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Hội nghị thường niên 2023

MỘT SỐ PHƯƠNG PHÁP, KỸ THUẬT 

TRONG CHẨN ĐOÁN

DỊ ỨNG

• Test lẩy da

• Test nội bì

•  Test áp da - Patch test

• Định lượng tryptase

• Định lượng histamine

• Định lượng IgE đặc hiệu huyết thanh

• Test kích hoạt basophil BAT

• Test kích thích trong chẩn đoán dị ứng thuốc

• Kỹ thuật định lượng cytokine trong huyết thanh
• …

TỰ MIỄN

o Kỹ thuật miễn dịch huỳnh quang gián tiếp ANA (IIFT-ANA)

o Kỹ thuật ELISA

o Kỹ thuật ngưng kết gel (Gel precipitation assays)

o Phương pháp lai thấm protein: Western (immuno) blot

o Phương pháp điểm chấm (Dot blot)

o Kỹ thuật dải chấm loang (Line blot)

o Kỹ thuật miễn dịch tổ hợp (Multiplex Immunoassay MIA)

o Phép đo dòng chảy (Flowcytometry)

o Kỹ thuật kháng nguyên chip (Antigen microarray)
o …
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MỘT SỐ PHƯƠNG PHÁP, KỸ THUẬT 

TRONG CHẨN ĐOÁN
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Hội nghị thường niên 2023

Xét nghiệm kháng thể IgE đặc hiệu 
dị nguyên là một xét nghiệm máu 
được sử dụng để chẩn đoán sự dị ứng 
với một chất hoặc nhiều chất đặc 
hiệu ở người có triệu chứng dị ứng 
cấp tính hoặc mạn tính. 

XÉT NGHIỆM THẤM MIỄN DỊCH (IMMUNOBLOT) 
PHÁT HIỆN KHÁNG THỂ IGE ĐẶC HIỆU DỊ NGUYÊN
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Nguyên lý hoạt động:

- Các kháng nguyên (Antigen) được phủ trên que thử theo vạch 
song song (pha rắn).

- Nếu bệnh phẩm dương tính, các kháng thể (antibody) đặc hiệu
trong huyết thanh sẽ gắn với kháng nguyên.

- Trong bước ủ thứ 2, kháng thể thứ cấp có gắn alkaline-
phosphatase (AP) đc cho vào để PƯ với phức hợp kháng thể-kháng 
nguyên 

- Kháng thể đánh dấu được nhuộm với cơ chất để tạo ra vạch màu
tối ở các vị trí gắn kháng nguyên tương ứng.

XÉT NGHIỆM THẤM MIỄN DỊCH (IMMUNOBLOT) 
PHÁT HIỆN KHÁNG THỂ IGE ĐẶC HIỆU DỊ NGUYÊN
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- Xét nghiệm IgE đặc hiệu dị nguyên lên đến vài chục DN/ lần.

- Quy trình chạy tối ưu thể tích mẫu và thời gian thực hiện.

- CCD marker giúp phát hiện PƯ quá mẫn hoặc PƯ chéo dị nguyên gốc carbohydrate 

ƯU ĐIỂM:

- An toàn, đặc biệt trên BN có nguy cơ sốc phản vệ cao.

- Không gây khó chịu cho BN

- Đặc hiệu CCD, giảm phản ứng chéo

XÉT NGHIỆM THẤM MIỄN DỊCH (IMMUNOBLOT) 
PHÁT HIỆN KHÁNG THỂ IGE ĐẶC HIỆU DỊ NGUYÊN
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Xử lý phản ứng dương tính giả do cross-reactive 
carbohydrate determinant (CCD)
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Phân loại mức độ IgE đặc hiệu dị nguyên 

trong huyết thanh

Nồng độ IgE đặc hiệu dị nguyên trong huyết thanh sIgE = kilo đơn vị/L (kU/L).
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XÉT NGHIỆM KHÁNG THỂ KHÁNG NHÂN (ANA)

Xét nghiệm ANA (Antinuclear antibodies) phát hiện kháng thể nhân trong 

máu của người được làm xét nghiệm.

Giúp chẩn đoán các bệnh tự miễn như:

• Lupus ban đỏ hệ thống SLE

• Hội chứng Sjogren SS

• Viêm khớp dạng thấp RA

• Viêm đa cơ/Viêm da cơ 

• Xơ cứng bì hệ thống PSS

• Bệnh vảy nến

• …

IIFT

ELISA
Screening, profile and monospecific analysis

ANA Profile Immunoblot
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Hội nghị thường niên 2023

- Marker chính: dsDNA, RNP, SS-A, SS-B, Scl-70, Mi-2,..

- Cơ chất thực hiện: Tế bào Hep-2, 

Primate liver

- Tiêu chuẩn vàng của nhóm xét nghiệm 

ANA

Kháng thể đặc hiệu được gắn với 

phức hợp huỳnh quang giúp chúng 

ta quan sát được phản ứng miễn 

dịch dưới kính hiển vi huỳnh quang 

XÉT NGHIỆM KHÁNG THỂ KHÁNG NHÂN 

BẰNG KỸ THUẬT HUỲNH QUAN GIÁN TIẾP (IIFT)
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XÉT NGHIỆM KHÁNG THỂ KHÁNG NHÂN 

BẰNG KỸ THUẬT HUỲNH QUAN GIÁN TIẾP (IIFT)

NGUYÊN LÝ HOẠT ĐỘNG

• Tế bào Hep-2 có kháng nguyên bề mặt đã được cố định trên slide sẽ 

được cho phản ứng với huyết thanh bệnh nhân.

• Kháng thể thứ cấp có gắn chất đánh dấu huỳnh quang đc cho vào và 

sẽ liên kết với immunoglobulin của huyết thanh bệnh nhân đã gắn vào 

kháng nguyên trên cơ chất. 

• Những vị trí có cố định kháng 

thể sẽ nhìn thấy được dưới 

kính hiển vi huỳnh quang. Mỗi 

tự kháng thể sẽ được xác định 

bằng một kiểu bắt màu huỳnh 

quang đặc biệt trên một cơ 

chất đặc biệt.
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Tế bào HEp-2

Tế bào gan linh trưởng

Primate Liver

Mỗi slide sẽ có từ 5-10 BIOCHIPs gắn cố định 2 loại tế bào HEp-2 và tế bào gan động vật linh trưởng.

• Tế bào HEp-2 có gấp 10 lần các tế bào đang phân chia giúp dễ dàng quan sát các mitotic pattern.

• Tế bào gan động vật linh trưởng (Primate liver) được tiến hành thực hiện phản ứng song song với HEp-2 

cell nhằm mục đích:

1. Khẳng định kết quả của HEp-2;

2. Tác dụng tương hỗ lẫn nhau khi đọc và xác nhận kết quả;

3. Xác định được một số kháng thể đặc biệt khác, giúp đưa ra những chẩn đoán quan trọng chưa thể hiện 

được trên HEp-2

Cấu trúc của một Slide BIOCHIPs 

có gắn cố định tế bào HEp-2
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ANA homogen Nuclear dots Centromere ANA nucleolar Scl-70 Sm/RNP SS-A/SS-B

Nuclear memb. Ribosomes Mitochondria Golgi apparat Lysosomes Actin Vimentin

Một số hình ảnh về ANA Pattern

 ghi nhận trên tế bào HEp – 2
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https://www.anapatterns.org/
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Quy trình thực hiện MD huỳnh quang gián tiếp 

Cho 30uL chứng dương, chứng âm, mẫu BN 

vào các ô vị trí trên khay

Úp slide BIOCHIPs lên khay, ủ 30’ 

Ngâm slide trong beaker nhỏ chứa PBST 5’

Nhỏ 25uL conjugate antibody lên các ô vị 

trí trên khay

Úp slide BIOCHIPs lên khay, ủ 30’ 

Ngâm slide trong beaker nhỏ chứa PBST 5’

Nhỏ 10uL glycerol lên các ô vị trí trên 

cover glass đã đặt lên khay

Up slide lên cover glass chứa glycerol & 

đọc KQ
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Kỹ thuật TITERPLANE

Thuận lợi:

➢ Bắt đầu tất cả các phản ứng cùng lúc

➢ Điều kiện xác định như nhau trong suốt quá trình ủ 

➢ Không xảy ra sự bay hơi của hóa chất

➢ Dễ dàng thao tác 

sera

Nhỏ huyết 

thanh lên 

khay 

microscope slide

BIOCHIPs

Khay thao tác 

Titerplane

microscope slide

Khay thao tác 

Titerplane

Khay thao tác 

Titerplane
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Đọc kết quả và phân tích 

Kết quả sẽ được đọc trên kính hiển vi huỳnh quang (có thể 

trong phòng tối) có kết nối camera đưa hình ảnh lên máy tính
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Cách đọc kết quả IIFT trên 

kính hiển vi huỳnh quang 

 Chọn hơn 1 vị trí để quan sát toàn diện và không bỏ sót bất kỳ trường 

hợp bất thường nào. Nên đọc tổng thể tại trung tâm và zoom sang 4 

góc trên ô BIOCHIP HEp-2 để quan sát rõ.  

 Kết hợp đọc kết quả trên những tế bào trưởng thành và đang trong 

quá trình nguyên phân.

 Kết hợp đọc kết quả trên HEp-2 và trên tế bào gan động vật linh 

trưởng để xác định lại kết luận một lần nữa, tránh bỏ sót bất thường 

(nếu có).

 Lưu ý: Các trường hợp có thể xảy ra :

 - Mixed pattern kết hợp nhiều pattern trong 1 kết quả 

 - Atypical pattern: pattern không điển hình khác với những loại đã 

từng đọc (trường hợp hiếm)

 - Hiệu giá thấp, ngang ngưỡng: hình ảnh thu nhận được sẽ mờ do 

nồng độ kháng thể không đủ mạnh. 

Hiệu giá kháng thể thấp dẫn đễn pattern  thu 

được  rất mờ có thể trả kết quả âm tính.
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Quy trình chẩn đoán sàng lọc bệnh 

viêm khớp tự miễn ANA

Bệnh nhân có triệu chứng nghi ngờ bệnh 

viêm khớp tự miễn cần chẩn đoán? 

Thực hiện xét nghiệm sàng lọc ANA bằng phương 

pháp miễn dịch huỳnh quang gián tiếp IIFT

Kết quả ANA âm tính:
- Không cần thực hiện thêm các test tự 

kháng thể khác

- Thực hiện lại ANA test sau vài tháng 

Kết quả ANA dương tính:
- Làm thêm các phương pháp phát hiện tự 

kháng thể đặc hiệu dựa vào hình ảnh 

ANA thu được và triệu chứng lâm sàng 

của bệnh nhân (IMMUNOBLOT, ELISA)
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