ddi xtmg voi moi xudi duge gan biotin va mdi ngugc
dugc phosphoryl hoa. Cac phéan tir ssDNA gin biotin dugc tinh sach va tién hanh
phan tich bang phép thir oligonucleotide gin enzyme (ELONA). Biéu d6 thé hién gia
tri hap thu & bude séng 450 nm cua cac thu vién aptamer trong cac vong SELEX. Cac
thi nghiém duoc thuc hién ddc 1ap bon lan.

Qua trinh lam giau cac aptamer dac hi€éu véi muc ti€éu dugce xac dinh béng phép
thir oligonucleotide gan enzyme (ELONA) trong sudt qua trinh tuyén chon. Tir vong
thir 8, gi tri hap thy tai budc song 450 nm ting 1én dang ké so véi thu vién ban dau,
cho thiy ty 1¢ aptamer gan két voi LPS ngay cang tang (Hinh 3.3). Sy gia ting lién
tuc nay khang dinh rang cc aptamer c6 i luc v6i LPS d3 duoc lam giau, va kha ning
gén két gﬁn nhu dat mtc cuc dai. Do do, qua trinh tuyén chon duogc dung lai sau vong
thir 10. Cac san pham duoc lam giau tir vong 10 dugc khuéch dai bang PCR, chén
vao plasmid va bién nap vao chung E. coli TOP10, sau d6 dugc giai trinh tu. Hinh
anh tach dong aptamer dugc thé hién trong phan phu lyc. Két qua thu dugc 15 trinh
tu ddc trung, moi trinh tr xuét hién it nhat hai lan. Nhiing trinh ty nay dai dién cho
cac ing vién aptamer uu thé, va duoc dua vao phan tich docking phéan tir nham dénh
gia ai luc gin két du doan dbi v6i LPS (Bang 3.4). Nhu vay, viéc lam giau va nhan
dién thanh cong 15 aptamer t6i uu da cung cip nén tang vimg chic cho cac budc mo
phéng docking in silico, m6 phong dong luc hoc phan tir, va thuyc nghiém xac nhan,
qua d6 cho phép lua chon hop 1y céc trinh tir ¢6 tiém nang nhét cho viéc nhan dién

LPS.
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Bang 3.4. Danh séach céc trinh tu aptamer dugc lya chon dé thuc hién nghién ctru mo
phong trong dé tai nay. Cac doan in dam biéu thi ving mdi dugc sir dung cho phan

ung PCR, trong khi cac doan con lai 1a vung bién d6i cua céc aptamer.

S6 lwgng
STT Trinh tw Aptamer
nucleotide
ATCCGTCACACCTGCTCTACGTAATCTGAGTTTCTTGGTA
1 TAAGGTCTCGGACGTTACTTAGCTGAACTGCAATGGTGTT 91

GGCTCCCGTAT

ATCCGTCACACCTGCTCTCAGGCTCGATGTAAGGCGCCTT
2 CTACACAGTCTTACCGATCTGTATTCTTGTCGATGGTGTTG 91
GCTCCCGTAT

ATCCGTCACACCTGCTCTGGAGAAATGATTAATACCTCCT
3 GATCGTTAGAGCTTCTTATAATATAGCTGATAATGGTGTTG 91
GCTCCCGTAT

ATCCGTCACACCTGCTCTAACAAATCGATGAGTGAATGTT
4 GAACTGCTGTTTTCTTTTCAAAGAAAGGCACGATGGTGTT 91
GGCTCCCGTAT

ATCCGTCACACCTGCTCTACAATGACGACCACAATGCTCC
5 CCCAATAACTGTGTATAAGCCGTCTCCATTGTGTGGTGTTG 91
GCTCCCGTAT

ATCCGTCACACCTGCTCTACAATGACGACCACAATGCTCC
6 CCCAATAACTGTGTATAAGCCGTCTCCATTGTGTGGTGTTG 91
GCTCCCGTAT

ATCCGTCACACCTGCTCTCAGGGTTGTTTAATTCGTCTCA
7 ACGTGACATTTGCTTGAAGGTTGAGTATGGCGGTGGTGTT 91
GGCTCCCGTAT

ATCCGTCACACCTGCTCTTGGGAAGATCTATCGAGTTCTG
8 GAGTGTACCGTACTGTGCATTGGCTGGTCCCATTGGTGTTG 91
GCTCCCGTAT
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ATCCGTCACACCTGCTCTTTGGCGATCATCGGTATTTTCA
9 ATTGAAAAAATTTGTTGGAAGGCTGGGCATGCTTGGTGTT 91
GGCTCCCGTAT

ATCCGTCACACCTGCTCTGGTCAGGGACCTTTCGTCTGAA
10 GTATAAGGTATCGCGATCCGAAGTAGTACGCAG 91
TGGTGTTGGCTCCCGTAT

ATCCGTCACACCTGCTCTGGGCTCAGGGTTGAACGCACCA
11 | AACTACGTTATATATCACTCTGATCACTATTAATGGTGTTG 91
GCTCCCGTAT

ATCCGTCACACCTGCTCTACATTTTACTGTCACCCCACCA
12 AACGTCGACGACGCTCTAATCGTCCATGATCAGTGGTGTT 91
GGCTCCCGTAT

ATCCGTCACACCTGCTCTGCGGGACTAATGTTCATTGCGT
13 | TTAAATATCGATGGAATAAAATGGCAGTACAAGTGGTGTT 91
GGCTCCCGTAT

ATCCGTCACACCTGCTCTAAACTTCGATATTAAGAGCGAA
14 | CGATTCTGCGATTATTGTGAGTAATTATCTCCATGGTGTTG 91
GCTCCCGTAT

ATCCGTCACACCTGCTCTCGAGTAGCCAAGGGATGATCG
15 | GAAGGTGCATTAAGGTTACCGCGCCCCGTACGCATGGTGT 91
TGGCTCCCGTAT

3.1.1.2. Danh gia cdc wng vién aptamer ddc hiéu voi khang nguyén K.pneumoniae
in silico

Pé bo tro cho két qua SELEX thyc nghiém, mét quy trinh sang loc tinh toan co

hé thong dd dugc thiét 1ap, bao gdm cac budc docking phén tir, moé phong dong luc

hoc phan tir (MD) va phén tich s6 phdi tri (CN). Cach tiép can da budc nay khong chi

cho phép du doan va tinh chinh cac kiéu lién két giita aptamer va LPS ma con cung

cép mot khung dinh lugng nham phan bi¢t gilra cac trinh tu ing vién. Pac biét, phan

tich CN dong vai trd ndi bat trong toan bd quy trinh, cung cip mot chi sé dang tin cay
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de x€p hang hi€u qua lién két cua cac aptamer, qua d6 nhan manh tinh wu viét cua

chién lugc in silico tich hop duoc ap dung trong nghién ctru nay.

Docking phan tw giira cdc aptamer va khang nguyén LPS cua K.pneumoniae

Pé c6 duoc nhitng hiéu biét ban dau vé kiéu tuong tac giita cac aptamer va LPS,
cac md phong docking phén tir d duoc thuc hién, va nang luong lién két thap nhat
ctia timg phirc hop aptamer—LPS duoc tom tit trong Bang 3.5. Tat ca cac phuc hop
déu thé hién gia tri nang lugng docking 4m (dao dong tir -40,2 dén -50,13 kcal/mol),
cho théy cac trinh ty dugc chon c6 kha nang hinh thanh tuong tac thuan loi vé mat
nhiét dong hoc vai phan tir dich LPS. Két qua nay phii hop voi qua trinh 1am giau thu
dugc tir SELEX thyc nghiém trudc d6, qua dé cing cd tinh tin cdy cua quy trinh
tuyén chon aptamer trong nghién ctru nay.

Bang 3.5. Nang luong docking cua 15 aptamer véi phan tir LPS. P6i véi mbi hé
thdng, gia tri nang luong docking thap nhat dugc trinh bay.

Aptamer Ning lwong Aptamer Ning lugng docking

docking (kcal/mol) (kcal/mol)
1 - 45.80 9 4427
2 - 44.20 10 4673
3 - 46.38 11 4711
4 - 49.05 12 45,60
5 -50.13 13 4599
6 -49.10 14 - 44.60
7 -49.30 15 4990
8 - 47.09

Dang chi y, cac aptamer No.5 va No.7 thé hién gi tri nang lwong docking thap
nhat, cho thdy xu hudng lién két ban dau manh mé& d6i v6i LPS. Mic du No.9 ¢6 gia
tri nang luong docking trung binh cao hon mdt chut (-44,27 kcal/mol), nhung lai hinh
thanh bén lién két hydro riéng biét v6i LPS, sb luong cao nhat trong so tat ca cac ing
vién. Phat hién nay cho thiy rang d6 &i luc lién két khong chi phu thudc vio ning

luong docking, ma con bi chi phdi béi chat lwong va su phan bd cua cac tuong tac
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phi cong héa tri. Aptamer No.5 ciing hinh thanh bdn lién két hydro; tuy nhién, hai
trong s d6 lién quan dén ciing mot cip gdc (T26 va nhom KPLI caa LPS), didu nay
c6 thé 1am giam tinh da dang trong mang ludi twong tac ctia nd so voi aptamer No.9.
Téng hop cac két qua docking cho thay aptamer No.5, aptamer No.7, va aptamer No.9
1a nhitng g vién tiém nang, thé hién sy cAn bang giita nang luong lién két thuan loi
va ho so twong tac dic trung. Cac ciu hinh docking tiéu biéu cing cac lién két hydro
cua ba aptamer nay dugc minh hoa trong Bang 3.6. Do do, ba aptamer nay dugc uu
tién Iyra chon dé danh gia thém théng qua mé phong dong luc hoc phan tir, nham xem

xét d0 on dinh va dg bén ving cua lién két trong di€u kién dong hoc.

Bang 3.6. Cau trac ba chiéu cia ba phirc hop aptamer—LPS dugc lya chon (No.5,
No.7, va No.9), ciing vdi cac lién két hydro giita cac cip goc cua aptamer va LPS.
Céc phirc hop nay duoc lira chon dé thyc hién mé phong dong Iuc hoc phan tir (MD)

nham nghién ciru co ché twong tac phan tir co ban giita aptamer va LPS.

Trinh tw . , Nang lwgng
Cau tric phirc hgp aptamer - LPS Lién két hydro
aptamer (kcal/mol)
T26 — KPLI (2
lién két)
No.5 - 50,13
T24 — KPLI
G5 -BGA6
T61 — AHE4
No.7 G60 - BGLS -49,3
T44 — AKDI12
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T29 -BGA16
G57-BGL11
G358 - AGAI10
G61 — AKD2

No.9 - 44,27

Mo phong dong luc hoc phéin tir

Sau khi thu dugc cc cau hinh docking, nhém nghién ctru tién hanh mo phéng
dong lyc hoc phan tar (MD) nham danh gia do 6n dinh va cac ciu dang c6 loi vé mat
nang lugng cia cac phic hop aptamer—LPS. Két qua cho thiy, s6 phdi tri, dong hoc
lién két hydro va su phan ra ning luong tu do di cung cip mot cai nhin da chiéu vé
co ché nhan dién giita aptamer va LPS. Quy trinh ndy cho thay rang ai luc lién két
khong thé duoc suy ludn chi tir mot thong s6 don 1é (vi du: nang luong docking hodc
sO luong lién két hydro), ma 1a két qua cia sy twong tac phirc tap giita cac yéu t6 van
der Waals, tinh di¢n, hoa tan va hi€u ung entropy. Quy trinh tich hop nay chinh la
chia khoa giup dung hoa cac du doan tinh todn vdi quan sat thuc nghiém: mac du
aptamer No.9 thé hién wu thé vé tan suét tiép xuc va d6 bén ciu trac, nhung aptamer
No.5 lai dat duoc nang luong tu do lién két thuan loi hon va hiéu qua nhan dién dugc
xac nhan bﬁng thuc nghiém.

Bén canh c4c phan tich thyc nghiém, m6 phdng dong luc hoc phan tir (Molecular
Dynamics — MD) hién dugc xem 1a cong cuy tinh toan quan trong nham lam 13 co ché
tuong tac giita aptamer va phan t dich & mirc d6 nguyén tir. Cac nghién ctru gan day
cho thiy MD khéng chi hd trg xac dinh vi tri lién két tiém ning ma con gitp du doan
cac vung trinh ty quan trong quyét dinh i lyc va d6 dic hiéu cia aptamer. Trong
nghién clru cia Zhang va cdng su, néng do aptamer t8i wu va hé dém phu hop dugc
xac dinh thong qua dic diém dinh dF/dT va gia tri nhiét do nong chay (Tm) trén cac
dudong cong noéng chdy cua thi nghiém phan tich nhiét huynh quang
(thermofluorimetric analysis-TFA) twong ung [120]. Gia tri Tm cao hon dugc ghi
nhan trong cac h¢ d€m cd cuong do ion kim loai th?ip. Phan tich docking phan tu va
mo phong dong luc hoc phan tir (MD) d 1am sang to co ché nén tang ciia cac két qua
TFA, cho thay luc lién két va do 6n dinh cia phitc AP273 aptamer—AFP bj anh hudng
boi s6 lwong vi tri gan két, tin suat va khoang cach lién két hydro, ciing nhu ning
luong tu do lién két; cac yéu td nay thay doi tuiy theo diéu kién hé dém va ndng do
ion kim loai. Bén canh d0, cac k¥ thuat MD tang cuong (enhanced MD simulation)

cling duoc phat trién nham phan tich siu hon tinh linh dong cau tric va su bién doi
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ciu dang cia RNA/DNA aptamer [121]. Cu thé, aptamer c6 thé dugc cat ngan nham
giam chi phi tong hop, bién doi hoa hoc dé ting kha ning khang nuclease, 1am cing
cau trac dé thuan lgi cho nghién clru cAu tric phan ti. Do do, sy phat trién cua cac
cong cu tinh toan c6 kha nang cung cip nhanh chong va dang tin cay cac théng tin vé
dap tmg cau tric va dong hoc ciia phan tir RNA/DNA trudc nhitng thay d6i ciia méi
truong cuc bd - chang han nhu su phan ly khoi phén tir dbi tac hodc cac bién doi trinh
tur - duoc xem 1 cong cu b gia tri trong qua trinh toi vu hoa cac Gmg vién tiém nang.

Piéu nay nhdn manh uu diém ciia quy trinh tich hop tinh toan - thyc nghiém,
von vuot ra ngoai moé phong docking tinh, hudng téi viéc phan tich dong luc hoc va
nang luong chi tiét hon. Bang cach két hop c6 hé théng cac thong sd ciu tric, ning
luong va dong hoc, quy trinh nay tao nén mot khung phwong phap vimg chic cho
viéc sang loc va xac nhan aptamer. Céch tiép can phuong phéap luan tich hop nay -
nhan manh tdm quan trong cia viéc két hop cac dir liéu mo phong da dang véi kiém
ching thyc nghiém - khong chi cé gia tri d6i v6i qué trinh lya chon va dic trung hoa
aptamer mot cach hop 1y, ma con ¢6 thé dugc ap dung rong rii cho cac nghién ctru

nhan dién phan tir trong nhiéu hé sinh hoc khac nhau.

3.1.1.3. Khdo sdt di lwe lién két ciia cdc aptamer dwoc chon loc diic hi¢u véi khdng
nguyén K.pneumoniae
Két qua SERS
Truéc khi tién hanh cac phép do SERS, qua trinh bién d6i bé mit cta cac hat
nano vang di dugc dic trung hoéa bang cach theo ddi sy thay doi thé zeta sau mdi
budc chue nang hoa (Hinh 3.4).

% 3

@ Hatnanovang % Streptavidin " Aptamer biotin héa LPS tir Klebsiella pneumoniae

Hinh 3.4. So d6 minh hoa quy trinh lién két trong phép do SERS

Céc hat nano vang (AuNPs) thé hién thé zeta 4m cao & mirc -40,15 mV, khing
dinh do bén keo tuy¢t voi cia chung. Sau khi dugc gén streptavidin, thé zeta dich
chuyén vé phia trung tinh (-17,69 mV), pht hop véi viéc cac ion citrate duoc thay thé

bang 16p protein mang dién tich gin trung hoa ¢ pH sinh 1y. Qua trinh gan cac aptamer
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duoc biotin hoa tiép theo lam giam thém gia tri thé zeta xuéng -26,83 mV, -28,10 mV
va -30,74 mV lan luot dbi vai aptamer No.5, No.7 va No.9, phan anh su gén két cua
cac khung xuong DNA mang dién tich 4m 1én bé mat hat nano. Trong s6 d6, aptamer
No.9 giy ra su thay di ro rét nhat, goi ¥ 16p phu day dic hon hodc hiéu qua gan két
cao hon. Sau khi 1 véi LPS, nhiing thay doi dac trung vé dién tich bé mat di duoc
quan sat thdy: aptamer No.5 va No.9 cho thay sy giam manh do am bé mat (1an luot
con -12,05 mV va -15,09 mV), cho théiy su lién két manh gitra aptamer va LPS, c6
kha ning gy ra hién tuong che chan dién tich va tai sap xép cau hinh tai giao dién
hat nano. Nguoc lai, aptamer No.7 chi thé hién sy thay ddi nhe (-28,10 1én -25,53
mV), cho thiy 4i luc lién két yéu hon. Tong thé, cac két qua nay ching minh rang
phan tich thé zeta 1a phuong phap hiéu qua dé theo ddi timg budc bién doi bé mat va
xé4c nhan qua trinh nhan dién muc tiéu. Trong do, aptamer No.9 thé hién hiéu suat cao
nhat trong ca hai giai doan chirc nang hda AuNPs va tuong tac véi LPS, tiép theo 1a
No.5, trong khi No.7 kém hi¢u qua hon.

Sau khi xac nhan sy thay doi dién tich bé mit bang phan tich thé zeta, phép do
SERS duoc tién hanh nham hiéu sau hon vé cac twong tac & cap do phan tir. SERS 1a
phuong phap c6 d6 nhay cao, cung cap thong tin pho cho phép nhan dang phéan tir ma
khong can gan nhin. Phuong phap nay di duoc chimg minh c6 kha ning phat hién
dau vét ctia nhiéu loai chat phan tich, tir ion kim loai, chat 6 nhiém dén cac hop chat
phuc tap hon nhu protein hodc tham chi 1a vi sinh vat [122-125]. Pac biét, SERS da
duoc st dung nhu mdt cong cu manh mé dé phan tich aptamer va tuong tac aptamer—
protein, tir d6 thuc day khao sat sy thay d6i phd SERS ciia cac chudi aptamer duoc
chon khi ¢o su hién dién cta LPS tir K. pneumoniae. Cac budc lién két trong phép do
SERS duoc trinh bay trong hinh 3.4 va ph SERS cuia ba aptamer duoc thé hién trong
hinh 3.5.
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Hinh 3.5. Phé tan xa Raman ting cudong bé mat (SERS) cua cac aptamer (A) No.5,
(B) No.7, (C). No.9 duogc lya chon truéc va sau khi tuwong tac véi LPS tur
K. pneumoniae. Su khac biét trong phd phan anh nhing thay d6i ¢ cip do phan tir khi
xay ra lién két giita aptamer va LPS.

Aptamer 13 cac phan tir DNA soi don, do d6 thé hién nhitng dic trung phd SERS
manh va dién hinh cua oligonucleotide. Tuy nhién, sy khac biét vé trinh tu nucleotide
va thanh phan base c6 thé din dén bién thién trong phd SERS, vi tin hiéu phu thudc
cao vao cau hinh phén tir cia aptamer va dic tinh lién két ctia nd voi bé mat kim loai
duoc su dung dé tang cuong tin hi€u [126]. Trong Hinh 3.5, ba aptamer thé hién su
khac biét vé cuong do phd, tuy nhién tit ca déu cho thiy cac dic trung dao dong dic
trung cia DNA. Cuy thé, cac dai tai 640—646 cm™!, 724—733 cm™' va 1360—1367 cm!
tuong ung vdoi dao dong vong cua cac base nito. Cac dai tai 942-950 cm™, 1152—
1158 cm™, 1261-1273 cm™, 1470-1472 cm™ va 1606—1607 cm™' dugc gan cho dao
dong kéo gidn cua céc lién két C—C, C-N va C=C trong base, trong khi cc dai tai
1042—-1044 cm™ duoc quy cho dao dong cia duong (dao dong C—-O va kéo gian N—
duong). Ngoai ra, cac dai tai 814-826 cm™' tuong Ung voi dao dong cua khung
phosphate trong chudi DNA [127]. Pang cha ¥, aptamer No.7 thé hién cudng do tin
hiéu yéu hon déng ké tai cac dai ndy so véi No.5 va No.9. Sy suy giam nay nhiéu kha
ning xuét phat tir ciu trac bac hai va hudng gan ciia n6 khi dugc ¢ dinh thong qua
lién két streptavidin—biotin, c6 thé khién cac base nito nam xa hon khoi bé mit vang,

tr d6 lam giam hiéu g tang cudng hoda hoc.
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Sau khi bd sung LPS, su gidm chon loc vé cuong do cua cac dinh dac trung cho
DNA, cung vo6i su dich chuyén nhe ctiia mot s6 dinh, di duoc quan sat théy, ndi bat
nhat 1a & aptamer No.5 (Hinh 3.5A). Trong khoang 8561106 cm™ ctia phé SERS
d6i v6i cac hat nano vang duoc chirc nang hoa bang aptamer No.5 thong qua lién két
streptavidin—biotin, ba dinh phd chong 1an mot phan da dugc phat hién. Khi twong
tac v6i LPS, cac dinh nay cho thiy sy giam rd rét vé cudng do tin hiéu. Ving phd
nay thuong dugc gan cho cac dao dong cua khung duong—phosphate cia DNA, bao
gom dao dong kéo giin C—O/C—C ciia dudng ribose (~930-1060 cm™) va dao dong
kéo gidn ddi ximg ciia nhom phosphate (PO, ~1085-1100 cm™). Sy lién két cua
No.5 véi LPS ¢6 kha nang lam thay doi hudng va su sap xép khong gian ciia cac base
nito va doan khung xuong, khién chung tai dinh hudng so véi bé mat vang hodc bi
che chan boi méi trudng dién moi cong kénh ciia LPS. Do d6, ca hiéu ing ting cuong
hoa hoc tir twong tac truc tiép base—Au va hiéu tng ting cudng dién tir tai cac “diém
néng” (hotspots) déu bi suy giam, dan dén su yéu di cta cac dai dic trung cho DNA.
Hon nita, do LPS chtra nhiéu nhom duong va phosphate, viéc hinh thanh phirc
aptamer—LPS c6 thé chiém thém khong gian xung quanh aptamer, lam giam mat do
cac diém noéng va thay d6i hang sé dién méi cuc bo, tir d6 lam gia ting sy suy giam
tin hiéu dao dong ctia DNA trong ving phd nay. Tong hop lai, nhitng quan sat ndy
cho thdy cac thay doi pho bat ngudn tir sy hinh thanh dic hiéu caa phitc hop aptamer—
LPS, 1am bién ddi cAu hinh phan tir va méi trudng vi mo ctia aptamer trén bé mat hat
nano vang.

Két qua SERS cho thiy chi c6 aptamer No.5 thé hién cac thay d6i pho 16 rét —
dac trung cho su lién két dic hiéu v4i LPS — trong khi No.7 va No.9 khong cho théy
bién dbi tuong tu. Su khac biét nay goi y réng, mac du ca ba aptamer déu co thé gén
két voi LPS thong qua tuong tac tinh dién, chi aptamer No.5 méi hinh thanh duoc
mot tuong tac 6n dinh va thun loi vé mit ciu truac, giup céc base nito cua né dinh
huéng va tiép can & vi tri thich hop cho viéc phat hién bang SERS. Khi aptamer thay
d6i cAu hinh khi gan véi phan tir dich, cac dinh tng v6i khung phosphate, base
purine/pyrimidine va lién két glycosidic dich chuyén hodc thay doi cuong do - do 1a
dau hiéu truc tiép cua tuong tac dic hiéu, chit khong phai hap phu ngau nhién [128].
Nhiing két qua ndy nhdn manh vai trd quan trong ciia trinh ty nucleotit va sy tuong
thich vé cau hinh khong gian trong viéc quyét dinh d6 bén ciing nhu kha ning nhan
biét clia tuong tac aptamer—dich, dong thoi khang dinh No.5 14 (mg vién tiém nang

nhat cho nhan dién LPS trong hé thong nay.
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Két qua do di¢n héa ddinh gid di lwc va tinh dic higu ciia aptamer

Pho tré khang dién hoa (EIS) 1a mot cong cu manh mé dung dé phan tich cac
dic tinh bé mat lién quan dén qua trinh nhéan biét sinh hoc xdy ra trén cac bé mat da
duoc bién tinh, thong qua viéc do dong dién truyén electron qua bé mat co6 hoat tinh
sinh hoc. M6 hinh Randles biéu dién mét mach dién twong duong duoc sir dung rong
rdi nhim mo ta cac qué trinh dién hoda tai giao dién dién cuc—dién ly. M6 hinh nay
bao gdm bdn thanh phan chinh: (1) Rs — dién trd dung dich, biéu thi dién trd cia dong
electron khi di qua giao dién dién cyc—dién ly; (2) Cdl — dién dung 16p kép, thé hién
dién dung dac trung tai giao dién gitra dién cuc va dung dich dién ly; (3) RCT — dién
tré chuyén dién tich, chiu anh hudéng truc tiép boi tuwong tac gilta aptamer va chét
phan tich muc tiéu; va (4) Zw — tré khang Warburg, dai dién cho su khuéch tan, c6
gi4 tri dang ké khi qua trinh chuyén electron bi chi phéi bai khuéch tan. M6 hinh nay
dong vai trd quan trong trong phd tré khang dién hoa (EIS), cung cdp nhitng thong
tin chuyén sau hiru ich cho thiét ké va danh gia cam bién, trong d6 thong s6 cam bién
then chét 1a Ret. Nhiéu nghién ciru trude ddy da chi ra rang EIS 1a mot phuong phap
don gian va hiéu qua dé danh gia tuong tac giita aptamer va chat dich [129][130].
Trong nghién ctru nay, dién cuc carbon in sin phu hat nano vang (AuNPs/SPCE)
duoc st dung. Aptamer dugc ¢ dinh trén AuNPs/SPCE. Qua trinh bién tinh dién cuc
timg budc (sir dung aptamer No.5 dé danh gi) dugc theo ddi bang EIS, va két qua
dugc thé hién ¢ hinh 3.6. Khi bién tinh SPCE/AuNPs bang streptavidin (SA), dién
tr& chuyén dién tich (RCT) tang tir 0,32 kQ 1én 1,32 kQ, cho thiy streptavidin da
duoc gén thanh cong lén bé mit dién cuc AuNPs/SPCE. Su tang nay la do streptavidin
tao nén mot 16p mang cach dién, 1am giam kha ning dan dién cia bé mat dién cuc
[131]. Tiép theo, aptamer gan biotin duoc cb dinh trén bé mit théng qua twong tc
dac hi¢u gilta biotin va streptavidin, sau do bé mit duge chan lai bﬁng acid
mercaptosuccinic (MUA). Pang chu y, viéc bd sung MSA gay ra sy giam nhe dién
tr& chuyén dién tich, thé hién qua viéc RCT giam tir 1,32 kQ xudng 1,06 kQ. Dé khao
sat hoat dong cua dién cyuc da gén aptamer, mau dugc tiép xuc véi dung dich LPS
trong PBS 1X & néng dd 10 pg/mL. Khi do6, gia tri RCT tang tir 1,06 kQ Ién 1,50 kQ,
cho thay sy gan két cua LPS. Sy thay ddi tudn ty cia RCT ching minh qua trinh lip
rap 16p cam bién timg budc dugc thuc hién thanh cong va sy nhan biét dic hiéu LPS
boi aptamer No.5 (Hinh 3.6A).
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Hinh 3.6. (A) So do co ché ctia phép do pho tro khang dién hoa. PO thi Nyquist ctia
dién cuc AuNPs/SPCE dugc ghi lai trong dung dich 0,1 M KCI c¢6 chia 5 mM
[Fe(CN)s]*~/*" tai thé hd mach (OCP), trong dai tan s6 tir 50 mHz dén 100 kHz véi
bién do dao dong AC 1a 10 mV AuNPs/SPCE. (B-D) Do thi Nyquist ctia cac dién
cuc di duoc cb dinh aptamer lan luot No.5, No.7 va No.9 sau khi tiép xuc voi cac
ndéng do khac nhau caa LPS tir K. pneumoniae (10, 25, 50 va 100 pg/mL), thé hién
dap mg tré khang phu thudc vao nong do.

Hé thdng nay sau d6 dugc st dung dé khao sat do ai luc lién két (binding
affinity) cua tig trinh tu aptamer duoc chon v&i LPS tir K.pneumoniae ATCC bang
cach cho cac dién cuc di ¢ dinh aptamer tiép xuc vol cac néng d0 khac nhau cua
LPS trong dung dich dém 1x PBS. Nhu dy doan, cac thay doi vé tré khang dién duoc
ghi nhan khi xay ra qua trinh gan két véi LPS. Cu thé, aptamer No.5 thé hién sy ting
1 rét vé trd khang, trong khi No.7 lai cho thay xu huéng giam tré khang (Hinh 3.6B,
C). Nguoc lai, dép ung tré khang cta No.9 hau nhu khong thay dbi khi c6 mat LPS
(Hinh 3.6D), cho thiy kha ning tuong tic yéu. Cac két qua ndy goi ¥ rang trong sb
cac trinh tg dugc thtr nghiém, aptamer No.5 c¢6 d0 ai luyc lién két manh va 6n dinh
nhat di v6i LPS, trong khi No.7 cho phan g khong dién hinh va No.9 biéu hién ai
luc rat thap. Piéu nay khang dinh No.5 13 (mg vién aptamer tiém niang nhét cho viéc

phat trién cam bién sinh hoc. Pang chu y, cac gia tri ARcr thé hién xu hudng trai
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nguoc nhau giita aptamer No.5 va No.7 sau khi tiép xuc voi LPS. Dbi v6i aptamer
No.5, ARcr duong duoc ghi nhan, cé thé giai thich do sy hinh thanh phtc hop
aptamer—LPS bén viing trén bé mit dién cuc, can tro qué trinh truyén dién tich cua
chit oxi hoa—kht, tir d6 1am tang dién trd giao dién. Nguoc lai, aptamer No.7 lai thé
hién ARct am, tirc 1a gidm dién trd truyén dién tich sau khi gén két voi LPS. Hanh vi
khong dién hinh nay c6 thé bit ngudn tir sy tai sap xép cau triic bé mit do twong tac
aptamer—LPS giy ra, lam thay doi cdu tric giao dién theo hudng thuan lgi hon cho
qua trinh truyén dién tir. Ngoai ra, dién tich Am manh ctia LPS ciing c6 thé trung hoa
hodc phan bd lai dién tich tai giao dién di¢n cuc khi c6 mat aptamer No.7, qua do
giam hang rao tinh dién d6i v6i cip oxi hoa—khir [Fe(CN)s]*/*. Nhitng khéc biét nay
dugc giai thich ro hon thong qua phan tich dong luc hoc phan tir (MD). Aptamer No.5
dugc phét hién hinh thanh céc lién két hydro 6n dinh véi LPS, bao gom T26—KPLI
(hai lién két), T24-KPLI va G5-BGAG®, tao nén cac diém neo bén virng cho phirc
hop, tuong tmg véi su ting tré khang 6n dinh trong EIS. Trong khi d6, No.7 chu yéu
hinh thanh lién két hydro véi cac gbc T61-AHE4, G60—BGLS5 va T44-AKD12, cho
thdy twong tac yéu hoic kém on dinh hon, phit hop véi hién twong giam ARcr di quan

sat duoc.
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Hinh 3.7. Tinh chon loc cta céc dién cuc AuNPs/SPCE dugc ¢ dinh aptamer No.5
(A) va No.7 (B) d6i v6i cac chat phan tich khac nhau, bao gébm LPS tir E. coli (1
ng/mL), BSA (1 ug/mL), glucose (1 pg/mL) va LPS tir K. preumoniae (10 ng/mL).
Céc biéu d6 cot minh hoa sy thay doi dién tré chuyén dién tir (ARct) dugc tinh toan
ttr pho tré khang dién hoéa faradaic. (C) Hang so phan ly (Kq) ctia aptamer No.5 dugc
xéac dinh tir sy thay doi cuong d6 dong dinh (AI) do bang phuong phap Volt-ampe
xung vi phan (DPV), dua trén phuong trinh hdi quy phi tuyén.

Tong hop lai, cac két qua nay cho thay aptamer No.5 hinh thanh cac tuong tac
phan tir thuan loi hon v6i LPS, dan dén tin hiéu dién hoa on dinh va dang tin cay,
trong khi aptamer No.7 thé hién hanh vi gan két kém 6n dinh, lam suy giam tiém nang
ctia né nhur mot phan tir nhan biét trong cam bién sinh hoc. Ngoai ra, phan ting EIS
gan nhu khong thay d6i ciia aptamer No.9 khi ting ndng do LPS phu hop véi két qua
mo phong dong luc hoc phan tir (MD), trong d6 chi ghi nhan mang luéi lién két hydro
thua thét va yéu, bao gom T29-BGA 16, G57-BGL11, G58—-AGA10, va G61-AKD?2.
Céc lién két nay phan bd rai rac doc theo ciu triic aptamer va c6 xu hudng xuat hién
& ving ngoai vi cia O-antigen hoic 18i polysaccharide, dan dén mirc nang luong lién
két néng va do linh dong cau dang cao. Nhiing twong tac yéu va thoang qua ndy ngin

can sy hinh thanh 16p che phu dac hoac su tiép can gﬁn gitra LPS va bé mit dién cuec,
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do d6 khong can trd dang ké qua trinh truyén dién tich cta cip oxi hoa—khu
[Fe(CN)s]*/+. Két qua 1a ARcr va cac thong sb giao dién khac gan nhu khong thay
ddi. Néi cach khac, aptamer No.9 chi ga‘in két véi LPS mot cach yéu va tam thoi, tao
ra mat d6 phu bé mit thap va it anh huong dén qua trinh truyén dién tich, diéu nay
giai thich cho duong dap ung EIS phang va khang dinh riang aptamer No.9 khong
phai 1a tmg vién phu hop cho phat hién LPS nhay.

Pé danh gia thém tinh dic hiéu cua cac aptamer d6i voi LPS, nhém nghién ctru
d3 khao sat phan ung ctia ching v6i cac chat gdy nhiéu tiém ning, bao gdm LPS tir
E. coli, BSA va glucose, mdi chat & nong dd cao gip 100 lan so voéi LPS tir
K.pneumoniae. Két qua cho thiy aptamer No.5 thé hién phan tng rat nho véi cac chat
khong dic hiéu, dugce phan anh qua su thay doi ARcr khong dang ké (Hinh 3.7A).
Nguoc lai, aptamer No.7 thé hién do ai luc thép v6i LPS tr E. coli nhung lai cho dap
g cao bt thuong ddi véi BSA va glucose (Hinh 3.7B), vdi gid tri ARcr 4m. Piédu
nay chi ra rang tin hiéu EIS ctia No.7 chu yéu bit ngudn tir twong tac khong dic hiéu
va cac hiéu Gmg méi trudng, thay vi tir lién két dic hiéu véi LPS dich. Cu thé, BSA —
mot protein mang dién tich am (diém dang dién pI = 4.7) — c6 thé hap phu 1én bé mat
dién cuc da cd dinh aptamer, gy tai sdp xép moi trudng dién tich cuc bo, tir d6 giam
luc day tinh dién ddi voi cip oxi hda—khir [Fe(CN)s]*/+~ va lam giam dién trd giao
dién. Glucose, 0 néng dd cao, c6 thé thay doi héng s6 dién méi va do nhét cua dung
dich, ddng thoi hinh thanh cac lién két hydro yéu véi cac base hodc nhom phosphate
16 ra cua aptamer, ciing nhu vdi giao dién streptavidin/biotin, tir 46 gy ra sy tai to
chirc bé mat thuan lgi cho qua trinh truyén dién tr. Nguoc lai, cac motif O-antigen
va 101 polysaccharide dac trung cua LPS tir E. coli khong twong thich véi vung nhan
biét ctia aptamer No.7, pht hop véi két qua mé phong MD cho thdy mang luéi lién
két hydro thua thdt va thiéu twong tac hiép ddng, dan dén do bén lién két thap. Cac
két qua nay chi ra rang aptamer No.7 nhay cam hon véi hién tuong bam protein va
cac hiéu ung bé mat do dung dich gay ra hon la v6i nhan biét dic hiéu cua LPS, do
d6 han ché kha ning tng dung cta né nhu mot dau do cam bién dang tin cay.

Pé mo ta d6 manh cua ai luc lién két gitta aptamer No.5 va LPS, hang sd phan
ly (Ka) cta aptamer dugc tinh toan duwa trén su thay doi cuong d6 dong dinh (A,

duogc do bang phuong phap Volt-ampe xung vi phan (DPV). Gia tri Kq duoc xac dinh
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bang cach khop dir liéu thyc nghiém theo mé hinh hap phy dang nhiét Langmuir. Két
qua cho thdy aptamer No.5 c6 ai luc lién két cao véi gia tri Kqa = 6,68 nM (Hinh
3.7C). Gia tri nay twong duong véi cac khang thé co 4i lyc cao, vn thudng thé hién
gia tri Kq trong khoang nanomol dbi véi cac phan tir dich kich thuéce nho [132]. So
v6i cac aptamer dugc chon loc cho LPS tir E. coli O55:B5 bang phuong phap
NECEEM khéng dua trén SELEX, gia tri Ka ctia Seq 5 ciing thé hién murc d6 tuong
duong [133]. Pang chu ¥, aptamer ¢6 4i lyc cao nhat dugc bao céo trude d6 (Ka = 12
nM) da dugc str dung trong nhiéu nghién ciru dé phat trién cam bién sinh hoc voi gi6i
han phét hién (LOD) dat dén 1 pg/mL LPS, cho thay rang aptamer No.5 trong nghién
clru ndy c6 tiém ning rat 1on trong viéc phat trién cdc cam bién aptamer (aptasensor)
c6 d6 nhay va do chon loc cao.

Ban dau, thu vién ssDNA dugc thiét ké véi ving ngau nhién dai 55 nucleotide
(N55) nham dam bao su cin bang giita da dang trinh t, kha ning hinh thanh cau trac
khong gian phire tap va kha ning thao tac thuc nghiém thuan lgi nham ting hiéu suat
chon loc SELEX [134]. Nam 2016, nhom nghién ctru ciia Kim va cong su da dang
ky béng sang ché KR101605846B1 chon loc aptamer dac hi¢u cho K pneumoniae
chung KCTC2208 str dung k¥ thuat Whole-Cell SELEX. Vi ky thuat nay, aptamer
cho thé gin voi bat ky epitope bé mit ndo, va rat kho kiém soat phan tng chéo véi
cac chiing Gram am khac c6 bé mat tuong ty. Véi nghién ciru trén khang nguyén LPS
cua K.pneumoniae, aptamer dugc chon loc béng ky thuat SELEX két hop voi docking
phan tir, m6 phong dong luc hoc phan tir cho phép truy vét phan tir dic hiéu (xac dinh
lipid A vs O-antigen véi 161), phu hop hon cho chan doan ndi doc to. Pic biét, LPS
nay c6 ngudn goc tir K. pneumoniae ATCC 15380 thudc typ huyét thanh K1, khang
nguyén O1, trong d6 & Viét Nam, typ huyét thanh K1 chiém khoang 19,2% va thuong
la ching siéu doc; ching mang khing nguyén Ol chiém téi 77% chung
K.pneumoniae doc lyc cao [135]; diéu nay cho théy luan 4n da lya chon khang nguyén
pht hop cho sang loc aptamer giam sat cac chung doc lyc va phd bién ¢ Viét Nam.
Tuy nhién, viéc chon loc aptamer duya trén khang nguyén LPS thwong mai ciing ton
tai nhiéu han ché. Mot thach thirc 16n trong qué trinh SELEX d6i voi LPS 14 tinh di
thé cdu tric (heterogeneity) cia LPS thuong mai. LPS thuong mai khong ton tai dudi

dang mot phan tir d6ng nhat ma 14 hdn hop gdm nhiéu phén tir chira O-antigen c6 tinh
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da dang cao, dan dén hién tuong tuyén chon phan tan thay vi tdp trung vao mdt vi tri
nhan dién dic hiéu, khién aptamer c6 kha ning nhéan dién chéo giira cac ching vi
khuan Gram 4m khac nhau. Chinh vi vy, trong bang sang ché W02022169890A 1
cua Tao Jiang nam 2022, qua trinh chon lgc da su dung thém lipoteichoic acid (LTA)
lam dich dung dé chon loc dbi khéng nham loai bo cac aptamer c6 kha nang lién két
khong dic hiéu véi cac cdu tric bao ton phd bién trén vi khuan. Piéu nay cho thiy
viéc thiét ké chién luoc counter-SELEX pht hop déng vai tro dic biét quan trong
nhim nang cao do dic hiéu cua aptamer d6i voi timg loai hodc tirng nhom vi khuan
muc tiéu. Mot han ché dang chu ¥ nita trong qua trinh chon loc aptamer khang LPS
la su khac biét gitra LPS tinh sach in vitro va trang thai tdn tai tu nhién cua LPS in
situ trén bé mat vi khuan song. LPS thuong mai tinh khiét khong thé tai hién day du
td churc khong gian cia LPS trén mang ngoai vi khuén, bao gém mat do phan bd, su
neo gitt cua lipid A trong 16p lipid kép cling nhu cac tuong tac véi protein mang ngoai
(outer membrane proteins — OMPs) lan cén. Vi vay, aptamer duogc chon loc hi¢u qua
trén LPS tinh sach c¢6 thé chua chic c6 kha ning nhan dién vi khudn sdng trong diéu
kién thuc té.

Trong nghién ctru nay, mot qua trinh khao sat toan dién két hop giita mo phong
tinh todn va thi nghiém thuc nghiém da duoc tién hanh nham hiéu 18 co ché va lya
chon dugc aptamer c6 ai lyc tt nhat dbi vai LPS. Trude hét, quy trinh SELEX truyén
théng duoc thyuc hién, thu duoc 15 trinh tu ssDNA tiém nang sau 10 vong tuyén chon.
Tiép theo, cac cdu trac ba chiéu cia nhitng trinh tu nay va phan tr LPS dugc xay
dung dé thuc hién phan tich docking, ttr 6 chon ra cac ung vién tdt nhit cho nghién
ctru dong lyc hoc phéan tir (MD) va xac minh bang thi nghiém thuc nghiém. Ba tng
vién duogc chon 13 aptamer No.5 va No.7 (c6 nang lugng docking cao nhat) va aptamer
No.9 (c6 s6 luong lién két hydro cao nhat, twong dwong véi No.5). Trong nghién ciru
mo phong tinh toan, két qua dong luc hoc phén tir cho thay aptamer No. 5 c6 tuong
tac lién két bén vitng va 6n dinh nhat. Mic du aptamer No.7 c6 diém docking cao hon
No.9, nhung lai kém 6n dinh hon déng ké trong mo phong, goi ¥ rang mot aptamer
t6t can dong thoi co diém docking cao va sb lugng lién két hydro 16n dé dat dugc kha
nang nhan dién ddc hi¢u cao véi dich. V& mit thi nghiém, cac k¥ thuat nhu phé tan

xa Raman ting cuong bé mit (SERS) va phd tro khang dién hoa (EIS) da duoc st
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dung dé danh gia ddc tinh lién két cua ba aptamer dugc chon voi LPS. Két qua thuc
nghiém phu hop chat ch€ voi md phong, khi aptamer No.5 thé hién ai luc va do chon
loc cao nhat d6i véi LPS. Su twong dong gitra két qua mo phong va thuce nghiém da
khang dinh tinh hiéu quéa ctia phuong phap mé phong tinh toan duoc ap dung, dong
thoi dé xuat tiém niang cia phwong phap ndy nhu mot cong cu hd trg hodc thay thé
kha thi cho cac phurong phép thi nghiém trong qua trinh tuyén chon aptamer dic hiéu
két hop danh gia kha ning nhan dién ciia aptamer trén vi khuan séng, miu 1am sang
va moi truong phuc tap nham t6i vu héa trinh tu aptamer, nang cao do dac hi¢u va do
6n dinh ctia hé théng phat hién.
3.1.2. Chon loc aptamer cho truc khudn P.aeruginosa

Nong d6 caa DNA soi don (ssDNA) thu dugce sau mdi vong SELEX ting dan
theo thoi gian, cho thdy su lam gidu cta céc trinh tu ¢6 i lyc lién két cao hon déi véi
P. aeruginosa (Hinh 3.8).

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

15 T
10
~~il||
, m N
12 3 a4 5 & 7 B 9% 2
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Hinh 3.8. Biéu d6 thé hién sy thay doi ndng do ssDNA qua cac vong SELEX toan té
bao dbi voéi P. aeruginosa. Nong d6 ssDNA dugc xac dinh bang quang phd ké
Nanodrop; xu huéng ting dan phan dnh qua trinh lam giau dan céc trinh tu c6 ai luc
cao voi té bao muc tiéu.

Sau muoi vong SELEX toan té bao va qua trinh chon loc ddi khang véi E. coli
va K. pneumoniae nham loai bé cac trinh tu lién két khong dac hiéu, quan thé aptamer
da duoc 1am giau duge nhan dong bang bo kit TOPO TA Cloning®. Mudi sau khuan
lac trang dugc chon, sau d6 tién hanh tach chiét plasmid va gidi trinh ty Sanger bang
moi phd dung M13. Hinh anh tach dong dugc trinh bay trong phan phy luc. Két qua
phan tich trinh ty cho théy sau chudi aptamer chiém uu thé, cho théy su hoi tu vé cac
mo tip lién két ddc hiéu. Sau trinh tu dai dién nay tiép tuc dugc phan tich cau tric bac

hai bang phan mém Mfold [136,137] va danh gia 4i Iyc lién két phan tir bang HDOCK
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[138] v6i ving LPS trén bé mit cua P.aeruginosa. Ving lipopolysaccharide (LPS)
trén bé mat cta P. aeruginosa, dic biét 1a khang nguyén polysaccharide chung (CPA)
ndm ¢ dau tan cung cua phan tir LPS, dong vai tro 1a dich lién két chinh cta céac
aptamer. Diéu nay 13 do ching P. aeruginosa VTCC 12273 (con duoc biét dén véi
tén ATCC 27853) biéu hién CPA nhung thiéu khang nguyén dic hiéu O (OSA) do
mat mot s6 gen can thiét cho qué trinh sinh tong hop OSA [139]. Su thiéu ving OSA
khién CPA tr& thanh epitope duy nhét co thé tiép can trén bé mit té bao, qua do6 tao
diéu kién thuan loi cho viée tuyén chon céac aptamer dac hi¢u voi CPA.

Chi tiét ctia qué trinh tuyén chon aptamer — bao gdm diém docking, mé hinh
cau trac 2D/3D va hinh anh tuwong tic docking — dugc trinh bay trong Bang 3.7.
Nang lugng tu do tdi thiéu (MFE, AG) dé cap dén gia tri nang lugng tu do du doan
thap nhat. M6 hinh MFE biéu thi ciu triic bac hai (2D) ctia aptamer, dugc tao ra bang
cach t6i da hoa sé luong lién két base bod sung nham dat duoc trang thai ning luong
tu do tdi thiéu. Tan suét (Frequency) biéu thi ty 1€ phﬁn tram cia mot dang cAu hinh
aptamer nhat dinh ton tai trong méi truong. Vi du, dang MFE cuia aptamer T1 ¢6 tan
suat xuat hién 1a 24,98%, nghia 1a khoang 25 trong mdi 100 phan tir aptamer ton tai
& cAu hinh nay tai mot thoi diém nhit dinh. Piém da dang (Diversity score) dugc tinh
dwa trén phan b entropy ctia ting trinh ty aptamer. Gia tri entropy cao hon phan anh
murc do bat 6n dinh ciu trac 16n hon va do d6 thé hién su da dang cao hon. Piém sb
nay dai dién cho murc @6 bién thién cau tric tong thé trong tit ca cac cau hinh duoc
du doén ctia mot trinh tw aptamer. Diém docking (Docking score) biéu thi su thay d6i

nang luong lién két khi aptamer twong tac véi phan tir LPS [140].
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Bang 3.7. Bic tinh cta sau aptamer duoc lya chon, bao g?)m trinh tu nucleotide, diém

docking, nang luong tu do ti thiéu du doan (AQG), tan suét (%), diém da dang, cung

v6i cac cau hinh cdu triic hai chiéu (2D), ba chiéu (3D) va mé phong docking phan

tr (MD) tuong tmg, dugc xdy dung dwa trén mo hinh ning luong tu do t6i thiéu

(MFE) cua sau aptamer dugc chon.

Tén aptamer

Trinh tu DNA aptamer Piém docking

MFE
(kcal/mol)

Tan suét (%)

Piémda Cautrac bicba (2D)du C3utricbacba(3D)dy Docking phan
dang  dodntméhinhMFE  doan tif md hinh MFE tirvéi CPA

ATCCGTCACACCTGCTCIGTAAACACCTAC-
GGTCTTAGCATACGGTATAAGCCGTAAC- —453.85
CGGTTTTACCTAAACTGGTGTIGGCTCCCGTAT

ATCCGTCACACCTGCTCTCAAAGGTCATA-
GGGGCTTCTTCGCAGCGTAATGCCTTGC- ~366.23
TCGCATTTTTCCCTCATGGTGTTGGCTCCCGTAT

ATCCGTCACACCTGCTCTCATCATGCC-
CGCGTTCTAATAACTGCTATATCCTTTAT- —409.72
CGCCTCTATCCCTCCGTTCGTGTTGGCTCCCGTAT

-27.10

-2211

-12.20

24.98

382

883

N

g,

A 14

o \’\\) %
461 m&%;}f?ﬁ Y ‘f:jd(,,;‘

28.74

13.74

T4

ATCCGTCACACCTGCTCTGAGACTAGCA-
GTTTTTAACCAGAGTAAATAACTCCCCTCT- —427.08
TCCTAAAATTTCCCCTGGTGTTGGCTCCCGTAT

—15.86

21.23

8.54

TS5

T6

ATCCGTCACACCTGCTCTCGGTGGTCAGC-
ATCTCACTTGCCTTCTGTCCTGACCTATCCA- —373.65
TCCCTCGTCGTCATGGTGTTGGCTCCCGTAT

-1811

115

19.52

ATCCGTCACACCTGCTCTCAGTATACACC-
CGTTCTCCGTCTGGTCTACAGTCCCCCGG- —378.06
CTGAGCCCCTATTCGTGGTGTTGGCTCCCGTAT

—-18.83

5.12

2207

Trong sb sau aptamer duoc chon, aptamer T1 14 trinh ty duwoc phét hién phd bién

nhét (Xufit hién trong 4 trén 16 khuén lac), thé hién tan suat cdu hinh MFE cao nhét,

diém da dang thap nhét, va diém docking thuén lgi nhat véi CPA cta P. aeruginosa.

Aptamer T1 cha yéu hinh thanh mé tip than—vong (stem—loop) c6 dién va van duy tri
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duogc cau tric ty nhién ciia n6 khi gin véi khang nguyén, trong khi cac aptamer khac
cho thiy sy bién dang cau truc dang ké va dich chuyén vi tri khang nguyén. Nhiing
dic tinh ndy xac dinh T1 13 ing vién tiém niang nhat cho cac nghién ctu tiép theo,
bao gdm cdng hop véi hat vang nano (AuNPs) va phat hién P. aeruginosa. M6 hinh
tuong tac docking gitra aptamer T1 va dich CPA (thudc phan tir LPS) dugc thé hién
trong Hinh 3.9.

Aptamer

LPS

Mang ngoai

Lipoprotein mang té bao chat

Hinh 3.9. M6 hinh tuong tac docking gitta aptamer T1 va khang nguyén CPA
(thudc LPS) trén bé mit P. aeruginosa.

Viéc Iya chon muc tiéu 1 toan bo té bao vi khuan thong qua ki thuat whole-cell
SELEX c6 uu diém quan trong 13 cho phép aptamer nhan dién céac cau trac dich trong
trang thai ty nhién trén bé mit té bao ma khong can tach chiét hodc tinh sach riéng 1¢
khang nguyén. Piéu nay giup duy tri cdu hinh khong gian va tinh sinh hoc ty nhién
ctia CPA trén mang ngoai vi khuan, tir 46 1am tang kha ning thu duogc cic aptamer
c6 ai lyc va do dac hi¢u cao trong diéu kién thyc té [141]. Bén canh d6, CPA duoc
xem 13 muc tiéu pht hop cho viéc phat trién aptamer phat hién P. aeruginosa vi day
1a cAu tric ¢ tinh bao ton cao hon so voi O-specific antigen (OSA), von thay doi
giita cac typ huyét thanh. Nghién ctru ciia Hao va cong sy cho thay CPA 1a mot thanh
phan LPS phd bién va déng vai trd quan trong trong tuong tac ctia vi khuan véi té
bao biéu mé duong ho hap nguoi [142]. Chinh tinh bao ton nay gitp aptamer hudng
dich CPA c6 kha ning nhan dién nhiéu ching P. aeruginosa khac nhau, lam ting
tiém nang tmg dung trong chan doan 1am sang. Tuy nhién, viéc s dung chung P.
aeruginosa ATCC 27853 trong qua trinh chon loc ¢6 thé 1am han ché kha nang bao
phu ddi véi cac ching 1am sang da dang, khi nhiéu nghién ctru cho thay céc typ huyét
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thanh O6 va O11 14 nhiing typ luu hanh pho bién cua P.aeruginosa [143]. Céu trac
LPS va cac thanh phan bé mit clia P. aeruginosa co thé thay doi giira cac typ huyét
thanh, trang thai sinh truong hodc diéu kién moi truong khéac nhau, tir d6 anh hudng
dén kha nang nhan dién cia aptamer trén cac ching thuc té [144]. Ngoai ra, nghién
ctru chua khao sat siu dong hoc lién két va hang s6 phan ly (Kd) cta aptamer trén
nhiéu ching 1dm sang khac nhau, do d6 van can thém cac nghién ctru mé rong dé
danh gia toan dién tinh dic hiéu va d6 nhay trong diéu kién tng dung thyc té.
3.2.  Khao sat tinh chit ciia hat nano vang
Céc hat nano vang da dugc st dung rong rai trong nhiéu linh vuc khac nhau dua
trén tinh twong thich sinh hoc va nhiéu chirc ning bé mat cua ching [145]. Mot trong
nhimng k¥ thuat noi tiéng nhat dé tong hop AuNP 1a duya trén viéc khir HAuCls bang
citrate trong nudc, dugc st dung trong nghién ctru nay [114]. Cac hat AuNP dang
keo di duoc tong hop thanh cong trong huyén phu don phan tan bang phuong phap
khir citrate tiéu chuan. Phuong phap khir citrate co thé tao ra cac hat nano vang c6
kich thudc khac nhau tuy thudc vao ty I¢ mol cua trisodium citrate dihydrate véi axit
tetrachloroauric [146]. Hon nira, cac hat AuNP thé hién cac murc do hoat dong tuong
tr enzyme peroxidase khac nhau d6i voi TMB, theo d6 kich thudc cang nho thi hoat
tinh xtc tic cang cao [147]. Trong nghién ciru nay, hat nano vang hinh ciu da tong
hop duoc co kich thudc trung binh 1a 15 = 2 nm. Hinh thai va mét s6 tinh chat quang-
hoa ctia n6 duoc xac nhan rd rang bang phan tich DLS (Hinh 3.11A) va anh TEM
(Hinh 3.10A). Ph6 hap thy UV-Vis cia AuNP c6 dinh dic trung ¢ ~520 nm (Hinh
3.10B), va thé zeta 14 -21,85 mV (Hinh 3.11B). Cac nghién ctru di bao cdo rang cac
vat li€u tich dién am co6 19i cho qua trinh oxy hoa chit nén cation TMB [148]. Do do,
két qua cho thdy hat AuNP tong hop c6 cac dic tinh mong mudn, bao gém kich thudc
d6ng déu, hinh cau va dién tich bé mat 4m, rat phu hop véi cac k¥ thuat phan tir sinh

hoc.
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Hinh 3.10. Hinh 4nh TEM véi thang do 50 nm, 100 nm (a) va phé UV-Vis trong
pham vi budc song tir 400 d¢én 800 nm ciia hat AuNP (b).
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Hinh 3.11. Cac phép do tan xa anh sang dong (DLS) cho duong kinh thuy dong cua

cac hat nano vang (a) Dién thé Zeta cua cac hat nano vang (b).

3.3. Phat trién ky thuit ELISA truc tiép phat hién Kpneumoniae va

P.aeruginosa
3.3.1. Cdc diéu ki¢n toi wu ciia hoat dong nanozyme
Céc hat nano vang dugc khao sat nhu mot chét xuc tac peroxidase va TMB nhu
mot chit nén co thé tao ra mau xanh lam trong H20,. Di véi phat hién mau, cac chat
nén mong mudn nhat nhanh chéng tao ra cac san pham phan mg c6 mau dam. Khi
lugng chét phan tich trai dai trén mot dai néng do rong (dai dong 16n), thi viéc su

dung cac chat nén tao ra mau trong thoi gian dai hon (15 dén 30 phit) s& phu hop hon
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vi khi d6, nguoi ta c6 thé phat hién ra dai cudng do mau rong hon phuy thudc vao chat
phéan tich [149]. Trong trudng hop nay, thoi gian phan ing dugc chon 1a 30 phut trong
tat ca cac thi nghiém. Hinh 3.12A,C ching minh rang hoat dong ctia nanozyme dat
hiéu suat cao nhat & 0,02 mg TMB va 150 pL H>030%, vi mau xanh lam manh nhat
tai cac diém d6 sau 30 phut 0. Cac hoat dong giam khi nong 6 TMB tang; tuy nhién,
thé tich HO, cang cao thi tin hi¢u nanozyme do duoc cang 16n. Cé thé giai thich rang

viéc ting lién tuc ndng d6 TMB c6 thé trc ché hoat dong clia nanozyme.

[
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oo 1 »
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Hinh 3.12. Anh hudng cta ndong 46 TMB (a, b) va H,0: (c, d) 1én hoat tinh cta
nanozyme trong 30 phut (a, ¢) va trong vong 30 phut dugc do bang phuong phap hap
thu tin hiéu & budc song 650 nm (b, d). Cac nong do khac nhau cuia TMB va H>O»
duogc trinh bay lan lugt trong (b) va (d).

Mat khac, tin hi€u nanozyme dugc nang cao cho dén khi néng dé H.O2 30% dat
100 puL. Céac phan tng tiép tuc theo chu trinh khir va oxy hoa, chi xay ra ¢ lugng TMB
du 16n theo ty 1¢ ndng d6 nanozyme va H>O» nhét dinh (Hinh 3.12A). Tin hi¢u phan
mg ctia nghién ctru dong hoc vé qua trinh oxy héa xuc tic TMB ting dan khi do
trong vong 30 phat (Hinh 3.12B,D). Két qua 13, 0,02 mg TMB va 150 uL H20: 30%

duoc chon cho tat ca cac thi nghiém sau do.
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Hinh 3.13. Panh gia hoat tinh nanozyme khi c6 mat TMB va H,0,, do bang phuong
phap héap thy tin hiéu ¢ budc séng 650 nm. Cac thi nghiém duoc tién hanh trén nim
nhom: chi AuNP, AuNP + TMB, AuNP + TMB + H20,, AuNP + H,02 va H2O, +
TMB. Thanh sai s thé hién do 1éch chuan cua ba phép do lap lai.

AuNP c6 hoat tinh bat chuéc peroxidase di duge bao céo trong cac nghién ciru
trude day [150,151]. Hinh 3.13 tai hién quan sat truc quan thoi gian thuc cua phan
g trong 30 phat. Hon hgp AuNP va TMB, AuNP va H,0», H,0> va TMB khong
mau, cho thiy AuNP khéng thé xuc tac qua trinh oxy hoa TMB khi khong c6 H,0»;
do d6, khong quan sat thay sy hdp thu & 650 nm. Dit liéu chimg minh rang sy hinh
thanh mau xanh do qué trinh oxy hoa chit nén TMB chi xuat hién dudi su tac dong
dong thoi ctia nanozyme va HO», diéu nay khang dinh chac chan hoat dong cia
nanozyme nhu mét chét xuc tac.

3.3.2. Qud trinh téi wu héa viéc ting cwong nhuém mau

Cho dén nay, mot s6 loai hat nano da duoc phat hién 1a gidng hoat tinh enzyme
peroxidase, duoc bién doi dé ting cuong hoat dong xuc tac, bao gom cysteamine-
AuNPs [152], chitosan-AuNPs[153], BSA-Au nanoclusters [154], Au@Fe;O04 [155],
Au@carbon dots [156]. Su tdng cuong nhudm mau da cai thi€n cuong do mau cho
cac mang mang DNA dua trén sy phat trién trung gian hat giéng ctia nhan AuNP boi
HAuCls va hydroxylamine [157]. Hydroxylammonium chloride dugc sit dung lam
chat khir trong qua trinh nhudém, c6 kha nang khir Au** thanh Au® va qué trinh khir
nay c6 thé duoc xtc tic boi bé mat cia AuNP [158]. Nong d6 HAuCls va
NH>OH.HCI s& anh huong dén su phat trién cta hat gidng Au, do d6 anh hudng dén

cic phan ung mién dich do mau. Trong nghién ciru ndy, nong do HAuCls va



101

NH,OH.HCI di duoc khéo sat nham t6i vu hoa cho quy trinh ting cudng nhudém mau.
Hoat dong ctiia nanozyme da dugc chirng minh 1a cho tin hi¢u cao nhét & néng do
HAuCls 2 mM (Hinh 3.14A) va NH,OH.HCI 10 mM (Hinh 3.14B). Véi nong do
HAuCls cao hon, mau cta dung dich chuyén tir hdng nhat sang vang (Hinh 3.14A),
trong khi chung 6n dinh & mau hong dam va cubi cing chuyén sang xam & néng do

150 mM dbi voi nong 6 NHOH.HCI (Hinh 3.14B).
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Hinh 3.14. Anh huong cia ndng 46 HAuCly (a) va NHOH.HCI (b) 1én kha ning

tang cuong nhudm mau dugc do b?mg do hép thu tin hiéu ¢ 650 nm. Cac néng do mol

khac nhau cia HAuCls va NHOH.HCI duoc trinh bay 1an luot trong (a) va (b).
Nong d6 HAuCls va NH,OH.HCI duoc thir nghiém theo ty 1& toi uu 1:5. Hinh

3.15 cho thay AuNP c6 hoat tinh ting cudng nhuém mau cao hon dang ké so véi
AuNP khong nhuém mau, cao hon khoang ba 1an vé mat thong ké. Két qua nay cho
théy nanozyme, sau khi duoc tang cudng nhudém mau, c6 hoat tinh tdt hon, va viéc

st dung tang cuong nhud¢m mau la kha thi.
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Hinh 3.15. Béanh gi4 hoat tinh nanozyme cua AuNPs va AuNPs c6 tang cuong nhudém
mau duoc do bang hap thy tin hiéu ¢ budc séng 650 nm. Céc thi nghiém dugc tién
hanh trén miu d6i chung, AuNPs va nhudém AuNPs. Thanh sai s6 thé hién do léch

chuan ctia ba phép do 1ap lai.
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3.3.3. Qud trinh téi wu héa cdc diéu kién ciia nano-ELISA

Céc chién luoc khac nhau dé lién két khang thé véi AuNP bao gdm phu truc
tiép, AuNP pht PEG v6i khang thé lién két cong hoa tri va AuNP phu Streptavidin
v6i khang thé biotin hoa [159]. Hap phu thy dong 1a phuong phap truyén théng dé
gén protein vao cac hat nano va van duoc sir dung rong rai béng cach tan dung luc
lién phan tir gitra cac phan tir va bé mat. Do phii bé miat khang thé t6t hon d6i v6i hap
phu tryc tiép so vai lién két cong hoa tri giita khang thé-hat nano, cho thay c6 nhiéu
khang thé dugc cb dinh thong qua hap phu khong dic hiéu hon 1 lién két cong hoa
trj [160]. Cac diéu kién t6i wvu cho cong hop thu dong Rabbit anti-K.pneumoniae
polyclonal-AuNP thu duoc ¢ pH 9 trong diéu kién nhiét 46 phong, khi khong thu
duogc két ty mudi. Thi nghiém nay ciling danh gia nong d6 khang thé K.pneumoniae
nao 1a tdi wu cho cong hop. Khi ndng do Rabbit anti-K. pneumoniae polyclonal ting
1€n, hoat dong cuia nanozyme bi uc ché, manh nhét 1a gén 35% & 15 uL. Rabbit anti-
K.pneumoniae polyclonal 1 uM, cho thay khong c6 su thay dbi vé mau sic sau 30
phat & (Hinh 3.16). Ty thudc vao nong do Rabbit anti-K.pneumoniae polyclonal,
hoat dong ctia nanozyme van 6n dinh trong pham vi tir 3 ¢én 7 pL 1 uM, sau d6 giam
nhe sau 10 pL. Piéu nay ¢ thé xac nhan rang Rabbit anti-K.pneumoniae polyclonal
da duoc cong hop thanh cong trén bé mit cua hat nano. Tuy nhién, su bién d6i bé
mat, chang han nhu sy hap phu protein, d3 1am giam nhe hoat dong peroxidase cta
nanozyme do céc vi tri hoat dong trén bé mit dugc bao vé khoi tuong tac voi cac chét
nén [148]. Do d6, ndng do Rabbit anti-K.pneumoniae polyclonal & mic 5 uL 1 pM
duoc lya chon do lugng Rabbit anti-K.pneumoniae polyclonal du trong cong hop va

hoat dong ctia nanozyme dugc phat hién ¢ budc séng hap phu 650 nm.
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Hinh 3.16. Anh huong cua ndng d6 khang thé Rabbit anti-K.pneumoniae polyclonal
1én hoat tinh nanozyme trong 30 phut dugc do bang phuong phap hap thy tin hiéu ¢
budc séng 650 nm. Cac nong do mol khac nhau cua khang thé dugc trinh bay trén
hinh.

Tuong ty, ddi voi thi nghiém danh gia nong d6 aptamer dic hiéu cho
P.aeruginosa t6i uu cho cong hop, ndong do aptamer dugc pha lodng tir ndng do goc
2,8 mg/mL véi cac ti 1 107!, 102, 103, 10 (Hinh 3.17). V6i ndong d6 aptamer gbc,
hoat dong ctia nanozyme bj (rc ché, manh nhat 13 gan 70%. O ndng do aptamer pha
lodng 102, hoat dong cua nanozyme dat trang thai can bang véi luong aptamer du
trong cong hop va nanozyme van giir duge hoat tinh xuc tac khi do & budc séng hap
phu 650 nm.
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Hinh 3.17. Anh huong ciia ndng d6 aptamer dic hiéu cho P.aeruginosa 1én hoat tinh

nanozyme trong 30 phut duoc do bang phuong phap hap thuy tin hiéu & budc song 650

nm. Ti 1& pha lodng ndng d6 aptamer dugc trinh bay trén hinh.
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3.3.4. Phan tich dp dac hiéu cia nano-ELISA voi phwong phdap nhupm tang
cwong phat hién K.pneumoniae

Ngoai d§ nhay, do dac hi¢u Ia yéu td quan trong nhét anh hudng dén tinh kha

thi ctia xét nghiém mién dich cong hop AuNPs-Rabbit anti-K.pneumoniae polyclonal.
Pé nghién ctru do dic hiéu ctia nano-ELISA trong viéc phét hién K. pneumoniae, cac
phan tmg mién dich véi cac vi khuan khong phai muc ti€u khac dugc thuc hi¢n, bao
gdm P.aeruginosa, Escherichia coli, Clostridium perfringens, Staphylococcus
aureus, Salmonella typhimurium (Hinh 3.18). Nhu c6 thé thay rd trong Hinh 3.18,
tin hiéu mau dwong tinh véi K. preumoniae (10 CFU/mL) duoc phat hién trén 1 (a.u),
cho thdy cong hop AuNPs-Rabbit anti-K.pneumoniae polyclonal gin véi vi khuan
K.pneumoniae trong qua trinh 0 khi Rabbit anti-K.pneumoniae polyclonal cong hgp
voi AuNP déc hiéu voi K. pneumoniae. Nguoc lai, cac tin hi¢u hép thu cua cac vi
khuan khac déu thap hon gia tri ngudng. Nhimng két qua nay chimg minh rang quy

trinh nano-ELISA c6 kha nang chéng lai sy tap nhiém va phat hién dic hiéu vi khuén

K.pneumoniae.
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Hinh 3.18. Phan tich 6 dic hiéu ctia nano-ELISA dbi voi cac tac nhan gay bénh phd
bién & néng do 10 CFU/mL , bao gém P.aeruginosa, Escherichia coli, Clostridium

perfringens, Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium va K. pneumoniae.

3.3.5. Xdc dinh ngwong, gioi han phat hién (LoD) va gioi han dinh lugng (LoQ)
cua nano-ELISA co tang cwong nhupm phdt hi¢n K.pneumoniae
Gia tri OD 0,099 ¢ budce song 650 nm dugce tinh 1a gia tri ngudng cho xét nghiém
nano-ELISA (Hinh 3.19). Véi sy tang cudong nhudm, gié tri ngudng cao hon ¢ mirc
0,158 (Hinh 3.20), x4c dinh rang cic miu c6 gia tri OD cao hon 0,158 dugc coi 1a
duong tinh, va cac mau c¢6 OD thap hon dugc coi 12 4m tinh. PO nhay va pham vi dap

mg tuyén tinh ctia xét nghiém Nano-ELISA véi sy ting cudng nhuém di duoc
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nghién ciru bang cach do ODgso dé phat hién vi khuan K. pneumoniae tir 10" dén 108
CFU/mL (Hinh 3.21). Phuong trinh hdi quy tuyén tinh dwgc x4c dinh la y =
0,155910g10(x) — 0,1048. Puong cong thé hién méi twong quan dwong cao giira mat
d6 vi khuan K.pneumoniae (CFUs/mL) va tin hiéu ODsso (R? = 0,9699). LoD va LoQ
dugc tinh toan 1an lugt 1a 36.230 va 78.857 CFU/mL. Nano-ELISA véi kha ning ting
cuong nhudém mau cé thé phat hién ndng do thap toi 102 CFU/mL, cao hon 100 lan
so v&i Nano-ELISA véi AuNP khong ting cudng nhudém (Hinh 3.22). Ban do nhiét
gradient mau xanh lam-xanh luc cho thdy mau cta cac phan (mg mién dich thay doi
tur tréng sang xanh lam dam ty 1¢ thudn v6i mat dd vi khuan K. pneumoniae (Hinh

3.21B).
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Hinh 3.19. Xéc dinh gia tri ngudng (cutoff) cho phuong phap nano-ELISA: Gié tri

ngudng dugc thiét 1p bang tong cua gia tri trung binh va ba 1an d6 1éch chuan.
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M3u am tinh

Hinh 3.20. X4ac dinh gia tri ngudng (cutoff) cho phuong phdp Nano-ELISA véi kha
ning ting cudng nhudém mau. Gia tri ngudng duoc thiét 1ap bang tong cia gia tri

trung binh va ba 1an d6 léch chuan.
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Hinh 3.21. Pudng tuyén tinh ctia vi khuan K. pneumoniae v6i ndng do pha loang nbi
tiép tir 10! dén 10® CFU/mL (a) Ban d6 nhiét d6 mau xanh lam cta pham vi phat hién
vi khudn K. pneumoniae tir 10' @én 108 CFU/mL (b) trong Nano-ELISA véi kha ning
tang cuong nhudm mau.
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Hinh 3.22. Pudng tuyén tinh ctia vi khuan K. pneumoniae v6i ndng do pha loang nbi
tiép tir 10! dén 10 CFU/mL (a) Ban d6 nhiét d6 mau xanh lam cta pham vi phat hién
vi khuan K pneumoniae tir 10" ¢én 10% CFU/mL (b) trong Nano-ELISA.

Vi khuén K. pneumoniae da dugc phat hi¢n bﬁng nhiéu loai ky thuat khac nhau,
cho phép dat dugc d nhay va do dac hiéu cao. Mot cam bién sinh hoc dién héa dua
trén MIP da duogc phat trién dé do luong su thay ddi tin hiéu dién & cac néng do K.
pneumonia khac nhau, tr 10 dén 105 CFU/mL, vé6i do nhay duong tai cao [161]. Viéc
phat hién Enterococcus faecalis (G+), K. pneumoniae (G-), P.aeruginosa (G-) va
Candida tropicalis ciing dugc dénh gia trong ciing pham vi nhan dang, tir 10" dén 10°
CFU/mL, str dung hat nano tir tinh phti masto-paran dé phat hién dién hoa [162]. Hon
nira, mot nghién ctru da bao céo vé mot thiét bi di dong dua trén chuyén doi tir dong

chay c6 kha nang phat hién nhanh chéng va do nhay cao céc té bao vi khuan toan b
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trong cac ma tran phuc tap, cung cép két qua dinh tinh v6i d§ nhay 100% va do dac
hiéu 80,8% dé phat hién cac té bao viém phoi do Klebsiella trong cac mau xét nghiém
[163]. So véi cac phuong phép nay, két qua chi ra rang k¥ thuat Nano-ELISA méi c6
thé phat hién viém phoi do Klebsiella v&i d6 nhay, d6 tuyén tinh va d6 dic hiéu cao
hon (Bang 3.8).

Bang 3.8. So sanh phuong phap nghién ctru véi cac phuong phap phat hién viém

phdi do Klebsiella khac
Phwong phap Po nhay Pic diém Tai liéu
DNA 16S dugc phat hién bang
PCR-ELISA 6.0 ng . . [164]
cdng hop anti-DIG-peroxidase
S 2.99 x 107 Do dic hiéu cao nhung do
ELISA gian tiép . [165]
CFUs/ml nhay thap
Beads-mAb 1E6-K.
IC-LAMP 4 CFUs/mL | pneumoniae dugc st dung cho [166]
xét nghiém LAMP
Xét nghiém khuéch dai q :
. ) 480 B6 sung enzyme AUDG dé
chéo da dich chuyén . ] _ [167]
CFUs/mL loai bd két qua duong tinh gia
khong nhan (MCDA)
. ) Do dac hiéu thép nhung nhanh
Xét nghiém mién dich tur Dinh tinh ) [163]
va thuan tién
Polyme in phéan tir (MIP) | 10 CFUs/mL | D6 nhay cao nhung sai s6 16n [168]
_ Nghién
Nano-ELISA 102 CFUs/mL | D9 nhay va do dac hiéu cao o
ciru nay

3.3.6. Phan tich dp dac hiéu cia nano-ELISA voi phwong phdap nhupm tang

cwong phadt hién P.aeruginosa

Két qua cho thay hé thong phat hién chi tao tin hiéu hap thy (Abs) cao dbi véi
Pseudomonas aeruginosa, véi gia tri OD dao dong khoang 0,90-1,25, trong khi céac
vi khuan khong dich gém Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Clostridium
perfringens, Staphylococcus aureus va Salmonella typhimurium déu cho gia tri hap
thu rat thap (khoang 0,08-0,15), gan twong dwong véi tin hiéu nén (Hinh 3.23). Sy

khac biét 1o rét gitta tin hi€u cua P. aeruginosa va cac vi khuan doéi chiing ching
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minh réng aptamer dugc chon loc cé tinh dic hi¢u cao, nhan biét chon loc muc tiéu
cia P. aeruginosa va hau nhu khong xay ra hién twong phan tmg chéo vdi cac vi
khuan khac. Diéu nay cho thdy qué trinh sang loc aptamer bang SELEX di thanh
cong trong viéc loai bo cac trinh tw c6 kha ning lién két khong dic hiéu.
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Pseudomonas  Klebsiella Escherichia  Clostridium Staphylococcus Salmonelia
aeruginosa pneumonia coli perfringens aureus typhimurium

Hinh 3.23. Phan tich d6 dic hiéu cia Nano-ELISA dbi véi cac tic nhan gdy bénh
phé bién & n@)ng ddo 10° CFU/mL, bao gém P.aeruginosa, Escherichia coli,
Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium va

K.pneumoniae.

3.3.7. Xdc dinh ngwong, gioi han phat hién (LoD) va gioi han dinh lugng (LoQ)
cua nano-ELISA phat hién P.aeruginosa

Gia tri ngudng duogc xac dinh ¢ 0.120, xac dinh réng cac mau c6 gia tri OD cao
hon 0,120 duoc coi 1a duong tinh, va cic mau c6 OD thép hon dugc coi la am tinh
(Hinh 3.24). P9 nhay va pham vi dap tng tuyén tinh cua xét nghiém nano-ELISA
dugc nghién ciru bang cach do ODeso dé phat hién vi khuan P.aeruginosa tir 10! dén
10° CFU/mL (Hinh 3.25). Phuong trinh héi quy tuyén tinh duoc xac dinh la y =
0,0997log10(x) + 0.0341. Pudng cong thé hién mbi twong quan duong cao gitra mat
d6 vi khuan P.aeruginosa (CFUs/mL) va tin hiéu ODsso (R = 0,9828). LoD va LoQ
duoc tinh toan 1an luot 14 26.795 va 88.423 CFU/mL.
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Hinh 3.24. X4ac dinh gia tri ngudng (cutoff) cho phuong phép nano-ELISA phat hién
P.aeruginosa. Gia tri ngudng duogc thiét 1ap bang tong ctia gia tri trung binh va ba lan
do léch chuan.

1.00 4 |R2=0.9828 \
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Hinh 3.25. Puong tuyén tinh cta vi khuan P.aeruginosa voi ndng do pha loing nbi
tiép tir 10! dén 10° CFU/mL. Dung dich sau phan tng c6 mau xanh gradient tir ¢dm
td1 nhat ti 1€ thuan véi néng d6 cua vi khuan trong nano-ELISA.

Xét nghiém mién dich do mau, tiét kiém chi phi va it tén thoi gian da duoc
nghién ctru thanh cong dé phat hién vi khuan K.pneumoniae va P.aeruginosa. Céc
diéu kién thir nghiém ciia timg thanh phan trong phan ing mién dich da duoc téi wu
hoa, bao gébm co chat TMB, néng d6 H>0,, HAuCls va NH,OH.HCL dé tang cuong
nhudm mau. Hoat tinh xtc tdc cua nanozyme thé hién hiéu qua xuc tac on dinh, nhung
bi giam gan 35% sau khi cong hop khang thé K.pneumoniae, va cong hop aptamer
dac hi€u P.aeruginosa. Tuy nhién, hi¢u qua nhuém mau tang gép ba 14n so v4i AuNP

thong thuong, c6 kha ning phat hién vi khuan K. pneumoniae & mat d thap toi 102
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CFU/mL va dat dugc dap tng tuyén tinh cao, véi gia tri R? 1a 0,9699. Pbi véi
P.aeruginosa, Nano-ELISA c6 thé phat hién vi khuan & nong d6 10> CFU/mL khi
chua c6 budc ting cudng nhudém. Tuy nhién, trong nghién ciru nay, sd luong ching
vi khuan dung dé danh gia phan tmg chéo con han ché, chua bao quat day du cac vi
khuan Gram am va Gram duong thuong gip trong nhiém khuan bénh vién. Pong
thoi, Nano-ELISA sir dung khéng thé da dong Rabbit anti-K. pneumoniae polyclonal
nén c6 thé ton tai nguy co nhan dién nhiéu epitope twong déng trén cac vi khuan khac
thudc ho Enterobacteriaceae. Cac nghién ctru mién dich hoc cho thdy khang thé da
dong thuong c6 d6 nhay cao nhung d6 dic hiéu thip hon so véi khang thé don dong
do nhan dién nhiéu vi tri khang nguyén khac nhau. Dbi v6i cac nghién clru vé cam
bién aptamer cho vi khuén, d6 dic hiéu can dugc danh gia trén phé rong cac chuing
lam sang dé phan anh dang hi€u qua ung dung thuc té [144]. PO dac hi¢u cua hé
thong méi duge danh gia trong didu kién in vitro véi mau nudi cay tinh sach, chua
khao sat ddy d trén cac bénh phdm 1am sang phirc tap nhu méau, dom hoic nude tiéu.
Céc thanh phan nén sinh hoc c6 thé anh huéng dén ciu tric aptamer, giy hap phu
khong dic hiéu va 1am thay ddi tin hiéu phat hién [169]. Tém lai, mic du k¥ thuat
ELISA st dung aptamer, khang thé va hat nano vang da cho thay tiém ning cao trong
phat hién nhanh va nhay vi khuan P.aeruginosa va K.pneumoniae, nghién ctru van
con mot sd han ché lién quan dén do dac hiéu, kha nang phan ng chéo va pham vi
danh gia trén miu 1am sang thyc té. Do d6, dé khang dinh tinh 6n dinh, d6 tin cay,
nghién ctru cin tiép tuc mo rong khao sat chuyén sau dé danh gia kha ning tng dung
cua hé théng trong diéu kién chan doén thuc té.

3.4. Phat trién que thir nhanh LFIA phat hién K.pneumoniae va P.aeruginosa

3.4.1. Két qua t6i wu héa dung dich dém chay que thi

Pé hiéu rd hon vé anh hudng cia cac dung dich dém dén hiéu qua tao cong
hop ctia hat nano vang véi phan tir sinh hoc, d@)ng thoi lya chon duoc loai dém tdi wu
nham cai thién hiéu suat gan két, hai phuong phap: phé UV-Vis va thé Zeta dugc lua
chon dé tién hanh phan tich. Cac phwong phap nay cho phép danh gia kha niang phan
tan, 6n dinh cling nhu dic tinh bé mat dién tich cta hat nano trong cac moi truong
dém khac nhau. Nghién ctru tién hanh khao sat 5 loai dém voi cac gia tri pH dac
trung: HBS pH 7.4, PBS 7.4, Borate pH 8.0, MES pH 5.5, MES pH 6.0, Tris pH 9.0

va Tris pH 10.8. Két qua phan bd thé zeta cho thay tit ca cac mau trong cac hé dém
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khao sat déu mang dién tich bé mat am, voi gid tri dinh dao dong tir khoang —12.05
mV dén —40.15 mV (Hinh 3.26). Cu thé, hat nano vang phan tan trong HBS 7.4 dat
khoang —40.15 mV, Tris 10.8 dat —38.38 mV, PBS 7.4 dat —26.83 mV, MES 5.5 dat
—21.37 mV, Tris 9 dat —17.06 mV, MES 6.0 dat —17.69 mV, va Borate 8 dat —12.05
mV. Su khac biét nay cho théy dién tich bé mit cua hé phan tan phy thuéc manh vao

pH, thanh phan ion va kha nang tuong tac/che chan dién tich ciia timg loai dém [170].

-38.38 mV

3.0+ —HBS 7.4

——PBS 74

Borate 8

2.5+ | ~——— MES 5.5

-Tris 9
Tris 10.8

©- 2.0 4 A ~——— MES 6.0

k-] [

=] ‘ 12.05 /

&

(8]

Thé zeta (mV)

Hinh 3.26. Thé zeta ctia hat nano vang phan tan trong cac dung dich dém khac nhau.

Theo nguyén tic kinh nghiém trong hoa keo, cic hé co |zeta potential| khoang
trén 30 mV thudng c6 xu hudng bén hon vé mit tinh dién, gitp gilt ching phan bd
ddng déu va ngan chin két tu. Néu hé c6 |zeta potential| tir 10 - 30 mV thi thuong cd
tinh 6n dinh trung binh, cin can nhic thém cac yéu té khac (nhu d6 nhét hoic 16p
phu bé mit). Néu hé c6 |zeta potential| du¢il0 mV thi thuong khong 6n dinh, hat co
xu huéng tao cum, phan bd khong déu din toi dung dich co thé van duc, lang nhanh
[171]. Trong dd thi, HBS 7.4 va Tris 10.8 cho gia tri thé zeta 4m 16n nhat, 1an luot
khoang —40.15 mV va —38.38 mV. Céc gia tri ndy thudng duoc xem 14 biéu hién cia
hé co luc déy dién manh va do 6n dinh phan tan tuong ddi cao. Nguoc lai, d¢m Borate
8 ¢6 gia tri thé zeta khoang —12.05 mV, gan trung hoa hon so véi cac hé dém con lai.
Diéu nay cho théy trong moi truong borate, dién tich am hi€u dung tai mat trugt bi
giam dang ké. Nguyén nhéan c6 thé lién quan dén sy che chan dién tich boi ion trong
dung dich, sy thay ddi cau tric 16p dién kép, hodc tuong tac dac hi¢u gitra thanh phén
dém va bé mat mau. Khi lyc ion tang hodc khi cac ion hép phu gﬁn bé mit, chiéu day
16p dién kép bi nén lai, lam giam d¢ lon cua thé zeta [172]. Cac hé MES 5.5, MES
6.0 va Tris 9 co gia tri thé zeta nam & ving trung gian, khoang —17 dén —21 mV. Két
qua nay cho thay dién tich 4m bé mit van ton tai nhung luc day tinh dién yéu hon so
voi HBS 7.4 va Tris 10.8. Bang chu y, khi so sinh MES 5.5 voi MES 6.0, gié tri
chuyén tir —21.37 mV sang —17.69 mV, cho thy chi mét thay d6i nho vé pH ciing c6
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thé 1am thay doi trang thai ion héa ciia cac nhém chirc trén bé mat hoic thay doi can
bang tuong tac ion trong moi trudng [173]. Ngoai gia tri dinh, hinh dang cac duong
phan bd cling can duge cht y. Bém Tris 9, Tris 10.8, MES 5.5, MES 6, Borate 8 cho
thdy quan thé hat hodc cdu trac trong dung dich c6 phan bd dién tich tuong ddi tap
trung. Trong khi d0, cac duong c6 nén rong hodc nhiéu vai phu c6 thé phan anh sy
khong ddng nhét ciia hé, bao gdm sy ton tai ctia nhiéu quan thé kich thudc/dién tich
khac nhau, mirc d6 twong tac khac nhau giita mau va dém, hodc hién tuong két tu nhe
[174]. Do d6, nghién ctru da lya chon 5 dung dich dém nay dé tiép tuc tién hanh phan
tich phd UV-Vis.

A —— MES6
A —— MES 5.5

Tris9
—— Tris 10.8
Borate 8

Budc song (nm)

Hinh 3.27. Pho hap thy UV-Vis ctia hat nano vang phan tan trong cic dung dich dém
khac nhau.

Db thi phd hap thu UV-Vis cho thiy cudng do phat xa phu thudc rit rd vao loai
dém va pH ctia moi truong. Hai hé Tris 9 va Tris 10.8 6 tin hiéu manh nhét, voi dinh
phat xa nam xap xi ving 520-530 nm. Trong d6, Tris 10.8 cho cudng d6 cao nhat,
khoang gén 4.6-4.7, tiép theo 1a Tris 9 voi cuong d§ khoang 4.2—4.3. Nguoc lai, cac
hé MES 6, MES 5.5 va Borate 8 chi cho tin hiéu thép, dao dong chu yéu dudi khoang
0.5 (Hinh 3.27). Su khéc biét vé cuong do giira cac hé dém cho thiy méi truong dung
dich anh hudong dang ké dén dic tinh quang hoc ciia AuNPs. Pém Tris 10.8 cho cudng
d6 cao nhat, tiép theo 1a Tris 9, ching té trong mdi truong kiém Tris, hat nano vang
c6 thé duge 6n dinh tét hon hodc c6 mat do hat phan tan hi¢u qua cao hon trong vung
hép thu plasmon. Nguoc lai, cac hé MES 5.5, MES 6 va Borate 8 c6 tin hi¢u thép hon
nhiéu, cho thay kha nang hip thu plasmon yéu hon, cé thé do néng do hat phan tan
thép hon, tuong tac bé mit khac nhau, hodc su thay doi trang thai 6n dinh keo cua
AuNPs trong tung h¢ dém.

Két qua toi uu hoa cho thay dung dich dém Tris pH 10,8 tao tin hiéu mau o va
6n dinh hon so véi cac hé dém khac (Hinh 3.28). Diéu nay c6 thé dugc giai thich dua

trén anh hudng cua pH dén do 6n dinh cua hat nano vang (AuNPs), hiéu qua lién két
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sinh hoc cia aptamer/khang thé véi hat nano vang. Sy thay d6i pH c6 thé lam thay
doi dién thé zeta va tuong tac tinh dién gitta cac hat nano, tir d6 anh hudng dén d6 6n
dinh keo va hi¢n tuong két tu cuia AuNPs [175]. Trong mdi trudng kiém nhe, luc déy
tinh dién giita cac hat ting 1én, gitip han ché két tu khong dic hiéu va duy tri kha ning
di chuyén 6n dinh cta phirc hop trén mang nitrocellulose. Diéu nay gop phan lam tin
hiéu trén vach thir rd va dong déu hon. Ngoai ra, dém Tris duoc chimg minh c6 kha
nang duy tri 6n dinh tt cho cac hé AuNPs sinh hoc nhé han ché twong tac ion manh
v6i bé mat hat nano [176]. Céc ion phosphate trong PBS c¢6 thé hip phy canh tranh
1én bé mat AuNPs va anh huong dén hiéu qua cong hop sinh hoc, ddn dén gy ra tin
hiéu duong tinh gia ngay khi khong c6 vi khuan muc tiéu (Hinh 3.28), trong khi dém
Tris gitp duy tri sy 6n dinh va phan tan t6t hon cua hat nano vang trong cac hé cam
bién sinh hoc. Bén canh d6, pH kiém con c6 thé lam ting kha ning ion hoa cua céac
nhom chirc trén aptamer hodc khang thé, tir d6 cai thién cu hinh khong gian va kha

nang nhan dién khang nguyén dich [177].
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I-linh 3.28. Anh hudng cta cac hé dém va pH khac nhau dén tin hiéu ctia que thir LFIA

3.4.2. Que thir nhanh phadt hién K.pneumoniae

3.4.2.1. Céng hop céng héa tri hat nano vang va khdng thé Rabbit anti-
K.pneumoniae polyclonal

C6 nhiéu ky thuat khac nhau dé cong hop hat nano vang (AuNPs) véi khang
thé, bao gdm céc tuong tac vat 1y (twong tac ion, twong tac ky nudc, lién két phdi tri)
va céac twong tac hoa hoc (hap phu hoa hoc, phan tmg EDC/NHS, va st dung phan tir
trung gian) [178]. Trong nghién ctru ndy, phuong phap lién két cong hoéa tri dugc st
dung nham gan cac nhoém chirc 1én bé miat AuNPs thong qua phan tng EDC/NHS,
qua d6 khac phuc céc han ché thuong gip ciia cac phuong phap lién két khong cong
hoa tri, chang han nhu yéu cau ndng d6 khang thé cao va su dinh huéng ngiu nhién
ctia khang thé trén bé mat hat nano vang [179]. Ph6 hap thu UV-Vis (Hinh 3.29C)

cho thay dinh plasmon dic trung cia AuNPs don phan tan nam khoang 517 nm, trong
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khi dinh cta phac AuNPs—Rabbit anti-K.pneumoniae polyclonal bi dich
bathochromic dén 528 nm. Su dich chuyén nay chtng to qué trinh chtrc ning hoa
AuNPs bang phbi tt MUA da lién két hiéu qua véi phan tr khang thé Rabbit anti-
K.pneumoniae polyclonal. Bén canh do, gia tri thé zeta (zeta potential) va kich thudc
dong hoc (DLS) duoc do dé danh gia dién tich bé mat va kich thude thuy dong hoc
ciia AuNPs trude va sau khi cong hop véi khang thé Rabbit anti-K.pneumoniae
polyclonal. Két qua cho thiy thé zeta ciia AuNPs giam tir —38,38 mV xubng —0,15
mV (Hinh 3.29B), phan anh sy suy giam dién tich 4m do su gan két cta cac phan tir
khang thé mang dién tich duong. Pong thoi, kich thudc hat ting 1én sau qué trinh
cong hop cong hoa tri (Hinh 3.29A), x4c nhan su bao phu ctia cac phan tir khang thé
quanh bé mat AuNPs.
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Hinh 3.29. (A) Kich thudc thuy dong hoc, (B) thé zeta, va (C) phd hap thu UV—Vis
trong khoang budc séng tir 400 dén 800 nm cua hat nano vang (AuNPs) va phuc hop
AuNPs—khéang thé Rabbit anti-K.pneumoniae polyclonal.

Ph6 Raman tang cudng bé mit (SERS) duoc sir dung rong rii dé phat hién cac
bién ddi trén bé mat vat liéu kim loai nho d6 nhay cao, tinh dic hiéu bé mait, va kha
nang cung cap thong tin cau triic chi tiét. SERS c6 tinh ddc hi¢u bé mat cao vi hiéu
g tang cudng chi xay ra tai hodc gan bé mit kim loai, khién k¥ thuat ndy tro thanh
mot cong cu tuyét voi dé nghién ctru cac loai lién két trén bé mit, cac qua trinh bién
d6i bé mit, ciing nhu cac phan tng xdy ra tai giao dién kim loai. Hinh 3.30 trinh bay

phd SERS cuia cac hat nano vang (AuNPs) sau timg giai doan bién d6i, bao gdm bién
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d6i v6i MUA (b), gan khang thé (c), va tuong tac véi vi khuan (d). Trong sudt quéa
trinh bién ddi, cac hat dugc phan tan trong dung dich dém TRIS-HCI pH 10,8 c6 chta
0,1% BSA, 0,5% Tween 20 va 0,5% sucrose. Dao dong kéo gian Au-S la chi thi dac
trung cho sy twong tac gitta nhom thiol (-SH) va bé mit vang (Au). Khi mot phan tir
chira nhom thiol lién két véi hat nano vang hoac bé mat vang, lién két S—H bi dut va
mot lién két Au—S méi duoc hinh thanh. Sy hinh thanh lién két mé&i nay co thé dugc
phat hién trong phd Raman thong qua dinh dic trung & ving tan sb thap, véi vach &
302 cm™ duoc quy cho dao dong Au—S trong mau Au-MUA. Trong phd Raman, cac
dinh dic trung cho nhém carboxyl (-COOH) thudng xuét hién trong cac ving tuong
g voi dao dong kéo gidn C—O va dao dong uén O—H. Dao dong C—O thudng nam
trong khoang 1200—1320 cm ™', trong khi dao dong udn O—H ctia nhém hydroxyl trong
nhém carboxyl thuong xuét hién & khoang 13901440 cm™'. O duong phd (b) trong
Hinh 3.30, cac dai tin hi¢u dugc quan sat tai 1145 cm™, 1269 cm™ va 1386 cm ™, lan
luot duge quy cho dao dong kéo gidn C—O va dao dong udn O—H. Ngoai ra, cac dinh
dac trung cho dao dong v(C—COOH) cuia nhom acid carboxylic ciing dugc phat hién
tai 936 cm™ va 863 cm™, cho thay phan tir MUA tuong tac v6i bé mit AuNPs thong
qua nhém thiol. Tuy nhién, khi hat Au-MUA tuong tac véi khang thé, va sau d6 vai
vi khuan K pneumoniae, cac dai tin hiéu nay bién mat khoi phd SERS (dudng ¢ va d
trong Hinh 3.30), ngoai trir dinh tai 936 cm™, vén c6 xu hudng mé rong va dich
chuyén dén 985 cm™. Sy thay dbi nay cho thiy khang thé da lién két voi nhom —
COOH trén bé mit hat vang, lam thay d6i tin sé dao dong cua lién két nay. Khi c6
su hién dién cta vi khuan dich, cac vi khuén lién két véi khéng thé trén hat Au-MUA,

dan dén thay d6i bo sung trong tan sé dao dong cua lién két Au—S.
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Cuong do (a.u)

Do dich Raman (cm™)

Hinh 3.30. Ph6 SERS cua cac hat nano vang (AuNPs) sau tung budce bién d6i bé mat,
bao gdm: (b) bién d6i voi MUA, (c) gin khang thé khang Rabbit anti-K.pneumoniae

polyclonal, va (d) twong tac véi vi khuan K.pneumoniae.

3.4.2.2.Phén tich tinh diic hi¢u ciia que thiv LFIA két hop véi hé théng bio hoa

Y

mau

Thi nghiém dénh gi4 tinh dac hiéu dugc thyc hién nham kiém tra kha niang

nhan dién cua que thu LFIA d6i voi K. pneumoniae, Escherichia coli va P.aeruginosa

& nong d6 10 CFU/mL, nham x4c dinh kha nang xuat hién tin hiéu duong tinh gia

ctia hé thong. Két qua cho thay khong xuat hién tin hiéu duong tinh gia trén cac que

thir dugc kiém tra véi E. coli va P. aeruginosa khi quan sat bang mét thuong (Hinh

3.34). Bén canh d6, mau duong tinh v6i K. pneumoniae cho tin hiéu bdo hoa mau vuot

qua 15%, trong khi cdc mau chira E. coli va P.aeruginosa chi ghi nhan tin hiéu gan
nhu bang 0% (Hinh 3.31). Nhiing két qua nay ching minh rang hé thong LFIA dinh
lugng dugc phat trién co tinh dic hiéu cao, kha nang khang nhiéu tdt va c6 thé phat

hién chinh xac K.pneumoniae.

Do bao hoa (%)
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Hinh 3.31. Phan tich 6 dac hi¢u ctua que thir phat hién K. pneumoniae, Escherichia

coli, va P.aeruginosa & ndng d6 10 CFUs/mL
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3.4.2.3. Xac dinh gioi han phdt hi¢n (LoD), gioi han dinh lwong (LoQ) va phdn tich
dé bao hoa mau ciia que thiv LFIA két hop véi hé thong phan tich dé bio hoa
mau

Céc que tht LFIA duoc ché tao theo co ché “sandwich”, trong d6 mau di
chuyén doc theo que thir théng qua dong mao dan qua nhiéu mang chong 1én nhau da
dugc phil san v6i chat danh ddu muc tiéu. TAm dém mau, dém cong hop va mang
nitrocellulose dugc xir 1y trude khi lap rap nham can bang mang, giam thiéu sy lién
két khong dic hiéu va tao diéu kién cho sy di chuyén dé dang cta chat phan tich qua
mang [180].

Céc que thir LFIA dugc ché tao va danh gia kha ning phat hién K. pneumoniae
trong dai nong d6 tr 10" dén 10° CFU/mL (Hinh 3.32). Vach phat hién cua
K.pneumoniae c6 thé dugc quan sat rd & ndong d6 102 CFU/mL. D6 nhay va khoang
hiéu chuédn cta que thir LFIA c6 tich hop hé thong phan tich d6 bdo hoa mau dugc
danh gia thong qua cudng do ciia vach phat hién trong khoang nong do tir 10" dén 10®
CFU/mL.
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Hinh 3.32. (A) Que thtr LFIA dugc danh gia kha nang phat hién K.pneumoniae trong
dai ndng @6 tir 10! dén 108 CFU/mL (B) Céc hinh anh cta que thir LFIA duoc chyp

dudi di€u kién chiéu sang voi do roi 335 lux. Sau do, cac hinh anh nay dugc phan

tich cuong d6 mau tai vach thir (T-line) bang phan mém Color Grab.

Céc gia tri R, G va B trong mo6 hinh RGB dugc st dung dé xac dinh cuong do

va do bdo hoa mau tai vach thir (T-line) ctia LFIA (Bang 3.9). Phuong trinh hoi quy

tuyén tinh dugc xac dinh 1a y = 2,983 + 3,285 logio(x). Pudng hdi quy thé hién mbi

tuong quan cao gitra nong do K.pneumoniae va tin hi¢u bao hoa mau véi R? = 0,995

(Hinh 3.33). Gi6i han phat hién (LoD) va gidi han dinh lugng (LoQ) 1an luot duoc

tinh 1a 1,61 va 4,83 CFU/mL.

Béang 3.9. Cac gia tri R, G, va B trong mo6 hinh RGB xac dinh cuong dd va do bao

hoa cia mau séic tai vach thir (T-line) cua que thi LFIA.

Nong do Chuyén déi tir | Gia tri PH

K.pneumoniae 3thif ngh.iém R | G | B | RGBsang dj trung léch

(CFU/mL) 2p laf bio hoa binh chuin
Thir nghiém 1 | 174 | 170 | 163 6.36

10! Thir nghiém 2 | 183 | 179 | 172 6.01 6.257 | 0.215
Thir nghiém 3 | 172 | 168 | 161 6.40
Thir nghiém 1 | 155 | 135 | 132 11.31

102 Thir nghiém 2 | 148 | 129 | 125 9.70 9.603 | 0.759
Thir nghiém 3 | 145 | 129 | 125 8.80
Thir nghiém 1 | 149 | 126 | 122 11.30

10° Thir nghiém 2 | 148 | 123 | 118 12.30 12.083 | 0.700
Thir nghiém 3 | 148 | 122 | 117 12.65

104 Thir nghiém 1 | 155 | 130 | 124 13.42 13.600 | 0.992
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Thu nghiém 2 | 152 | 128 | 122 12.71
Thu nghiém 3 | 159 | 134 | 126 14.67
Tht nghiém 1 | 132 | 90 | 87 20.55
10° Thu nghiém 2 | 133 | 90 | 87 2091 21.143 0.738
Thu nghiém 3 | 136 | 89 | 87 21.97
Tht nghiém 1 | 98 | 61 | 60 24.05
10° Thu nghiém 2 | 97 | 59 | 57 24.36 24.523 0.573
Thu nghiém 3 | 97 | 62 | 58 25.16
Tht nghiém 1 | 102 | 62 | 60 25.93
107 Tht nghiém 2 | 102 | 55 | 55 24.39 25.210 0.775
Thu nghiém 3 | 117 | 70 | 69 25.31
Thu nghiém 1 | 128 | 70 | 81 29.29
108 Thu nghiém 2 | 132 | 73 | 85 28.78 29.058 0.258
Thu nghiém 3 | 122 | 67 | 72 29.10
Miu tring R G 5 Chuyén doi tir RGB
sang d§ bao hoa
1 186 192 185 5.26
2 183 188 182 4.29
3 182 187 181 4.23
4 213 209 211 4.55
5 182 187 192 3.55
6 183 188 182 4.29
7 185 190 183 5.11
8 182 187 181 4.23
9 185 191 184 5.19
10 213 209 211 4.55
Gia tri trung binh 4.525
Do léch chuin 0.533
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Hinh 3.33. (A) Pudng cong hiéu chuin va (B) ban d6 nhiét dang thang mau hong
cta K.pneumoniae véi ddy ndng d6 pha loang tudn ty tir 10 ¢én 108 CFU/mL.

Que thir LFTA két hop vdi hé thong phan tich do bao hoa mau c6 the phat hi¢n
ndng d6 thap dén 10' CFU/mL, thip hon 10 1an so v&i gidi han phat hién bang mat
thuong. Hinh anh gdc cia timg nong do trong khoang tir 10! dén 108 CFU/mL duoc
thé hién trong Hinh 3.34, va cac phép do lap lai cho thay hé thong phan tich do bio
hoa mau c6 do tin cdy cao va thich hop cho phan tich dinh lugng. Ban d6 nhiét thang
mau hong cho thdy mau cta cac vach thir chuyén dan tir tring sang hong dam, ty 18

thuan v6i nong d6 K. pneumoniae (Hinh 3.33B).
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Hinh 3.34. Hinh anh gdc ciia cic que thir LFIA véi ddy pha lodng cua vi khuan
K pneumoniae tir 10 dén 10' CFU/mL, dugc thuc hién véi ba lan 1ap lai va mudi mau tra‘ing.
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Nhiéu k§ thuat tién tién da dugc phat trién nham phat hién vi khuan
K.pneumoniae voi d§ nhay va do dac hiéu vuot trdi. Mot cam bién aptamer tai diém
chim soc (point-of-care aptasensor) di duoc phat trién dya trén hién tugng cong
hudng plasmon bé mit cuc b (LSPR) ctia cac hat vang nano (AuNPs), cho phép phat
hién K. pneumoniae v6i gidi han phat hién (LoD) thap dén 3,4 x 10* CFU/mL [181].
Ngoai ra, mot que thir sic ky mién dich dong chay ngang (LFIA) ciing di duoc ché
tao dua trén sy cong hop khong cong hoa tri gitta cac hat vang nano, tuy nhién gidi
han phat hién ctia phuong phap nay chi dat dén 105 CFU/mL d6i voi K. pneumoniae
[182]. Hon nita, mot nén tang polyme in phan tir (MIP) ciing da dugc phét trién dé
phat hién K pneumoniae véi gioi han phat hién thép, dat 1,352 CFU/mL [183]. So
sanh v6i cac phuong phap khac duoc trinh bay trong Bang 3.10 [184—186], két qua
ctia nghién ctru cho thay rang que thir sic ky mién dich dong chay ngang (LFIA) dinh
luong dya trén dién thoai thong minh, két hop voi hé théng bao hoa mau, c¢6 kha ning
phat hién K.pneumoniae voi 0 nhay cao, tinh myén tinh tbt, kha nang ung dung thuc
dia va chi phi chan doan thap.

Bang 3.10. So sanh phuong phap nghién ctru trong cong trinh ndy véi cac phuong
phap phat hién K.pneumoniae khac

Phwong phap Do nhay Pic diém Tham khao
Do nhay thap nhwng d6 dac hiéu cao, c6 thé bj
LFIA thy déng 105 CFUs/mL anh huéng bdi s gan két khong da gitra [180], [181]
khang thé va khang nguyén
MCDA-LFB 2,4 x 10 CFUs/mL Do nhay chwa cao [182]
Do nhay va do dac hiéu cao nhé vao s gan
LFIA cdng héa trj 10! CFUs/mL két chinh xéc va 6n dinh hon clia cac khdng  Nghién ctru nay
thé véi hat mang

Nghién ctru nay da bao céo vé viéc phat trién cac que thir mién dich dong chay
bén (LFIA) dua trén cOng hop cong hoa tri voi hat vang keo, nham phat hi¢n nhanh
va dinh lugng vi khuan K. pneumoniae thong qua hé thong bio hoa mau. Phuong phap
nay dat duoc phan tng tuyén tinh cao véi gia tri R = 0,995 va c¢6 kha ning phat hién
K.pneumoniae & n6ng do thép dén 10' CFU/mL, thé hién do nhay vuot trdi trong cac
mg dung thuc tién. Két qua nghién ctru chimg minh rang viéc sir dung tng dung do

mau trén thiét bi di dong 14 mot phuong phap nhanh chong va hiéu qua dé do d6 bao
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hoa mau ciia vach trén que thir LFIA, tir 46 xac dinh chinh x4c ndng do K.pneumoniae
theo cach dinh lugng.

3.4.3. Que thir test nhanh LFIA phadt hién P.aeruginosa
3.4.3.1. Cong hop va t6i wu héa phirc hop Aptamer T1-AuNP

Pé t6i uu hoa qua trinh cong hop gitra aptamer T1 va hat nano vang (AuNPs),

hai thong ) quan trong dugc khao sat déng thoi 1a nhiét o va néng do aptamer, vi
ca hai yéu t6 nay déu anh huong dén hiéu suat cong hop. Trudc tién, anh huong cta
nhiét d§ dugc danh gia tai mot néng dd aptamer c¢d dinh nham xac dinh nhiét do tdi
uu cho qua trinh cong hop. Sau do, véi nhiét do tdi vu nay, anh huong cua néng do
aptamer dén hiéu suét cong hop dugc tiép tuc khao sat. Cach tiép can tuan tu nay cho
phép danh gia c6 hé thong ting thong sé va xac dinh diéu kién mang lai hiéu sut gan

két cao nhat.

(~25°C) 40°C 50°C 60°C 70°C

(B)

2 ——RT (~25°C)
#t\ -40°C
50°C

/ —— 60°C
/ \\ 70°C

Cudng do (a.u)

Budc séng (nm)

Hinh 3.35. (A) Mau sic cta cac dung dich AuNP duoc ¢ vé6i aptamer T1 (0,80
mg/mL) & cdc mirc nhiét do khac nhau (RT ~25°C, 40°C, 50°C, 60°C va 70°C) trong
1 gid, sau khi thém 10% NaCl. Mau ¢ RT chuyén sang mau tim dam, cac mau & 40°C
va 50°C c¢6 mau tim nhat hon, trong khi cdc mau & 60°C va 70°C van giit mau d6 tuoi
dic trung cia AuNPs. (B) Pho UV—Vis ciia cac dung dich trong (A) cho thdy mau o
& 60°C c6 cudng do hép thu cao nhéat, cho théiy dd 6n dinh keo cua phuc hop AuNP—
aptamer dat t6i wu & diéu kién nay.

Qua4 trinh cong hop aptamer 1én bé mat hat nano vang (AuNPs) thong qua
tuong tac tinh di¢n thuong duoc thyc hi¢n ¢ nhiét do cao nham tang hiéu qua gfm két
va d6 6n dinh cua 16p phi aptamer T1 trén bé mit hat. O nhiét d6 phong, aptamer —

von 1a cac chudi oligonucleotide — c¢6 xu huéng hinh thanh cac cau tric bac hai nhu
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kep toc (hairpin) hodc thin—vong (stem—loop), 1am che khuat cac nhém phosphate
mang dién am va lam giam kha nang twong tac voi bé mat vang. Viéc tang nhiét do
1én khoang 50-70°C gitp pha v& tam thoi cac ciu trac bac hai nay, khién chudi
aptamer dudi ra va 16 ra cac ving mang dién am, tir d6 ting cudng kha niang hap phy
tinh dién 1én bé mit AuNPs. Ngoai ra, nhi¢t d§ cao con lam tdng nang lugng dong
hoc ctia cac phan tir, giup aptamer khuéch tan nhanh hon trong dung dich va tiép can
bé mat vang hiéu qua hon [187]. Qua trinh niy ciling gitip ngan chan hién tugng két
tu AuNPs, von c6 thé xay ra khi aptamer gan khong déu hoic tao cau ndi gitra cac
hat. Pang chu ¥, khi str dung aptamer c6 nhém thiol dé hinh thanh lién két cong hoa
tri Au-S, viéc gia nhiét trong khoang 50-70°C van an toan, khong 1am pha v& lién
két Au—S ma van tan dung dugc lgi ich cta viéc dudi aptamer trong qua trinh cong
hop. Pé tdi wu hoa nhiét do cong hop, aptamer T1 (néng d6 0,80 mg/mL) dugc u voi
AuNPs trong dung dich dém borate (pH 9) trong 1 gi¢ & cac muc nhiét d¢ khac nhau:
nhiét do phong (RT), 40, 50, 60 va 70°C. Sau d6, thém 10% NaCl vao mdi mau va
quan sat mau dung dich. Két qua cho thdy, & RT dung dich chuyén sang mau tim
dam, & 40°C va 50°C mau tim nhat dan, trong khi ¢ 60 °C va 70 °C dung dich vin
gilt mau do6 rugu dic trung cia AuNPs (Hinh 3.35A). Pho UV—Vis sau khi thém 10%
NaCl (Hinh 3.35B) cho thdy mau u ¢ 60°C c¢6 cudng d6 hap thu cao nhat. Do dé, do
6n dinh keo ctia phtrc hop AuNPs—aptamer dugc danh gia thong qua quan sat mau va
phép do quang phd UV—Vis. Dua trén cac két qua nay, 60°C duogc Iya chon 1a nhiét

d6 tdi wru cho qua trinh cong hop aptamer 1én bé mit AuNPs.
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Hinh 3.36. Pho hip thu UV—Vis ctia cac phtrc hop AuNP-aptamer T1 duoc chuan bi
v6i cac nong do aptamer dic hiéu d6i voi P. aeruginosa khac nhau sau khi thém
NaCl, thé hién su dich chuyén dinh plasmon lién quan dén hién tuong két tu va d6 on

dinh ctia hat nano



124

Sau khi x4c dinh duoc nhiét d§ cong hop tbi uu, thi nghié¢m tiép theo dugc tién
hanh nhdm danh gia anh huéng cua nong d6 aptamer dén hiéu suit cong hop trong
diéu kién nhiét d6 cd dinh. Kha niang cong hop va 6n dinh cua phirc hop AuNP—
aptamer duoc khao sat bang cach o cic hat AuNP véi cac thé tich khac nhau (0, 5,
10, 15, 20 va 25 uL) ctia dung dich gbc aptamer T1 (2,8 mg/mL), twong (mg voi cac
ndng d6 cudi cung 13 0, 0,47, 0,80, 1,05, 1,25 va 1,40 mg/mL. Cac hdn hop duoc o
trong dém borate (pH 9) & 60°C trong 1 gi¢. Sau d6, 10 uL dung dich NaCl 10% dugc
thém vao mdi mau dé danh gia hién tugng két tu do mudi — mat chi sd gian tiép phan
anh muc do phu bé mat va do 6n dinh cta hat nano. Quan sat béng mét cho théy chi
0 cac néng do aptamer 0,47; 1,25; va 1,40 mg/mL, dung dich chuyén tir d6 ruby dac
trung ctia AuNPs 6n dinh sang tim nhat sau khi thém mudi (Hinh 3.36). Su thay d6i
mau ndy cho thay hién tuong két tu hat nano, xay ra khi 16p phii aptamer trén bé mat
AuNPs khong du t6i wru dé tao ra hi¢u tmg on dinh tinh dién va can tré khong gian,
khién cac ion mubi lam suy giam di¢n tich bé mit va thic déy su két tu. Phan tich
phé UV—Vis cuing ¢d cic quan sat trén, véi giam cudng do hap thy hodc dich dinh
plasmon tir khoang 520 nm & cic ndng do aptamer thap — dau hiéu cta hién tuong
két tu hat. Nguoc lai, & ndng do aptamer cao hon (>1,05 mg/mL), dung dich van gii
duoc mau do ruby dac trung, va phé UV-Vis thé hién dinh cong hudng plasmon sdc
nét trong khoang 520—525 nm, twong (mg voi trang thai AuNPs 6n dinh, khong két
tu. Pang chu ¥, viéc ting thém ndng d6 aptamer vuot qua 1,05 mg/mL khong mang
lai cai thién déng ké vé do on dinh, cho thdy bé mit AuNPs d3 dat trang thai bdo hoa.
Do do, 1,05 mg/mL dugc lya chon lam néng do aptamer tdi wu cho céc quy trinh
cong hop tiép theo. Viéc sir dung dém borate pH 9 va u ¢ 60°C dugc cho 13 di thuc
day qua trinh hap phu vat 1y hiéu qué cta aptamer 1én bé mat AuNPs, tao nén 16p phu
d6ng déu va 6n dinh hon. Sy t6i wu ndy khong chi dam bao hiéu qua gin két aptamer
cao, ma con tang cuong do nhay va do bén 14u dai caa hé cam bién sinh hoc, dic biét

trong (mg dung chan doan vi sinh vat nhu phét hién P. aeruginosa (Hinh 3.36).
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Hinh 3.37. Mau sic cta cic dung dich: (A) AuNPs; (B) phitc hop AuNP—aptamer;
(C) phtic hgp AuNP-aptamer dugc u voi P. aeruginosa; (D, E) phirtc hgp AuNP—

(D)

{

aptamer dugc U voi cac vi khuan khong dich (K. pneumoniae va S. aureus, tuong
ung), trude (1) va sau (2) khi thém NaCl.

Phép thir két tia don gian trong 6ng nghiém duoc phat trién nham xac minh
kha ning lién két dic hiéu cua phic hop AuNP-aptamer vé6i vi khuan dich. Co ché
nay tuong ty voi cac phép thir mau sac dya trén aptamer—AuNP da duoc mo ta trudc
day, trong d6 su tach roi ciia aptamer do twong tac voi tac nhan dich 1am mét 6n dinh
hat nano, dan dén két tu do mubi va thay d6i mau sac [188]. Hinh 3.37 minh hoa mau
sic cua cac dung dich: (A) AuNPs; (B) phitc hgp AuNP-aptamer; (C) phic hop
AuNP-aptamer dugc u voi P. aeruginosa; (D, E) phtc hgp AuNP-aptamer dugc u
v6i cac vi khuan khong dich (K. pneumoniae va S. aureus, tuong tmg), trudc (1) va
sau (2) khi thém NaCl. Sau khi thém mudi, cac AuNP bi két tu 5 rét, thé hién qua sy
chuyén mau tr dé rugu sang xanh—tim. Nguoc lai, cic AuNP duoc chirc nang hoa
bang aptamer van gitt dugc mau do dic trung, ching to aptamer di 6n dinh hoa hat
nano va ngin chin két ty do mudi. Tuy nhién, khi c6 mit vi khuan dich (P.
aeruginosa), cac aptamer lién két ddc hiéu voi té bao vi khuan va bi “kéo tach” khoi
bé mit AuNPs, khién cac hat nano mét 16p bao vé va tré nén dé két tu khi thém mudi,
dan dén sy thay d6i mau sic tuong tw AuNPs. Trai lai, khong quan sat thay sy thay
ddi mau & cac mau chtra vi khuan khong dich, khéng dinh tinh dac hiéu cao cua hé
cam bién.

3.4.3.2. Pdnh gid dp dic hiéu ciia que thiv bang mdu tring va vi khudn khong muc
tiéu

Pé danh gia 46 dic hiéu cua que thir LFIA lai tao da phat trién, cac thi nghiém

ban dau duoc thyc hién véi cdc mau dém trang va huyén phu chira cac chung vi khuan
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khong muc tiéu. Mau tréng duoc st dung nham xac nhan sy Véng mat cua tin hiéu
khong ddc hiéu tai ving kiém tra (test zone), dong thdi dam bao rang cac phirc hop
aptamer—AuNP van 6n dinh va khong tao ra két qua duong tinh gia. Cac ching vi
khuan khong muc tiéu, bao g@)m E. coli, K. pneumoniae, va S. aureus, dugc khao
nghiém & ndng d6 10° CFU/mL dé danh gia kha ning phan tng chéo tiém tang. Hé
théng LFIA c6 @ dac hi¢u cao dugc ky vong chi tao ra vach kiém tra rd rang khi co
mat tdc nhan gy bénh muc ti€u P. aeruginosa, trong khi cac ching khong muc tiéu
s& cho tin hiéu rt yéu hodc khong xuat hién. Két qua duoc trinh bay trong Hinh 3.38.
Cac mau dém trang va huyén phu vi khuan khong muc tiéu (E. coli, K. pneumoniae,
va S. aureus) chi xuat hién duy nhat vach C, khong c6 tin hiéu tai vi tri vach T. Két
qua nay khang dinh rang cic phirc hgp aptamer T1-AuNP khong gan két khong dic
hiéu voi té bao vi khuan khong muc tiéu, qua d6 loai trir kha ning dwong tinh gia.
Nguoc lai, cac mau c bo sung P. aeruginosa & néng do dai dién 10> CFU/mL xuét
hién hai vach ro6 rang—vach T va vach C—ching minh kha nang nhan dién dac hi¢u
ctia aptamer T1 ddi v6i vi khudn muyc tiéu. Su hién dién 6n dinh ctia vach C trong tat
ca cac phép thur xac nhan dong chdy va hoat dong binh thuong cua que thu LFIA,
trong khi su xuat hién chon loc ctia vach T chi khi ¢6 P. aeruginosa ching minh do
dac hiéu cao cua hé théng phan tich.

A B

Test 1 Test 2 Test3  Test4 Test 5 Test 1 Test2 Test 1 Test 2 Test1  Test2 Test1  Test2

3

\ )
Y
Mé&u am tinh E.coli K.pneumoniae S.aureus P.aeruginosa
Hinh 3.38. Banh gia d§ dac hi€u su dung mau trang, E. coli, K. pneumoniae, S.
aureus, va P. aeruginosa. (A) Hinh anh cac que thtr sau khi ki€ém tra voi mau trang
(khong chtra vi khuan); (B) Hinh anh cac que thir sau khi ki€m tra voi cac mau E.
coli, K. pneumoniae, S. aureus, va P. aeruginosa, moi mau c6 cung nong do 10°
CFU/mL.
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3.4.3.3. Pdnh gid dp nhay véi cdc mau P. aeruginosa dwoc pha chuin

Pé xac dinh d6 nhay phan tich ciia que thir LFIA di phat trién, mot loat mau
P. aeruginosa c6 ndong dd xac dinh dugc chuan bi bang cach pha thém huyén phu vi
khuan vao dung dich dém phan tmg. Cach tiép can nay cho phép kiém soat chinh xéac
ndng do tac nhan dich, tir 46 danh gia chinh xac gidi han phat hién (LOD) thap nhat
ctia phép thir. Cac que thir thu duoc duge quan sat bang mat thudng va phan tich ban
dinh lwong nham xac dinh gidi han phat hién ciing nhu kha ning dap tmg cua hé
thdng trong pham vi mat d vi khuan khac nhau. Hiéu suat cta que thir LFIA sir dung
aptamer T1 dugc danh gia voi cac mau P. aeruginosa c¢6 ndong do pha chuén tir 10!
dén 10° CFU/mL. O mdi néng d6, phirc hop AuNP—aptamer T1 dugc tron véi miu
va i & 60°C trong 30 phut dé thiic day qué trinh nhan biét dich va hinh thanh phirc
AuNP-aptamer—vi khuin. Hon hop sau d6 duoc nho 1én ving mau cta que thtr, va
két qua dugc ghi nhan sau 1015 phut. O cac mau duong tinh chira P. aeruginosa
trong khoang tir 5 x 102 d@én 10° CFU/mL, cé hai vach kiém soat (C) va vach thir (T)
déu xuét hién, trong d6 cuong do cua vach T thay doi tuy theo mat d6 vi khuan (Hinh
3.39). O néng do cao (10°-107 CFU/mL), vach T hién ro va sdc nét, cho théy su bat
giir hiéu qua phirc hop AuNP-aptamer—vi khuan tai ving thir. Khi mat d6 vi khuan
giam xubng 10*=5 x 102 CFU/mL, vach T m¢ dan nhung van c6 thé quan sat dugc
bang mat thuong. O néng do 102 CFU/mL, vach T rat mo va khé nhan thay, trong khi

0 10! CFU/mL, vach gén nhu bién mét hoan toan.

100 100 108 10 5x10? 1x102 10! 0 CFU/MmL
Hinh 3.39. Két qua dai LFIA & cac ndng d6 khac nhau cta P. aeruginosa
Pé tién hanh phan tich ban dinh luwong, hinh anh cta ving thir (T) va ving
kiém soat (C) trén que thit LFIA dwoc xitr 1y bang phin mém ImageJ
(https://imagej.nih.gov/ij/, truy cap ngay 13 thang 8 nam 2025). ImageJ 1a mot cong

cu phan tich hinh anh ma nguén mé, mién phi, dugc sir dung rong réi trong nghién
ctru khoa hoc nho kha nang do cuong do tin hi¢u dua trén mat do diém anh (pixel
density) v6i d6 chinh xac va kha nang tai 1ap cao. Viéc sir dung phadn mém nay gitp
tiéu chuan hoa quy trinh phan tich, giam thiéu sai 1éch do danh gia bang mat thuong,
ddng thoi cho phép xuat dir lidu s6 hoa phuc vu xir Iy théng ké, qua d6 nang cao do

tin cdy cua két qua phan tich ban dinh lwong LFIA. Hinh anh dugc thu nhan ¢ dinh


https://imagej.nih.gov/ij/

128

dang thang xam 8-bit, trong do gia tri cudng d6 diém anh dao dong tir 0 (den) dén
255 (tréng). Do sau bit nay dugc lya chon nham dam bao d6 tuong phan va chi tiét
du dé trich xuat dic trung chinh xac, dong thoi giam dung luong tép va tai xir ly. Ché
d6 thang xam cling loai bo anh hudng cua thong tin mau, tap trung hoan toan vao su
thay doi d6 sang. Pé ting cudong kha ning phan biét giita vach thir va nén, ché do
Invert LUT duoc ap dung trude khi do, khién cac vach thir dwong tinh manh hién thi
dudi dang cac ving sang. Su diéu chinh nay gitp dinh lugng chinh xac hon gia tri
cuong d6 diém anh cua ca vach thir (T-line) va vach kiém soat (C-line). Dit liéu cudng
d6 thu dugc sau do duoc su dung dé xay dung duong cong hi¢u chuén, trong d6 cuong
dd tin hiéu do duoc ty I¢ thudn vdi n@)ng dd P. aeruginosa dugc phat hién trén que
thir LFIA. Bang 3.11 va Bang 3.12 trinh bay gia tri cudng d6 mau cia vach T d6i vé6i
mAu tring va cac mau chtta P. aeruginosa & cac ndng do khac nhau. T cac gia tri
nay, mot dudng cong hiéu chuan thé hién mdi quan hé giita cudng d6 vach T va ndng
d6 P. aeruginosa da dugc xay dung (Hinh 3.40). Pudng chuin thu duoc tir dai LFIA
sir dung cac mau dugc pha tron (spiked) voi P. aeruginosa cho thdy mdi quan hé
tuyén tinh manh mé gitra cudng d6 vach thir (y) va mat d6 vi khuan (x) trong khoang
tir 10' dén 10° CFU/mL, dugc mé ta bai phwong trinh y = 9,858x + 67,717, voi hé sd
tuong quan rat cao (R2 = 0.993). Gia tri R? cao cho thdy phép thir cung cip phan hoi
dinh lugng 6n dinh va c6 do tai 1ap cao trong toan bd dai néng d0 duoc khao sat. Bo
dbc ciia duong hdi quy (9.858) phan anh do nhay cta phép thir, thé hién su gia ting
r0 rét cia cuong do tin hi¢u khi mat do vi khuén tang l1én. Dya trén duong chuan nay,
gidi han phat hién (LOD) va giéi han dinh luong (LOQ) duoc xac dinh 1an luot 13
2,34 x 102 CFU/mL va 7,02 x 102 CFU/mL, véi d6 léch chuan ca tin hi¢u mau trang
1a 1,109. Cac két qua nay cho thay dai LFIA dugc phét trién c6 do nhay phén tich
cao, v&i gioi han phat hién thép td1 2,34 x 102 CFU/mL, thép hon hodc tuong duong
v6i nhidu phép thir LFIA dua trén khang thé di dugc béo cao cho P. aeruginosa.
Ngoai ra, d 1éch chuan thip cta tin hiéu mau tring (1,109) ching t6 hiéu suit nén
6n dinh, dam bao kha nang phat hién dang tin ciy ¢ mat do vi khuan thap. Do nhay
nay da dé phat hién som P. aeruginosa trong cic mau lam sang va moi truong ma

khong can cac budc khuéch dai tin hiéu bo sung.
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Bang 3.11. Gia tri cudng d6 mau cua vach thir (T-line) ddi véi cac mau trang

Mau tréng Cudng do vach kiém tra T (Gia tri trung binh & dinh dang thang xam 8-bit (a.u)  Gia tri trung binh D& léch chuan

1 81.029

79.317

79.656
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81.370 80.771 1.109
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81.024
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Bang 3.12. Gia tri cudng d6 mau cua vach thir (T-line) ddi v6i cac ndong d6 khac

nhau ciia mau P.aeruginosa

- . . . Cudng dd vach kiém tra T (Gia trj trung binh & Giatrj ) Pj léch
Nong d P.aeruginosa (CFU/mL)  GiatriLog10 dinh dang thang xém 8-bit (a.u) trung binh chuén
Test 1 154.499
10° 9.00 Test 2 151.320 152.766 1.609
Test 3 152.479
Test 1 139.736
107 7.00 Test 2 140.552 140.934 1.428
Test 3 142515
Test 1 103.569
104 4.00 Test 2 105.424 104.022 1.239
Test3 103.074
Test 1 98.232
10 3.00 Test 2 99.048 98.383 0.604
Test3 97.887
Test 1 95.887
5 x 102 270 Test 2 94.569 94.974 0.792
Test 3 94.468
Test 1 87.526
102 2.00 Test2 87.331 87.405 0.106
Test 3 87.357
Test 1 81.368
101 1.00 Test2 81.357 81.370 0.014
Test3 81.370
L. Test 1 81357
Mau trang 0.00 Test 2 81.024 81.102 0.227
Test 3 81.940
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Hinh 3.40. Buong chuan thé hién mbi quan h¢ gitta cudong do vach thur (T-line) va

nong do cua P. aeruginosa trong mau.
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3.4.3.4. Uu diém, han ché va trién vong ciia que thiv LFIA dwa trén aptamer
Trong nghién ciru ndy, mot phuong phap SELEX toan té bao duoc cai tién da
duoc ap dung bang cach sir dung té bao P. aeruginosa bét hoat, voi cac budc chon
loc loai trir (counter-selection) chéng lai E. coli va K. pneumoniae & vong thit nam
va thu bay nham nang cao tinh dac hiéu. Sau 10 vong chon loc, sdu aptamer c6 ai luc
lién két cao da dugc xac dinh, trong d6 aptamer T1 thé hién cau tric 6n dinh va hiéu
suét lién két vuot troi. Aptamer T1 duoc tich hop vao hé thong LFIA, thay thé cho
khang thé phat hién truyén thong. Co ché phat hién dya trén phirc hop AuNP—aptamer
lién két véi vi khuan muc tiéu, sau d6 duoc bat giit tai vach thir (T) boi cac khang thé
duoc cb dinh, tao ra tin hiéu mau do dic trung. Két qua thyc nghi¢m cho théy aptamer
T1 ¢6 kha nang nhan biét dic hiéu P. aeruginosa véi giéi han phat hién (LoD) dat
2,34 x 10> CFU/mL trong vong 15 phat. Hé théng LFIA dugc phat trién mang lai
phan g nhanh, chi phi thap, dé sir dung, va khong yéu cau thiét bi chuyén dung, do
d6 phi hop cho g dung tai diém cham soc stre khoe (POCT), dic biét trong cac khu
vuc co nguén luc han ché.
Bang 3.13. So sanh cac phuong phap LFIA da dugc bao cao cho phat hién

Pseudomonas v6i hé thong LFIA lai trong nghién ctru nay

Thoi
Tin ~ . Tai
Phwong phap LoD gian xét  Loai mau Uu diém
hiéu liéu
nghiém
Do nhay va do
RPA-LFS LasB Do mau 10° , DNA trvi  dic hiéu cao,
1 gio . ; [189]
gene AuNP  CFU/mL khuan khong can may
PCR
MCDA-LFB Nhanh, quan sat
Po mau 10 fg DNA tur vi .
(MCDA+AuNP- 40 phut , duogc, khong can  [190]
AuNP DNA khuan i
LFA) thict bi
N R4t nhay, c6 kha
Huynh Mau thtrc
Mag@QDs- 10'-10? ning phét hién da
quang 35 phut an/ moi . , [191]
WGA LFA CFU/mL muc ti€u, pho
LFA truong
rong
Do mau 10° MauDNA  Pon gian, phu
LAMP-LFB 1 gio
AuNP  CFU/mL sinh hoc  hgp cho lam sang
AuNP-aptamer , Nhay, nhanh, phu  Nghién
Do mau 107 Té bao vi
+ antibody LFIA 15 phut \ hop phat hién tai clru
AuNP  CFU/mL khuan

lai chd nay
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Pé dat hiéu suit va kha ning tmg dung ctia hé thdng phat hién tai chd (POC)
dugc dé xuat vao bdi canh so sanh rd rang hon, nghién ctru di so sanh né véi cac nén
tang xét nghiém mién dich dong chdy bén (LFIA) da dugc bdo céo trude day diung
cho viéc phat hién Pseudomonas. Bang 3.13 tom tit cac dic diém phén tich chinh,
loai muc ti€u, gidi han phat hién, thoi gian xét nghiém, va nguyén ly phat hién cua
cac hé théng dai dién. Su so sanh nay cho thay nhitng vu diém noi bat cia phuong
phap trong nghién ciru phat trién vé tinh don gian, toc d6 phan ng nhanh, va kha
ning tng dung thyc dia, dic biét 1a trong cac xét nghiém tai chd (on-site) ma khong
can co so ha tang phong thi nghiém chuyén biét.

Mot han ché déng chu ¥ ctia hé théng LFIA sir dung aptamer thay vi khang thé
1a can thoi gian U toi thiéu 30 phut dé dam bao sy gan két hiéu qua giira aptamer va
vi khuan dich. Do 6, cac phtic hop aptamer—hat vang (AuNP) khong thé duoc luu
trir san trén miéng dém cong hop (conjugate pad) nhu trong LFIA thong thudong, ma
phai dugc bao quan & dang dung dich va U riéng v6i mau trude khi chay que thir.
Piéu nay lam giam tinh tién lgi cho nguoi dung, dic biét trong cac mg dung chan
doan nhanh tai hién truong. Dé khic phuc han ché nay va ting kha nang ng dung
thuc tién, mot s6 hudng cai tién c6 thé dugc trién khai trong cac nghién ciru tiép theo:
Téi wu cau tric aptamer théng qua cac phuong phap SELEX tién tién nham rit ngan
thoi gian gin két voi vi khuan, tir d6 giam thoi gian U can thiét; thiét ké lai cau tric
vét 1y cta que thir, chang han tich hop budng cong hop nap sin aptamer—AuNP dang
dong kho, cung v&i cac thanh phin nhu mudi Mg*/Na‘, BSA, trehalose va
PEG/dextran dong vai trd tic nhan dong ty, gitip tai hydrat hoa nhanh va ting toc do
gan két, ddng thoi don gian hoa quy trinh thao tic ma van duy tri d6 nhay va do dic
hiéu cao; ap dung dinh dang “gap gidy” (origami LF) dé tao budng u khép kin cho
phtc hop aptamer—AuNP véi miu; dong chay chi bat dau sau thoi gian 0 dinh sin
khi ngudi dung gip que thor — gitp tu dong hoa va rit gon thao tac. Nhitng cai tién
nay khong chi gitip nang cao hiéu suat ciia hé théng LFIA dya trén aptamer ma con
m¢ rong kha niang mg dung cta chung trong chan doan nhanh tai diém cham soc
(POC diagnostics).

Két qua nghién ctru cho thay chién lugc két hop gitra ki thuat sac ky mién dich
dong chay bén (LFIA) va nano-ELISA c6 tiém ning 16n trong phét trién cac nén ting
chan doan nhanh d6i voi K. pneumoniae va P.aeruginosa [192]. LFIA ¢6 uu diém vé
thoi gian phan tich ngan, thao tac don gian va kha nang trién khai tai chd, tuy nhién
thuong bi han ché vé d6 nhay va kha ning dinh luong. Trong nghién ciru nay, viéc
tich hop hé thong phan tich hinh anh trén dién thoai thong minh da giup cai thién
dang ké kha ning dinh luong tin hiéu mau cia que thir LFIA, tir 46 nang cao do nhay
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phat hién xudng muc 10' CFU/mL d6i v6i K. pneumoniae va 2,34 x 10> CFU/mL dbi
v6i P. aeruginosa. Cac nghién ctru gan day cho thiy viéc sir dung smartphone két
hop xtr 1y anh s6 c6 thé cai thién dang ké d6 nhay cua LFIA va mo rong kha ning
mg dung trong chan doan nhanh vi sinh vat gdy bénh [192]. Ngoai ra, viéc st dung
aptamer nhu dau thu sinh hoc trong LFIA va nano-ELISA ciing mang lai nhiéu wu
diém so v&i khang thé truyén théng, bao gdbm kha niang tong hop hoéa hoc on dinh, chi
phi san xuét thap, dé bién doi chirc ning va kha nang chiu nhiét tot. Tuy nhién, nghién
clru van ton tai mot s6 han ché. Thr nhét, viéc danh gia d6 nhay va do dac hiéu chi
yéu duoc thuc hién trén mau nudi céy tinh sach trong diéu kién in vitro, chua phan
anh day du anh hudng ctia nén mau 1am sang phuc tap nhu mau, dom hodc nudc tiéu.
That hai, sb luong ching vi khudn sir dung dé danh gia phan tng chéo con han ché,
chua bao quat day du cac vi khuan Gram am thuong gip trong nhiém khuan bénh
vién. Cac cam bién sir dung khang nguyén da dong va aptamer chon loc whole-cell
SELEX vén t6n tai nguy co phan tmg chéo véi cac vi khudn co ciu tric khang nguyén
tuong dong. Do do, trong cic nghién ciru tiép theo, can mo rong danh gia trén sd
luong 16n mau 1am sang va nhiéu ching vi khuan phan lap thuc té nham xac dinh

toan dién do nhay, do dac hi€u va kha nang phan trng chéo.
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KET LUAN VA KIEN NGHI

KET LUAN

1.

P sang loc duoc 15 aptamer tiém ning dic hiéu vi khuan K. preumoniae va 6
aptamer tiém ning dic hiéu vi khuan P.aeruginosa st dung phuong phap
SELEX. Tur d6, dua trén cac phuong phdp phan tich mé phong da lga chon
dugc aptamer s 5 va aptamer T1 13 cac aptamer tiém ning nhat dac hiéu lan
lugt d6i voi vi khuan K. pneumoniae va P.aeruginosa.

Luan 4n da phat trién hé ELISA tryc tiép dua trén cong hop thanh cong hat
nano vang voi khang thé Rabbit anti-K. pneumoniae polyclonal va viéc tdi uu
héa thanh cong phuong phap nhudm véi sy c6 mat cia HAuCls va
NH>OH.HCl d4 1am tang d6 nhay phat hién 1én 100 lan, c6 thé phét hién duoc
vi khuan K pneumoniae & ndbng d thap 10> CFU/mL.

. Luan an da phat trién hé ELISA truc tiép dua trén cong hop thanh cong hat

nano vang véi aptamer T1 phat hién vi khuan P.aeruginosa & nong do thap
10> CFU/mL.

Luan 4n da ché tao que thir nhanh LFIA dya trén viéc cong hop thanh cong
khang thé Rabbit anti-K.pneumoniae polyclonal 1én bé mit hat nano vang dé
sir dung truc tiép nhu khang thé 2 trong viéc ché tao que thir LFIA phét hién
K.pneumoniae & ndbng d6 10 CFU/mL va khong phan tmg chéo véi cac vi

khuan E.coli, S.typhimurium, C.perfringens, S.aureus, P.aeruginosa.

. Luan an da ché tao que thir nhanh LFIA phat hién P.aeruginosa dua trén hap

phu thanh cong aptamer T1 1én bé mit hat nano vang twong ty nhu khang thé
2 dic hiéu. Que thir ¢6 gidi han phat hién P.aeruginosa thuc nghiém thap &
ndng d6 2,34 x 102 CFU/mL va khong phan tng chéo véi cac vi khuan E.coli,

S.typhimurium, C.perfringens, S.aureus, K.pneumoniae.

KIEN NGHI

Két qua cua luan an da cho thay tiém nang trng dung cua céac khang thé va aptamer

dic hiéu trong phat hién vi khuan P.aeruginosa va K.pneumoniae thong qua k§y thuat

sac ky mién dich va ELISA tryc tiép. Tuy nhién, dé ting cudng gia tri tmg dung thuc

tién va kha nang trién khai trong chan dodn 1am sang, luan &n kién nghi can ti€p tuc

thuc hién cac nghién ctru theo cac hudng sau:

M& rong s6 lugng mau nghién ctru véi quy mo 16n hon va da dang hon vé
nguon goc bénh pham dé danh gia toan di¢n do dac hi¢u cua cac aptamer da

sang loc, dong thoi xac dinh kha ndng phan ing chéo voi céc loai thudc cung
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chi Klebsiella, Pseudomonas hay vi sinh vat khac thudng gip trong nhiém
khuan bénh vién.

Tién hanh thir nghiém hé thong phat hién trén cac mau bénh pham 1am sang
thuc té ¢6 tai lugng vi khudn khac nhau nham danh gia kha ning phat hién va
tinh tng dung ctia phuong phap trong diéu kién nén mau phuc tap, dic biét
d6i v6i cac miu c6 tai luong vi khuan thap, thudng gip ¢ giai doan sém cia
qua trinh nhiém khuan.

Tiép tuc t6i wu hoa diéu kién phan Gmg va quy trinh ché tao que thir sic ky
mién dich va ELISA truc tiép nham nang cao d 6n dinh va kha nang bao quan

ctia hé théng phat hién.
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PHU LUC

L 1 2 3 45 6 7 8 9 10

Phu luc 1. (A) Bia thach LB chtra 50 pg/mL kanamycin sau khi dugc u qua dém ¢
37 %C v6i TOPI10 E. coli chira plasmid. (B) Cac khuan lac bat ky dugc lya chon ngau
nhién va nudi trong mdi trudng LB 16ng qua dém & nhiét d6 37°C. Sau khi thu duoc
plasmid, cac doan plasmid s& dugc kiém tra bang phan tng bang PCR véi cac doan
moi dic hiéu ciia aptamer va dién di trén gel agarose 2%. “L” 1a thang chuan DNA
100 bp.

Phu 11_1c 2. (A) bia thach LB chtra 50 pg/mL kanamycin sau khi dugc u qua dém o
37° C v6i DHS0 E.coli chira plasmid. (B) Céc khuan lac bét ky duoc lya chon ngiu
nhién va nudi trong mdi trudng LB 16ng qua dém & nhiét d6 37°C. Sau khi thu duoc
plasmid, cac doan plasmid s& dugc kiém tra bang phan tng bang PCR véi cac doan
moi dic hiéu ciia aptamer va dién di trén gel agarose 2%. “L” 1a thang chuan DNA
100 bp.



