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Vi ban chat 1a protein hodc glycoprotein, khong c6 ngudn goc
mién dich va khéong c6 hoat tinh enzym, lectin da dudc nghién ciu va sir
dung nhiéu trong nhitng nim gan day dé phat hién va dinh loai cac vi
khuan gay bénh [1]. Ching cé nhimg wu diém nhu: ¢6 thé dugc skt dung
d€ gay ngung két t& bao, d€ c6 dac hay phat hién cac dot bién bé mat t&
bao vi khudn; vugt troi cac khang thé vé kha nang phéan biét nhung sai
khac rat nho trong thanh phan xacarit trén bé mat t& bao ciing nhu kha
nang xam nhép vao cac vi tri trén bé mat vi khuan, khong doc va rat bén
d dang ché pham déng kho; c6 thé dugc sit dung & dang dan xuat gin
v0Oi enzym, v8i vang, vdi cac déng vi hodc cac chat chudn khac [1, 5!

La nhimg vi khuan Gram (-), ddc diém quan trong cta Bacillus la
tao bao tit két hgp vai viéc sinh ra cac san phdm sinh hoc nhu doc té diét
con trung, cac khang sinh polypeptit [3]. Pa c6 nhiéu loai Bacillus dugc
phan lap va dinh tén vdi nhiéu hé thdng khac nhau. Pa s6 chung séng
trong dat, voi s6 lugng quyét dinh do phi cua dat. Mot s6 loai co kha
nang ¢ dinh nito (B. polymyxa, B. azotofixan...) nén c6 quan hé gan gii
va gitip thuc vat phong va chéng cac bénh vé ndm nhd kha nang tiét ra
cac chat khang sinh chéng nam. Mot sé loai khac (B. anthracis, B.
cereus...) lai c6 kha ning xam nhap, lay nhiém cho ngudi va dong vat,
gdy nhung bénh nhu nhiém trung, viém mang nao [3, 5, 6]... Viéc nghién
cttu st dung lectin tir ngudn sinh vat tai Viét nam d€ dinh dang Bacillus
sé tao diéu kién cho nhitng nghién cttu tiép theo hudng nay.
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. NGUYEN LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

1. Nguyén liéu

- Lectin thé: Cdac mau hat, 14 hoa... dugc lam sach, phai sdy kho,
nghién thanh bot min. Lectin tho tit mau thi nghiém dugc chiét rut béng
nudic cat, dung dich mudi sinh 1y, dém PBS hoac dém Tris-HCI.

- Huyét thanh sam dugc thu tir loai Tachypleus tridentatus danh
bt d ving bién Sam son, Thanh hoa.

- Hong cau va huyét thanh ngudi binh thudng dugc 1ay tir Trung
tam huyét hoc va Truyén mau Trung uong.

- Cac chung Bacillus, E. coli do B6 mén Vi sinh Trudng Pai hoc
Khoa hoc Tu nhién cung cdp, dugc cdy truyén va nuodi cdy trong moi
trudng 16ng LB qua dém o 30° C, sau d6 ly tam dé thu t& bao G 8000
vong/phut. T€ bao dudc rua sach bing dém PBs (pH 7,4) va duoc chia
lam hai phan, mot phdn dé nguyén con phan kia dugc xi 1i & 100°C
trong 15 phut. Ca hai loai t& bao sau dé dudc hoa lai trong dém PBs va
diéu chinh dén @6 duc thich hop 0 budc séng 600 nm trén may do quang
ph(‘)’.

- Cac hoa chat can thiét cho nghién ciu déu dat mirc tinh khiét
phan tich.

2. Phuong phap nghién cau

1) Xac dinh hoat d¢ lectin bing phan ing gay rigung két héng cau
[4]

Hoat d¢ lectin hay hoat d6 gay ngung két héng ciu
(Haemagglutinting Activity HAA) dudc tinh 1a gia tri nghich dao cua
d6 pha loang 16n nhat cua dich lectin con c6 kha ndng lam ngung két
hoan toan lugng héng cau cho vao.

Cdch tién hanh: Cho vao mdi giéng cua ban nhua (microtiter
system) 50 ul dém, sau d6 cho 50 pl dich mau vao giéng dau tién, trén
déu va pha lodng sang cac giéng ti€p theo vdi ti 1é pha 1/2" (n: 1a s6
giéng) sau d6 cho vao méi giéng 50ul héng cau 2%. Dé ban nhua 30-60
phit ¢ nhiét 46 phong trudc khi doc két qua.
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2) Phan ing gay nguﬁg két cac t& bao vi sinh vat [1]

Chuan bi cac dung dich lectin géc tit d6 pha ra cac néng d¢ thich
hop. Tron 50ul dich t& bao véi 50 pl dung dich lectin trén cac giéng cua
ban thtt Boerner, song song vdi cac giéng d6i ching (khéng cé lectin va
két qua khong c6 ngung két) cho 1én mdy 1ic nhe, sau thdi gian 15 phut,
doc két qua ngung két trén hop guong. Két qua 1a duong tinh néu xudt
hién cac khéi két tu cta t&€ bao vi khudn thanh timg mang 16n hodc nhd,
hodc gay phan giai t€ bao, tuy thudc vao hoat d6 cta lectin. Néng d6
lectin cung dudc lua chon dé dat tac dung cao nhat, phat hién loai vi
khudn dac hiéu. Thi nghiém dugc tién hanh song song véi cac t& bao vi
khuan dugc xt Iy & 100°C dé pha huy bé mat t& bao, lam 16 cac vi tri lién
két lectin, tao diéu kién thuan loi hodc gay ra cac phan tng ngung két.

Cac s6 lieu duge x@ 1y theo phuong phap so sanh hai gia tri trung
binh bang théng ké sinh hoc dua trén chuong trinh Excel 5.0.

1. KET QUA VA THAO LUAN

1) Kha ning ngung két cac loai hdng cau cua lectin

Kha nidng gay ngung két té bao héng cau cua dong vat la mot tinh
chdt quan trong, dién hinh cta lectin. Trong nhiéu trudng hgp c6 thé
dua vao d6 dé phat hién lectin & cic d6i tugng nghién ciu. Vi vay,
ching t6i da tién hanh nghién citu kha ning gay ngung két héng ciu
ngudi (cac nhém mau A, B, O) cta céc dich chiét mau thuc vat, cing nhu
ctia huyét thanh sam. Két qua cho thdy su khac nhau gita cac mau.
Nhitng miu c6 hoat d6 gy ngung két hong cau cao la mit, héng xiém,
xo0ai, biza, sam, dau do..., trung binh la: vai, bo, dua hau..., thap la: tram,
dé xanh, dé den... '

Dua vao nhitng két qua nay, ching t6i lua chon nhitng mau thich
hop (thudng 1a nhitng mau c6 hoat d6 cao) cho cac thi nghiém tié€p theo.
Chung dugc coi la dich chiét lectin tho.

2) Nghién citu kha ning gy ngung két té€ bao vi sinh vt caa lectin
Kha ning gay ngung két t& bao vi sinh vat caa cac loai dich chiét

lectin tho ké trén da duwdc nghién ciu. Ddc biét, mot s6 ché phdm lectin
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tinh khiét v&i tinh déc hiéu xac dinh (bi mot hodc moét sé loai dudng don
hay duong phirc hop gay uc ché hoat d6) da dugc s dung. C6 thé so
sanh tac dung cua ching vdi cac dich chiét tho va du doan, phat hién
cac phuc hop dudng trén bé mat t& bao. Can ctt vao d6 co thé dinh loai
cac vi sinh vat. Cac két qua dugc trinh bay trén bang 1.

Qua bang 1 c6 thé thay kha nang gay ngung két t&€ bao cac ching
Bacillus cta cac ché pham lectin tinh ché (cac miu s6 1, 2, 3) 1a kha cao.
Trong so cac dich chiét lectin tho, sam, khoai tay, bo, bita, lac, dua hau
c6 hoat d6 gay ngung két rat cao, dac biét d6i vdi cac chung vi khuan
BST1 va 2. Cac miu mit, nhan tuy da st dung d néng d6 protein rat cao,
nhung tac dung gdy ngung két con rat thdp. Diéu d6 ching to su dac
hiéu véi cac phirc hgp dudng khac nhau trén bé mat té bao Bacillus cua
cac lectin khac nhau. Qua trinh x& ly nhiét d6i vdi cac t&€ bao vi khuan
da ¢6 tic dung lam ting phan ting ngung két cua chung dudi tac dung
cua lectin. Cac chung BST1, 11, 12, 13, 14, 17, 18 bi lectin s6 1 la ConA
gay ngung két 0 hau hét cac miu té bao nguyén hodc da xut ly nhiét. Do
ConA dic hiéu vdi dudng manose va glucose, cé thé du doan & trén bé
mat t&€ bao cla cac loai vi khuan nay co cac polyxacarit chita hai loai
dudng ké trén. Tuong tu nhu vay, ta co thé du doan vé trudng hop cua
cac Chfmg BST1, 2, 8, 10, 11, 12, 15, 16, 17 bi lectin HPA (dac hiéu vdi a-
N-acetylgalactosamin) va BST1, 2, 15, 17 bi lectin SBA (dac hiéu véi a-
va B-N-acetylgalactosami?) gay ngung két.

C6 thé nhan thay khéng phai tat ca cac loai ching Bacillus déu cé
mot kiéu ngung két giong nhau. Thi du nhu ConA gay ngung két ¢ mot
s6 chung nay nhung khong tac dung lén cac loai khac. Tuong tu nhu
vay, moét s lectin tuy ¢ duong dac hiéu giéng nhau, nhung lai khac
biét trong kha ning gay ngung két, nhu trudng hop cua ConA va SBA.
Diéu nay cho thdy su khong déng nhat vé thu thé (trung tdm tudng tac
vdi lectin - cac xacarit) trén bé mit té bao cac chung Bacillus khac nhau.
b sai khac nay con co thé phu thuoc vao thanh phan va kiéu lién két
cua chuing vdi phan xacarit va polypeptit con lai cda phan tir. Chinh vi
Iy do nay ma lectin méi cé thé trd thanh cong cu dic luc trong nghién
ctu bénh dich hoc [1, 5].
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Chung t6i du doan cac ching vi khuan BST1 va BST12, BST4 va
BSTS5, BST8 va BST10, BST13 va BST14, BST17 va BST 18 giéng nhau theo
ting cap mot, do su ngung két vdi cac lectin cua ching rat giong nhau.
Ngoai ra, cac chung s6 10, 11 va 8,9 hodc 6, 7 ciing c6 phan ung ngung
két kha giong nhau.

Nhu vy, c6 thé dwa vao cdu triic hoa hoc cta cac loai dudng cé
trén bé mat t& bao vi khuan, dua vao su ngung két vdi cac lectin dic
hiéu vdi cac loai dudng khac nhau d€ dinh loai vi khuan moét cach chinh
xac va nhanh choéng.

III. KET LUAN VA BE NGHI

Két luin:

1. Hoat d6 ngung két cua céc lectin d cdc miu nghién ciu khac
nhau la khac nhau.

2. Qua trinh x ly nhiét vdi cac t&€ bao Bacillus da c6 tac dung lam
tang phan tng ngung két cua ching d6i vdi lectin d hau hét cac truong
hgp.

3. Cac thu thé (trung tdm tuong tac vadi lectin - cac xacarit) trén bé
mit t& bao cua cac chung Bacillus khac nhau la khong déng nhat, vai
mitc do sai khac phu thudc vao thanh phan va kiéu lién két caa ching
vdi phan xacarit va polypeptit con lai cua phan tu.

Dé nghi:

Viéc ing dung lectin d& dinh loai vi khudn la mét phwong phép
tuong d6i mai, nhung dé thuc hién, khong phic tap, can thiét va cé y
nghia quan trong trong y hoc chan doan va lam sang, cang nhu trong
cac nghién cttu vé sinh hoc, nong hoc Vi vdy cdn md rong nghién cdu
hon nia dé lectin trd thanh cong cu déc luc phuc vu cho cac nghién citu
va ap dung trong thuc tién cua céc linh vuc trén.
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