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NOI POC TO VA PHUONG PHAP XAC PINH

Noi déc t6 (endotoxin) 13 mot lipopoly-

saccharit (LPS), dugc phan b6 & bé mit thanh t€

bao vi khudn gram 4m va 12 mot chét rét bén véi
nhiét, né khong dé dang bi phd hiy bing khir
triing hoi. Noi doc t6 12 mét tic nhan quan trong
trong nhiéu qua trinh bénh 1y, trong céng nghiép
dugc va cong nghiép thuc phidm. Thue t&€, noi
doc 16 c6 mat trong moi noi. Tuy nhién, né chi
thuc su nguy hiém khi xam nhép vao hé thdng
tudn hoan, dit mot luong nhd 10° g ciing rét
nguy hiém, tham chi gy tir vong. Do d6, céc
loai thude, nhét 1a thude tiém, dich truyén phai
c6 bién phip kiém tra nghiém ngit vé do sach
dé dam bdo thudc san xudt ra khong chia noi

doc t6. Trong qua trinh sdn xudt thude, tit ci

céc t€ bao vi khudn c6 thé dugc loai bo va thube
¢6 thé kiém tra 1a vé tring, tuy nhién vén dé chi
nhiét t6 vin c6 thé tén tai. Vi vy, thudc san
Xuft ra (ngoai trlt thudc sit dung theo dudng tiéu
héa) phai duge kiém tra sy ¢é mit clia LPS va
quy trinh kiém tra ndy dugc tién hanh trén thd.
Phuong phédp nay rét t6n kém va ¢6 do chinh xéc
khong cao. Nam 1956, céc nha khoa hoc di phat
hién nhiing dic tinh quy gid cia mau sam: Kha
nang tao gel khi ¢6 mit ndi doc 16 chia vi khuén
gram 4m, tham chi v6i ham lugng néi doc t6 rat
thap (10'9). Nhd d6 dich chiét mdu sam nhanh
chéng duge sit dung d€ xdc dinh noi doéc t6
trong c4c ché phdm sinh, dugc, trong cdc san
phﬁm clia cong nghiép thuc phﬁm ciing nhur viéc
xdc dinh sy nhi€m doc méu, ma dic biét la xdc
dinh céac vi khudn gy nén céc bénh hiém nghéo
nhu bénh viém mang nfo, viém gan, bénh l4u...

3G My, theo quy dinh cia T8 chic dirgc phdm vé
thuc phdm, viéc kiém tra noi déc 16 bing ché

phim LAL- 1a bit budc; & chau Au, ché pham
nay ciing da duge gh1 vio duoc dién. Ché phdm
tir mav sam dung dé xac dinh noi doc t8 dugc
goi 1a LAL-Reagent va phép thir nay dugc goi la
LAL-Test.

Trong bai ndy, ching 16i trinh bay nhitng két

LE QUANG HUAN, LE XUAN TU
Vién Cong nghé sinh hoc

qud nghién ciu tich chiét ndi doc téc tir E.coli
LT:2 vi sir dung LAL t4ch tir sam bién nhim
x4y dung phong phdp xdc dinh ndi déc t6 trong
cic ch& phdm sinh, duge va trong y hoc.

I. PHUONG PHAP NGHIEN CUU

1. Nguyén liéu:

E.coli LT:2 dugc nuoéi cdy trong binh lén
men va thu nhén & giai doan ma nong dé t&€ bao
dat 3-8.10%ml. Nguén cacbon dugc sit dung
trong nudi cfy 12 Tris-base pH = 7,5 trong moi
trudng trung tinh t6i thiéu véi gluce.

Sam truong thanh thudc loai Tachypleus
tridentatus, ¢6 trong lugng 6-8 kg, dugc thu
nhan tai ving bién Sim Son, Thanh Héa. Cic
héa chét thi nghiém déu 1a loai tinh khi€t
(Phdp), nudc cdt khong cé chi nhiét t6 (Vién
Nhi Thuy Pién va CHLB bitc), LAL-Test va ndi
doc t6 chudn cia My.

Dung cu thiy tinh phai duge khi tring, sdy
sao cho khéng c6 chi nhiét t6 va déu duge tring
silicon.

2. Phuong phap:
a)Tdch LPS

Sinh khéi t&€ bao E.coli LT:2 dugc rira 2 hoic
3 14n bang 30 ml 0,12 M Tris-HCI, pH = 8. Sau
dé, dun néng (37°C) trong dung dich dém vdi su
b6 sung 0,01 M EDTA thoi gian 4 phut va cho
thém MgCl, sao cho ndng do cuéi ciing 1a 0,05
M, ly tam 10.000 vdng/phiit trong 20 phiit. Dich
ly tam duge loc qua mang (mang c6 kich thude
16 0,45 ). Dich ly tam sau khi loc, duoc thdm
tich & 4°C véi dung dich 0,1 M sodium photphat,
pH = 7 trong 24 git sau d6 1 nuéc cdt 48 gid.
Phén khéng thdm tich dugc dong kho.

T& bao E.coli LT:2 duge hoda trong axéton,
khudy nhe va dé ling & 0°C thoi gian 10 phit.
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Axeton dugc loai bd bing ly tam. T€ bao duoc
hoa lai trong 25 ml H,O va chi& véi 90%
phénol & 68°C. Lép phénol duge chiét lai véi
‘nudc, dich chiét nuéc duoe thim tich & 4°C
trong 48 gi¢ va dong kho phdn khéng thim tich.

b) Tdch chiét Limulus Amoebocyte lysate:

Téch chiét LAL theo phuong phip cua
Jorgensen va Smith (1973), Reinhold va Fine
(1971).

Méu sam (Tachypleus tridentatus) duge hiit
truc tiép vao dung dich dém (0,125% n-
etylmaleinmit trong dung dich 0,9% NaCl;
0,95% EDTA trong 0,9% NaCl) theo ty 16 1: 1.
Sau khi lic nhe, dung dich dugc ly tam 600
vong/phiit trong 10 phiit. C4c t€ bio amoebocyte
dugc ria lai 2 14n véi dung dich mu6i khéng
chita NEM (hodac EDTA). Sau d6, cic t€ bao
amoebocyte dugc thily phin trong nuéc khong
chita chi nhiét t6 theo ti 1& 1 : 3 (1 phén thé tich
t€ bao: 3 phin nuéc) & 4°C, sau 24 gis ly tam
2000 vong/phit dé loai bd xdc t& bao. Dich ly
tam duge dong kho dé thu LAL.

3. Phuong phap xac dinh noi doc t6:

Hoa 0,1 ml méu cin thir vao 6ng nghiém (10
x 75 mm) chita 0,1 ml LAL. C4c éng d6i ching

bao gdbm mét ng chita 0,2 ml LAL, mét 6ng
chita 0,1 ml LAL va 0,1 ml dung dich muéi
NaCl 0,9%. Cic &ng nghiép duge lic déu va dé
ling & 37°C trong khodng thdi gian 1 gid, néi
déc t6 trong mau thir duge danh gi4 theo mic do
va chét lugng cla gel hinh thanh.

Céc miu c6 néng 40 LPS khic nhau duoc
16t vao Ong nghi¢m c6 chita LAL di pha lodng
(20-22 14n so v6i phép thir tao gel), lic nhe va
xdc dinh d¢ duc ciia dung dich bing phé hip thu
O budc séng 360 nm.

IL. KET QUA VA THAO LUAN

Sir dung céc dung moéi: phénol hojic EDTA
dé tach LPS tir E.coli LT:2 déu cho két qua t6t
(anh 1). Xdc dinh kha niing tao gel véi LAL tich
chi€t tir loai Tachypleus tridentatus vao khoang
thdi gian tir thing 6/97 dén thang 10/97.

Két qua thir nghiém (4nh 2, dnh 3) cho thay:
ch€ phdm LAL tao gel 6t khi thir nghiém véi
miu ndi doc t6 clia E.coli LT:2 c6 ham hong
LPS 1a 107 g/ml. Ch€ phdm LAL cha Ward
(1972}, Reinhold va Fine (1971) cé hoat tinh tix
107 g/ml t6i 10™ g/ml, didu ndy c6 thé giai
thich ring trong ché€ phdm cdn cht itc ché sur
tao gel.

Ant 1. Céc ch€ phdm LAL sau khi dong kho
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Anh 2. Lipopolisaccharid (LPS) tich tir E.coli LT:2

Anh 3. Ché phdm LAL tao gel véi LPS ciia E.coli LT:2
Al: Ham lugng LPS I3 107 g/ml
A2: Ham lugng LPS 1a 10 g/ml
A3: Ham lugng LPS I 10 g/ml
K: Ong chudn

Sir dung phuong phép quang phd dé x4c dinh do duc ctia che phdm cho thdy: phé hdp thu
cta méu tang khi ham lugng noi doc t6 trong méu tang (bang 1). Nhu vay, c6 thé sit dung phuong
phdp ndy @€ xdc dinh nhanh su cé mit cia néi doc 16 trong cdc ché phim cé4n phai thit nghiém (vi
khéng phai & dung dich & 37°C trong 60 phiit, ma ngay sau khi cho dich LAL da pha lodng ciia mu
thir, ta c6 thé xdc dinh lugng noi doc t6 bing phé hap thy) va nhé d6, ta dinh lugng duoc néi doc t6
‘trong méu tha nghiém.
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Bdng 1

Do hip thu cia cic mau véi cac ham lugng LPS khac nhau

Néng d6 LPS
A
Buéce séng

B

c D E

0,306470

A= 360 nm

2,059036

1,538574 1,06702 0,306473

I KET LUAN

1. Quy trinh tach chiét ndi do t6 phii hop véi
diéu kién phong thi nghiém va cé thé xédc dinh
su c6 mit cha ndi doc t6 khi sir dung LAL-dich
chiét tr mdu sam thudc loai Tachypleus
tridentatus.

2. Ché phdm LAL téch chiét theo phuong
phép trén c6 hoat tinh 107 g/ml. Sir dung NEM
lam chét chong déng, ché phdm LAL cé hoat
tinh cao hon so véi ch& phdm thu dugc khi sir
dung EDTA.

3. Sir dung phuong phdp xdc dinh néi doc t&

bing su tao gel véi LAL 13 mot phuong phédp
nhanh vi cé d6 chinh x4c cao. Tuy nhién, khi sir
dung ciing v6i phuong phép quang phé, ta c6 thé
xdc dinh n6i doc t6 nhanh hon va déng thdi cé
thé dinh lugng néi doc t6.
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ENDOTOXIN AND DETECTION METHOD

LE QUANG HUAN, LE XUAN TU

SUMMARY

The mixture of the Limulus amoebocyte lysate and the endotoxin obtained was examined for the gel
formation (to add 0.1 ml of the aqueous endotoxin solution to 0.1 ml of the lysate, incubation of the mixture at
37°C for 1 hour). The resuits showed that this lystate could be used to detect the endotoxin with the
concentration 107 g/ml. The use of the Limulus amoebocyte lysate could detect the endotoxin with the

turbidity at 360 nm.
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