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LOI NOI PAU

Trong 10 nam gan day, dude sut quan tam cta Bo Y té vé sy phat trién khoa
hoe k¥ thuat. chudng trinh k§ thuét cao da hd trg cho sy phat trién cua nhiéu
chuyén nganh, do d6 chat lugng chan doan va diéu tri bénh duge ning 1én rd rét.

Citng véi su phat trién chung dé, nganh Huyét hoc - Truyén mau cé nhiéu déi
méi vé trang thidt bi va k¥ thuat, chat lugng chin doan va diéu tri bénh mau, cing
nhu an toan truyén mau va sit dung mau da c6 budc phat trién dang ké gép phin
khong nhé vao sy nghiép cham séc suc khoé nhan dan. D€ tiép tuc hd trg cho cong
tic dao tao cua cac Trudng Pai hoe va Trung hoe y t&, hd trg cho cac thdy thudc lam
diéu tri hiu rd hon cac trang bi, ky thuat méi va sit dung tét hon cac két qua xét
nghiém vé Huyét hoe - Truyén mau, ching téi bién soan cudn sach “Ky thuat xét
nghiém Huyét hoc va Truyén mau ung dung trong 1am sang”, do cac gido su, tién
si. thace s1, bae s lau nam cé kinh nghiém thuée chuyén nganh Huyét hoc - Truyén
mau bién soan. Cuén sach bao gém 10 chuong:

Chudng 1: T bao - T chiic hoc ¢d quan tao mau

Chucng 2: Déng mau - CaAm mau

Chudng 3: Di truyén huyét hoc

Chuong 4: Sinh hoa huyét hoc

Chuong 5: Mién dich huyét hoc

Chuong 6: An toan truyén mau

Chudng 7: San xudt, bdo quan va phin phéi mau cédc sdn pham mau, su
dung mau ¢ cac bénh vién.

Chudng 8: Mét sd van dé co ban trong xét nghiém Huy&t hoc - Truyén mau
Chuong 9: Pam bio chat hugng xét nghiém huyét hoc va truyén mau.
Chuodng 10: Cac gia tri sinh hoc vé huyét hge va midn dich huyét hoc.

T4i ban lan nay ching téi ¢é sita chita va b8 sung mot sé van dé va ky thuat
cap nhat,



Hy vong cuén sach tai ban ky nay sé lam hai long céc can bd, ky thuat vién
Huvét hoc - Truyén mau, cac thay thude lam cong tac dao tao d cac Trudng Dai
hoc va Trung hoc v t& cling nhu cac bac si diéu tri 6 tdt ca cac bénh vién trong
toan quéc. Tuy nhién, trong qua trinh bién soan khéng tranh khoi con thiéu sot.

Rat mong dudge ban doc gop y.

Xin tran trong cam dn

THAY MAT TAP THE BIEN SOAN
Cha bién
GS.TSKH. DO TRUNG PHAN
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Chuong 1
TE BAO - TO CHUC HOC CO QUAN TAO MAU

CACH LAY VA BAO QUAN BENH PHAM XET NGHIEM TE BAD

Xét nghiém huvét hoe ngay cang duge st dung nhiéu ¢ cac ¢g s6 y té nham
cop phan tich cue vio viée chan doan. diéu trl, nghién cau khoa hge cang ]"lh’l.f
cham =6e ste khoe ban dau. Viée chuan hoa cac ky thuat xét nghiém 1a can thiét,
Trong do viec lav va bao quan bénh pham 12 hét SUC quan trong. Xét ngjhlem
husvét hoe gom xét nghiem € bao. xét nghiém dong - cam mau. xét nghlem mién
dich va xét nghiém di truyén. Bénh pham xét nghiém té bao cé thé la mau. nude
ticu va cie dich: niao tuy, mang ph01 mang tim. mang bung. khaop... dé ciac xét
nghiem nay ¢d két qua va ¢o gia tri cho chan doan, 18y mau bénh phdm xét
nghiém chigm 50", két qus xét nghidm. Vi vay phdi ¢c6 mdt 36 nguyén tic ma
nutidi By bénh pham phai tuvét do1 tuan tha:

bung tén bénh nhan
- Lav bénh pham dung quy cach
- Thue hien dung quy trinh bao quan va van chuyén

1. Mau

1.1. Tén xét nghieém

Tén xét nghiém Viét tit
1. 86 luong hong cau, bach cau, cong thldc bach cau goi chung CT™M
la céng thic mau

2. $6 luong tiéu cau TC

3. Thé tich khdi héng cdu hay hematocrit Hct

4. Lugng huyét sac td hay hemogliobin Hb

5. Téc d6 mau lang ML

6. Ky sinh tring sét rét KSTSR
7. Hong cau ludi HC ludi
8. Huyét d6 (gém dac diém hinh thai va sé lugng cla héng cau, HD

bach cau, ti€u cau: thé tich khdi HC, huyét sic t8, héng céu
ludi, cdng thirc bach cau).

9. Tap trung bach cau TTBC

10. Té baeo Hargraves

Cac loai xét nghiém tir 1 dén 8 ¢o thé 1dy mau vio cing mot dng chéng
dong kho, thé tich = 1ml,

Xét nghiém tap trung bach cau lay vao ba éng chong déng khé cé sin. mdi
OHng = Iml mau.



Xét nghiém t€ bao Hargraves 14y 3ml vaio 8ng chéng ddng = Heparin

Mau da dugc chéng dc‘mg, néu mua hé (nhiét d6 trén 30°C) ¢6 thé dé dng mau
dd nit kin vio ngan mat cla ti lanh nhung ciing phai duge xét nghlem trong
vong 6 gid ké ti khi 14y mau, néu qué thdi gian d6, tinh chat 1y hoa ctia mau thay
d6i 1am anh hudng téi két qua xét nghidm.

1.2. Phuong phap 1dy mdu
1.2.1. Trudce khi 18y mau

Déi chiéu gifly xét nghiém véi ho tén, tudi, s6 giudng, cin bénh clia bénh nhan.

Thudng 18y mau vao budi sang, bénh nhén chua &n gi va cd thé nghi ngoi
thoai mai.

a. Mdu mao mach: Cha yéu dugce thye hién tai labd hodc do khéng 18y duge
mau tinh mach (Hién nay it ding vi d8m béng may).

- Dung cu: béng, ¢dn sat trang 70°% kim chich, dung cu 18y mau xét nghiém.

— Tién hanh: sat khudn ddu ngén tay deo nhin (8 ngudi 1dn), & ngdén chan
cal hodc gét chén (& tré nhod). Ding kim chich siu ding ¢8 kim ¢6 s&n cho mau
chay tu nhién. Khéng 1dy mau & ndi bi phit né, ¢6 u hosic nhitng noi nghi tie mach.
Tranh nan bép nhiéu.

b. Mdu tinh mach: chil yéu do v ta bénh phong 18y.

- Dung cu: béng, cbn sat trang 70° gard, kim 18y mau, 6ng nghiém da c6
sén chat chéng déng kho, ¢6 niit.

— Tién hanh: Ga ré phia trén vi tri dinh choc.
S8at khuéin vi tri dinh choc.
Chich kim vao tinh mach hit méau ra.
Rit kim va mé gard.
Ep bong vao vi tri choc.

— Noi 1ay mau thudng 13 tinh mach khuyu tay, mu ban tay, khi cn c6 thé 13y &
tinh mach ben hogc bdc 1§ tinh mach.Tré em c6 thé 14y & tinh mach ¢ hosic dau.

- Mau 14y vao 6ng chéng déng phai duge ldc nhe, trén déu va nit kin.
1.2.2. Sau khi I8y mau: ghi 1én nhan 8ng mau ho tén, tudi, s6 giudng, phong bénh
ding nhu trén gidy xét nghiém cta bénh nhén.

Chu y:

- Khéng 1ay mau qua lau, mau dé bi déng day.

— Tuy s6 lugng mau ¢in dung ma chon dng nghiém phi hgp.

— Mau lac trn it, khéng déu d& gay déng.

- Mau lay dat yéu cAu l3: mau 14y 40 s8 lugng, khong déng, khoéng vd
héng cdu.
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2. Nuéc dich

G8m nudc tidu, nude ndo tuy, dich mang tim, mang phdi, mang bung, dich
khdp, dich kyste phdi, than...

Ong dung bénh pham phai khé sach, bénh phim phai dude xét nghiém trong
© vong 6 gio ké tir khi 14y.
» Cdn Addis
Budi sang bénh nhan di tiéu hét.
Sau dé udng 300ml nudc soi dé ngudi, ndm nghi. Trong 3 gig, di tidu binh

thudng vao mét cai bd sach vd do duge bao nhidu mililit thi ghi vao gidy xét
nghiém. Lic d&u toadn bd nude tiéu va 14y 10ml dem d€n phong xét nghidm .

e Mot sé nguyén tdc: Ngoai cac yéu ciu chung cho bénh nhén thi viée 14y va
bdo quan bénh phdm xét nghiém t& bao cin thuc hién mét s yéu cdu sau:

- Khong lam thay déi mat dd t& bao.

— Gid duge tinh nguyén ven cla té& bao.

Dé dat dude nhiing yéu cdu trén, cdn huu y:

- Dung cu (&ng nghiém) phai khé, sach.

— Né&u dung chat chdng déng, phai 1a chat chdng déng khd.

- LAy mau ding thdi diém (thudng 18y vao budi sang trude khi an).

— L&y dung s8 lugng (theo ty 1& chdng dong).

- 6ng nghiém phai dugc day nit, dé nhiét d6 phong xét nghiém.

— Thoi gian tif ldc 14y mAu dén khi lam xét nghiém khéng quéa 6 gid.

- Néu cdn van chuyén miu, phai nhe nhang tranh 1am va t& bao.

PHUONG PHAP LAM TIEU BAN XET NGHIEM

1. Lam tiéu ban mau ngoai vi
1.1. Tiéu ban mdu dan

Nhd mdt giot mau cach ddu lam kinh lem, lam nay duge git ngang bang
mot tay. Tay kia cAm lam kéo, nghiéng 45°, tiép xiic canh ngin vao giot mau dé
cho mau lan toa theo canh nay, khi giot mau da duge chia déu, day nhanh va déu
lam kéo theo chiéu dai c¢tia lam nim ngang.

) Pé khd ty nhién trong phéng xét nghiém (khé va mat), danh dau tiéu ban

bing but chi.

Tiéu ban tét la tiéu ban mau duge dan déu, khéng mdéng qua, khong day

qué, cach hai ddu lam kinh khoang lem, phin dudi tao thanh hinh “lud méo”.
{Hinh 1.1).
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Yéu cau:
- Tiéu ban phai sach.

- Khéng duge kéo hiai 14an trén ciing mit giot mau.

] 2mm

tecm 1cm

Hinh 1.1: Tiéu ban mau dan
1.2, Tiéu ban giot ddac

Nhé hai giot mau lén hai ddu ela mét lam kinh. Dung que thuy tinh hoac
gée cua mét lam kinh khac di nhe 1én giot mau theo vong tron déng tam LU trong
ra ngoal, dén khi dudng kinh giot mau khodng 1 - 1,5 ¢m. Dé khé ty nhién trén
mAt mat phang ngang. Panh dau tiéu ban, nhudm ngay. khong cin 6 dinh.

1.3. Tiéu ban soi tuoi

Nho mot giot mau 1én gita lam kinh. Dung mdt Jamen (1a kinh) mong dat
l1én giot mau, dé mau tran ra khap lamen. PBua 1én kinh hién vi sol ngay.

Thudng dung dé quan sdtl du trang giun chi cdn cd déng hode hién tugng
hing cau chubi tién.,

2. Lam tiéu ban dich tuy xudng

Nho 0.2 - 0,3 ml dich hdt tuy xuong da dude tron déu 1én mot lam kinh khé
vit sach. Lam 6 - 10 tiéu ban giéng nhu tiéu ban “mau dan”. Dé kho ty nhién, ¢d
dinh, nhuém Giemsa hai thi.

Trong trudng hop cin thiét 6 thé lam thém tidu ban ap: dé dich tuy ling
trén lam kinh 2 - 3 phit, nghiéng lam kinh nhe nhang va dung mét miéng béng
thim & mép thip, 14y can con lai. Ap nhe lam kinh sach 1én can dich tuy xuong.
dé khé tu nhién, ¢t dinh, nhudm Giemsa hai thi.

3. Lam tiéu ban nudc dich

Dich léng {mang bung, mang tim. mang phdi, nfo tuy....) dude d¢ lang tu
nhién hoide by tim nhe (1000 vong/phut trong 10 phat), Jay can nho mot giot 1én
Jam kinh sach. Dang que thuy tinh dau nhin det di giot bénh pham theo hinh
tron déng tam, dudng kinh 2,0 - 2,5 cm. Dé khé tu nhién, ¢d dinh, nhuém Gicmsa
mot Lhi.

Luu y: Tuy theo d6 day cda tiéu ban dé dat thdi gian nhudém nhung bao gid
elng ngan hon théi gian nhudém mot tiéu ban mau dan. Rda tiéu ban phai hét site
rhe nhang dé tranh bi tedr bénh pham.
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Trong mdt s8 trudng hgp, dich dic va quanh can dude lam tiéu ban cang sém
cang t&t sau khi 14y ra khdi co thé, Diing tam béng 14y chit dich cho 1én lam kinh.
Dung lam kéo dan tiéu ban nhu 1am tiéu ban mau dan hodc dung tim béng di nhe
nhu lam tiéu ban giot ddc. P& khd, danh d4u, ¢6 dinh va nhudém.

4. Lam tiéu ban mé
4.1. Tiéu ban tuy xuong (phuong phédp paraphin)
' 4.1.1. Xt Iy manh sinh thiét

Cé& dinh trong dung dich Helly: 5-6 gid
Rda dudi vol nude chay: 1 gid
Khit calci bing dung dich Custer: 12 gid
Rita duéi vdi nude chay: 1gio
Loai nude bing ¢én: Cén 90° 30 phut
Cén tuyét doi [ 1 gids
Cén tuyét déi IT 1 g1g
Con tuyét déi 11T 8 gio
Loai ¢6n bing xylen: Xylen I 30 phit
Xylen I1 90 phut
Xylen II1 90 phat
Vui trong paraphin 6 60°C 12 gio
Pic khudn.

Céat tidu ban chiéu day 2-2,5um.
4.1.2. Nhubm H&E
— Tiy nén bing xylen 3 1an: 5 phit 1 14n
- Chuyén qua c¢dn 100°, 95°% 80°% 5 phit 1 14n
— Rua duéi voi nuée chay: 10 phit
- Pht tidu ban biang dung dich lugol: 10 phiit
— Rita dudi voi nude chay: 10 phiit
- Phi tiéu ban bang dung dich Na,8,0,: 5 phiit
— Rua dudi voi nude chay: 10 phiat
— Nhudm trong dung dich Hemalun de Mayer (hoic hematoxylin): 3-5 phit
- Ria duéi vdi nudce chay: 10 phit
— Nhung tiéu ban trong dung dich c6n-HCl 1%: vai gidy
- Pht tiéu ban bang dung dich Na,CO, 1%: 1 phit

13



Ria duéi voi nude chay: 10 phit

Nhudm trong dung dich erythrocin B (ho#c eosin ) 1%: 1 phiit

Rita nhanh trong nuéc

— Tay tidu ban bing ¢dn tuyét d6i, lam trong bing xylen, gén lamen (4 kinh)

4.2. Tiéu bdan mé mém ( Ldch, hach,...)

Cac budc xit 1y bénh phdm sinh thi&t gidng nhu d6i véi tidu ban tuy
xuong. C§ dinh bénh pham bing formol 10% trong 24-48 gid tuy kich thude
" bénh ph&m, khéng cdn khit calci cho nhitng bénh phém nay. Quy trinh nhudém
H&E nhu sau:

~ T4y nén bang xylen 3 14n: 5 phit 1 l4n

— Chuyén qua cbn 100°, 95° 80% 5 phiit 1 14n

— Rita dudi voi nude chay: 10 phit

— Nhudm trong dung dich Hemalun de Mayer (hodic hematoxylin): 3-5 phiit
- Rata dudi voi nude chay: 10 phit '

— Nhing tiéu ban trong dung dich ¢6n-HCl 1%: vai gidy

— Phu tiéu ban bing dung dich Na,CO, 1%: 1 phut

- Ruita duéi voi nude chay: 10 phit

- Nhuém trong dung dich erythrocin B (hofic eosin) 1%: 1 phrit

— Rta nhanh trong nuéc

— T4y tidu ban bing cbn tuyét ddi, 1am trong bing xylen, gin lamen

BEM SO LUGNG HONG CAU
(Béng kinh hién vi quang hoc)

1. Nguyén tic

Dém s& lugng hong cdu chia mau toan phin trong médt thé tich da biét véi mot ty
1¢ pha lofing nhat dinh dé tinh ra s6 lugng héng cAu trong mot lit mau toan phan.

2. Mau xét nghiém, hoa chat va dung cu
~ MAu tinh mach ho#ic mao mach duge chéng déng bing EDTA khé 1,5mg/ml.

-~ Dung cu 1y mau mao mach (ddu ngén tay) va tinh mach.

Dung dich Marcano.

a9 &
— Qua bép cao su,
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— Ong pha lodng (potain) hdng cdu, loai pha lodng 200 lin.
- Bubéng dém, lamen.

— Kinh hién vi quang hoc.

3. Ky thuat
3.1. Pha lodng, nho Ién budng dém

Lac k§ 8ng mau, néu chich diu ngén tay thi nhé thim bd giot ddu. Dung
potain hit mau dén vach 0,5. Lau sach ddu 6ng hit, chd ¥ khéng dé€ miu trong
dng hit bi thidu do déng tac nay. Sau dé hut tié’p dung dich Marcano dén vach
101 ¢ phia trén bau (d6 pha lodng 11200), bé qua bép ra, dung ngén tay cai va trd
(hoic gitia) bit chit hai du potain, léc theo chiéu doc potain khodng 1-2 phiit.
Chu y khong dé c6 bot khi hit mau va dung dich pha lofing, khéng hit mau qua
vach chuén, khéng duge dé mat mau khi hat dung dich pha lodng.

Trudng hgp bénh nhan thiéu mau, c6 thé hit mau dén vach 1, sau dé hat
dung dich pha lodng dén vach 101 (d6 pha loing 1/100).

Gén lamen 1én budng d&m khé, sach. Sau khi lic k§ potain, bé vai giot dau,
dé ddu dudi potain sat canh lamen, nhd mét giot hén dich sao cho lan tod khip
budng dém nhung khéng tran ra ngoai, dgi 5 phit. Dung vat kinh x 10 kiém tra
xem hdng ciu c6 trai déu trén budng dé€m hay khéng.

3.2. Dém s6 lupng hong céu

Lya chon khu vic d8m héng céu trén budng dém. Cé nhiéu loai budng dém
khéic nhau nhu Goriaep, Thoma, Neubauer va Smic, nhung c6 dac diém chung khi
d&m héng ciu la déu d6m 5 khu vue (5 6 vudng 18n), trong d6 4 khu vuc & bén goc
va mt khu vyce & giita budng dém. M01 khu vigc d6m gdém 16 6 vuong nhd. Mai 6
vudng nho cé thé tich 1a 1/4000 mm®. Bing vat kinh x 10, d6m t4t ca hong cﬁu
nam gon trong khu vye 8 vudng 1dn va cic héng cdu ndm trén hai canh ctia mdi 6
vudng 1dn.

3.3. Tinh két qua

Két qua dugc chap nhan khi s§ lugng héng cidu ¢ mdi khu vuc chénh léch
nhau khong qua 10. Goin la téng s8 héng cAu trén 5 khu vyc d&m, d6 pha lodng
12 1/200, N la s6 Iteng hong cAu trong mot 1it mau, thi:

N =n x 200 x 4000 /80 x 10° = n/100 x 10"/ lit

4. Nguyén nhan sai sé

— MaAu xét nghiém khéng ding quy céch: déng diy, mau mao mach bi pha
loang bdi dich gian bao do nin bép ddu ngén tay nhiu khi chich méu, 6ng mau dé
1du khéng day nit,...

— Dung cu khéng @du tidu chudn: bdn, uét, st mé ...
- Gan lamen khéng khit.
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— Pha lodng khdng chuén: hit mau khéng ding vach quy dinh trén potain,
dung dich pha lodng thiéu hoic thira.

- Dung dich pha loing nhiéu cén ho#c van duc.
— Khéng trén déu.

— Nho trén budng d€m khéng ding ky thuat: ¢é bot khi, héng cdu phan bd
khéng ddu...

~ D&m hoic tinh két qua sai.

BEM SO LUUNG BACH CAu

(Bédng kinh hién vi quang hoc)

1. Nguyén tic

Dém sé lugng bach cdu clia mau toan phan trong mét thé tich da biét véi
mét ty 1& pha lodng nhét dinh &€ tinh ra s lugng bach ciu trong mot lit mau
toan phan.

2. Mau xét nghiém, hoa chat va dung cu

- Mau tinh mach ho#&c mao mach chuta kip dong hay da duge chéng dong
bang EDTA kho 1,56mg/ml.

— Dung cu 14y miu mao mach (d4u ngén tay) va tinh mach.

—~ Dung dich d&m bach cau: ¢6 thé ding dung dich Lazarus, dung dich
Hayem hoéc dung dich xanh acetic.

- Qua bép cao su.
— Ong pha loang (potain) bach cdu, loai pha lodng 20 l4n.
— Budng dém, lamen.
- Kinh hién vi quang hoec.
3. Ky thuat
3.1. Pha lodng, nho Ién budéng dém

Lic ky 6ng mau, néu chich didu ngén tay thi nhé thdm bd giot ddu. Ding
potain hiit mau dén vach 0,5. Lau sach ddu &ng hiit, chd ¥ khéng dé mAau trong
éng hit bj thifu do ddng tac nay. Sau d6 hit tiép dung dich pha lo@ng bach cdu
dén vach 11 & phia trén bau (dd pha loang 1/20), bd qua bép ra, dung ngén tay
cai va trd (hodc giita) bit chit hai ddu potain, léc theo chiéu doc potain khodng 2-
3 phit dén khi mau ctla mau trong potain chuyén sang mau sdm. Chi ¥ khéng ,dé’
¢6 bot khi hit mau va dung dich pha loang, khéng hat mau qua vach chuén,
khéng duge dé mat mau khi hit dung dich pha lodng.
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Gén lamen 1én budng d€m khs, sach. Sau khi lic k¥, bd giot ddu, dé dau
dudi potain sat canh lamen, nho mét giot hén dich vao sao cho lan toa khap bubng
dém nhl.mg khéng tran ra ngoai, dgi 5 phut, Dung vat kinh x 10 kiém tra xem
bach cau ¢6 trai déu trén budng dém hay khéng.

3.2. Dém sé' luong bach cdu va tinh két qua
3.2.1. Budng dém Goriaep

Dém bach ciu trong 25 khu vue (mdi khu vite ¢6 4 & vudng). Goi n 1a téng s8
bach ciu dém dudge trong 25 khu vue, dd pha lodng 1/20 thi:

S& lugng bach cAu=n x 20 x 10/4 x 10° = 50 n x 10%1it
Trong dé: 10 14 chiéu cao budng d&m.

413 4 mm?(dién tich ctua 25 khu vuc dém).

3.2.2. Bubng dém Neubauer va Smic

Pém bach ciu trong 4 khu vuc (mbi khu vuc ¢6 16 6 vudng). Goi n 14 tong s6
bach cAu dém dudc trong 4 khu vuc, dd pha lodng 1/20 thi:

S& lugng bach cAu=nx20x 10/4 x 10°= 50 n x 10/t
Trong d6: 10 la chidu cao buéng dém.

4 12 4 mm?(dién tich cha 4 khu vye d&€m).

3.2.3. BuGng dém Thoma

Pém bach ciu trong 16 khu vie (méi khu vyge ¢6 16 & vudng) c6 dign tich 1a
1 mm® Goi n la téng s§ bach ciu dém duge trong 16 khu vue, 49 pha loang 1/20 thi:

S§ lugng bach cdu = n x 20 x 10 x 10°= 200n x 10% lit

3.2.4. Bubng dém Malassez

Pé&m bach cau trong 100 khu vue (mbi khu vige ¢6 20 6 vudng) c¢6 dién tich la
1mm? Goi n 12 tdng s6 bach cAu d8m duge trong 100 khu vye, d9 pha lodng 1/20 thi:

86 lugng bach cAdu =n x 20 x 10 x 10 = 200n x 10%1it
4. Nguyén nhan sai s

— Mau xét nghiém khéng ding quy cach: dong ddy, mau mao mach bi pha
loding bdi dich gian bao do nan bép ddu ngén tay nhiéu khi chich mau, 6ng mau dé
lau khdéng day nit,...

- Dung cu khéng dd tiéu chuén: bén, udt, sit mé ...
— Gén lamen khong khit.

~ Pha lodng khéng chuén: hit mau khéng ding vach quy dinh trén potain,
dung dich pha lodng thiéu hodac thita.

~ Dung dich pha lodng nhiéu ¢in hoac vén duc.
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—~ Khong trén déu.

— Nhd trén budng dém khong ding k§ thuat: c6 bot khi, bach cdu phan bé
khéng déu,...

~ DP&m hoic tinh két qua sai.

PEM SO LUONG TIEU CAU
(Bdng kinh hién vi quang hoc)

1. Nguyén tac

D&m & lugng ti€u cdu cha mau todn phén trong mdt thé tich da bidt véi
mot ty 18 pha loing nhat dinh dé tinh ra sé lugng tiéu cAu trong mot lit mau
toan phéan.

2, Mau xét nghiém, hoa chat va dung cu
- M4u tinh mach hoic mao mach chua kip déng hay 43 duge chéng déng
bang EDTA khé 1,5mg/ml (t6t nhat khi bénh nhan chua 4n sang).
— Dung cu ldy mau mao mach (d4u ngon tay) va tinh mach.
— Dung dich amoni oxalat hodac dung dich Marcano.
- Qua bép cao su.

- 6ng pha lodng (potain) hdng cdu, loai pha lodng 200 14n hoic potain bach
céu loai pha loang 20 lan.

~ Buéng d&€m, lamen.

— Kinh hién vi d6i pha hodc kinh hién vi quang hoe.

3. Ky thuat dém truc tiép
3.1. Pha lodng ti€u cdu bédng dung dich Marcano

Lic ky éng mau, néu chich ddu ngén tay thi nhd tham bd giot ddu. Ding
potain héng cAu huit mau dén vach 0,5. Lau sach ddu 6ng hit, cha ¢ khong dé
mau trong 6ng hiit bi thi€u do ddng tac ndy. Sau d6 hiit tiép dung dich Marcano
dén vach 101 & phia trén bau (40 pha loang 1/200), bd qua bép ra, ding ngén tay
cai va trd (hoic giita) bit chat hai ddu potain, l4c theo chiéu doc potain khodng 3-
5 phiit. Chd ¥ khong dé 6 bot khi hit mau va dung dich pha loang, khong hut
mau qua vach chuin, khéng duge dé mat mau khi hit dung dich pha loéng.

Trudng hgp bénh nhén gidm tidu cdu, ¢é thé hit mau dén vach 1, sau d6 hit
dung dich pha loang dé&n vach 101 (d% pha lodng 1/100).

3.2. Pha lodng tiéu cdu bang dung dich amoni oxalat

Léic k§ 6ng mau, néu chich didu ngén tay thi nhd tham bd giot dau. Dung
potain bach cdu hit mau d&n vach 0,5. Lau sach ddu 6ng hut, chd y khong dé
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mau trong 8ng hit bi thi€u do déng ta: nay. Sau dé hit ti€p dung dich amoni
oxalat dén vach 11 & phia trén bau (d6 pha loang 1/20), bo qua bép ra, dang ngén
tay cai va tré (hoac giita) bit chit hai ddu potain, ldc theo chifu doc potain
khoang 3-5 phut dé hong cdu tan hé&t. Chu y khéng @€ cé bot khi hit mau va dung
dich pha loang, khéng hit mau qua vach chuan, khong dudge dé m&t mau khi hit
dung dich pha loang.

Trudng hgp bénh nhan giam tiéu cdu, cé thé hit mau dén vach 1, sau dé hat
dung dich pha lodng dén vach 11 (d5 pha loding 1/10).

3.3. Pém s lwrong tidu céu

G4n lamen 18n budng d&m kh, sach. Sau khi ldc ky, bd mot vai giot ddu, dé
ddu dudi potain sat canh lamen, nhd mét giot hdn dich vao sao cho lan toa khap
budng d&m nhung khéng tran ra ngoai, dgi 10 phut. Dang vat kinh x 10 dém s&
lugng tidu ciu.

Khu vite dém tiéu cdu chinh 13 khu vyc dém héng cdu trén budng dém. Cé
nhiéu loai budng dém khac nhau nhu Goriaep, Malassez, Thoma, Neubauer va
Smic, nhung ¢6 dic diém chung khi d€m tiéu cdu 1a déu dém 5 khu vue (5 6 vudng
16n), trong d6 4 khu vuc ¢ bdn géc va 1 khu vuc & gida budng dém. M1 khu vic
dém gbém 16 6 vudéng nhd. Mdi 6 vudng nhd c6 thé tich 1a 1/4000 mm*. Bing vat
kinh x 10, d&€m tat ca tiéu cAu (chdm sang nho bing 1/10 hdng ciu, cdn phan biét
v6i cac hat md) ndm gon trong khu vuc 6 vudng 16n va céc tiéu cdu nim trén hai
canh ciia mdi 6 vudng 16n.

3.4. Tinh két qua

Goln la t§ng 86 lugng tiu ciu trén 5 khu vuc dém, 46 pha lodng 1a 1/200.
N la s6 lugng tiéu cAu trong mdt lit mau, thi:

N =n x 200 x 4000 /80 x 10° = n x 10%1it

Néu do pha loang 1a 1/20 thi:

N =n x 20 x 4000/80 x 10° = n/10 x 10%/1it

4. Ky thuat gian tiép
~ Dém s6 lugng tiéu cdu théng qua ty 1& phan bd bach cAu/tiéu cdu trén tidu
ban nhudém Giemsa va s6 lugng bach ciu cha chinh mau méau dé.

Phudng phap nay tuy cé sai s8 16n nhung né cé vai trd bd sung hiéu qua cho
phuong phap dé€m s6 lugng tiéu cdu truc tiép, ngay ca khi dém tiéu cAu bang may
d&€m té€ bao.

5. Nguyén nhan sai s&

- MaAu xét nghiém khéng diing quy cach: déng diy, mau mao mach bi pha
loang bdi dich gian bao do nan bép ddu ngén tay nhiéu khi chich mau, éng mau dé
lau khéng day mit,...

— Dung cu khong @0 tiéu chuéin: ban, udt, st mé...
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- Gan lamen khong khit.

— Pha loang khéng chuéin: hit mau khéng dtng vach quy dinh trén potain,
dung dich pha lodng thiéu ho#c thia.

— Dung dich pha lodng c¢6 nhiéu can hodc van due.
- Khéng tron déu.

— Nho trén budng dém khéng ding k§ thuat: ¢6 bot khi, héng cAu phén b&
khéng déu,...

- D&m hoge tinh két qua sai.

DEM HONG CAU LUQI
(Phuong phap nhudém xanh crésyl)

1. Nguyén tac

Héng cAu luéi 1a giai doan trung gian giita héng cdu ¢6 nhan va héng CEA\ll;l’
trudng thanh, duge die trung bdi ARN con lai trong bao tuong. Ngudi ta cd thé
nhan biét dac diém nay nhd cac thudc nhuém lam tiia ARN trong héng ciu.

2. Dung cuy, hoa chat

— Mau tinh mach chéng d6ng bang EDTA khé.
- Ong nghiém khé sach c6 nit.

- Lam kinh, lam kéo khé sach.

— Pipette Pasteur.

- Xanh crésyl bao hoa.

— Tu 4&m ho#c Bain marrie.

— Kinh hién vi quang hoec.
3. Ky thuat

Cho vao 6ng nghiém hai giot mau xét nghiém va hai giot xanh crésyl bio
hoa, ldc déu, day nit, 0 & 37°C/20 phit. Lic déu, lam tidu ban mau dan (kéo tiéu
ban that méng), dé khé tu nhién. Poc két qua trén kinh hién vi véi vat kinh diu.
Tinh ty 1& phan tram héng ciu ludi trong 1000 héng cdu trudng thanh.

4. Nguyén nhan sai sé6t thudng gap
— Léc khong déu: khi 14y mau dé 4, khi lam tidu ban.
- Thude nhudém kém chat lugng, hodc cin.
- DPoc nhim thé viii hose bach cdu
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DINH LUONG HUYET SAC T0
(Phuong phdp quang phé ké)

1. Nguyén tic

Do mat do quang hoc clia miu nghiém sau khi da chuyén huyét sic t& thanh
methemoglobin - mdt din xudt bén viing ma sy hap phu tét nhit & bude séng
540nm. Do mat dé quang ty 1& thuan véi néng d6 cha huyét sfc t& nén dé dang
tinh ra duge lugng huyét sic t6 cia mau nghiém.

2. Mau xét nghiém, thudc thir va dung cu
. - MaAu tinh mach ho#c mao mach chua kip déng hay da dugc chéng déng
bing EDTA khd 1,6mg/ml.

— Dung cu 14y mau mao mach (dau ngén tay) va tinh mach.

— Dung dich drabkin st dyng.

— Hemo-trol chuén.

— Pipette vach 20 pl (0,02 ml).

~ Quang pho k& ¢6 bude séng 540 nm.

3. K¥ thuat
' 3.1. Thiét lap biéu d6 méu

Lam bang dung dich chudn ma hidu gid cyanmethemoglobin (bén ving
trong diéu kién bao quin & 4°C) da dude xéac dinh chinh xic va ghi rd trén mdi lo
miu chuén, thudng khoang 60 mg/100 ml, nghia 12 mat d6 quang hec tuong ng
v61 m6t mAu mau chda lugng huyét sic t6 15 mg/100 ml khi duge pha lodng trong
dung dich drabkin (20p/5ml). Dé vé dudng thing mAu, ngudi ta thuc hién trén
mét loat 6ng nghiém tuong (ng véi hidu gia cua hemo-trol da ghi chu:

Bang 1.1: Tuong quan giira hiéu gia hemo-trol va mat do quang (CD)

S6 ong nghiém 1 2 3 4 5 Chirng
Drabkin s dung 0 ml 1ml 2ml 3ml 4 ml 5ml
Hemo-trol 5mi 4 ml 3mil 2ml 1 mi 0 mi
Mat d6 quang oD, oD, oD, oD, oD, 0D
Huyét sdc to (g/l) 5n/20 4ni20 3n/20 2nf20 1n/20 0

Do mat d6 quang hoc cac 8ng nghidm & bude séng 540nm, ghi trén gidy ké 6
vudng milimet cac mat 46 quang hoc doc duge (OD,, OD;,..., ODg) 1én truc tung va
lugng huyét sde to tuong Ung tinh duge 1én truc hoanh (don vi gfl).
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Cach tinh lugng huyét sic t& tuong dng tit mat do quang do duge nhu sau:
Vi du, néu ty 18 huyét sic t6 ctia hemo-trol chuén 14 58 mg/100ml = 580g/1, thi:
Ong 1= 580 x 5: 20 = 145g/1.
Ong 5= 580 x 1: 20 = 29g/1.
6ng ching = 0.
Nhd c6 biéu d6 miu duge thist lap (mét dudng thing), doc huyét sic td sé

ddn gian bang cach ghi mat d6 quang hoc & truc tung va suy ra lugng huyét sic td
d truc hoanh tudng iing.

Trong diéu kién khé khan, khéng thiét lap duge biéu d8 mau hodc vi méi
truong phong xét nghiém khong dam bao (khong du kin, khéng ¢6 diéu hoa, khong
¢6 hidt 4m) nén do cac miu nghiém cing véi mbt mau hemo-trol chudn sau d6 tinh
ra lugng huyét sic t& cho mau nghiém.

3.2. Do méu xét nghiém

Chuén bi nhiing 6ng nghiém dung 5m! dung dich drabkin s dung. Cho vao
mbi éng 0,02 m] mau chua kip déng hoac da dude chéng dong khé, lic that déu,
dé khodang 5 phit cho tan hoan toan héng cdu. D3 vao céng cua quang k& dung
dich drabkin st dung, diéu chinh mat dé quang & budc séng 540 nm vé s6 0 (tri
tring). D8 dung dich cin do vao c¢éng, do mat d6 quang hoc & budc séng 540nm.
Sau dé d6i chidu véi bidu d8 miu hodc dung dich chuén (hemo-trol) dé cé ty 18
huyét sfc td g/l.

4. Nguyén nhan sai s thudng gip
- D& pha loding khéng chufin: hit mau hoac dung dich drabkin khéng dung
s6 lugng quy dinh.

- Héng ciu chua tan hét trong dung dich drabkin: ldc khéng déu, thai gian
qué ngan.

- Huyét tuong duc.

— Bach ciu qua cao.

— Dién ngudn khéng 6n dinh hodc qua thap.

— Kinh lg¢c md do hoi nuée hodc ci.

- Dung dich drabkin st dung khéng diing nong d6 hoic bi héng.

5. Cac phuong phap khac

5.1. Phuong phdp mdy dém té bao: Nguyén téc do huyét sfc td ciia may dém
t& bao cling giéng nhu phudng phap do biing quang phd k& néi trén. Tuy nhién,
phuong phap may dé€m t& bao (ké cad may ty dong va may ban tu dong) tién lgi
va chinh x4c hon nhiéu. Xét nghiém vién khéng cin chuéin bi dung dich chudn,
khong cin thiét lap biéu d6 mAu, khong cdn pha loding mau trong dung dich
drabkin.
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-5.2. Phuong phdp do truc tiép bdng madu toan phéan: Dya trén su chénh iéch
cudng d6 anh sang phan xa khi chiéu vae giot mau toan phin so véi chuin triang
evia méay do. Phuong phap nay gon nhe vé trang thiét bi, don gian vé kj thuat,
thich hdp cho cong tac thuc dia nhat 14 cAe viing xa, viing siu; nhung két qua kém
&n dinh so véi phuong phap quang phd ké.

5.3. Phuong phdp so mau bdng mat trén huyét sdc ké Sahli: Phuong phéap nay
kém chinh xac. Hién nay khéng nén ap dung.

n‘) » > - ~
DO THE TiCH KHOI HONG CAU
(Phuong phdp microhematocrit)

1. Nguyén tic

Thé tich khéi héng cdu 1a thé tich ma khéi héng cdu chiém ché so véi lugng
mau todn phin da biét, khi mau duge chéng déng va dung lyc ly tAm lam hong
cdu ldng xudng thanh mét khai. Biéu thi bang I/1.

2. Mau xét nghiém, chéng dong va dung cu
- Mau tinh mach hodc mao mach chua kip déng hay d3 duge chéng dong
bang EDTA khd 1,5mg/ml.
- Dung cu 1ay mau mao mach (ddu ngén tay) va tinh mach.
— Heparin trang dng vi thé tich (né€u méu chua duge chéng dong).
~ May ly tAm vi thé tich t8c d6 10.000g/phit.
— Thuéc do kém theo may.
- 6ng ly tAm vi thé tich chuén.
- Matis.

3. Ky thuat

Né&u 14y mau ma khéng cho vao &ng chdng dong thi phai trang ng vi thé
tich bing heparin va thdm bd giot mau dau tién sau khi chich ddu ngén tay, néu
mau tinh mach 14y véo dng chdng déng thi phai trén déu.

Nhing ddu 6ng vi thé tich vao mau, nghiéng 45°60°, dé mau mao dén den
khoang 3/4 chifu dai 6ng vi thé tich. Lau sach mau & ddu éng vi thé tich va gan
diu 6ng bang matis.

Dé cac dng vi thé tich trén khay cia ly tam vi thé tich, ddu gan matis quay
vé phia ngoai. Néu phai dgi lam hiang loat thi dé 8ng mao dan thing ding trén
khay matis theo s& thit tu.

Sau khi day nép ly tdm cén thén, ly tam 5 phut tdc df 10.000 g/ phit.
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Poc két qua ngay sau khi may ly tdm ditng, bing cach didu chinh mue trén
va dudi ciia 6ng vi thé tich véi vach chuén cia thudc do.
4. Nguyén nhan sai s thudng gap

- L&y mau: L&y ca giot dau khi chich mau ddu ngén tay, gard 1au qua 1 phiit,

— Nong d§ EDTA khéng thich hop hodc heparin bi héng do bo quan.

- Mau dé qua 6 gio.

— Léc mau khéng déu trude khi mao din.

— Thdi glan va tée d6 cta ly tdm khéng dam bdo.

~ Héng ciu tu ngung két, vd hdng cau.

— Huyét tuong bay hdi trong thdi gian ly tdm do may néng qué hodc ly tdm
xong nhung chua doc ngay.

~ Gén matis chua d chat.

5. Cac phudng phap khac
5.1. Mdy dém té bao

T4t ca may dém té bao tix 5 thong 6 trd 18n déu do dude hematocrit. Nguyén
tac cd ban 1a tinh hematocrit tit tong kich ¢6 cac xung dién dugde tao ra bdi hdong
cau. Day 1a phuong phap cho k&t qua nhanh, én dinh va chinh x4c nhat hién nay.

Tuy nhi&n, khi héng cdu ty ngung két thi phdn 18n cac trudng hop may cho két
qua hematocrit khéng chinh xac.

5.2. Phuong phadp macrohematocrit

St dung 6ng Wintrobe, quay trén may ly tdm théng thudng. Phudng phap
nay tén mau, sai s6 16n, hién nay rat it duge st dung.

Do T0C B0 MAU LANG

1. Nguyén ly

Mau toan phén 14y ra khdi co thé, chong dong, cho vao 6ng thuy tinh dé
théng ditng. Sau mot thdi gian t& bao mau sé ling xubng dé lai cit huyét tudng &
phia trén.

2. Dung cuy, hoa chat

~ MaAu chéng d6ng bang EDTA khé (l4y mau khi chua &n), hodic phudng
tién ldy mau mao mach.

— Gi4 va 6ng mau ldng (Pachenkow hofic Westergreen).

- Déng hd. '

— Dus cu pha loang: ng nghiém, dung dich natricitrat 3,8%.
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3. Ky thuat
3.1. Phuong phap Westergreen

Pha lodng 1,6 ml méau véi 0,4 ml dung dich natricitrat 3,8% (ty 1& 1/5). Léc
déu nhe nhang. Dung 6ng Westergreen hit mau da pha lodng dén vach 0. Lau
sach xung quanh &ng mau lang. Cam théng diing 6ng méau léng 1én gié
Westergreen. Doc chiéu cao cdt huyét tuong bang thude vach cé sdn trén dng
Westergreen sau 1 gid va 2 gid.

3.2. Phuong phap Pachenkow

Trang &ng Pachenkow bang dung dich chéng déng. Hit dung dich
natricitrat 3,8% dén vach P (50), théi vao éng nghiém nhé, khd, sach. Hiit hai lin
mau dén vach K (0) thdi vao 6ng nghiém da c6 dung dich natricitrat. Lic déu nhe
nhang. Sau cung, hit mau da pha loang chdng déng (1/5) vao éng Pachenkow dén
vach K. Cim thang ding éng mau ling 1én gia. Poc két qua sau 1 gid va 2 gid.

4. Nguyén nhan sai sét thudng gap

— Mau 14y khong 4G hodc dong day.

- 6ng mau ldng khong sach, uét, sit mé...

- Ty 1é pha lodng khéng chinh x4c.

~ Léc trén méau khong déu.

— (6 bot khong khi trong 6ng mau ling.

— Ong mau ling khong thing ding.

— Doc két qui khéng ding thdi giam hoic khong dtng cach thic quy dinh.

5. Phuong phap khac
Hién nay c6 nhiéu logai may xét nghiém mau ling, bao gdm:
— Loai may chi dgn thuin doc k&t qua méau ling.
- May c6 chite nang hit miu nhung khéng tu rifa 6ng mau ling.
— May tyg déng hoan toan,

Cac may do téc 46 mau ldng déu dya trén nguyén tic Westergreen.
CONG THUC BACH CAU

1. Nguyén ly

Dua vao hinh thai va dic didm bat mau thudc nhudm ctia cic loai bach cAu
- ' a - .. F PR ~ " o . .
trén tiéu ban mau ngoai vi d€ tinh ty 1& phan trim cta méi loai.
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2. Dung cuy, hoa chat
— Kinh hién vi quang hoc
— Dau soi
— Dung cu dé€m
— Kim chich dau ngén tay
— Lam kinh khd sach
~ (on tuyét déi
- {ziemsa

- Phuong tién sat khuan tai chd

3. Quy trinh ky thuat
3.1. Bénh pham
— Mau tinh mach ¢6 chéng déng

~ Mau mao mach: chich ¢ dau ngén tay

3.2. Lam tiéu ban mau dan (xem muc 1.1 bai Phuong phap lam tiéu ban xét nghiém)

{2zom

fem 5

G

Hinh 1.2: Tiéu ban mau dan
3.3. Lap céng thuc bach cau

Dung vat kinh x 10 quan st todn bd tidu ban, tiéu ban phai dat cac yéu
cAu: sach, dan déu, bat mau déu.

Chuyén sang vat kinh ddu x 100
Nhd 1 giot dau 1&n 1/3 giifa cha tiéu ban

Quan sat va phan loai it nh&t 100 bach ciu, xem mdi loai ¢6 bao nhiéu va
ghi ty 1& % mbi loai.
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4. Nhan xét két qua
4.1. So sadnh vdi chi sé binh thuong tinh theo tudi: (bang 1.2)
Bang 1.2: Chi s& bach cdu binh thuang tinh theo tudi

S‘:rt’f;ﬁ‘ te bao Tréméidé | 9thang | 3tudi | 10wdi | TUon9
SLBC(G 5-25 4-15 4-11 5-10 4-11

CTBC (%)
Bach cau doan trung tinh 54 - 86 25 - 40 35-50 45 - 60 55-75
Bach cau ua acid (toan) 0-2 1-2 1-4 1-4 4-8
Bach cau ua base (kiém) 0 0.4 0,2 0.1 0,1
Lymphocyt 10-38 50-70 45 - 60 40 - 59 25-35
Monocyt 0-7 8 6 6 1-4
Bach cau dia 8 6 6 4 1-4
Cac t& bao non déng thy 2 2 1 0 0

4.2. Co so dé phén loai bach céu

— Hinh thai va kich thuéc cia bach cdu.

— Nhan: hinh thai va ty 1& nhin trén bao tuong.

— Bao tudng: mau séc, cac hat, hdc trong bao tudng.
- 4.3. C0 thé tinh s6 luong tuyét déi cia méi logi BC theo c6ng thit
Ty 1é phan tram x s luogng bach cdu chung.

5. Nhimg sai sot thuong gap

- Quy trinh khéng ding: tiéu badn qua day hoic qua mdng, ¢d dinh khéng
t8t (tiéu ban chua that kho, d6 &m cao), thdi gian nhudm sai.

— Ho4 chéit: cén, thudc nhudm khéng dam bao chit lugng.

— Nhan dinh sai hinh th4i bach cdu, d&m khong dh s6 lugng t& bao can thiét.

KY THUAT TAP TRUNG BACH CAU

1. Nguyén ly

Trong cac trudng hop cb it t& bao bat thudng § mau ngoai v, d4c biét § bénh
nhén 6 s6 lugng bach cdu thép, khong thé phat hién duge bing tiéu ban mau
dan. Tap trung bach ciu 14 mét ky thuat lam téng sd lugng va mat dé té& bao cé
nhén trén tiéu ban, giip khéc phuc khé khan trén.
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2. Dung cu, hoa chat
— Pipette Pasteur.
-~ B6 dung cy 1am tiéu ban mau dan.
-~ May ly tdm.,
— Kinh hién vi quang hoe.
- Chéit chéng déng (EDTA, natricitrat ho#c heparin). Thusc nhudém Giemsa.

3. Quy trinh ky thuat

— L&y 3-5 m]l mau tinh mach chong déng.

- D& 8ng mau thing ding § nhiét d6 phong 30 phit, hit 14y phan huyét
tudng cho tdi qua ranh gidi vé1 hdng cAu khoang 0,5 mm.

- Ly tAm 1000 vong/phut trong 15 phit, hat bé phin huyét tueng phia trén
chi dé lai 0,5 m] cin.

— Léc @8y, lam tiéu ban, dé kha, ¢8 dinh, nhudém Giemsa nhu tiéu ban mau dan.
4, Két qua

- Quan sat tidu ban bing vat kinh x 10; d4nh gisd mat d§ va déc diém phan
bd t& bao ¢6 nhan, tim ki&m céc t&€ bao kich thude 16n. Tidu ban dat yéu ciu phai
c6 > 10 té& bao ¢6 nhan trong mdi vi trudng x 100, t& bao ¢4 nhan khéng bi nat.

— Quan sat tiéu ban ¢ vat kinh x 100: danh gia hinh thai, phén loai theo ty 18
phan tram t&€ bao ¢6 nhan. Cha ¥ phat hién t& bao la, ddc biét 1a “blast”.

— Tra 161 két qua bing mdt ban céng thic t& bdo cé nhan trén tidu ban, c6
thé kém theo cac nhan xét néu can thiét.

MAY BEM TE BAD ,
NGUYEN TAC HOAT DONG VA PHUUNG PHAP SU DUNG

1. M& dau

Nam 1642, Leeuwenhook phat hién ra t€ bac mau. Cho dén nim1934,
Moldavan mdi d& xuit mét phuong phap dém sé lugng héng cidu dd dugc pha
loang sén dua trén nguyén tic dién td, day 14 nén méng diu tién cho k¥ thuat
may dém t& bao phat trién & nhitng nim sau nay. Nam 1845, mdt phuong phap
dém t& bao hdng cdu khac duge md td dua trén nguyén tic quang hoc hoan toan.
Bing viéc xac dinh mat d6 quang c¢a hdn dich héng cau so v chuéin dé tinh ra sé
lugng héng cAu trong miu bénh phdm. Pén ddu nhitng nam 1950, k¥ su Wallace
Coulter da nghién citu thanh céng va bit ddu trién khai phuong phap ty dong
d&€m va phan loai kich thude cac t& bao mau. Tt d6 nguyén tic nay duge biét dén
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vdi tén goi 1a " Nguyén tde Coulter". Nam 1953, véi sy ra d8i ca may d€m té bao
Coulter model "A", nguyén tic d&€m t& bao tu dong clia Coulter dude phd bién gin
nhu khip th& giéi, Nam 1968, hang Coulter ché tao chiée may dém tu dong dau
tidn "Coulter model 8" v81 7 chi s8. Phai chg 10 nam sau, nim 1978, cung véi
nhiing tién bd cha nganh dién ti, may "Coulter model 8 plus" ra ddi méi c6 kha
nang dém s8 luong va tinh duge kich thude tiéu cau.

Cang ngay, cic thé hé may dém t& bao cang hoan thién vé tinh ning va do
tin cay. Nguyén 1y co ban cia may dém té& bao theo dong l1a su bién déi dién trd
khi t& bao di qua dién trudng tac thanh céac xung dién. Nguyén 1y nay gitp phin
tich su khac biét vé& kich thude cac loai t& bao khac nhau. Han ché€ cha loai may
nay la khéng ¢6 kha niang nhan dién chinh xac t& bao bach ciu dé phan loai. Dé
khéc phuc nhuge diém nay, ngudi ta st dung cac xung dién cdng hudng da chiéu
va tia laser, gidp bée 16 cac khac bidt vé hinh thai va cdu tric nhéan, nén c6 thé lap
dude céng thic bach cAu mot cach chinh xac. Cho d&n nay, trén thé gidi, c6 nam
héng duge coi 12 16n nhat va ciing 1 cac hang ¢6 uy tin cao trén thi trudng qudc té
la Coulter, Abbott, TOA (Sysmex), Technicon va Roche. Cac may dém t€& bao hién
dang duge st dung c6 thé chia lam hai loai:

— Céac may d&m t& bao nguyén Iy trd khang: Bao gdm may d&m t&€ bao ban tu
déng va t dong hoan toan. Nhuge diém clla thé hé may nay 1a két qua phén logi bach
ciu chi chinh xéc trong cac trudng hop hinh thai bach cidu hoan toan binh thudng.

— Céc may thé hé sauw: Uu diém hon hén cla thé hé may nay 1a toc do cao
va phan loai bach cdu chinh xic. V4i nhitng may san xudt theo cac model trude
nidm 1996 nhu Technicon H1, Cell Dyn 3500, MAXM, Helios, SE 9000, sai s&
trong phan loai bach cAu, néi chung, khoang 10%. Cac model gan d4y, véi viéc ap
dyng tong hop cac co ché trd khang, xung dién da chiéu, laser, t& bao bach cdu cin
phén loai duge dit trong mdt khong gian phén tich ba chiéu, do d6 kha nang nhan
dién té& bao duge nang lén dén khoang 95%, ké ca viéc nhan dién cac t& bao blast
trong leukemia cdp. M6t 86 hing con ap dung thém co ché nhudém men peroxydase
dé tang cudng cho kha ning nhan dién bach cdu hat. Mdt s8 may nhu Cell Dyn
4000 cua hang Abbott, SE-Avante ctia Sysmex con dude téang cudng hiéu qua bd
kha ning d€m tryc ti€p héng ciu ludi trong cing mét mAu mau.

Khong chi ditng 8 mitc st dung cidc may dém té bao don 1é, mot s6 trung tim
xét nghiém hién dai da trién khai mét day chuyén xét nghiém ty déng. Cac thanh
phan co ban bao gém moét may dém té bao déng vai tréo may chii va mot s& may
khac nhu may dém héng cdu 1uéi, may lam tiéu ban, may nhuém tidu ban. Nhu
vay, con ngudi chi edn 14y mau bénh nhan va phan tich mét s§ (thudng 1a rat it)
cac tiéu ban Giemsa c6 bat thudng ngoai kha nang ctia may.
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2. Nguyén tic hoat dong clia may dém té bao

Nguyén téc co ban 14 trd khang:

KHE PEM

biéen cuc (#)

bién cyc

Xung dién

U=Rxl /\a

Hinh 1.3: Nguyén tic hoat déng clia may dém té bao theo nguyén ly trd khang

Cac may hién dai ¢6 thém:
— Cd ché laser scatter va nhudém men peroxydase: tao ra cd ché khéng gian
ba chiéu dé nhan dang bach ciu, ké ci t& bao blast.

- Nhudm ARN cho d&m héng cdu ludi.

3. Phuong phap s dung may dém té bao
3.1. Cdc théng sé

Tam théng s8 ¢d ban cho da s8 cdc may d&m t& bao hién nay dang luu hanh
trén thi trudgng la:

— S8 lugng héng cdu (Red blood cell - RBC),

- 88 lugng bach cdu (White blood cell - WB(C),

— Lugng huyét séc t§ (Hemoglobine - HGB),

— Hematocrit (Het)

- Thé tich trung binh hdng cidu (Mean corpuscular volume - MCV),

~ Lugng huyét sic té trung binh héng ciu (Mean corpuscular Hemoglobine
- MCH),

- Néng d6 huyét sic t§ trung binh hdéng cdu (Mean corpuscular
hemoglobine concentration - MCHC)

- 86 lugng tiéu cau (Platelet - PLT).

Cac may thé hé tré khang c6 thé ¢6 thém: s6 lugng va ty 1& phin tram caa
céc loai bach cdu, thé tich trung binh tiéu cAu (Mean platelet volume- MPV), dic
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biét 14 do dao déng duong kinh héng cdu (Red distribution wide - RDW) va tiéu
cdu (Platelet Distribution Wide:PDW). Cac théng s6 vé thanh phéin bach ciu chi
chinh xac khi hinh thai va kich thuée bach cau binh thudng, muén chic chin nén
kiém tra trén tiéu ban nhuém Giemsa. Cac may thé& hé laser va hoa té€ bao c¢6 kha
nang phan loai bach ciau véi d6 chinh xéc cao; ngoai ra, may con ¢6 kha nang phan
loal dude hdng cau non. t& bao blast va d€m duge héng cau ludi.

3.2. Chudn mdy
3.2.1. Yéu céu

- Mau chuin: dam bao chat lugng. c6 du ba muc thdp. binh thudng, cao.
- Nhiét 4o phong xét nghiém.

3.2.2. Quy trinh chugn may: Ding may dé dém cAc mAu mAu chuan. D61 chiéu két
qua véi cac thong sé ctia bé mau chuan. Tinh hé s§ chénh léch gita két qua thu
duge vi cac théng s6 clla méau chuén, diéu chinh hé s8 chudn cia may Kiém tra lai
mau chuan Chi két thue qua trinh chuin may khi nao tat ca két qua thu duge ¢ ea
ha muc nam trong khoang dao dong cho phép. Dac biét luu ¥ cac thong s6 MCV,
MCH va MCHC. Mot may dém té bao dude goi 14 chuan khi ba théng s6 nay nam
tring hodc gan trang gia tri gitia khoang dac déng cho phép cua méau chuan. Ciing
¢6 thé st dung quy trinh chudn ty dong cia may (néu co).

3.3. Mét s6 yéu cau khi sirdung mady

Nai dat may sach, can nhét 13 khong bui, khé va mat.

- Bénh pham dung quy cach, st dung dng nghiém c¢6 nat va chit chong
dong khé. tét nhat la 6ng nhua ¢6 EDTA kha.

Lic mau can than: tdt nhit 1a cé may lae chuyén dung,

Thuc hién nghiém tac cac quy dinh bao quan va van hanh may:

+

Phai c6 day dat chéng nhiéu ding quy cach.

+

Dung dich cua may nao chi sit dung cho may ay.

+

Han ché s dung &n ap.

+ Bao dudng ngay, tuan, thang theo quy dinh.

3.4. Phan tich két qua
3.4.1. Cac thong s6 héng cau:

— 86 lugng hdng cAu: binh thudng luén tén tai méi lién quan quy luat giita
mau sic éng mau véi s6 lugng héng cdu. Thong thudng s8 lugng hdng cau ty 1&
thuan vél mau sic 6ng mau. Trudng hdp s6 lugng hdng ciu cao khéng tuong xing
v6i mau séc 6ng mau, cdn xem ngay cac chi s§ MCV, MCH va MCHC xem c6 phai
héng cau nho. nhude sic khéng? Néu s6 lugng héng cau thap khéng tuong xing
v6i mau séc 6ng mau. can xem cd phai mau bi déng day, lic khéng déu, mau tu
ngung két hay hut khéng di mau (do méau quanh hoac hut kim)?
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— Lugng huyét sic t6: néu huyét sic t6 cao khong tuong xdng véi s6 tugng
héng ciu cAn xem ¢6 phai do huyét tuong duc hay bach ciu qua cao khéng? Né&u
huyét sac t8 thap bat thudng, cAn xem k§ cac bao dong clia may trén ban in két
qua, c6 thé do 131 cia may hoac 14c khéng déu, dong day, méu ngung két hosc hiit
khéng di mau.

- Hematoeril: cac sai ldm song hanh véi sé lugng hdng cdu va huyét séc t6.
— Noéng dd huyét sic t& trung binh trong mdt it héng cdu: binh thudng
MCHC 320-360 g/1, néu > 380 g/l phai tim nguyén nhan giy sai s6.
3.4.2. Cac ddu hiéu béat thudng trong ban két qua

— Ky thuat: tuy loai may ma cé hé théng quy ude bao dong riéng khi cac
yéu t& k¥ thuit anh hudng dén két qua, vi du dién thé ngudn thap, nhiéu, thiéu
thudc thi...

— Bénh ly: khi cac théng sé trong k&t qua ndm ngoai khoang binh thudng

(do cai dat) may sé bao gia tri cao hay thip. Ngoai ra, tuy tiing loal may ma cé thé
c6 bao ddng mét s6 tinh trang, vi du tiéu cdu von, héng cdu 1an vao tidu cau,...

3.4.3. Mot s6 diém cén luu y
— Dai chidu cac théng s6 cia may véi tiéu ban nhudém Giemsa.

— Héng cdu ngung két: cac théng sb cao thap khéng cé6 quy luit, khéng
tuong xitng v6i mau Ong méu, dic biet MCHC thudng rit cao. Can kiém tra k§
6ng mau dé khang dinh.

— Tiéu ciu vén: trong moi trudng hgp d6i véi may trd khang, cdn kiém tra
mét dé phan bd va do tap trung tidu cdu trén tiéu ban nhudém Giemsa. Néu tiéu
cAu vén, s8 lugng sé& khdng tudng xiing véi mat d6, d6 tap trung tiéu cdu.

— Bach cAu cao: do l1am tang mat d0 quang nén gy ting gia tao huyét sic

t86, MCHC rat cao.
‘ — Téang sitc bén hdng cdu: vi du trudng hgp bilirubin mAu cao, dung dich pha
v héng cdu véi ndng d6 va thdi gian binh thudng cia may tg déng khéng du lam tan
hét hdng cau trudng thanh, gay ra tang gia tao s6 lugng bach ciu trong két qua xét
nghiém. Chi bing cach kiém tra trén tiéu ban Giemsa mdi phat hién dude.

— Huyét tuong duc: lam ting gid tao huyét sic to.

~ Tang d6 nhdt huyét tudng: véi thdi gian va ap luc hiat théng thuong cia
may dém t& bao cd thé giy ra gidm ba dong ngoai vi gia tao do hit khéng da mau.

— MaAu bui bdn: lam ting tidu clu gia tao.

Tém lgi: May dém t& bao 12 mdt trong nhiing dng dung hiéu qua ti€n bd khoa
hoc k¢ thuat vao y hoe, mé ra nhiéu kha ning quan trong ma phuong phap tha céng
khéng lam dude nhung ré rang khong thé thay thé hoan toan duge cor ngudi.

32



HUYET D0

1. Khai niém vé huyét do

Nhiédu tinh trang sinh 1§ va bénh 1y cia co thé duge phan anh truce tiép hoic
_gian ti€p qua s& lugng, hinh théi cing nhu thanh phén cic t& bao mau. Huyét do
14 ban téng k&t ¢é binh luin cac biéu hién dé.

2. Dung cu
B& dung cu 14y mau tinh mach, lam tiéu ban, nhudm Giemsa va hong cau ludi.

May d&m t& bio hoic cac thiét bi thay thé (quang phé k&, ly tam vi thé tich, potain).

Kinh hién vi quang hoc.
3. Cac thong so can thiét

— 86 lugng héng cdu, s6 lugng bach cdu, s& lugng tiéu ciu, lugng huyét sic
t3, hematocrit, thé tich trung binh héng ciu, lugng huyét sic t8 trung binh héng
cAu, ndng dé huyét sic t8 trung binh héng ciuy, ty 18 phan trim héng cau ludi.

— Cong thic bach cAu, dic diém hinh thai t& bao hdng ciu, bach cdu, tiéu
cAu, do tap trung tiéu cdu va nhiing bat thudng trén tiéu ban.

4. Phuong phap phan tich két qua
4.1. Nguyén tac

— Quan sat k¥ cdc dic diém hinh thai trén tiéu bdn mau nhudm Giemsa,
d61 chiéu cac thong s& do, d€m dude (s6 lugng t& bao cac loai, huyét sic t4,...) véi
thue té& trén tidu ban, ndu khéng phu hgp phai tim nguyén nhan: do k¥ thuét hay
b4t thudng bénh ly.

— So sanh cac théng s8, cac dic diém quan sat vdi gia tri tham chiéu tuong
tng ctia ngudi khod manh, can luu ¥ dén tudi, gidi cia bénh nhan.

— D&i chifu 1am sang bao gdm bénh sd, cac tridu chitng thuce thé dic biét 1a
tinh trang nhidm triung, xud't huyét, gan to, lach to, hach to; tién st tiép xuc, bénh
tat va dang thudc cia bénh nhan.

4.2. Cédch thu thap dirliéu

— Hoéng ciu: s8 lugng binh thudng, ting hay giam; mic dé tiang, giam? Dic
diém phén bd trén tiéu ban (binh thudng, ngung két, chubi tién)? Kich thude dong
déu hay khéng, néu khéng déng déu thi hdng cdu to hay nhd chiém uvu thé? Héng
cdu binh sic hay nhuge sic? Hinh théi ¢é binh thudng khéng, néu khoéng binh
thuong thi phai md ta cac hinh thai quan sat dude va mitc d6 nhiéu it cla ting
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loai (hinh bia bédn, hinh giot nude, hinh liém,...). Cac thé bat thudng trong hdng
cau: thé Jolly, vong Cabot,... Cé héng ciu non hay khéng, loai nio 1a chd yéu?
Héng ciu ludi binh thudng, ting hay gidm?

~ Bach cau: s8 lugng bach cfu binh thudng, ting hay giam; mic dé ting,
giam? Nhan xét ting loai bach cidu quan sat duge trén tiéu ban méau vé sd lugng
va hinh thazi, dac biét luu ¥ cac bach ciu ¢6 hinh thai bat thudng: phai ¢é ging xac
dinh muc d6 biét hod, c¢6 phai blast khéng, thude loai bach cdu nao (nhudém hoa
hoc t& bao khi can thiét).

- Tiéu cdu: s8 luong va do tap trung tidu cAu cé binh thudng khong, ting
hay giam? Néu tidu ban lam tif mau chéng déng thi thudng khéng danh gia duge
dd tap trung tiéu cau. Kich thudc tiéu cdu binh thudng, to hay nhé? Cé tiéu cdu
khdng 16 hay khong, nhidu hay it? Trong trudng hop nghi ngd sinh méau ngoai tuy
cAn tim xem ¢6 méu ti€u cAu & mau hay khéng?

— Cac bat thuong khac: ky sinh triang sét rét, d4u trung giun chi, ung thu
di cén...

4.3. Trd Ioi két qua
4.3.1. 86 liéu: Ghi ddy du cac thoéng s8 cdn thist (muc 3).
4.3.2. Nhan xét
— D361 v6i cace dii kién binh thudng: khéng nhat thiét phai lidt ké diy dn, tuy
theo titng trudng hop cu thé ma ghi nhiing dic diém can thiét.

~ D&i vdi cac dit kién ndm ngodi mién gia tri binh thl.rdng thi phai ghi day
du va cang lugng hoa chinh xac cang tét.

4.3.3. Két lugn: Chi k&t luan khéng dinh khi ¢6 cac yéu t& chic chin (vi du tim
thdy ky sinh tring sét rét). Da s6 trudng hgp két qua phén tich huyét 46 chi cho
phép ggi ¥ dinh hudng chén doan (vi du nghi ngd leukemia ¢&p) hoac khu trd van
dé do loai trit duge mét hay nhiéu kha ning.

4.3.4. Dé nghi: C6 thé d& xuit yéu cdu cin thist cho chdn doan bénh (vi du dé nghi
dién di huyét sic t8 khi huyét d6 ggi ¥ mot tan mau bam sinh).

TUY B0

1. Khai niém

Tuy d6 l1a xét nghiém phén tich s lugng va hinh thai cac t& bao tuy xuong
dé tham do chie ning tao mau ciing nhu ggi ¥ cdc nguyén nhén giy réi loan chite
ning tao méu tal tuy xuong,
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2. Dung cy, hoa chat
B6 dung cu sat trang tai chd: Cén iod 5%, ¢bn 70° béng,...
Bdm tiém 5 - 10 ml.
Kim choc tuy.
Ong nghiém c6 EDTA (K, hoac K;) kha.
Vit lidu cAm méu.
B6 dung cu lAm tiéu ban tuy, nhudém Giemsa va hdng ciu luéi.

May d&m t& bao hoic cac thiét bi thay th& (quang phd k&, ly tdm vi thé
tich, potain).

Kinh hién vi quang hoc.
Kylocain 2%.

Thude nhudm Giemsa va hong cau lusi.

3. Quy trinh ky thuat
3.1. Chudén bj

Phang thu thuat phai sach, dung cu phai vé tring: kim choc tuy, kim 14y
mau, gac tham mau...

Bénh nhan phai dude chuin bi tinh than trude khi lam tha thuat, giai thich
vé su can thiét clia tha thuat.

Thi test thube té.

3.2. Vitrichoc

— Gai chau sau trén: Bénh nhin nam sdp thodi mai, ké ndl hai mao chau
vdi nhau, ké ti€p mét dudng ndi dinh xuong cut véi mao chiu ¢ dudng nach giita,
lam thanh mot tam gidc xucng cut-chau-cét séng. Piém choc ndm chinh giita
dudng phén gidc cua tam giac trén ké tit gée ¢dt séng-chau. Pon gian hon, s0 tay
vao viing gai chau sau trén (diém 16m khi bénh nhin ndm sip) sé thdy mot diém
gb 1&n, d6 chinh la diém choc.

— Xuodng iic; Khoang lién sudn 2-3 trén dudng chinh gita.

~ Ngoai ra, ¢6 thé choc § gai chau trude trén, phdn trén trong clia dau trén
xudgng chay, phia trong gita xuong got.

3.3. Thu thudt
— Xac dinh vi tri choc.

- Sat triing da theo hinh xoay &c tit di€m mdc ra xung quanh ban kinh 5 cm
bang cdn lod, sau dé bang coén 70"

— GAy té tai chd tung 16p biang 1ml xylocain, bit ddu tu dudi da dén mang
xuong, cho 2-3 phiit.
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— Céim kim choc tuy bang hai ngén cai va trd, long ban tay ty 1én ddc kim.
Dua kim qua da ding vio diém gay té biing cach xody nhe nhang nghiéng 45° so
véi miit da, sau d6 dyng ditng kim choc qua phan cd, khoan nhe trén mang xuong,
néu bénh nhan khéng dau tiép tuc khoan qua ban xudng cing, khi cé cam giac
x8p hon, khoan ti&€p 3-5mm, lay nhe kim néu thay chic thi dimg tai dé.

— Riit nong théng dé vao hdp vo trung.
- Lip bom tiém cén than.

— Hiit gon, ap lue vita phai (0,5 ml) bénh nhan cdm thay hoi dau, khi gan
du s6 lugng 0,5 ml dich tuy, ndi 1ong bom tiém hiat tiép cho du s8 lugng.

- Rit bom tiém, 1ip ndng théng lai va rit kim.

Bom 0,3 ml dich tuy vao 6ng nghiém c6 chéng dong khs, 14c nhe dé dém sb
lugng t&€ bao tuy va a hdng cau ludi; 0,2 ml 1én mét lam kinh, kéo 8 tiéu ban. Cing
c6 thé 1am thém tiéu ban 4p néu cin thiét.

— PE tiéu ban khé ty nhién trong phong xét nghiém (mat, khd), nhudm
Giemsa hai thi.

4. Phan tich két qua
4.1. Nguyén téc .
- V& co ban gidng nhu nguyén tic phan tich huyét 6.
— Can d6i chifu cac dit lidu thu thap duge gita mau ngoai vi va dich hit tuy
xuong cua bénh nhan trong cling thai diém.
. 4.2. Quan st toan b¢ tiéu ban nhuém Giemsa bdng véat kinh x 10
- _banh gia mat 46 t& bao c¢6 nhan va dic diém phan bs clia té bao ké ca
héng céau trudng thanh.
— Tim kidm miu tiéu ciu va céc té bao kich thude 1én (ung thu di can).

- Luya chon cach thitc tinh ty 1& phin tram céc t& bao ¢6 nhan.

4.3. Quan sdt bang vt kinh dau x 100

— Xem xét k¥ khu vuc ddu, dudi, trung tdm va hai canh tiéu ban nhudm
Giemsa dé riat ra nhiing nhan dinh vé ddc diém s8 lugng, hinh thai t€ bao va tinh
trang biét hoa ctia mdi dong t€ baoe cling nhu tuong quan phat trién caa cac dong
t& bao.

~ Tim hinh thé bt thudng: ung thu di c¢in, ky sinh trung... Néu cé blast,
phai cin el vao hinh thai va hoa hoc t& bio dé xéc dinh xem blast thudc dong nio
{dong hat, lympho, mono,...).

- Lap cdng thitc tuy tit 100-500 t& bao ¢6 nhan tuy theo muc dich chin doan
hay nghién c¢tu. Tinh chi s§ trudng thanh cia dong hat, dong hdng ciu va ty lé
nguyén hdng cAu/bach ciu hat.

- Lap céng thitc mAu tiéu cdu tir 100 miu tiéu cAu n€u bénh nhan c6 giam
tiéu cdu ngoai vi.
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4.4. Tré 161 két qud

4.4.1. Ban tr3 I0i két qud: ngoai cac s8 lidu cu thé phai néu nhan xét vé s6 lugng va
hinh thai t&€ bao tuy va cac bat thudng (néu c¢é).

— Chat lugng cua tiéu ban.,

Mitc d6 giau - nghéo clia tuy xudng.

}

Phéan tich s6 lugng va hinh thai cac dong t& bao binh thudng.

Cac bat thudng néu co.

4.4.2. Két luan

Khang dinh chén doan.

— Khu trd pham vi hoae dinh huéng tim kiém chén doan.

]

Loai trit m6t hay nhiéu kha nang.
— Mot s8 it trudng hgp khdng két luin dude.

4.4.3. Pé nghi: Trong mot s0 trudng hop ¢6 thé ghi yéu cdu cin thist cho chén
doan bénh néu két qua tuy 46 khéng khang dinh duge chan doan.

HOA HOC TE BAD

Ho4 hoc t&€ bao 1a phuong phap khao sat mdt s& thanh phé.n céd chia trong
cac khong bao nam trong bio tudng cua t& bao, dudi kinh hién vi quang hoc sau
khi lam hién mau bang cac thude nhudm hode cac c¢d chit thich hgp,

1. Nguyén tic chung
1.1. T4t cd cdc phuong phdp nhuém hod hoc té bao déu bao gém ba giai doan

1.1.1. C6 dinh: Ngoai muc dich ¢6 dinh t& bao trén tiéu ban, d6i v6i mbi phudng
phap nhudém phai lua chon hoé chat ¢§ dinh hgp 1y dé bao tén t8i da thanh phan
cAn khao sat: vi du cac khéng bdo md trong nhudm sudan den, men peroxydase
trong nhudém peroxydase,...

1.1.2. Nhuém: Ding cac thude nhudm (sudan den) hay cic cd chdt (benzidin,
o naphtol AS acetat,...} dé truc tiép hodc gian tiép lam hién mau cic thanh phéan
cln khao sat.

1.1.3. Tao nén: Diung mot thude nhudm 1am hién mau hinh thai t& bao (nhan va
bao tudng) trén tiéu ban. Mau nén phai co d6 tuodng phan cin thiét dé givup quan
sat thuan lgi cac hat duong tinh trong mdi phudng phap nhudm.
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1.2. Phai loai bo hét chat nhudém hay c6 dinh va dé khé tiéu ban trudc khi
chuyén sang budc tiép theo

1.3. Doc két quad

1.3.1. Banh gia muc dé duong tinh

— Do 0: Khdng cé hat bat mau hod hoc t& bao 14 (-)

— D& 1: Cac hat bt mau chi€m khoang < 1/3 bio tuong t& bao 1a (+)

- D5 2: Cac hat bt mau chiém khodng >1/3 dén < 3/4 bao tuong t& bao 1a (+4)

— D¢ 3: Cac hat bat mau chi®m hét bao tudng t& bao la (+++)

~ D6 4: Cac hat bat mau chi€ém hé&t bao tuong va dé 1én ca nhan t& bao 1a

(++++)

1.3.2. Tinh diém (score): Panh gia muc d6 duong tinh hoa hoc t& bao caa 100 t&
bao cAn nghién citu. Gid st ty 1& phan triam t& bao § cac d6 0, 1, 2, 3, 4 tuong ing
vdi a, b, ¢, d, e thi edng thic tinh diém nhu sau:

Score= (axM+bxD+x)+({dx3)+(ex4d)

2. Gia tri ctia hoa hoc t& bao

— H& trg phuong phap hinh thai hoc dé xac dinh dong t& bao, mic do biét
hoa t& bio trong phan loai ld x& mi cap, hoéi chitng rdi loan sinh tuy va cac bat

thufmg khac.

— Trong mét s truong hop d4c biét, hoa hoc t& bao gitip x4c dinh mét quan
the t& bao c6 phai blast hay khoéng: vi du cac microblast dong hat trén tiéu ban
Giemsa gidng nhu lympho réi loan hinh thai.

-A" - ra -~ LY -~ o - ~t - -
3. Biéu hién hoa hoc té bao cua mot so dong té bao mau

Bang 1.3: Phan Ung hod t& bao cla cac t& bao mau

Phuong phap Téb3o Déng hat Déng mone | Déng héng cdu | Dong lympho
Peroxydése +++ + 5 4+ - -
Sudan den +4++ + = ++ - -
Esterase dic hiéu +4+ - - -
Esterase khdng dac hiéu ++ +4+4 - -t
Esterase khong

d4c higu ¢6 NaF Tho o - i
PAS + + + - +++
LAP +++ - - -

Perls - - -+ -
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4. M6t s6 phuong phap nhuém hoa hoc té bao
4.1. Nhudém peroxydase (Phuong phap cai tién ciia Nguyén Vin Tinh)

4.1.1. Co ché: Duéi tac dung cua peroxydase, hydrogen peroxyd (H,0,) s& giai
phéng ra mét oxy nguyén td, oxy hoa cg chit (benzidin) tao ch&t tia mau tudng
ing trong bao tuong bach cau:

Peroxydase Cd chat

4.1.2. Pha dung dich benzidin 0,1%

|

Benzidin: 100mg

Con tuyét ddi: 10ml
Nudc cat vita du 100ml

Oxy gia (30 thé tich): vai giot
Lac déu, bao quan & nhiét 46 phong xét nghiém. Léic truée khi s dung.

4.1.3. Quy trinh nhudém
~ Ngam tiéu ban trong con formol 10%: 10 phat,
— Ria dudi voi nude chdy 30 gidy, dé khé ty nhién.
— Nhudém benzidin 0,1%: 2 - 3 phut.
— Rita dudi voi nude chay 1 phit, dé khé tu nhién.
— Nhudém Giemsa 1/10: 10-12 phiit.,
~ Rta dudi voi nude chay 1 phit, & kho.

4.1.4. Poc két qua

Phuong phap nhudm nay cho cac hat dudng tinh mau vang xin (gi sit) trong
bao tuong t& bao. Tinh s& lugng t€ bao dudng tinh trong tdng s& 100 t& bao cin
xem xét. D81 v6i leukemia edp thi d6 14 100 t& bao blast. Ngudi ta chi quan sat dé
cé6 nhan xét chung vé muc d6 dudng tinh chd khéng cdn thiét tinh score trong
phugng phap nhudm peroxydase.

4.2. Nhuom sudan den

4.2.1. Cog ché: Chdt mau sudan den c6 thude tinh hoa tan trong lipid, ngudi ta igi
dung dic diém nay dé phat hién thanh phén lipid cé trong t& bao.

4.2.2. Pha dung dich sudan
(1}: Sudan den B: 0,1g
Con 96°% 30ml
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(2}: Dung dich phenol:
Dung dich phenol: 2,96ml
Na,HPO,. 12 H,O: 0,06g
Cén 96°: 6ml
Nudc cat: 20ml
Tron (1) va (2)

4.2.3. Quy trinh nhudém
— C& dinh tidu ban bang hdi formol: 10 phiit.
- Ria dusi voi nude chay 30 gidy, dé kho ty nhién.
— Nhudm sudan: 25 phit.
— Nhing cén 70% 1/ 2-1 phiit.
— Rita dudi vdi nude chay 30 gidy, dé khé ty nhién.
~ Nhuém Giemsa 1/10: 12 phut.
~ Rita dudi vdi nude chay 1 phit, dé khé.
4.2.4. Boc két qua

Céc t&€ bao dudng tinh chita cac hat, cuc mau den trong bao tuong va thudng
chom 18n nhén, ¢é khi che kin ca t& bao. Cach doc két qua gidng nhu phuong phap
nhudm peroxydase.

'4.3. Nhuém PAS (Periodic Acid Schiff)

4.3.1.Cg ché: Dudi tac déng cha periodic (HIO,.2H,0), nhém chiic rugu cia
glycogen dude chuyén thanh aldehyd, sé tac dung vdi thude thi schiff, cho hgp
chat mau héng tudi trong bao tuong té bao.

HIO,. 2H,0 p O
R-CH,OH ---------- —- H,0+ 2R - C\ + a. Fucsin sulfuré — Chat mau hdng tuoci
H (thudc thu schiff) (mau hoa mudi gic)
4.3.2. Pha dung dich nhudm
a. Dung dich periodicl%

Periodic: 1g

— Nuéc eat: 100ml

b. Dung dich schiff

Fuchsin basic: 0,5 g

Nude cdt: 100ml / 40-50°C.

— L&c déu cho tan hét, dé€ ngudi, loc.
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— Thém 0,9 ml acid HC1 nguyén chit

- Thém 0,5 g Na,S,0;

Dé trong ta t&i 24 gid, dung dich chuyén sang miu vang nhat.
Bao quan trong lo mau & 4°C dé dung dan.

c. Dung dich hematoxylin:

Alun de kali: 25g

1. | Nude cat 350ml (dun sbi cho tan hét)

. Thém 0,5g hematoxylin

Iodat kali (KIO,): 0,1g

Nude cét: 50ml

Khi nao (1) da ngudi, trén (1) va (2), sau d6 cho thém 100ml glycerin
nguyén chat.
4.3.3. Quy trinh nhuotm

- Ngam tiéu ban trong formol 10%: 10 phiit.

— Ruta dudi voi nude chay 30 gidy, dé khé ty nhién.

-~ Nhudm periodic 1%: 10-15 phut.

- Rua dudi voi nude chay 30 gidy, dé khé tu nhién.

— Nhuom schiff: 10-12 phit.

— Rita dudi vdi nude chay 30 gidy, dé khé ty nhién.

- Nhudm hematoxylin: 20 phut.

— Rua dudi voi nude chay 30 gidy, @€ khé tu nhién.
4.3.4. bBoc két qua

Cac t&€ bao dudng tinh ¢é cac hat, cuc mau dé tuoi (mau hoa mudi gid) trong
bao tuong. Cac té bao duong tinh lan toa (bao tuong c6 mau dé tudi min, khéng ¢é
hat) khdng cé gia tri. Doc két qua giéng nhu phuong phiap nhuém peroxydase.

4.4. Nhudm esterase khong ddc hiéu

4.4.1. Co ché: Trong dibu kién pH va nhiét db thich hgp, naphtol ty do duge giai
phéng tit co chit (vi du « Naphtol ASD acetate) duéi tac dung cia men esterase
clla bacn cau has Vo mono 53 k&t hgp véi muéi diazo (tan, khéng mau) dé tao
thanh mot chit tha va c6 mau (azo).

Diazo

Coch&t — Naphtoltudo — ¢ Oxy hoa (men esterase)

Azo (mau, tua)
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Tuy nhién, c6 sy khdc nhau giiia hoat tinh men esterase trong bach céu
mono va bach cdu hat khi thém NaF vio dung dich nhudm: men esterase trong
bach cdu mono bi mit hoat tinh (&c ché) gdn nhu hoan toan, nguge lai, hoat tinh
men esterase trong bach ciu hat hdu nhu khéong thay d6i. Chinh vi dic diém nay
ma nguoi ta su dung hai phuong phap nhuém esterase khong dic hiéu 13 tc ché
va khéng tic ché dé€ phan dinh dong hat v& mono.

4.4.2. Pha dung dich nhudém:
1. Dém Tris: -Tris: 2,43g
- Nude cét: 25ml
- Acid HCI1 1N: 18,5ml
- Nudc cit vira da 100ml
2. Dung dich ¢d chit: - « Napthol -AS -acetate: 10mg
- Propylen glycol:  0,3ml

Tron 20ml(1) v6i(2) lic déu, thém mot it mudi fast blue (+30mg). Dung dich
¢6 mau vang chanh, sau dé dem nhudém ngay.

4.4.3. Quy trinh nhud¢m
a. Khéng e ché
- C8& dinh bang hoi formol 40%: 15 phut.
~ Rita dudi voi nudc chay 30 gidy, dé khé tu nhién.
- U trong dung dich nhuém 3 37°C: 1 gid.
— Rita duéi voi nudc chay 30 gidy, dé kho tu nhién.
- Nhu(f)m Kernetrot: 12 phit
— Rita dudi vdi nude chiy 30 gidy, dé kh tu nhién.

Chu y: tidu ban phal duge ¢6 dinh ngay, cing sdm cang t6t ké tit khi 18y
bénh phém ra khoi cd thé.

b. Uc ché bing NaF
- €& dinh bang hdi formol 40%: 15 phiit.
— Ria dudi véi nuée chdy 30 gidy, dé kho tu nhién.
— U trong dung dich nhudm & 37°C: 1 giﬁ.
(c6 thém NaF véao dung dich nhuém: 5mg/ml)
~ Ria duéi voi nuée chay 30 gidy, dé kh ty nhién.
— Nhudm Kernetrot: 12 phiit.
— Rita duéi vdi nuée chay 30 gidy, d€ khb ty nhién.
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4.4.4. Doc két qué

Céc t& bao duong tinh ¢6 hat mau xanh thim trong bao tuong. Trong phin
loai leukemia cép, khi doc két qua phai tinh score.

4.5. Nhudém phosphatase kiém bach céu
4.5.1. Co ché

Mudi phosphat clia «< naphtol dudi tac déng ctia men phesphatase kiém bach
cdu trong mdi trudng cé ion magie sé giai phong ra o« naphtol. « naphtel két hgp
v6i mudi diazo (fast blue) tao thanh mot san phim azo tia, ¢6 mau.

4.5.2. Pha dung dich nhu6ém

+ o+ 4+ o+

+ o+ o+ o+

+

Dung dich dém

TRIS: 12,5g.

Nuéc cat: 12,5 ml.

Acid HCI 1N: 41ml.

Nude cat vira di 500 ml, pH = 8,07.
Dung dich co chat

40 mg o« naphtol phosphat.

1, 2 m] N-N dimethy! formamid.

Léc déu cho tan hét.

Thém vao 200 ml dung dich dém TRIS.
Khi nhudm cho thém vao hén dich trén mét it mudi fast blue sao cho hén

dich ¢6 mau xanh hdi nhat.

+

+

+

Dung dich Kernetrot:
Nuclear fast red: 0,2g.
Al(SO,):: b g.

Nuée cdt: 100ml

Dun néng dé Al(SO,), tan hét trong nude cit, sau dé cho nuclear fast red
vao dé 5 phit, dé ngudi, thém vao vai hat thymol. Loe trude khi sit dung.

4.5.3. Ky thuéat

C& dinh tidu badn mau va tuy bang cdn formol 10%: 15 phiit.

Ruia sach, dé khé.

U trong dung dich nhudm 1 gis, 37°C.

Ruta dudi voi nuée chay, dé kho.

Nhuédm nén bing dung dich Kernetrot.

Chd ¥: tiéu ban phai duge cd dinh ngay, cang sdm cang t&t ké tit khi 14y

bénh phém ra khéi co thé.
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4.5.4. Doc két qua

Céac t& bao duong tinh c6 hat mau xam den trong bao tudng. Tinh score
trong 100 t& bio cAn xem xét.

4.6. Nhuém Perls
4.6.1. Co ché

Trong mol trudng acid, ion sét cia ferritin (Fe*™*) sé tac dung véi ferrocyanid
tao ra ferric ferrocyanid ¢6 mau xanh phé (xanh cobalt d4am).

4.6.2. Pha dung dich nhuoém
Trdn 1an hai dung dich sau theo ty 1& 1/2:
— Acid HCl 2%: 01 thé tich.
- Dung dich Potasium Ferrocyanid (K, FeCN; . 3H,0) 2%: 02 thé tich.
4.6.3. Ky thuat
— Tiéu ban mau, tuy ¢6 dinh bang cén metylic: 10 phit
— Ruia tiéu ban, dé kho
- Nhudm trong dung dich nhudém: 30 phit
- Rua tiéu ban
~ Nhung trong acid HCl 1%.
— Rua tiéu ban
—~ Nhuém nhén bing dung dich Kernetrot: 12 phut
—. Ria tiéu ban
- Tiéu ban mau, tuy dé€ khé va doc két qua
4.6.4. Poc két qué

Cac t€ bao duong tinh ¢6 hat hodc cuc mau xanh phé trong bao tuong. Tinh
score trong téng s8 100 t& bio hdng cAu trudng thanh hojc nguyén hdng chu.
Ngoai ra, cin tinh t¥ 1& phdn tram t& bao nguyén hdng ciu sit vong.

SINH THIET TUY XUUNG

1. Nguyén ly

Bing k¥ thuat cit 1at, ¢§ dinh vad nhudm t8 chiic hoc, sinh thiét tuy xuong
cho phép khao sat:
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— CAu trie m6 bénh hoc chia tuy sinh mau.
— 88 lugng, hinh thai, cdu trice, thanh phan va ca vi tri nguyén uy cta té
bao trong vi mdi trudng sinh mau.
2. Dung cu, hoa chat
- Dung cu va vat lidu sat trung tai chd: béng, cén iod 5%, cdn 70°
— Microtom.
- Vat liéu cAm mau.
— Bodm tiém 5ml
— Kim sinh thiét tuy xucng: thudng dung kim Jamshidi.
- Lo thuy tinh 60 ml, ¢6 to.
— Bé nhudm.
- Phié&n kinh, 14 kinh va chat gdn (Bom canada).
- Thudc giy té tai chd (thudng ding: xylocain 2%)
— Céac dung dich xit 1¥ manh sinh thiét: Dung dich ¢8 dinh Helly
Dung dich khi calei Custer.
Cén 90°, con tuyét d61.
Xylen.
— Paraphin diém néng chay 58°C.
— Cac dung dich nhuém manh sinh thiét.
3. Pha dung dich
3.1. Dung dich Helly
- Dung dich Zenker:
+ K,Cr,0,. 2,5¢
+ HgCl,: 5g
+ Na,S0,: 1g
+ Nude cat: 100ml
— Céch pha khi dang:
+ CH,COOH: 5ml
+ HCHO trung tinh: 5ml
+ Dung dich Zenker: 100ml

3.2. Dung dich Custer
— Acid formic 85- 90%: 50ml
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~ Nudc cit: 35ml
- Citrat sodium: 17g/85ml nudc cat 4m (40°C)

3.3. Dung dich Hemalun de mayer
— Alun de kali: 5¢
- Hematein: 0,6g
- Acid acetic: 5ml

- 4. Quy trinh ky thuat
4.1. Thu thust
— X4e dinh diém choc (xem bai tuy dd).
— Sat tring vang gai chau sau trén bang c¢én iod va con 70°.
— GAy té ting 16p, déc biét cAn thin mang xuong gai chiu sau trén.
— Chag 2 pht.
— Dung hai dau ngén tay (ngén giita va trd trai) ¢6 dinh diém méc choc.

- Tay phai cAm kim sinh thiét bing ngdn cai va trd, long ban tay ty 1én déc
nong kim sinh thiét.

— Dua kim qua da nhe nhang bing luc 4n xoay, kim nghiéng 45° so véi mat da.
~ Sau khi qua da, dyng kim théng ding khoan nhe nhang qua 18p ¢d.

— Xac dinh lai diém méc bing ddu ngén trd trai: dich chuyén déng thai da
va kim sang mot phia.

— Khoan nhe kim trén mang xuong, néu bénh nhan khéng dau tiép tuc
khoan xody tit tit qua mang xudng, géc quay kim khodng 10-15°.

— Khi ¢6 cdm gidce vio phan x8p, tay trai gid ¢d dinh phin vd kim, tay phai
rat nong kim.

- Dém mdt miéng gac vd tring lén déc kim, tay phai tiép tuc khoan xoay
nhe nhang 1-1,5 em.

— Léc nhe kim dé cit.

— Xoay kim tai ché theo mét chidu 2-3 vong.

— Rut kim bing cach xoay, cho dén hét phin xuong.

— Nghiéng kim, ddy déng thdi ca kim va phén da sang phai 0,5-1cm béng tay
phai va hai ngén (trd va gilta) trai, 4n chit ngén gilta trai vao hd sinh thiét.

- Rit kim qua da, cAm mau, dan bang.

— Tha manh sinh thiét vao dung dich ¢6 dinh.’
4.2. Xuly manh sinh thiét

C& dinh trong dung dich Helly: 5-6 gid.

Ruta dudi voi nude chay: 1 gig.
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Kht calci bing dung dich Custer: 12 gid.

Rda dudi vol nude chay: 1gid.
Loai nudc biang con: Cén 90° 30 phut
Cén tuyét do1 1 1 gio
Cén tuyét ddi I1 1 gid
Cén tuyét doi 111 3 gid
Loai c¢dn bang xylen: Xylen 1 30 phit
Xylen II 90 phut
Xylen 11T 90 pht

Vui bénh pham trong paraphin 6 60 °C 12 gia.
Pice khudn.

Cét tiéu ban chiéu day 2-2,5um.

4.3. Nhudm sinh thiét (phuong phap H&E)
— Tay nén bang xylen 3 14n: 5 phut 1 14n
-~ Chuyén qua ¢dn 100°, 95° 80% 5 phiit 1 l4n
— Rua duéi voi nude chay: 10 phit
— Phu tiéu ban bang dung dich lugol: 10 phiit
— Rita duéi voi riude chay: 10 phit
— Pha tiéu ban bang dung dich Na,S8,0,: 5 phiit
— Rda dudi voi nude chay: 10 phit
~ Nhudm trong dung dich hemalun de mayer: 3-5 phiit
— Rua dudi voi nude chay: 10 phit
— Nhiing tiéu ban trong dung dich cdn-HCl 1%: vai gidy
— Ph tidu ban bang dung dich Na,CO; 1%: 1 phiit
— Rua duéi voi nude chay: 10 phat
- Nhudm trong dung dich eosin 1%: 1 phit
— Rua nudc nhanh

- Tay tidu ban bing cdn tuyét 461, lam trong bing xylen, gin la kinh

5. Phuong phap phan tich két qua

5.1. Tiéu chudn tiéu ban sinh thiét
Dai1 1-1,5 em.
Cé it nhat 10 khoang sinh mau.
Mdt 16p té bao.



Gill nguyén ven cdu tric md bénh hoc tuy xucng.
Thé hién duge déc diém t& bao va mo sinh mau.

5.2, Nguyén tdc

— Quan sat tong thé (bang vat kinh x 4 hodc x 10) cfu tric khoang tac mau
va cac thanh phan ¢é kich thudc 16n nhu miu tiéu cdu, di cin ung thu trude khi
quan sét chi tiét hinh thai t& bao bang vat kinh x 40,

— So sanh cac dit liéu thu thap duge véi ngudi binh thudng ciing tudi, gisi.
—~ Trong nhiéu trudng hgp, cin doi chifu véi 1am sang va két qua huyét tuy

dd (néu co).

5.3. Cdch thu thap dirliéu
5.3.1. Panh gia chung (vat kinh x 4)

— Kich thudc manh sinh thiét c6 da dé danh gia tinh trang bénh 1y cu thé
hay khong,

— (6 sal 86t k¥ thuat nhu ép tuy quaA manh, cham mach méau, hay x€ rach
khoang tao mau khéng?

— Cé nhitng thay déi c¢fu tric 16n nhu di cén ung thu, hoac u lympho hay khéng?
5.3.2. Panh gia chi tigt (vat kinh x 40)
— C&u trac khoang tao mau, bao gdm:

+ Kich thudc va dic diém cia bé xuong: C6 thé bi réng di (rd xucng) hoic
day 1én. Binh thudng tao cdt bao nim trong cac bé xuong, hdu nhu khéng giap huy
cdt bao.

+ Mat dé va phan bd t& bao: Danh gia so bd ty 18 t& bio tao mau va t&€ bao
dém (xd, md) trén toan bd t& bao tuy. Binh thudng khu vyc té bao tao mau chiém
khoang 60-70% dién tich sinh mau, cang 16n tudi td chiic ma cang phéat trién.

- Ty 1é dong hat/dong héng cdu: Binh thudng 2/1 - 4/1,

~ Mitc d6 trudng thanh cha dong hat va dong hong cAu: Ty 1é trudng thanh
cua dong hat va dong hong edu binh thuong khoang 1/4.

- Dong mau tiéu cAu: Binh thudng c¢é 1-4 MTC/ vi trudng x40. Khi s6 lugng
mau tiéu cdu gap 3-4 lan binh thudng méi dugce coi 12 ting mau tidu cau.

— Lymphoeyt: Binh thudng chi€m khoang 5% t& bao tuy, ndm rai rac trong
khoang tac mau khéng theo quy luat. G ngudi trén 40 tudi, lymphocyt chiém
khoang 10-15%.

— Plasmocyt: dubi 5% t& bao tuy, thudng ndm canh thanh mach mau.

- Pai thuc bao: Ty 1& rat it, bo tudng md nén khé phat hién trén cic tidu ban
sinh thiét. Khi quan sat thay dai thuc bao la chitng td ting dai thuc bao.

~ Dy trit sdt: Nhudom Perls.
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—~ 801 lién vong: Nhudém Gomogi va Van Gieson.

— XAam nhép cua cac té bao ngoai tuy xuong (1anh tinh hoic ac tinh).

5.4. Tra 16i két qud

La mét ban md ta kém theo nhan xét dua trén co s6 phan tich khach quan
nhiing chi tiét cy thé, cé thé minh hoa bang sd liéu gom:

~ Vi tri sinh thiét, cac diém dac biét khi lam thh thuit (xudng x8p, cling,...)
va ddc trung ¢d ban vé tiéu chuin caa tidu ban.

— Dac diém ciu tric va thanh phin khoang tao mau (kich thudc bé xuong
va khoang sinh mau, mat d6 va dic diém phén bd té bao...).

~ Dac diém vé hinh thai hoc va tusng quan sé lugng cla céc dong t& bio,
bao gém ca xd, md, huy c8t bao va tao ¢t bao.

— Tinh trang xAm nhép cta céc té bao ngoal tuy, dic biét 14 di cdn ung thu.
HACH B0

1. Nguyén ly

Hach d6 13 mot xét nghiém t& bao hoc cdn thiét trong phin ldn cac trudng
hop hach to, nhat 14 d&i véi cac trudng hop nghi ngd ac tinh hosfic viém dic hidu.
Théng qua viée choc hidt va lam tiéu ban, cd thé danh gia duge thanh phin va ty
1é t& bao trong hach. La xét nghiém tham do truc tiép, hach 48 rit cé gia tri cho
chdn doan xac dinh.

2. Dung cuy, hoa chit
— B6 dung cu sat khufin va cAm méau tai chd.
~ Bom tiém 5-10ml, Kim tiém loai 20 G x 1'/, hoic 16n hon.
~ Phién kinh lam tiéu ban.
— B dung cu nhuém Giemsa.

- Kinh hién vi quang hoc.

3. Quy trinh k¥ thuat

— TLaja chon hach: t6t nhat 13 cdc hach ngoai bién ndm phia trén co hoanh,
trudng hgp diac biét méi choc hach duéi co hoanh. Phai cin nhic rit ki khi choc céc
hach d sau (nguy cd chay mau cao) nhu hach § bung, trung thit,

— S84t khudn tai chd.

— (6 dinh hach bing ngén tré va ngén cAi tay trai. Tay phai cAm bom tiém
lip sin kim, chgc nhe nhang qua da, khi choc qua vd hach s& ¢6 cam gide mat dd
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chéc hon. Tuy theo kich thude hach to hay nhd ma quyét dinh d6 siu caa kim. Néi
chung, nén choc vao hach 0,5-1 cm hoac dén vung trung tdm hach. Hit manh 4-5
lan (ap lyc -5 dén - 8 ml), néu hach ¢6 mat d6 chic thi ¢6 thé gili bom tiém & ap luc
Am quay bom tiém 2-3 vong déng tAm. Tha ti tU pit tdng cia bom tiédm cho dén
khi hét ap luc 4m. Rut bom tiém va kim tiém. Bom nhe chat hach 1én phién kinh,
dan tiéu ban.

— Dé khd tidu ban tu nhién, ¢ dinh nhudém Giemsa.

— Kém theo hach d8, ngudi ta thudng lam hai tidu ban mau ngoai vi dé so
sdnh khi can thiét.

4, Poc két qua
- — Dung vat kinh x 4 va x 10 quan sat toan bd tiéu ban. Nén xem nhiéu tidu

ban choe hiit. Chon cAc tidu ban gidu t& bao, cac tidu ban nghi ngo dé quan sat ky.

— Quan sat chi tiét t& bao trong cic tiéu ban dd Iya chon bang vat kinh x
40, trudng hgp dic biét mdi can ding vat kinh x 100.

— Thanh phén t& bao cha hach binh thuong nhu sau:
T& bao lympho: 90 - 99%, trong dé 90 - 98% la lymphocyt.

T& bao ¢6 thé gip nhung ty 16 rat thip 12 lién vong, monocyt, plasmocyt, t&
chiic bao, mastocyt.

SINH THIET HACH

1. Nguyén ly

Trong mot s6 trudng hgp bénh 1y, hach d6 khéng ¢a dit kién thuyét phuc chan
doan, cAn thiét lam sinh thiét hach. La mét xét nghiém md bénh hoc, sinh thiét hach
cho phép quan sat cAu trie hach, hinh thai va phén b6 t€ bao trong hach.
2. Dung cu, hoa chit

— B® dung cu st trung da.

- B dung cy tiéu phiu.

— B6 dung cu cAm mau tai chd, bao gbm ca kim va chi khau.

— B dung cu chuyén dic, cit v nhudm tidu ban mob.

— Kinh hién vi quang hoc.
3. Quy trinh ky thuat
3.1. L4y hach

~ Luya chon hach: chon hach ngoai bién noéng, kich thudc vita hodc nhd
(duong kinh dudi 2 cm), t6t nhat d phia trén co hoanh.

— Théng thudng 14y ca hach, chi cidt mét phdn khi hach qua to.
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3.2. Xir Iy hach va Iam tiéu ban

- Cét hach theo chidu doc thanh 2-3 manh tuy kich thudc hach.

— (4§ dinh, chuyén, diic, cit, nhudm theo quy trinh k¥ thuét 1am tidu ban t6
chitc mé mém.

4. Poc két qua

— Quan sat tidu ban & vat kinh nhd (x 4 hoac x 10) d& ¢6 nhan xét téng thé
vé cau tric hach va dic diém phan bé té bao.

— Quan sat tiéu ban & vat kinh x 40 dé xem xét thanh phén va hinh thai
té& bao.

LACH 00

1. Nguyén ly

Bang viéc choc hiit va lam tiéu ban cé thé quan sat dude thanh phén t& bao
trong lach, giup cho chidn doan mot s& bénh, nhat 14 6 bénh nhan ¢b lach to.

2. Dung cu, hoa chat
— B6 dung cu sat khudn va cim mau tai ché.
- Bom tiém 5-10ml, kim tiém loat 20 G x 1/, ho#c 16n hon.
— Lam kinh lam tiéu ban.
— Bo dung cu nhudém Giemsa.

— Kinh hién vi quang hoc.

3. Quy trinh ky thuat

—~ Chuén bi bénh nhén: Trong trudng hop bénh nhan c6 cac xét nghiém vé
déng mau khéng binh thudng, cin cdn nhic k§ chi dinh choc lach, phai ludng
trude bién ching chdy mau trong 6 bung sau khi tién hanh tha thuat, nhét 1a &
bénh nhan lach to da 1au ngay.

Bénh nhan nim ngia, thodi mai.

Chon vi tri choc: Thudng choe vao mom lach trén dudng nach trude.

Sat trung vi tri choc.

— Choc nhe nhang kim da 14p sin bom tiém dén hét chiéu day thanh bung. -
Cho bénh nhén hit sdu va nin thd, choc that nhanh vao lach, hit 1-3 14n vdi ap
lyc ti -5ml dén -8 ml, tha pit tdng cho hét 4p lyc 4m, mit bom tiém cling kim
tiém. Cho bénh nhan thd binh thusng.
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- Bom ch&t hut duge ra lam kinh, lam tidu ban nhu k¥ thuit mau dan,
nhudm Giemsa,

— Bénh nhan cin ndm bit déng 2 gid. Ban giao cho bac si diéu tri theo déi
bénh nhén.

— Kém theo lach d3, ngudi ta thudng 1am hai tiéu ban mau ngoai vi dé so

sanh khi can thiét.

4. Poc két qua

— Dung vat kinh x 4 va x 10 quan st toan bd tidu ban. Nén xem nhiéu tiéu
ban choe hit. Chon cée tiéu ban giau t& bao, cac tidu ban nghi ngd dé quan sat ky.

— Quan sat chi tiét t& bao trong cac tiéu ban dd lya chon bang vt kinh x
40, trudéng hop dic biét mdi cAn diung vat kinh x100.

— Thanh phan té bio cua lach binh thudng nhu sau:
T& bao lympho: 50 - 60%.
Bach cau doan: 20 - 30%.
Té& bao lién véng: 10 -15%

Ngoai ra, c6 thé gip t& bao t8 chite lach, t& bao bidu md, t& bao thuc bio
vai ty 1é rat it.

XET NGHIEM Tim TE BAO HARGRAVE

1. Nguyén ly

Khang thé ty sinh trong huyét thanh k&t hgp véi khang nguyén tuong tng
cia mang nhan t& bao, dudi tac dong cta b thé, lam t6n thuong mang nhén, tao
thanh khéi thuin nhat. Bach cu doan trung tinh thyc bao phitc hgp nay tao ra
“t& bao Hargrave”.

2. Dung cu, hoa chat

— Bom tiém 3 ml.

- 6ng nghiém 5 ml.

— May léc 6ng nghiém.

— Bi nhya nho.

— B6 dung cu lam tiéu ban mau dan.

— B§ dung cy va hod chit nhudém Giemsa.
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3. Quy trinh ky thuat
— 3 ml mau tinh mach chéng d6ng bang heparin (20 don vi / ml).
- Tron dédu, d& bom tiém thing ding quay kim 1én trén trong 60 phiit.

~ Bé cong kim, bom nhe nhang mét nia phin huyét tuong ra mdt éng
nghiém khé va sach (6ng 1). Phan lang gitia khéi héng cdu va huyét tuong duge
bom ra mot 8ng nghiém khac, tron.déu va duge chia thanh hai phan: mét nita dé
nguyén (6ng 2), con mdt nifa dem lic bi trong 15 phit (Gng 3).

- Hoa lan éng 1, éng 2, é6ng 3. Léc trdn déu nhe nhang, i 37°C trong 60 phiit.
— Léc déu, ly tdm nhe 14y cin kéo 4 tiéu ban va nhudm Giemsa nhu tiédu
ban mau dan.

4, Két qua

T& bao Hargrave duge tao ra do bach cdu doan trung tinh thyc bao mét nhén
dang thoai hoa. Nhin thoai hoa 14 mdt khoi thudn nhat tron, to, mau gach non
trén tiéu ban nhudém Giemsa. Cac doan nhén (2-4 doan) ctia bach ciu thyc bao bi
ddy dat ra xung quanh khéi thuin nhat tao nén hinh "hoa héng". Bao tuong ciia
bach cdu doan trung tinh thuc bao rat md nhat, khé quan st trén tiéu ban
nhuém Giemsa. Phai doc it nhat 2 tidu ban (xem toan bd tidu ban) méi da két
luan. Cach tré 18i két qua tSt nhat 14 ¢6 hay khéng thdy t& bao Hargrave? Néu c¢é
thi m&i tiéu ban ¢6 bao nhidu té& bao Hargrave (tinh trung binh).

TiM KY SINH TRUNG SOT RET

I. CAN CU DE CHAN DOAN SOT RET
1. Dich té

Bénhmhén ¢é d viing s6t rét luu hanh hay khéng ?

2. Triéu chimg 1dm sang
— Bénh nhin cé:
+ 86t cao
+ Nhic ddu
+ Rét run
+ On lanh
+ Va md héi

+ Pau toan than
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— Con s6t rét dién hinh thudng gip § ngudi chua ¢6 mién dich hojc mién
dich y&u

- Con sét rét khéng dién hinh thudng gép & ngudi ¢6 mién dich hoac 1a dan
sOng 4 viing s6t rét luu hanh
3. Xét nghidm mau tim ky sinh tring sot rét (KSTSR)

La y&u t8 quan trong nhat. Khi KSTSR duge ngudi xét nghiém tim thdy
trong mau, lic d6 mdi khang dinh 12 bénh nhan mac s6t rét

— Uu diém:

+ Nhanh, chinh x4e¢, phén loai duge KST

+ Don gian, ré tién

— Nhuge diém:

+ Bénh nhén it KSTSR thi kho phat hién

+ Bénh nhan da diéu tri s8t rét nén khong dién hinh

+ Phu thude kha ning chdn doan clia ngudi xét nghiém
4, Cac ky thuat mién dich

Khéc phuc duge nhude diém trén nhung doi héi nhiing trang thiét bi hién
dai, dit tién.

IL. KY THUAT TiM KY SINH TRUNG SOT RET TRONG MAU
1. Phuong tién dung cu
- Lam kinh khé, sach.
~ Biit chi ghi tidu ban.
— Kim chich mau.
- Dung cu sat khuan: béng, cbn.
— Gia dé tiéu ban.
- Kinh hién vi quang hoc.
— Da4u soi kinh.
- Giemsa, 6ng dong, diia thuy tinh, pipette nhd dung dich.
- Cbén tuyét dsi.
— Nuéc cdt pha dung dich Giemsa pH trung tinh.
2. Quy trinh k¥ thuat
2.1. CG hai logi tiéu ban mau dé xét nghiém ky sinh trung sét rét
- Tiéu ban giot day (giot dic ): gdm nhiéu Iép héng ciu nén KST c6 mat sé

tap trung trén mot dién nho hon va nhu vy sé tim thiy KST nhanh hon qua kinh
hién vi.
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~ Tiéu ban mau dan (giot méng): thudng gdm mot 16p héng ciu, sau khi da tim
thdy KST s6t rét § giot ddy thi xem tidu ban giot dan dé phan loai KST SR.

Cé thé lam ca giot ddy vd mau dan trén cing mdt tiéu ban, hai giot cach
nhau khoang 0,5 cm.

2.2. Cdc budc ky thudt: Cé thé 14y tit 6ng mau c6 chéng ddng hodc 14y tryc tiép
mAau mao mach: '

— 84t khuén ddu ngén tay (thudng 14y miu & ngén nhin, tré nho cé thé 14y
d g6t chan hodc ngén chéan cai).

— Dung kim chich sdu ding ¢é quy dinh.

— Bop nhe cho mau chdy réi chdm lén phién kinh 1 gigt khodng 3 - 5 pl, 1am
tidu ban mau dan. )

Ch4dm mdt giot mau 1&n mdt phién kinh khac lam tiéu ban giot dic.
— DéE tidu ban khd ty nhién. Ghi tén bénh nhéan vao diu tidu ban.

— (6 dinh tiédu ban mau dan bing cén tuyét doi. Khéng cd dinh tiéu ban
giot dac.

— Dé kho ty nhién réi nhudm Giemsa 3 % - 4% trong 45 phiit.

— Rita sach bing nudc thuong. Chi ¥: d¢é nguyén Giemsa, cho nude chay nhe
vAo gbe trén tidu ban dé& khong 1am bong mau. Dyng tiéu ban 1én gia.

— D& kho ty nhién.

* C6 thé nhudm nhanh bing cach pha dung dich Giemsa 10% dé trong 10 -
15 phiit. Riia sach va lam khd nhanh béing may say téc hodc dén.

3. Poc két qua
Dua vao hinh thai cia k¥ sinh triing s6t rét trong héng cdu (néu c6) dé két luan.
3.1. Hinh thai cdc giai doan phét trién cta KSTSR (xem hinh 1.4; 1.5; 1.6)

3.2. Phan loai KSTSR: co 4 loai

— Plasmodium falciparum : Thudng gip nhat & Viét Nam
— Plasmodium vivax : Thuong gap

— Plasmodium malariae : [t gap

— Plasmodium ovale : Hi€m gip

Sau day 12 mét s6 dac diém cta hai thé KSTSR thudng gip nhit & nude ta
(falciparium) .
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Bang 1.4:

Mot s8 dac diém ky sinh triing P. falciparum va P. vivax:

Thé

P. falciparum

P. vivax

1. Tu dudng Hinh nhan, d4u phay, chdm than Hinh nhan, méo mé, da dang
Nha&n manh, nhd, cé thé c6 2 nhan | Nhan thé, to
Nguyén sinh chat déng déu Nguyén sinh chéat day, dit doan
2. Hoa thi it g%p & mau ngoai vi Hay g&p & mau ngoai vi
3. Giao bao Hinh qua chudi, hinh liém Hinh to tron

Nhiéu sdc t& hinh que den hoac
tang den

Cé nhiéu sic t& vang phl lén
NSC mau xanh

4. Hoéng c4u vat chi

Khéng thay déi, sé it co nhd
C6 hat Maurer nhé min

Truong to
Cé hat Schuffner thd, to

5. S3c t8

Hinh que, den

Hinh tritng, ndu vang

— Thé tu dudng non (Trophozoites)

. —» Thé tu dudng gia

— Thé phan liét (Schizonts)

+— Giao bao (Gametocytes)

Hinh 1.4: Hinh thai cac giai doan phat trién clia Plasmodium falciparum
trén tiéu ban giot dan, giot day

3.3. So bé ddnh gid két qua
(+):c6 1 - 10 KST SR/100 vi trudng & tiéu ban giot dic
(+4): 11 - 100 KST SR/100 vi trudng & tiéu ban giot dic
(+++):1- 10 KST SR/ 1 vi trudng 8 tiéu ban giot dic
(++++): trén 10 KST SR/ 1 vi trudng 4 tiéu ban giot dic
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—= Thé tu dudng non (Trophozoites)

—> Thé tu dudng gia

— Thé phan liét (Schizonts)

——= Giao bao (Gametocytes)

Hinh 1.5: Hinh thai cac giai doan phat trién ctia Plasmodium vivax
trén tiéu ban giot dan, giot day

- — Thé tu duBng non (Trophozoites)

—>» Thé tu duBng gia

— Thé phan liét (Schizonts)

' - Giao bao (Gametocytes)

Hinh 1.6: Hiﬁh thai cac giai doan phat trién ctia Plasmodium ovale
trén tiéu ban giot dan, giot day
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4. Nhimg sai sot thudng gip
- Phién kinh khéng sach, con m3, ho#ic bi mée.
~ Phién kinh cii, bi sudc nhiéu.
— Tiéu ban bi bén.
- Tiéu ban chua khé da ¢§ dinh, nhudm.
— Pha va nhudém Giemsa khéng dang ti 18, thai gian.
- Ria tiéu ban khéng ding quy cich d6 lai cin Giemsa.

— Nhiing hinh gia c¢6 thé nhAm véi s6t rét: bach cAu nat dé& nhim vdi thé
hoa thi, tiéu clu, cin Giemsa, ndm trén tiéu ban.

— Khé nhan biét vi KSTSR bi bién dang sau diéu tri thude hoac KSTSR
khang thuée, 6 ngudi séng lau trong vang sét rét.

* Chat y: Chi k&t luan 1a 4m tinh khi da soi 100 vi trudng & tiéu ban giot dic
ma khéng tim thiy KSTSR.

5. Ky thuat tap trung hong cau mang KSTSR

La ky thuat do Wardlaw va Levine dé xudt nhdm phat hién nhiing truong
hgp it KST trong mau.

Nguyén l¥: Dung 6ng mao din cé thudc nhudém Acridin mau vang cam dé 18y
mAu bénh nhan. Sau khi 14y d@ mau thi ¢4y nép va gin dng vio phao chét déo rit
nhd. Pem quay ly tAm s& thdy chia thanh 10 16p. Lép héng cdu dudc tap trung cao
va héng ciu c6 KST duge nhudm bang Acridin. Dudi kinh hién vi huynh quang sé
. thay duge KSTSR trong héng cAu mbt cach dé dang.

Phuong phap nay nhéy hdn, dac biét 1a cac trudng hgp ¢6 KST mit d9 thap
nhung doi hdi phai ¢6 kinh hién vi hugnh quang nén khé phd bi&n & cac cd 6.

TiM AU TRUNG GIUN CHI

Hién nay, kj thuat phat hién fu trung giun chi trong mau dude st dung
rong rai dé chdn doan bénh giun chi bach huyét.
1. Nguyén tic

Giun chi Brugie malayi va Wuchereria bancrofti trudng thanh sng d hé thong
bach huyét va sinh ra du tring. Au trang chi di chuyén ra mau ngoai vi vao ban dém.
Do dé phai 14y mau ngoai vi vao ban dém dé xét nghiém, thdi gian t&t nhit 12 ti 20
g1i0 tdi 2 gid sang. Trude khi 14y mau, bénh nhén phai nim nghi tit 1 - 2 gid.

2. Phuong tién va dung cu

— Kinh hién vi
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— Bong, cdn sat trang
Kim chich mau
Phién kinh khé sach

Giemsa, cbn ¢8 dinh

I

3. Quy trinh k¥ thuat
- Bénh ph&m 14 mau tinh mach c6é chéng dong.

— Co6 thé 124 mau mao mach 18y & ddu ngén tay. Mia lanh, nhdng tay vao
chiu nudc néng cé thé 1am tang lugng du trung trong méu. Sat khuéin ddu ngén
tay bang cén 70°. Dung kim chich cho mau chdy ra. Ch&m 3 giot cach déu nhau
1én phién kinh. Ding géc ciia mét phién kinh khéc, danh 3 giot mau trén thanh 3
giot dic, tron, duong kinh khoang 1,5 em. Khodng cich giiia cac giot khong xa qua
va citng khong dinh vao rthau. D& tiéu ban khé tu nhién, khéng nén hd néng hoic
phoi ndng (sé lam &u triing co lai hodc bién dang hinh thé du tring ).

Tiéu ban c6 thé soi tudi trén kinh hién vi bing vat kinh nhd x 10 hoic nhudém
Giemsa 10% trong 10 phit, rita nhe nhang bdng nuée thudng. Dé khé ty nhién.
Sol bang vat kinh ddu x 100.

Au triing bt mau t{m trén nén mau héng nhat, cdc hat nhiém sic v nhan
bat mau ré.

XET NGHIEM TE BAO TRONG DICH NAO TUY

1. Nguyén ly

Binh thudng dich ndo tuy trong sudt, ¢é it t& bao. 88 lugng va thanh phan té
bao trong dich ndo tuy ting 1én 8 mdt s6 bénh. Khi d6 xét nghiém t&€ bao dich néo
tuy c6 thé c6 gia tri trong chdn doan.

2. Dung cu, hoa chat

— Kinh hién vi quang hoc.

— Budng dém.

- Phién kinh kho sach.

— Pipette Pasteur.

— Dung dich Giemsa.

— Dung dich pha vd héng cu gdm:

+ Acid acetic : 5 ml

+ Nuée cat viia dia:100 ml

- Dau soi kinh.

— Dung cu dé 1ap cong thitc t&€ bao.
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3. Quy trinh ky thuat
Léc nhe bénh phém (dich nio tuy), cho vao 2 dng nghiém, mbi 6ng 1 - 2 ml.

3.1. Dém s6 luong bach cédu

- Nhé vdo 8ng thit nhit 2 - 3 giot dung dich pha v3 héng cdu, lic déu, Sau
d6, 1dy mot giot cho vao budng dém, d8 lang 5 phit rdi dém sé lugng bach cAu trén
kinh hién vi.

— Véi budng d&m Nageotte: loai budng dém dé dém t€ bao trong dich nio
tuy 6 thé tich chung 50 mm? Chia lam 40 bang ké theo chifu ngang buéng dém,
" m&i biang c6 thé tich = 1,25 mm®. Dém s6 bach cdu trén 4 bing duge bao nhiéu
chia cho 5 dé c6 s6 lugng bach ciu trong 1 mm®.

— Vi budng dém Goriacep: dém s6 lugng bach cAu trong cic khu vuc ding
dém bach ciu, duge bao nhidu nhéan vdi 62,5 rbi chia cho 25, s& ¢6 6 lugng bach
cdu trong I mm?®,

— Dém bang budng dém Neubauer: d6m s bach cdu ¢ khu vyc ding dé dém
bach cau duge bao nhiéu nhan 10 chia 4 , duge sd bach cAu trong 1 mm?.

~ Két qua:

Binh thudng trong nudc néo tuy cé it t& bao (khéng qua 1 t& bao/1 mm?)
Tang it: ¢6 3 - 10 bach cdu /1 mm®

Tang vita: trén 10 bach cdu/ 1 mm?®

Tang cao: trén 100 bach cAu/ 1 mm?

+ + + 4

3.2. Phén loai bach cdu: Khi c6 trén 10 bach cdu /mm®

Ly tdm 6ng nghiém thd 2 téc dd 200 voéng/phit trong 30 phut. P& nudc
trong & trén, 14y can 1am tidu ban giot day, dudng kinh khoang 2 cm. D& khd, &
dinh bing cén tuyét ddi, dé khé réi nhudm Giemsa 1/ 12 trong 10 phit, ria bing
nudc thudng (chi y khéng déi truc ti€p vao phan bénh phdm tranh lam bong). Dé
kho va doc két qua bing vat kinh ddu, d€m 100 t& bao d€ phén loai.

4. Nhan xét két qua

— Ty 18 bach clu hat tang cao (thudng trén 75%) gip trong viém méang nao
mu do ty cdu, ph€ ciu, ndo md ciu.

— Ty lé lymphocyt ting cao (thudng trén 75%) gip trong viém mang nio do
lao, virus, giang mai..

— Khi thay nhiéu hdng cdu thi c6 thé do xust huyét nilo, chin thuong so néo..

— Ngoai ra con ¢6 thé gip nhitng t& bao tham ng&m nhu t& bao cuaa céc
bénh mAau ac tinh, mdt s6 t& bao bidu mé, n&dm, hodic mdt s& tinh thé.

Luu y: Khi dich néao tuy c¢6 hdng ciu thi ¢6 thé do chiy mau hodc do thi
thuét choe cham mach mau, trong k&t qua xét nghiém cdn ghi rd néu c6 héng ciu.

Dich nio tuy rat dé bi nhiém khuén nén éng bénh phdm phai day nit kin va
dua dén phong xét nghiém soi ngay.
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5. Cac yéu t6 anh hudng
— Nhém bénh phaAm, nhim gify xét nghiém
— Nudc nio tuy sau khi choc khong gli ngay di xét nghiém
- Khéng ldc déu bénh phém trude khi dém 6 hugng

— Lam tiéu ban khdng ding k§ thuat: qua day hodc qua moéng, rda manh
qua lam bong bénh phdm, nhuém qua dam hoic qué nhat nén khdng nhén dinh
ding t&€ bao.

XET NGHIEM TE BAO TRONG DICH MANG PHOI

1. Nguyén ly

Dich mang phéi xudt hién trong céc trudng hdp bénh 1y nhu: viém phéi,
viém mang phéi, viém gan, ung thu phdi hodc do nguyén nhén cd hoc trong cac
bénh tim, gan, than. M&i bénh, dic diém t& bio trong dich c¢6 khac nhau. Xét
nghiém t& bao trong dich mang phéi gitp cho viée chidn doan bénh.
2. Dung cu, hoa chat

- Kinh hién vi quang hoc.

— May ly tam.

- 6ng nghiém.

— Lam kinh khé sach.

— Pipette Pasteur.

— Giemsa, c¢én ¢6 dinh.
3. Quy trinh ky thuat

Ly tdm &ng bénh pham 3000 vong/phiit trong 30 phit. L&y céin, lam tidu ban
. giot day, dudng kinh khoang 2 cm. P& kho ty nhién, ¢d dinh bing ¢dn tuyét déi.
D& kho. Nhudm Giemsa pha ty 18 1/10, d8 5 - 7 phit. Rita sach biing nude thudng,
ria nhe nhang vi tiéu ban rit d& bong. D& khé tu nhién. Poc tiéu ban trén kinh
hién vi, d4u tién quan sat bing vat kinh nhé (x10), sau chuyén sang vat kinh dau
dé xem chi tidt.

4. Nhan dinh két qua
4.1. Dich thanh to huyét (mau vang chanh)
4.1.1. Tran dich cép tinh

- Do lao, giang mai, bénh tim: thay nhiu lymphocyt, t& bao biéu m6 va mét
it hong cau.

61



~ Do bénh tim, than: th&y nhiu t& bao biéu mo, mét it t& bio lymphocyt va
héng cau.

— Do viém mang phéi: thay nhiéu bach cdu doan trung tinh chua thoat hoa.

— Do lao mang phéi cdp, viém mang phdi thi phat cla giang mai, thép
khdp cép, gap nhiéu bach cdu doan ua acid.
4.4.2. Tran dich man tinh

— Do lac mang phéi tiép theo tdn thuong phéi: thay nhidu lymphocyt va té
bao biéu mb.

~ Do ung thu phéi v mang phéi thdy nhiu t& bao bidu mé, hdng cdu va t&
bao ung thu.

— Do bénh tim, phéi: thdy nhiu t& bao biéu ms, it hdng clu, it t& bao
lymphocyt.

4.2. Dich ma (mau duc): gip trong bénh viém mang phdi do vi khudn, trong lao
phdi, ¢6 nhiéu bach ciu trung tinh thoai hoa.

4.3. Dich m&u (mau dd héng) thudng gap trong cic bénh sau:
— Chén thuong phéi, mang phéi.
- Lao hodic cic bénh gay xuit huyét.
— Ung thu phéi hodc mang phéi.
4.4. Djch dudng chép (mau tring duc)
— Do v3 dng nguc.
~ Do thoai héa céc t& bao trong mdi trudng khéng bi nhiém khuin.
Trén tiéu ban thiy nhiéu hat md va cac manh t&€ bao.

XET NGHIEM TE BAO TRONG DICH MANG BUNG

1. Nguyén ly

Dich mang bung con goi 14 nudc bang, chi gép trong bénh 1y, trong d6 mot s6
trudng hop c6 xudt hién t& bao. Vi vay xét nghiém t& bao dich mang bung c6 thé
gitip cho chén doan.

2. Dung cu, hoa chat
Giéng nhu lam xét nghiém dich mang phéi.
3. Quy trinh k¥ thuat

Gidng nhu lam xét nghiém dich mang phéi.
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4. Nhan dinh két qua
Co hai loai:
— Neéu ¢6 it t& bao: thudng 1a dich thdm.

— Né&u nhiéu té& bao: thudng la dich tiét do viém, nhidm khuén (gap trong
lao phide mae, ung thu...).

+ Nhiéu bach cAu doan trung tinh gip trong 6 ap xe v8, viém phic mac do
viém khuén. :

+ Nhiéu hdng cAu va t& bao bidu ma, c6 thé c6 t& bao ung thu giip trong ung
thu mét s tang.

* Chu y:
— C6 thé xét nghiém nhifu l4n dé so sanh d8i chiu k&t qua (khi cdn thiét).

— Phéan biét véi nhiing t& bao trong dich u nang budng triing: t& bao hinh
tru, kich trudc to, dau c6 long.

- Khi chge hit nude mang bung cdn luu ¥ c6 thé gdy nhiém khudn thi phat
va chdy mdau, dich thAm s& trd thanh dich tiét, két qua xét nghiém sé thay d6i. Ong
dung bénh phdm phai duge nit kin va mang di xét nghiém ngay.

XET NGHIEM TE BAO TRONG DICH KHOP VA BAQ KHOP

1. Nguyén tac
Dich sau khi choc hiit phai duge niit kin va dua dén ngay phong xét nghiém.
2. Phuong tién - dung cu
Nhu 1am xét nghiém céc dich mang bung, mang phéi ...
3. Tién hanh
Nhu lam xét nghiém cac dich mang bung, mang phdi ...
4. Nhan xét két qua
4.1. Dich thanh soi huyét

- Trong thdp khdp: gip nhiéu bach cdu doan trung tinh, mét s8 monocyt, t&
bao biéu md, t& bao lympho, t& bao gua nho (ragocyte).

— Trong lao phdi: thiy nhidu bach cdu lymphoeyt va t& bao trung tinh
thoai hoa.

~ Trong giang mai: thay nhiéu t& bao biéu md, mét s6 bach cdu doan trung tinh.
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4.2. Dich mu (mau trdng duc)

— Do lao: thdy nhiéu bach ciu doan trung tinh va t& bao lymphocyt.

- Do nhidm khuén néio mé ciu: gép nhiéu bach cAu doan trung tinh thoai hod.
4.3. Dich mdu (mau do hoéng)

— Do chin thudng gay xudt huyét trong khdp va bao khdp. Ngoai hong ciu
con thdy bach ciu va t& bao biéu mé.

— Dich dudng chap (mau tring nhu nudc gao): thudng do giun chi giy ra,
can kiém tra thém xét nghiém mau.

XET NGHIEM TE BAO TRONG NUUC TIEU

1. Nguyén ly

Nudc tiéu binh thudng chi ¢6 mot s§ t&€ bao bidu ma, tinh thé. Khi thay xuit
hién nhiéu héng ciu, bach céu, tru 14 bénh 1y.
2. Dung cuy, hoa chat

— Kinh hién vi.

May ly tam.

Pipette Pasteur.
Lam kinh, 14 kinh.

3. Quy trinh k¥ thuat
— Thudng 14y nude tiéu vao budi sang sau khi bd phan dau.

- Léic déu dng nude tibu, cho vao ong khoang 5 ml, ly tAm 2000 vong/phut
trong 15 phiat. Néu khéng ly tdm thi dé ldng 1- 2 gid.

— D6 phéan trén, hat mot giot cin, nhd 1én lam kinh. Pay 14 kinh 1én giot
cdn cho lan déu.

— Dat 1én kinh hién vi doc bang vat kinh x 10 hoéc x 40.

- Kiém tra khoang 20 - 30 vi trudng. S6 vi trudng kiém tra khéng duge it
hdn 10. .

4. Nhan xét két qua
4.1. Té bao
— Héng ciu
it :dudi 5 HC/ vi trudng
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+ :5- 10 HC/ w1 truong

++: 10 - 20 HC /vi trudng

+++: trén 20 HC /vi trudng
— Bach cau

[t: dusi 10 BC/ vi trudng

+: 10 - 20 BC/ vi truong

++: trén 20 BC/ vi trugng

4+++: trén 50 BC/ vi trudng
-~ Tinh trang
— Té& bao biéu mé nidu dao: t& bao to hinh da dién, nhin ro.
— Té& bao bidu md bang quang: t& bao to hinh vgt, nhan rd.
— Té& bao bidu md than: t& bao to trung binh, hinh biu dye, nhéan tron rd.

4.2. Trichomonas

4.3. Tru niéu: Cau tao bdi chdt nhay, t& bao cia mau khi qua éng than, dong
lai va mang khuén cta dng than. Dya vao thanh phén ciu tao ngudi ta chia
hai loai tru

4.3.1. Tru khdng co té bao

— Tru trong: con gol 1a tru thdu quang, hinh dai, bd nhén, trong subt.
Nuée tiéu binh thudng thii ra 3000 tru trong véng 12 gid. Tru nay tang khi lao
-déng ning, sbt, sau gy mé biing ether. Gip nhiéu c6 thé nghi do viém than.

— Tru sép (tru keo): ngin va to hon tru trong, éng &nh do chiét quang
nhiéu, mau xam, thudng ¢é vé&t nit. Ngudi ta cho ring do ndm lau trong 6ng than
nén bi khé va tao thanh tru sap.

- Tru x0: mau vang nhat, trong nhu ¢6 nhidu sgi ghép lai va kéo dai,
thudng gip trong viém théan cap.

— Tru mé: do bao tuong t& bao thoai héa, hodc do ma trong mau bai tiét ra
tao thanh. Cac hat m4 hién rd trén théin tru, thudng gap trong than nhiém mé.
4.3.2. Tru c6 t€ bao: thudng gip trong viém ciu than

— Tru hat: gidng nhu tru trong nhung trén mat c¢é nhiing hat to nhé bam
1én, do céc t& bao hodic cac hat cholesterol cia cac t€ bao thoai héa tao thanh.
Thudng gip trong viém than cdp.

~ Tru biéu mé: cdn goi 14 try lién bao gém nhiing t& bao & Sng than tao thanh.

— Tru mG hay tru bach cdu: do bach cdu hat thoai héa tao thanh, thudng
dit thanh doan ngéan.

— Tru hong ciu con goi 1a tru mau, do héng cAu két tu, bis tru thudng 18m
chdm khong déu.,

- Tru vi khuén (it gap ): do vi khuén tao nén.

65



Khi dgc bang vat kinh x 10, tru duge danh gid nhu sau:

- : Khong ¢6 tru

+ : 1 tru / 100 vi trudng
++ t 1 tru/ 1 vi truong
+++ : 10 tru / 1 vi truong
++++ : 100 tru / 1 vi truong

4.4. Cdn tinh thé

— Sulfat calci: hinh kim dai, hoa thi, khéng mau.

— Ozxalat calei: hinh phong bi, banh quy, kich thuée 10 - 20 pm, hinh ca lac
khoang 50 um, chiét quang.

- Carbonat calci: hinh cdu, tan trong acid.

~ Cén phosphat: hinh chit nhat, 14 duong xi, hinh sao. Kich thugc 30 - 150um.
Khéng mau, chiét quang.

— Acid uric: hinh thoi, miii gi4do, hoa thi cdnh nhon, hinh ngdi sao, mau
vang hay nau do.

— Amoni urat: hinh cdu gai, xudng réng, hinh bé kim, kich thuéc 20 pm,
mau vang, chiét quang.

- Phosphat tricalei: hat nho, khong c6 hinh thu nhét dinh, tan trong acid.
~Sulfa diazin: hinh b6 ma, hinh chéi.

Sulfa thiazon: hinh lue ling.

Sulfa pyridin: hinh 14 du da.

|

Cholesterol: 13 nhitng ban mdong manh, khéng mau trong sudt, chdng
1én nhau.

— Phosfat dicalei: hinh tam gie, géc nhon, chum thanh hinh hoa thi.

4.5. Céc tap chat khéc

Do 18y nuée tiéu khéng déng ky thuat.
Dung cu bdn, tiéu ban ban.

S¢1 chat nhiy.

Léng, sgt béng, bot khi.

I

5. Nhimg diéu cdn cha y

— Phai ghi rd rang loai mu, cach 14y mau: miu 14y tu nhién, miu ldy qua dat
sonde, méu 14y dau, giita hay cudi bai, mAu 18y sau khi phu thuat dudng tiét niéu...
— Vé sinh sach s& trude khi 14y miu nude tidu.

- Dung cu ldy mau phai dam bao khé, sach.

66



~ MaAu x6t nghidém phai duge dua ngay dén labo sau khi ldy, néu dé lau
héng ciu, bach cdu, t& bao biéu md va tru s& giam trong khi vi khuin va men
tang. T6t nhat 14 trong vong 2 gid.

~ Ludn ludén nhd didu tra vé kinh nguyét vi ¢6 thé gay sai sé6t nghiém trong
do héng ciu, bach ciu, t& bao biéu md va vi khuin cé thé anh hudng dén két qua
xét nghiém trong va sau hanh kinh vai ngay.

- 6ng nude tiéu phai day nit kin dé tranh d8 vai va 1an thém tap khudn.

XET NGHIEM CAN ADDIS

1. Nguyén ly

Pinh lugng nudc tiéu trong moét thdi gian nhat dinh va tién hanh dém té bao
cho phép xac dinh sd lugng té& bao nude tidu trong modt phit gitdp cho chan doan,
theo doi va diéu tri mot s6 bénh hé tiét niéu

2. Cach 13y bénh pham

Budi sang bénh nhan day sém di tiéu hét, sau d6 udng 300 ml nude dun sbi
dé ngudi va ndm nghi. Trong 3 gid di tiéu binh thudng vao mét cii bd sach va do
duge bao nhidu mililit thi ghi vao gidy xét nghiém. Lic déu toan bd nude tidu va
14y 10ml dem dén phong xét nghiém.

3. Dung cu, hoa chat

May ly tdm

Budng dé€m Nageotte

Pipette Pasteur
Kinh hién vi

4. Quy trinh ky thuat
Pem 10 ml nude tidu ly tAm 1500 - 2000 vong/ phit trong 5 phit. B4 9 ml &
phan trén. Liy 1 ml can lic déu va nho 1én budng dém Nageotte,

Pém s6 lugng t€ bao & cac 6 quy dinh, ti d6 tinh ra s& lugng t& bao héng
cAu va bach cAu trong mot phiit.

Thi du:
Trong 3 gid (180 phiit) bénh nhan & tiéu duge 360 ml .
Trong 1 mm?® d&m duge 5 bach clu.

Cach tinh nhu sau:

N xax 1000/ 10 hay N x a x 100 = 5 x 360/180 x 1000/ 10 = 1000
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Trong d6: - N 1a s6 lugng t& bio dém dudge trong 1 mm *,
-a=V/t.V1a lugng nude tidu thu duge
. t 1a thdi gian 180 phit
- 10 12 10 m] nuéc tidu dem ly tAm
- 1000142 1000 mm? =1 ml
Nhu vay trong mdt phiit ¢6 1000 bach cau trong nudc tidu

5. Nhan xét két qua
Phuong phap nay ¢6 gia tri vé chin doan va didu tri dac biét trong viém than:

~ Né&u héng ciu dudi 3000
bach cdu duéi 2500

— N&u héng cau trén 3000
bach cfu trén 2500

giai doan 6n dinh

’ giai doan tién trién

— Néu héng cAu va bach cdu trén 100 000: nghi séi than

- Né&u hong cdu ting nhidu, bach cdu ting it nghi viém bé than hoic
bang quang.
6. Cac yéu t6 anh hudng

— Cach 14y bénh phdm khéng ding

. Bo lugng nudc tiéu khong chinh xac

— Khéng ldc déu nude tiéu trude khi 18y 1am xét nghiém

Tinh toan sai.
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Chuong 2
DONG MAU - CAM MAU

NGUYEN TAG LAY BENH PHAM XET NGHIEM BONG MAU

K&t qua clia cac xét nghiém déng méau phu thude rit nhiéu vao cach 1y
bénh pham. Dé tién hanh tét cac ky thuat xét nghiém déng mau, can tuan tha
mdt s8 nguyén tdc cd ban sau day trong khau 14y bénh phim:

— Truéde khi 18y méu, cAn ndm dude chinh xac tién sl gia dinh, tién s ban
thin bénh nhéin vé chay mau. Hién tai ho#c trong thdi gian gan day nhat c6 dudge
diéu tri cac thude ¢6 anh hudng dén hé théng déng méau nhu aspirin, heparin, dan
xuflt coumarin v.v... hay khong ?

— Bénh nhéan khéng duge an chit béo trong vong 12 gid trude khi ldy mau
nham tranh sai lac két qua xét nghiém do huyét tuong bi duc.

~ Trit nhitng trudng hgp cap ciu, bénh nhan nén dude nghi ngoi trude khi
14y mau vi moi su vAn déng manh déu gay tinh trang tang ndng d6 cac yéu té
déng méau trong huyét tuong. Psi véi phu nii, nén tranh xét nghiém déng mau
trong nhiing ngay dang hanh kinh.

— Tét nhit 1a 14y mau tinh mach, chi 14y mau dong mach, mao mach trong
nhitng trudng hgp khong thé 18y duge mau tinh mach.

~ L&y mAu phai ddm bao han ché& d&n mic tdi da sy khdi dong dudng déng
mau ndi sinh: ein s dung bom tiém nhua ho#c trang silicon. Tranh khdi déng
dudng déng mau ngoai sinh: dang kim sdc ¢d 21, choc tring tinh mach, khéng
dude choc vao ndi ¢é tu mau hodic vét choc trude.

~ Mau 14y ra cho vao 8ng nhya cé chita chéng dong (loai chéng dong, ty 1&
chéng dong tuy theo ting xét nghiém) tranh tao bot, day nit nhya hoic bit bing
gidy paraphin, tron déu mau va chdng déng mét cach nhe nhang, khéng ldc ngang
tranh tan mau.

— Cac xét nghiém cén duge tién hanh trong khodng thdi gian 4 gid ké tir khi
18y mau. Bao quan mau mau § 4°C (trudng hgp maAu xét nghiém 1a huyét tuong
gidiu tiéu cdu thi bdo quan & 22°C).

- Nbéi chung, két qua caa cac xét nghiém déng mau khéng phan anh chinh
xac lugng cae y&u t6 dong mau trong miu kiém tra ma chi 1a ty 1é phan tram so
v6i miu chitng (binh thudng). Trong khi dé ndng dd cic yéu t& ddng mau & ngudi
binh thudng dao ddng trong mot khoang kha réng (vi du yéu t& VIII: 50-200%}. Vi
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vay miu mau ching phdi 12 miu mau trdn clia nhiéu ngudi (pool), mdt pool tét
nhat 1a 1ldy t 15 ngudi binh thudng va toi thiéu cting phai ti 5 ngudi binh
thudng. MAu chitng ludn phai ddm bao 14y cling thdi diém v6i mAu bénh hoic
duge dong khé va bdo quan trong nhiing didu kién chuin. Miu ching vaA mau
bénh luén duge ti€n hanh cing k¥ thuit, cing diéu kién va cang do mdt ngudi
thue hién,

DAU HIEU DAY THAT

1. Nguyén ly

Panh gia stc bén mao mach qua cdc nét xuat huyét dudi da sau khi tang ap
lyc clia mau trong mao mach bing cach tao ra mét sy & dong tinh mach.
2. Dung cu, hoa chat

- May do huyét ap.

- Ddng hd.
3. Tién hanh ky thuat

~ Kiém tra nét xust huyét trén tay bénh nhan (néu c¢6, cdn ghi rd dé phén
biét v61 ndt xudt huyét mdi xuit hién sau khi tié€n hanh k§ thuit ).

- Do huyét ap bénh nhéan.

— Duy tri ap luc bing may do huyét ap & tri s§ trung binh gitta huyét ap toi
da va t61 thidu trong 10 phiit.

— Théo nhanh may do huyét ap, gid cao tay bénh nhin dé mau luu thong
binh thudng.

— Doc két qua bang cach d&€m cac nét xuit huyét méi & ving duéi dai quén
do huyét ap.
4. Két qua

— Binh thudng khéng ¢6 nét xust huyét mdi. Khi c6 hon 10 ndt xuéit huyét
mdi trén dién tich 10 cm?, d&u hiéu day that duge goi 14 dudng tinh va tuy theo s6
ndt xuit huyét xuat hién ma két qua duge bidu thi +, ++, +++.

D&u hiéu day that duong tinh thé hién tinh trang sitc bén thanh mach kém,
thudng gap trong cac bénh vé thanh mach: thiéu vitamin C, viém mao mach, bénh
vé 80 lugng va chat lugng tidu cAu.

5. Cac yéu td anh hudng
— Nham véi nét xudt huyét cii, do khong kiém tra hodic kiém tra khéng ky.
— Tao ap ldc qua cao ho#c qué thip.
— Khong dam bao thdi gian tidng ap luc.
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THO) GIAN MAU CHAY

C6 hai phuong phap théng dyng hién nay: phuong phap Duke va phuong
phap Ivy.
1. Thdi gian mau chay (Phudng phap Duke)
1.1. Nguyén ly

Do thdi gian tit lde tao mét vét chich ndm ngang & viing gida dai tai dén khi
mau nging chay.
1.2. Dung cu, hod chét

— Kim chich (blood lancet)

- Déng hé bam gidy, gidy thdm

— Bong th&m, dung dich sat triung (ether, con)
1.3. Tién hanh ky thut

— Dung ether sat tring nhe nhang vang dai tai. Pdi 1-2 phit cho ether
bay hoi.

— Dung kim chich choc ditt khoat vao viing gilta dai tai tao mét vét thuong
dal Smm sdu 2mm. Khéi dong déng hd badm gidy.

— Ci 30 gidy mot 1an, dung gidy tham céc giot mau chdy ra tit vét chich cho
dén khi mau ngling chdy, b&m ddéng hd ngiing lai.
1.4. Két qua

- Thdi gian mau chay thudng dudi 5 phut. Tri s§ nay c¢6 thé thay d6i tuy
phong xét nghiém,

- Khi thdi gian mau chay kéo dai trén 5 phiit, nén kiém tra d tai d6i dién
hogc t6t nhait nén tién hanh theo phuong phap Ivy.

— Thoi gian mau chay kéo dai trong cde bénh 1y vé thanh mach (thiéu
vitamin C ...), bénh 1y vé s lugng, ch4t lugng ti€u cidu (xuit huyét giam tiéu ciu,
Glanzmann...). '

1.5. Nguyén nhén sai lam
- Kich thudc vét chich khéng dat tiéu chuén: qua ndng hodc qua siu.

— Dong tac thfm mau tir v&t chich qua manh giy bong nit tiéu ciu vita mai
hinh thanh.

— C6 bat thudng mach mau vang dai tai.
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2. Thdi gian mau chay (Phuong phap lvy)
2.1. Nguyén Iy
Duéi ap lge duong, mau ty chay qua vét thuong thanh mach cho dén khi tao

thanh nit cAm mau. Dua vao hién tugng nay, phuong phap xét nghiém thoi gian
mAay chdy Ivy tién hanh d ving cing tay.

2.2. Dung cu, hod chéat
- MaAay do huyét ap.
~ Kim chich, béng cén hodc ether.
- Dong hd bam giay (3 chiéce ).

2.3. Tién hanh ky thudt
- Diing may do huyét 4p bom & ap lue 40mmHg va giit n dinh.

— Chon mdt ving & mat trudc cdng tay khéng c6 16ng, khéng nhin thay
mach mau, sat trung bang ether,

— Dgi 1-2 phiit cho ether bay hdi, tao 3 vét chich ¢6 kich thudc nhu nhau
cach nhau khoang 2cm va ¢6 dd sau khodng 3mm. Khdi ddéng dong hd ngay khi tao
cac vét thuong. Cit 30 gidy mét 1an, dung gidy thdm, thadm nhe nhang mau ri ra
tif cac vét thuong tuong ty nhu phudng phap Duke. Ghi thoi gian mau chay caa
titng vét thuong.

2.4. Két qua

Thdi gian méu chay trong trudng hgp nay la thdi gian trung binh cia ca 3
vét thuong. Tuy nhién ciing ¢6 phong xét nghiém ghi riéng ré thgi gian mau
chdy cua tiing vét thuong. Thoi gian méau chay theo phuong phap Ivy thudng
duéi 5 phiit.

2.5. Nguyén nhan sai 1dm

Nhiing nguyén nhan giy nén sai l4m trong phudng phap Duke ciing lam sai
lac k&t qua thoi gian mau chay theo phudng phap Ivy. Ngodi ra cin luu ¥ tranh
choe phai mét mach mau ndm kha sdu g¢ 1am cho thdi gian mau chay kéo dai.
Truong hgp nay duge phat hién néu thdi gian mau chay cta hai vét thudng kia
trong thoi han binh thudng.

THO1 GIAN MAU BONG
(Phuong phdp Lee - White)

1. Nguyeén ly

Thoi gian ti khi mau tiép xtc véi bé mit 6ng nghiém dén khi hinh thanh
cuc dong 1a thoi gian déng mau.
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2. Dung cu, hoa chat
~ Bom tiém nhuya loai 5ml kim ¢§ 21.

- 6ng nghiém sach, khd, kich thude 75 x 9,5mm.
- Binh cach thuy 37°C.

Déng hé bam gidy.
3. Tién hanh k¥ thuat

— Chu#n bi 2 8ng nghiém cho mdi bénh nhén, ghi tén, tudi, khoa, phong.

— Dung bdm tiém nhya 18y 2-3ml mau tinh mach (yéu cdu ddng tac nhanh,
gomn, choc chinh xac, khong luén lach kim, khéng choc di choc lai).

- Phan phéi déu vao 2 6ng nghlem da chuin bi. M3i éng 1-1,5ml, luu ¥
tranh lam néi bot khi cho mau vao ng nghiém. Khéi déng déng hd b&m gidy ngay
khi méu tiép xdc véi thanh 6ng nghiém.

~ D& 2 6ng mau vao binh cach thuy 37°C.

— Sau 3 phit, ¢ 30 gidy nghiéng nhe nhang éng 1 dé kiém tra cho dé&n khi
mau déng.

- Tiép tuc kiém tra 8ng tht hai nhu 8ng thit nh&t. B&m déng hé ding lai
khi mau & 8ng tha hai déng chiat. Thai gian d6ng méau 1a thoi gian dén khi mau &
dng thit hai déng.

4. Két qua

- Binh thudng thdi gian ddng caa 6ng 1 tit 6-8 phiit va cia éng 2 tir 8-10
phit. Su chénh léch thai gian déng giita 6ng 2 va éng 1 tit 2 phit - 2 phit 30 giay.
Tuy nhién tri s6 binh thudng cla thdi gian mau ddng phu thude nhiéu vao ting
diéu kién k¥ thuat, déng tac cia ky thuat vién, vi viy mbi phong xét nghiém nén
¢6 mt tri s6 riéng chla minh.

- Thai gian mau déng kéo dai thudng gip trong céc trudng hop réi loan
dudng déng mau néi sinh nhu hemophilia, diéu tri heparin v.v...

- Day la mét xét nghiém thé, don gidn nén d6 chinh xac bi han ché ngay ca
khi da tudn thi nghiém ngit cac diéu kién k§ thuat. Vi vy thdi gian mau déng
binh thudng khéng ¢6 nghia 1a hé théng déng mau binh thudng.

— Thdi gian mau dong c6 thé vin binh thudng & bénh nhan ¢é s8 lugng tidu
cAu giam nang va ngay ca d bénh nhan hemophilia.
5. Nguyén nhan sai 1am

- 6ng nghiém khong sach, kich thude khéng dam bao (qua 16n hodc qua nhd).
Nhiét d6 ¢ binh cach thuy khong dam bao 37°C.

—- Ky thuit 14y mau sai: kim khéng séc, kim qué to hodc phai choc nhiéu
14n méi 18y duge mau, choc vao ndi tu méu ci v.v...
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— Lugng mau ldy qua nhiéu hodc qua it.

— K§ thuat nghiéng kiém tra khéng ddm bdo, khodng cach giita cac l4n
nghiéng khdng dat 30 gidy.

CO CUC MAU
{Phuong phadp Budtz-Olsen)

1. Nguyén ly

Qua trinh déng mau 14 qua trinh hinh thanh sgi huyét. Sau d6 soi huyét sé
co lai, tao nén sy co cua cuc dong. Mic d6 co ciia cuc ddng phu thude vao vai trd
caa tiéu edu va soi huyét.
2. Dung cuy, thudc thd

— Binh cach thuy 37°C.

- 6ng nghiém sach kich thudc 75 x 9,5mm.
~ Bom kim tiém nhua, bong, cén sat tring.

3. Tién hanh ky thuét

— Ldy 3ml mAu tinh mach, phén phdi déu vao 2 dng nghiém (cé thé sit dung
ludn 2 éng mau dong lam theo phudng phap Lee - White ).

— Dé vao binh cach thuy 37°C.
— Sau 2-4 gid doc két qua.

4. Két qua
C6 hai cach dé danh gi4 két qua:

- Dua vao mitc 46 co cua cuc déng (co hoan toan, co khéng hoan toan,
khéng co, cuc déng bi tan).

+ Cuc mau co hoan todn: taoc cuc mau bd ré rang, phin huyét thanh con lai
chi®m khodng 50 dén 65% thé tich mau ban d4u, khéng c6 héng ciu tu do.

+ Cuc mAau co khéng hodn toan: tao cuc mau, phin huyét thanh con lai it
(dudi 40% thé tich mau ban d4u) hodc con héng ciu tu do.

+ Cuc miu khong co: khéng tao riéng phin huyét thanh.
+ Cuc mau bi nat: hau hét héng cdu ty do trong huyét thanh.

— Ho#c dya vao hugng héng cdu tu do con lai dudi day 8ng sau khi co va chia
lam cde mic dd; +, ++, +++.

Tuy theo mic dé bénh 1y s8 lugng, chit lugng tidu clu hodc sgi huyét sé gay
nén tinh treng cuc mau khong co, co khéng hoan toan hoéc bj tan.
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5. Nguyén nhan sai lam
— Lugng mau 1ay qua nhiéu hoidc qué it.
— Ong nghiém bén, kich thudc khong dam bao.
— Nhiét d4 binh céach thuy.

— Nhiing trudng hgp da héng cdu hodc thidu mau déu anh hudng dén két
qua co cuc mau.

THOI GIAN HOWELL
(Thoi gian phuc héi calci)

1. Nguyén ly

Chéng déng bang natri citrat s& lam ngitng qua trinh déng mau & giai doan
can ion calei. Khi héi phuc calei, qua trinh d¢éng mau sé ti€p tuc. Dya viao dac tinh
* nay, ngudi ta khao sat thoi gian d¢6ng ciia huyét tuong sau khi cho thira calei dé
danh gid dudng ddng mau ndi sinh véi sy ¢b mit caa tiéu cau.

2. Dung cu, hoa chat

— Binh cach thuy 37°C.

- 6ng nghiém kich thude 75 x 9,5mm.

— Pipette.

- Déng hé bam giay.

3. Tién hanh k¥ thuat

- Mau chitng va mau bénh nhan chéng déng bing natri citrat 3,8% hoic
3,2% v6i ty 16 9 thé tich mau 1 thé tich chéng dong. Thu huyét tuong giau tiéu
cAu bing li tAm nhe (500 vong/phit trong 5 phit) hoac dé tu ldng.

— Phan phéi 0,2ml] huyét tudng gidu tiéu cdu ctia bénh nhan va mau chiing
vao méi 6ng nghiém, '

— D& vao binh cach thuy 37°C trong 5 phut.

~ Cho thém 0,2ml CaCl, M/40. Trén déu, khéi dong ddng hé ngay khi cho
calci vao. D8 yén & binh cach thuy 37°C.

- Tu 1 phit 15 gidy bit dAu nghiéng nhe kiém tra déng c@t 15 gidy mét ldn
cho dén khi déng chat. BAm déng hé ding lai va ghi thdi gian déng.

Lap lai tuong ty véi dng thi hai ctia miu kiém tra.

Tién hanh tuong ty véi dng mau ching (mdt ngay cé thé chi lam mot 1an).
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4. Két qua

— Thai gian Howell 12 két qua trung binh ciia 2 éng.

- Binh thudng tit 1 phit 15 gidy dén 2 phiit 30 gidy. Tri s8 nay c6 thé thay
déi tuy timg phong xét nghiém.

— Né&u thoi gian Howell clia dng ching ndm ngoai gia tri trén thi phai kiém
tra lai thude thi, k¥ thuat va mau ching.

— Thai gian Howell kéo dai trong cac trudng hgp bénh 1y ¢6 rdi loan dudng
ddng mau ngi sinh do thidu hut cic yéu t& déng mau (bénh hemophilia) hosc do ¢é
khang dong luu hanh, do diéu tri chéng déng dang heparin.

- Thdi gian Howell 12 mét xét nghiém don gidn dé danh gia dudng dong
méu ndi sinh nén d6 chinh xac khéng cao vi vay hién nay nhiéu phong xét nghiém
da ap dung xét nghiém APTT thay cho thdi gian Howell.

5. Nguyén nhan sai Iam

Ong nghiém ban, khong ding kich thudc.
Nhiét db binh cach thuy khéng dam bao 37°C.
Chat lugng CaCl, M/40.

— Mdau huyét tusng kiém tra duge chuédn bi sai quy cach: khéng ding chat
chéng déng, ty 18 chdng déng, ly tAm manh 1am m4t tiéu cdu.

THOI GIAN PROTHROMBIN
(Thoi gian Quick)

1. Nguyén ly

M4u chdng déng bang natri citrat sé dugc phat déng qua trinh déng mau
theo con dudng ngoai sinh khi héi phuc calei va ¢6 mé#t thromboplastin. Dua vao
déc tinh nay, ngudi ta khdo sat thoi gian ddng cha huyét tuong sau khi cho thiia
thromboplastin calei @8 danh gia cdc y&u t6 déng mau dudng ngoai sinh (phic hé
prothombin: I1, V, VII, X).

2. Dung cu, hoa chat
- Binh cach thuy 37°C.
- {5ng nghiém kich thuée 75 x 9,6mm.
— Déng ho b&m giay.
— Pipette.
- CaCl, M/40.
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— Thromboplastin ealci.

— Truong hgp st dung thromboplastin calei dang déng khé: pha nude cit
theo chi din & nhan lg, nghiéng nhe nhang cho tan hét (tranh tao bot), sau 30
phiit tién hanh k§ thuat.

~ Truong hdp st dung thromboplastin bdt: cit 50mg thromboplastin bét, cho
vao 1ml NaCl 0,9%, trén déu va 4 6 binh cach thuy 37°C trong 15 phut. Sau dé
tron v4i CaCl, M/40 ty 1& 1/1, dé ldng, gan 14y phdn trong & trén. Day chinh la
thromboplastin calci sdn sang dé 1am xét nghiém.

3. Tién hanh ky thuat

— Mau chitng va bénh chéng déng bing citrat natri 3,2% ho#c 3,8% theo ty
18 9 thé tich mau 1 thé tich chong ddng. Ly tim 2000 vong trong 10 phut, tach 1dy
huyét tuong 1am xét nghiém.

—~ Mau huyét tuong duge bdo quan & 4°C hoic nhiét d6 phong va tién hanh xét
nghiém trong vong 4 gid ké tir khi 14y mau. Trudng hdp cin kéo dai thdi gian bdo
quan, mau huyét tuong cin phai duge dé & -20°C hoic lanh hon.

~ Phén phéi 0,1 ml huyét tucng ciia miu cin kiém tra vao 6ng nghiém. Dé
¢ binh cach thuy 37°C trong 5 phiit.

- Cho vao 0,2 ml thromboplastin calci. Khdi déng dong ho ngay. Tron déu &
binh cach thuy 37°C trong 9 giay.

— Sau 9 gidy, bit ddu dio nhe va quan sat, d&n khi xuit hién mang déng,
bam ditng déng hé lai.

- Lap lai tudng tu véi ong thit 2 ca miu kiém tra va két qua duge tinh la
tri s@ trung binh cia 2 1dn nay.

- Hang ngay trude khi tién hanh xét nghiém, phai tién hanh k§ thuat véi mau
chiing trude dé 14y théng s6 chudn va kidm tra hoa chat, sinh vat pham.
4. Két qua

~ Tuy theo loai thromboplastin s& dung ma méi phong xét nghiém c6 tri s6
binh thuong khac nhau, Théi gian Quick binh thudng khi sit dung thromboplastin
c6 hoat tinh ddy du thudng tir 11 dén 13 gidy.

- K&t qué clia xét nghiém nay cé thé biéu thi bing thdi gian (gidy) hoidc
bdng phédn tram. Ngay nay, dé tranh nhitng sai s6t két qua gy ra do st dung céc
loai thromboplastin khac nhau, Uy ban chufin hod quéc t& ciia T4 chic Y t& thé
gidi yéu cau mdi loai thromboplastin phai ghi r6 1.8.I (chi 88 d6 nhay quéc t&).

— Cach tinh ty 18 prothrombin tit thdi gian Quick:

+ Truong hgp c6 bang tinh sdn kém theo véi 16 thromboplastin st dung:
vige tinh s& don gian sau khi x4c dinh théi gian Quick cia ching va bénh.

+ Truong hgp khong ¢6 bang kém theo: sii dung céng thiic:
(T "+T 7 )x100 / {T bénh- [ T"-( T”-T" )]}= % prothrombin
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Ly pthd

Trong dé: : thot gian déng cua chitng 50%
T": thoi gian déng cua chitng 100%
— Cach tinh INR (International Normalized Ratio):
PT bénh \LS.I
INR=PTR =
PT ching
- Théi gian Quick kéo dai trong cac trudng hop réi loan dudng déng mau ngoai
sinh (giam néng dd cdc yéu td phitc hé prothrombin do: suy chite ndng gan hoac thiéu
vitamin K. diéu tri chéng déng bing din xuit coumarin).

- Xét nghiém nay nhay nhat véi sy thidu hut prothrombin.

5. Nguyén nhan sai I1am

— Do mau huyét tuong kiém tra: déng ddy, sai ty 1& chéng déng

— Do ky thuat: tién hanh ky thuat sau 4 gio ké tit khi 1y mau v6i méu méu
dudge bao quan 6 nhiét dé phong.

— Do mau huyét tuong chiing: khéng 14y pool hodc 18y pool tit mot lugng it
hon 5 ngudi.

- Do chat lugng thromboplastin khéng ddm bao hoac sit dung thromboplastin
da bao quan lau sau khi chuén bi.

THOI GIAN THROMBOPLASTIN TUNG PHAN HOAT HOA

(APTT: activated partial thromboplastin time}
(Thoi gian Cephalin - Kaolin)

1. Nguyén ly

Thdi gian phuyc héi calei cia huyét tudng citrat hod sau khi G véi mét lugng
thita kaolin (hoat hoa y&u t& tiép xuc) va cephalin (thay thé& yéu td 3 tiéu caw) .
giap danh gia chinh xac cac yéu té khac cia dudng déng mau ndi sinh. Vai xét
nghiém nay. diéu kién hoat hoa y&u 18 tiép xidc ciing nhu s& lugng, chit lugng tiéu
cau trong mau kiém tra khéng anh hudng dén két qua xét nghiém.
2. Dung cu, hoa chat

- Binh cach thuy 37°C.

- 6ng nghiém kich thuge 75 x 9,5mm.
CaCl, M/40.

— Kaolin-cephalin thudng phim déng khé: pha theo chi din, nghiéng nhe
dén khi tan hét, 20 phit sau st dung lam xét nghiém.

— Kaolin-cephalin tu san xudt: pha kaolin v6i NaCl 0,9% néng 46 Smg/m],
pha cephalin néng d¢ thich hgp (theo chi din cta ndi san xudt ). Trén hén dich
kaolin - cephalin theo ty 1& 1/1.
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3. Tién hanh ky thuat
-~ L&y méu va tach huyét tusng nghéo tidu cdu cia chiing va bénh nhén
nhu xét nghiém thdi gian Quick.

- Phén phdi 0,1ml huy&t tuong nghéo tiéu cdu cdn kiém tra vao éng
nghiém, dé vao binh cach thuy 37°C.

- = Thém vao 0,1ml hdn dich kaolin - cephalin. Trén déu, 1 d binh cich thuy
37°C trong 3 phit. Trong thdi gian 4, cit 15 gidy léc tron déu mot 14n.

— Cho vao 0,1ml] CaCl, M/40, khdi déng ddng hé va theo doi dén khi xuat
hién mang déng, bdm dong hd diing lai. Ghi thdi gian déng.

— Mo6i miu huyét tudng cdn duge tién hanh 2 14n va két qua chinh la thi
gian trung binh cha 2 14n kiém tra nay.

Tién hanh tuong ty véi mau chiing.
4. Két qua

Thdi gian thromboplastin ting phan hoat hoa ctia huyét tusng binh thudng
thay d6i tit 30-35 gidy tuy loai cephalm kaolin, tuy k¥ thuat, tuy diéu kién ky
thuét ma tirng phong xét nghiédm sit dung.

Khi két qua kéo dai trén 8 gidy so vdi méu chiing duge goi 13 théi gian
thromboplastin tiing phan hoat hoa kéo dai. Thudng gap trong tinh trang réi loan
dudng déng mau ndi sinh do thidu hut yéu t& déng mau (hemophilia...) hodc do
chéng ddng luu hanh (bénh leukemia c4p, diéu tri heparin...).

5. Nguyén nhan sai 1am

— Khéng tuin thd thdi gian 4 kaolin-cephalin vdi huyét tudng hodc thoi
gian U chia ching va bénh khong giéng nhau.

- Khong trén déu hén dich kaolin-cephalin tI‘LIOC khi cho vao huyét tuong vi
kaolin rit dé ling xudng day éng nghiém.

- Mau huyét tuong kiém tra khong duge bdo quan ddng quy dinh.

THON GIAN THROMBIN

1. Nguyén ly

Do théi gian déng clia huyét tudng khi cho thrombin vao. Xét nghiém nay
danh gia gial doan chuyén fibrinogen thanh fibrin.

2. Dung cu, thudc thit, hoa chat
- 6ng nghiém.
— Binh cach thuy 37°C.
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~ Déng hé bam gidy.
— Pipette.

- Thrombin pha loang (bing NaCl 0,9%) va bdo quan & nuéc da dang tan.
Nong d6 pha loang tuy theo loai thrombin. Thudng véi néng d6 thrombin 25 ddn
vi/ml sé cho thdi gian thrombin 6 mau huyét tuong chiing 15-20 giay.

3. Ti€n hanh ky thuat

- Lay mAau va tach huyét tuong cha mau ching va bénh nhin nhu k)? thuat
théi gian Quick.

— Phén phéi 0,1ml huyét tudng cin kiém tra vao &ng nghiém.

— Cho thém vao 0,1ml NaCl 0,9%, tron déu, dé d binh cach thuy 37°C trong
30 phiit.

— Cho thém 0,1ml thrombin & néng d6 thich hgp da xac dinh. Khéi dong
dong hé.

- Quan sat sy xuit hién cuc déng. B&m ddong hé ding lai. M&i mAu kiém tra
2 1an va thdi gian déng trung binh cia hai 1an nay chinh 1a thdi gian thrombin.

— Tién hanh tuong ty véi mau chiing.
4. Két qua

Théi gian thrombin cia mAu kiém tra dude coi 12 kéo dai khi dai hon thai
gian thrombin ciia mau ching trén 5 giay.

Thdi gian thrombin kéo dai gip trong cac trudng hgp thi€u hyt fibrinogen
(dudi 1g/l), b&t thudng v€ cdu tric phén ti fibrinogen, ¢6 mit cac chét {c ché
thrombin (heparin) hoidc chat (c ché tring phén fibrin (PDF, mdt s8 protein khac
thudng thiy trong bénh da u tuy).

5. Nguyén nhan sai l1am

— S{ dung thrombin pha loiing véi néng do khéng thich hgp ( thdi gian
thrombin ctia huyét tuong ching ngén hon 15 gidy) hodc diéu kién bdo quan
khéng dam bdo vi thrombin sau khi pha loaAng khéng bén viing.

— Pipette, 6ng nghiém v.v... ¢6 heparin.
NGHIEM PHAP VON - KAULLA

1. Nguyén ly

Khi huyét tuong duge pha lodng va acid hoa sé& lam tda fibrinogen va cac yéu
t6 hoat hod hé théng tidu sgi huyét (plasminogen hoat hod, plasminogen). Cac
chit (e ché tidu sgi huyét va yéu t6 VII c6 trong taa rat it. Do d6 khi tia nay duge
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lam déng, thi cuc déng sé& bi tiéu nhanh hon nhiéu l4n so véi binh thudng. Dya
vao tinh chdt nay, ngudi ta tién hanh theo ddi thdi gian tiéu ctia tia duge lam
dong dé danh gia mic d hoat dong cia hé théng tidu s¢i huyét.

2. Hoa chit, thuoc th

— Dém Michaelis pH 7,35

CaCl, M/ 10

~ Acid acetic 2 %

— Chét chdng déng natri citrat 3,8%

3. Tién hanh ky thuat

— L&y méu va tach huyét tuong: méau tinh mach chéng déng bing citrat
natri 3,8% véi ty 1é: 1 thé tich chit chdng déng/ 9 thé tich mau. D& ty ling hoic ly
tam 1500 vong/phiit trong 5 phiit, 14y huyét tudng.

— Trong éng nghiém chta 0,3 m] huyét tudng ctia mau chiing hoic cia bénh
nhin, cho vao 3ml nuée cat.

— Cho thém vao mbi &ng 1 giot acid acetic 2%, kiém tra € ¢6 pH 5,2
- Ly tam 3000 vong/phut trong 15 phiat. Gan bd nuée trong, gid lai phén tia.
— Dang gify thdm, thi&m khé thanh 6ng.

— Cho vao méi ng 0,3 ml dung dinh dém Michaelis pH 7,35 d4 pha lodng
1/4 trong dung dich NaCl 0,9 %, dung que danh tan tla.

— Cho thém vao méi ng 1 giot CaCl, M/10, dit 8ng nghiém vao binh cach
thuy 37°C, cho dong. B&m ddng hd theo d6i thdi gian tan hoan toan.
4, Két qua '
Tan hoan toan: Truée 15 phit: tiéu sgi huyét téi cadp
15 - 30 phiit: tidu sgi huyét cip
30 - 45 phit: tidu s¢i huyét ban cip
45 - 60 phat: tiéu s¢i huyét tiém tang
Trén 60 phit: binh thudng

5. Nguyén nhan sai 1dm

- Khéng tao duge cuc déng do: tién hanh sai k¥ thuat, lugng acid acetic cho
khong ding, thdm 6ng nghiém khéng kho.

— Chit §: néu lugng fibrinogen cia huyét tudng qua it, cling khong tao dudge
cuc dong, lic @6 phai l1am lai xét nghiém bang cich b8 sung vao huyét tucng ngudi
bénh mdt hugng fibrinogen.
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THO1 GIAN TIEU EUGLOBULIN HUYET TUONG

1. Nguyén ly

Duya vao dic tinh tda trong méi trudng acid cia cac euglobulin huyét tudng,
ngudi ta acid hoa huyét tuting dé thu nhiing chit nay va loai bd céc chat vc ché
tiéu s¢i huyét. Sau d6 lam déng euglobulin huyét tuong va theo d6i thai gian tidu
déng, dé danh gia nhanh mitc d6 hoat dong cia hé thong tidu sgi huyét.

2. Hoa chat va thudc thu

Huy#&t tuong citrat chiing va bénh

- CaCl, M/ 40

Acid acetic 1,6 % pha lodng thanh 1/100 trong nuéc cét
Dung dich dém borat pH 7,6

3. Ti€n hanh ky thuat
o= Trong 6ng nghiém kich thudc 75 x 12 mm cho 0,5 m] huyét tudng nghéo
tiéu cau, cho thém 9,5 ml acid acetic da duge pha 1/100 trong nudc cat.
— D4éo nhe 6ng trén déu
- Dé vao talanh 4°C trong 20 phit.
— L&y ra chia déu sang 2 &ng ( mdi 6ng 5 ml)
— Ly tdm 3000 vong trong 10 phiit
— LAy ra gan bd phan nudc trong giit lai tha, ding gidy loc tham khé thanh éng.
— Cho vao mdi ong 0,25 ml dém borat va hoa tan taa.
- Cho thém vao mdi 8ng 0,25 ml CaCl, M / 40 dat vao binh cach thuy 37°C,
theo ddi tdi lic dong va bAm ddng hé theo ddi thdi gian tan.
4. Két qua
- Tan truée 10 phat: tiéu sgi huyét tdi cap, ning
— Tan 10 - 30 phit: tidu sgi huyét cap
— Tan 30 - 60 phiit: tidu s¢i huyét ban cép
— Tan tit 60 - 120 phat: tiéu sdi huyét tiém tang
— Tan sau 120 phat: binh thuong

5. Nguyén nhan sai 1am

- Truong hgp tidu sgi huyét cdp, ning va tidu sgi huyét nghidm trong, dung
dich s& khong dong dude, cin cung cdp thém fibrinogen cho méi 8ng dé dung dich
c¢6 thé déng va theo déi tan.

—~ Céan phén biét giam sgi huyét va tidu sgi huyét khi theo dai bién ddi cia
cuc déng.
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NGHIEM PI!!\P ETHANOL HOAC PROTAMIN SULPHAT
BE PHAT HIEN FIBRIN MONOMER

1. Nguyén ly

Khi thrombin tac ddéng l1én fibrinogen tao fibrin, mét it fibrin khéng duge
polyme hoé sé& hinh thanh phic hé hoa tan vdi fibrinogen va FDP. Nhiing phiic hé
nay ¢4 thé duge phat hién in vitro bdi ethanol hodic protamin sulphat.

2. Thudc thir, hoa chat

- Huyét tudng citrat

— Protamin sulphat 1% ho#c ethanol 50% trong nudc cit.

— Chtng duong: thém 0,1 ml thrombin ( 0,2 don vi NIH /ml } vao 0,9 ml
huyét tudng citrat va  vao binh cach thuy 37°C trong 30 phit. Nhitng sgi fibrin
s& dugc hinh thanh trong thoi gian 0 va s& duge nhén th&y khi quay ly tam.

3. Tién hanh ky thuat
3.1. Nghiém phdp protamin sulphat

~ Thém 0,05 ml protamin sulphat vio 6ng nghiém chita 1 ml huyét tudng
bénh vd 8ng ching dudng.

— Dé éng ding trong binh cach thuy 3 phut.

Két qua duong tinh khi thay hinh thanh ludi hodc s¢i fibrin. Néu khéng
thdy la két qua am tinh.

3.2. Nghiém phdp ethanol

-~ Trong Ong nghiém ¢ 0,45 ml huyét tudng citrat giau tiéu cAu cho thém
0,15 ml ethanol 50%, day nit kin, dat & nhiét d6 4°C trong 10 phiit.

- L&y 6ng nghiédm ra xem. N&u cé su hinh thanh gel hoac déng la ké&t qua
dudng tinh. N&u khéng c6 tia van trong la Am tinh.

4. Nguyén nhan sai lam

— Dung cu 14y mau khéng ding quy cich (ng dung bénh phdm phai 1a
nhua hoic thuy tinh ¢é trang silicon).

- MAu mAu xét nghiém bi déng

— Dung cu lam xét nghié@m khéng sach
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PHUONG PHAP XAC BINH FIBRINOGEN

1. Binh lugng nhanh
1.1. Nguyén ly

Sau khi thém thrombin vao huy8t tuong thi huyét tudgng sé bi dong. Thoi
gian déng phu thude ham lugng fibrinogen trong huyét tuong. Dya vao d6, ngudi
ta cho du thrombin dé danh gia néng &6 fibrinogen.

1.2. Thudc thia, hod chat

— Thrombin: dung dich thrombin 250 don vi NIH trong 1 m] NaCl 0,9%
~ Pém barbiton pH 7.4: Truée khi dung pha véi NaCl 0,9% theo ty 1& 1: 1
— Fibrinogen 0,4g/l: Fibrinogen ngudi 40 mg/100 ml dém barbiton.

1.3. Tién hanh ky thudt
— L&y mau. tach huyét tudng: tuong tu tach huyét tuong trong xét nghiém
thoi gian Howell.

— Pha dung dich fibrinogen dé ¢6 ndng d6 0,1; 0,2; 0,3 g/l trong dung dich
dém. Chuén bi 4 8ng nghiém, cho vao bé &m 37°C .

— Cho vao mdi ng 0,2 ml dung dich fibrinogen theo cac néng do da pha.

— Thém vao 0.2 ml dung dich thrombin, bAm déng h6 theo ddi thoi gian
déng (vita lic tron viza theo dsi déng). V& dudng thang chuan clia thdi gian déng
va néng dé fibrinogen trén gidy logarit kép.

— Pha lodang 1/10 huyét tudng bénh nhan trong dém barbiton va tién hanh
xét nghiém nhu trén. -

1.4. Két qua

Thdi gian déng duge déi chidu trén dudng thing chuin. Sau d6 nhan véi 10 dé
¢6 lugng fibrinogen trong huyét tuong bénh nhan. N&u thdi gian déng khéng ndm
trong gidi han dudng thang chuén thi c¢in pha miu xét nghiém & cac néng 46 khéc
cho thich hop (dic hay lodng hon 1/10) va nhén theo ti 18 pha lodng méi nay.

2. Ban dinh lugng
2.1. Nguyén 1y

Céac ndng do pha loing ctia huyét tuong binh thudng va miu xét nghiém
duge lam dong bfmg thrombin. So sadnh hién tudng déng ¢ nhing néng d§ pha
loang khae nhau dé tinh ty 1& fibrinogen trong mau xét nghiém.
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Céac xét nghiém duge thuc hién vdi dung dich pha loang: (a) trong nudc muéi,
(b) trong nuédc mudi cd chia epsilon aminocaproic acid (EACA) dé ngin ngia tiéu
801 huyet va (c) trong nude mudi ¢é chia protamin sulphat dé ngin ngia tae dung
tc ché& ctta san phim thoa1 hoa fibrinogen va fibrin néu cb. Trong nhiing truong

hop cép cdu chl nhiing néng d6 pha lodng véi nudc mudi c6 th8 di cho nhing
thong tin cin thiét.

2.2. Thudc thi, hod chéat

— Huy#t tudng citrat cia bénh nhan va ngudi binh thuong.

— Thrombin: pha 50 don vi NIH trong 2 m! dung dlCh NaCl 0,9% ngay trudc
khi dung.

- EACA: 1 mg/ ml dung dich NaCl 0,9%.
2.3. Tién hanh ky thugt

— Chu#n bj 3 by, mdi by 7 dng nghiém dé xét nghiém huyét tudng binh
thudng va 3 b khac tudng ty dé xét nghiém huyét tuong bénh nhén.

— MGJdi 6ng caa bd thit nhat cho 0,5 ml nude mudi,

- MB&i 6ng ciia bd thit hai cho 0,5 ml EACA pha trong nuée mudi.

— Trong 6ng mot clia bd thit ba cho 0,5 ml protamin sulphat pha trong nude
mudi va 6 6ng con lai cho 0,5 ml nude mudi.

— Thé&m 0,5 ml huy&t tudng binh thudng hodc miu xét nghiém vao dng diu
cia méi b, tron déu va chuyén 0,5 ml sang 6ng 2 va tiép tuc tuong tu sang ng 3,
4...nhut vay ta sé ¢6 nong d6 huy#t tuong tix 1/2 dén 1/128.

- Thém 0,1 ml thrombin vio mdi 6ng va trdn déu.

— D&t cac dng vao binh cach thuy 37°C va dé yén 15 phit, sau d6 kiém tra
xem c6 fibrin hay khdng (¢6 ddng hay khong) ?
2.4. Két qua

— Binh thudng fibrin sé ¢6 6 trong tit ca cac ndng @6 pha lodng huyét tuong
" tir 1 dén 1/128. Trong giam fibrinogen ning thi khéng thay cuc déng & bat ky néng
d% ndo, néu giam nhe thi sé c6 cuc ddng fibrin & 1 - 3 6ng dau.

- Né&u thdy cuc d6ng & cac dng c6 EACA pha lodng hdn so véi 6ng chi cé
nudc mudi thi chitng t& tiéu sgi huyét nang.

— Néu thay cuc dong g dng cb protamin sulphat néng d6 pha loang cao hon
so véi dng chi ¢6 nude mudi la ¢6 sdn pham thoai hoa f1br1nogen va fibrin trong
huyét tuong.

— Céc 6ng nghiém cha bd huyé’t tuong binh thuong ding lam chiing ducng.
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BINH LUONG CAC YEU T0 DYA TREN C0 SO

XET NGHIEM THO1 GIAN PROTHOMBIN
(Prothrombin, yéu té' V, Vil va X)

1. Nguyén ly chung

— Thi gian prothrombin cia huyét tudng biéu hién ndng dé cic yéu t& V, VII,
X, fibrinogen va prothrombin. Muéh dinh lugng mét trong céc y&u t3, ngudi ta theo
déi thai gian prothrombin clia huyét tudng véi thude thit c6 du cac yéu t6 khac.

— Thudc thi 46 la cdc miu dong khé cla huyét tuong ngufﬁ khong c6
prothrombin hodc y&u t6 V hodc yéu t6 VII duge ban sin. Nhitng san pha{m nay
Chﬂd hoat tinh y&u t& can dinh lugng khéng qua 1% nhung ¢6 da cac yéu t& khac
can thiét cho xét nghiém thdoi gian prothrombin.

— Dinh lugng dya trén sy so sanh mic d6 diéu chinh théi gian prothrombin
cia huyét tudng thidu hut y&u t& da bigt sau khi thém vao cdc néng d6 pha loang
cia huyét tuong bénh va sau khi thém vao cic ndng d6 pha lodng clia huyét tusng
ching.

— Thdi gian prothrombin duge danh gia bing cach dung thromboplastin ti
6c dong vat (tho) véi CaCl,.
2. Dinh Iu'gng yéu té I, Vv, Vil
2.1. Thudc tha, hod chat

— Huyét tuong thiéu hut yéu t& ¢inh kidm tra.

- Dé&m mudi barbiton

— Thromboplastin tir é6c thé hosc éc ngudi.

~ CaCl; M / 40 ( 0,025 mol/l).

— Huyét tuong chiing.

2.2. Tién hanh ky thut

- Pha loang huyét tuong chitng va huyét tudng cin kiém tra & 3 néng do:
1710, 1/50, 1/100 trong dém.

— L&y 3 6ng nghiém, trong mdi dng cho:

+ 0,1 ml huyét tudng chiing da pha d cac néng db trén

+ 0,1 ml huyét tuong khong cé y&u t8 kiém tra (II hodc V hogc VII)
+ 0,1 ml thromboplastin

— D& vao binh cach thuy 30 giay;
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— Sau d6 thém vao médi éng 0,1 ml CaCl,, bAm déng hd theo déi thdi gian dong.

- Ké dudng bidu dién giita thdi gian déng véi 46 pha loang trén gidy
logarit kép.

— Tiép tuc lam nhu thé véi huyét tuong bénh réi doc két qua trén dé thi.

Ghi chii: ¢6 thé chuén bi cac huyét tuong thigu cac y&u t8 nhu sau:

— Huyét tudng khong cé yéu t& V ¢ thé duge chudn bi bing cach 14y huyét

tuong oxalat u ¢ 37°C trong 3 ngay trong diéu kién vd tring (mau chéng déng ty
.18 9: 1 vdi oxalat natri 14 g/l), bao quan 4 -20 °C.

- Huyét tudng khong ¢é y&u t6 VII <6 thé chuén bi tit huyét tusng bénh
nhan diing Warfarin sau 48 gid hodc huyét tudng cia mét loai ché cé thidu hut
yéu t& VII bam sinh.

- Noc ran Viper Dai Loan (oxyuranus scutellatus) c¢é kha nédng truc tiép
bién prothrombin thanh thrombin trong su ving mit cta nhiing yéu t§ déng mau
dd bi&t nao d6. Vi thé& ¢6 thé diing né nhu mot thude thit dic hiéu dé dinh lugng
yéu t6 II mét thi,

— Bach Quéc Tuyén va cong su di san xudt thude thi dé dinh lugng yéu t&
IT tit huyét thanh oxalat hoa va huyét tudng hat véi ty 1é 1: 2.

— Thudc thit 4€ dinh hugng yéu t& VII dudc san xudt tit huyét tucng citu chéng
ddng bing wintrobe, hut bang bt silicagen G hodc trén mang loc amiidng 20%.
3. Pinh lugng yéu té X
3.1. Nguyén Iy

- Thay thé& thromboplastin trong thdi gian Quick bdng noc rdn hé mang

Russell pha loing ta sé ¢6 thdi gian déng dai han. Noc rdn hoat hoé rdt manh yéu
t6 X ma khéng cdn sy tham gia ca yéu to VII. °

— D2 dinh lugng yé&u t8 X, nguoi ta ding mdt thude thi d6 1a huyét tudng bd
loc qua than hoat. Thudc thi nay thiéu hut ca hai yéu t& VII va X. Nhung néu
thay thromboplastin bang noc rin Russell d¢é xét nghiém thoi gian prothrombin,
yéu t& VII thigu hut s& khoéng anh hudng dén két qua.

— 8o sanh thdi gian prothrombin vdi noc rédn Russell cia thudc thit nhd y&u to
X ctia huyét tuong chiing va bénh dé biét ndng 46 yéu 6 X etia bénh nhan.
3.2. Thudc thu, hod chat

— Huyét tuong bo loc amidng ( khong cé yéu t& X)

- Dung dich noc ran Russell 1/150000 pha véi cephalin.

— Cephalin pha v6i dém musi pH 7,4 dé ¢6 ndng d6 thich hop.

— Huy#ét tuodng citrat ciia chiing va bénh.

- CaCl,M/ 40

- 6ng nghiém, pipette, thiing cach thuy, déng hé bam giiy.
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3.3. Tiéh hanh ky thudt

~ Pha loAing huy&t tudng ching va bénh 1/10, 1/100, 1/1000 trong dém mudi
pH 7.4.

— Cho vao mdi éng nghiém 0,1 ml huyé&t tucng bd khéng c6 yéu t& X, 0,1 ml
huyét tuong chitng va bénh pha loang 8 cac néng dé va 0,1 ml thude thi gom noc
réan vdi cephalin.

- Dé vao thang cach thuy.

— Sau ding 30 gidy cho thém 0,1 ml CaCl, M/40, bdm déng ho theo dai thai
gian dong. Lam mdi éng cha mdi nong d6 lap lai 2 14n.

3.4. Két qua

- Thdi gian déng ctia cac nong dd huyét tuong ching sé duge vé thanh

dudng thang trén giay logarit kép.

~ Hoat tinh y&u t6 X clia bénh ¢6 thé doc trén dd thi theo k&t qua thdi gian
déng cuia dng cé huyét tuong bénh pha loing 1/10.

4. Nguyén nhan sai lam
(ciia dinh lugng céc yéu t6 dya trén cd sg thdi gian prothrombin).
Ngoai nhitng nguyén nhan chung nhu 14y bénh phim khong chinh xac, dung

cu khong sach, & ddy cdn cha ¥ dén chét lugng ctia thude thi: néu trong dé con
nhidu y&u t& ma ta cAn loai trit, k&t qua sé khéng chinh x4c.

BINH LUONG CAC YEU TO DUA TREN CO SO

THO1 GIAN THROMBOPLASTIN TUNG PHAN
(Yéu t6 VIlI, IX, XI va X1i)

1. Nguyén ly

Thai gian thromboplastin titng phan cia huyét tuong ngudi hay huyét tuong
bo khéng c6 mdt trong cac yéu td VIII, IX, XI va XII s& bi kéo dai. Thai gian nay
sé duge didu chinh khi bd sung huyét tudng ¢ yéu 8 thidu hut d6. Mie do diéu
chinh phu thude ndng d6 y&u t§ thidu hut trong huyét tuong bé sung. Dya vao d6,
ngudi ta pha loing huyét tuong cin xét nghiém ra céc néng d6 khac nhau va trén
véi huyét tuong khéng cé y&u t& cdn khéo sat (huyét tuong thir) dé theo déi mite
@6 diéu chinh va tinh ra néng d6 yéu t& dong mau dé.

O day ching téi md ti phuong phap dinh lugng yéu t6 VIII C mdt thi con
phudng phap dinh lugng cic yéu td IX, XI, XII ciing tucng tu.
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2. Ky thuat
2.1. Dinh luong yéu té Vil C
2.1.1. Dung cu, hoa chét

- Huyét tuong tha: 1a huyet tudng khéng c¢é yéu t6 VIII C, ¢6 thé dung

loai doéng khd ban sfn, ¢6 thé diing huyét tuong ctia bénh nhan hemophilia A

c6 hoat tinh y&u t& VIII C dudi 1% hodc ¢ thoi glan sinh thromboplastln ting
phéin hoat hoa trén 150 giay va khéng cé khang thé khang yé&u t6 VIII C.

_ Cephalin: ¢6 thé ding loai déng khé ban sin hodc tu san xuét tai phong
thi nghiém.

- CaCl, M/40.

- Kaolin: 5 g/l trong dém.

-~ Huyét tuong ching: ¢ thé diing pool huyet tuong cuia ngudi binh thudng,
¢6 thé diing huyét tudng da biét trude heat tinh yé&u t8 VIII C.

2.1.2. Quy trinh ky thugt
— L&y mau bénh nhéan tach huyét tudng nhu xét nghiém thdi gian Howell.
- Pha lo&ng huyét tuong

+ Pha loéing huyét tudng ching theo ty 1&: 1/10, 1/20, 1/40, 1/80 trong dém
Michaelis pH 7,3.

+ Pha lodng huyét tuong bénh nhén theo ty lé' 1/10 (n&u bénh phdm la miu
y&u t& VIII c¢6 dac thi cAn pha lofing hon).

- Tién hanh xét nghiém:
+ Xay dung dé thi chuéin: trong mot day Sng nghiém:
M1 dng cho 0,1 ml huyét tuong chitng & mdi néng d6 pha loéing,
0,1 ml huyét tudng thi (khdéng cé yéu t& VIII C),
0,1 m] hdn dich cephalin-kaolin
U d binh cach thuy 37°C trong 2 phiit.
Sau d6 thém 0,1 ml CaCl, M/40 .
Bam déng hd, theo dai thdi gian déng.

Dya vao thdi gian déng & cac dd pha lodng, ta dung mdt dd thi trong dé
truc tung 1a thoi gian déng cta cac 4 pha lqéng, truc hoanh 14 hoat tinh
cta yéu td VIII C. D4 thi s& 1a mdt dudng thang.

+ Xét nghidm mAu kiém tra: cac bude tién hanh nhu d6i véi huyét tudng chimg.
Duya vao db thi ta tinh duge ndng dg yéu t6 VIII C.
Hoat tinh yé&u t8 VIIIC ctia ngudi binh thudng 1a 50 - 200%.

2.1.3. Nguyén nhéan sai Iam

_ Huyét tugng thit chua diing tiéu chuén (con hoat tinh VIII C trénl%).
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- Két qud thdi gian déng cha céc ndng dd pha loang huyét tuong chiing
khong chinh xéc¢ nén dd thi khéng phai 1a mot dudng thing.

- Mot s6 nguyén nhan chung: dung cu lam xét nghiém khéng sach, 1ay
bénh phdm khéng chuin.

Luu y: Ngoai sit dung huyét tudng chitng, ngudi ta con ding huyét tuong
chuin @& kiém tra, quy trinh gidng nhu d6i v6i huyét tudng ching va dé thi 1
mdt dudng thang song song véi dudng thing cta huyét tudng chitng.

2.2. Dinh lugng cdc yéu t6 khdc

Céc budc tién hanh tudng ty dinh lugng yéu t& VIII C, § diy chi trinh bay
cach chuén bi huyét tuong thd.

2.2.1. Dinh luong yéu 16 IX
Huyét thanh khéng c6 yéu t& IX:
— L&y 3 ml mau bénh nhan bj bénh hemophilia B cho vao dng nghiém nhéo

— Cho thém vao 3 giot thromboplastin da pha lodng 1/10 trong dung dich
NaCl 0,9% hoac dung dich dém Michelis pH 7,3.

- DE dong & thing cach thuy 37°C trong 4 gid cho cuc mau co hoin toan,
quay ly tdm tach huyét thanh.
2.2.2. Bjnh lugng yéu t5 XI

Huyét tuong khéng cé yéu t& XI:

- L&y mau chéng d6ng bing citrat

— Ly tdm manh tach 14y huyét tuong nghéo tidu ciu

- Hoat ho4 y&u t& XII biing Celit

~ D& & binh cach thuy 37°C trong 6 gid dé tidu thu hét y&u t5 XI,

Thit lai thoi gian APTT, chi sit dung 1am huy8t tudng thi khi thoi glan
APTT tit 150 gidy trd 1én.

Luu y:

[

Méu cua bénh nhan hemophilia ding san xuat thuéc thi phai khéng cé
khang thé khang yéu t6 d6 (IX, XI ).

DINH LUONG YEU TO Xint

1. Nguyén iy

Yéu t6 XIII duge hoat hoad trong quéa trinh dong mau nhd ion calci va
thrombin. Y&u t& XIII hoat ho4 lam 8n dinh cuc fibrin.
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Khi ¢6 da yéu t6 XIII cuyc fibrin sé khéng hoa tan trong dung dich uré
5mol/l, ¢on cuc fibrin dude tao tif huyét tuong thiéu yéu t8 XIII sé bi tan.

2. Thudc thir, hoa chat
— Huyét tuong citrat cia bénh va cia ching.

- CaCl, M/40
— Uré 5 mol/1 (300 g/)

. 3. Tién hanh ky thuat

— Chuén bi 2 6ng nghiém thuy tinh kich thude 75 x12 mm
- Cho 0,2 ml huyét tuong chiing hodc bénh vae méi éng

— Cho thém 0,2 ml CaCl, M/40 vao tiing dng

— U § thang cach thuy 37°C trong 30 phit, sau dé thém 3 ml dung dich uré
5 mol/l.

— Léc cuc ddng trong dung dich uré. Dé &ng nghiém & nhiét doé phong qua
dém va kiém tra cuc ¢6ng vao hém sau.

4, Két qua

- Né&u yéu t& XIII ¢6 trong huyét tuong thi cuc déng van con.

~ Phudng phéap nay thudng chi dung dé chdn doan thigu yé&u t§ XIII bAm
sinh va nhiing trudng hgp yéu té XIII < 1%.

Luu y:
— D& bi&t Xha ning lam tan cuc fibrin cia dung dich uré, ngudi ta tién
hanh 1am xét nghiém vdi éng chitng dudng nhu sau: trong éng nghiém cho 0,2

ml huy#ét tuong citrat, 0,2ml thrombin, sau dé cho dung dich uré nhu trén. Cuc
d6ng s& tan trong uré vi yéu té XIII khéng hoat hoa do thi€u Ca'".

— (6 thé thay dung dich uré 5 mol /1 bing acid monochloracetic 2%.

DINH LUONG SAN PHAM THOAI HOA FIBRINOGEN VA FIBRIN
(Fibrinogen and fibrin degradation products - FDP)

- FDP c6 mat nhanh chéng trong mau d ca hai trudng hgp: tiéu sg¢i huyét
toan thé va tidu sgi huyét cuc bd k&t hgp véi sy lang dong fibrin trong 1dong mach
(¢6 ddng mAu trong long mach).

— Trong mau ngudi binh thudng c6 thé c6 FDP dudi dang vét, d6 1a két qua
cha tiéu sgi huyét sinh ly. FDP cao hon trong thdi ky kinh nguyét, dic biét &
ngudi rong kinh. FDP ciing tang & ngudi xo gan, tdc mach, nhéi mau phéi va trong
bénh nhin ghép than. G bénh nhan ghép théin, ting FDP trong nude tiu 12 biéu
hién cta tinh trang thai ghép.
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— FDP can trd phan {ing thrombin - fibrinogen, 1am kéo dai thai gian thrombin
huyét tuong. Huyét thanh c6 FDP sé lam tang nhanh sy két tu cta tiéu cdu.

- Phuong phap mién dich 1 phudng phap nhay nhat dé xac dinh FDP.
1. Pinh lugng FDP dya vao phuong phap mién dich (c ché ngung két
hong cau cua Merskey
1.1 Nguyén ly

FDP c6 tinh khang nguyén, sé phan tng véi khang thé khang fibrinogen
ngudi. Khi cho vao huyét thanh ¢6 FDP, khang thé khang fibrinogen ngudi sé bi
trung hoa va do d6 giam kha ning ngung két hong cAu duge gin fibrinogen (iic
ch& ngung két héng ciu).

1.2, Chuéin bj thudc thd, hod chét va dung cu
1.2.1. Thuéc thir

— Dung dich dém pH 7,2

+ KH,PO, 0,15 M 23,9 ml

+ Na,HPO,0,156M 76 ml

+ NaCl0,85 % 100 ml

— Dung dich dém phosphat citrat pH 6,4
+ 0,35 thé tich Na,HPO, 0,15 M

+ 0,65 thé tich KH,PO, 0,25M

+ 1 thé tich natri citrat 0,1 M

1.2.2. Huyét thanh ngudi binh thudng va huyét thanh bénh

— L&y 3 m] mau khéng chéng déng vao 6ng nghiém ¢é sén 10 mg chat dc
ché: acid amino caproic (hodc chét tic ché Kuniet).

— Pé & thung cach thuy 37°C trong 3 gid.
- Quay ly tdm 3000 vong/phit trong 10 phiit, tich l&y huyét thanh.
1.2.3. Huyét tugng chimg

_ — Trén huyét tuong citrat cia nhitng ngudi binh thudng cing nhém héng
cau hé ABO.

- Ly tdm manh 3000-5000 vong/phit trong 20 phuat. Bd cién, dinh lugng
fibrinogen trong huyét tuong do.

1.2.4. Huyét thanh chéng fibrinogen ngudi
— Tiém fibrinogen ngudi cho thé tao khang thé. Khi ¢é hidu gia cao dat yéu

céiti thi 18y mau thd khéng chéng déng, thu huyét thanh, kiém tra bing dién di
mién dich va hiéu gia khang thé trude khi luu tri.
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1.2.5. H8ng cdu ngudi nhém O hodc hdng céu curu

— L&y 20ml mau, chéng dong béng 3 ml ACD hoiic citrat, mau dé huu trit 2
ngay trude khi cam nhiém.

X 1y hong cdu véi acid tanic 1/200.000:

+ Rita héng cau 7 1an bang dém pH 7,2.

+ Pha héng cdu 5% trong dém pH 7,2

, + Xu 13’7 véi acid tanic: 1 thé tich hdng cu 5 % véi 1 thé tich acid tanie
1/200.000, dé & nhiét d¢ phong (c6 thé trong gidi han 22- 37°C) trong 20 phit.

- Rita héng cdu 3 ldn bidng dém pH 7,2 va cudi cing pha thanh hdng ciu
5 % trong dém.

1.2.6. Dung cu vi ngung két, khay nhua nhiéu hang 16
1.3. Tién hanh ky thujt
1.3.1. Hiéu gia khang thé

- Cam nhiém hong cdu

+ Hong ciu 5% tiép xvic véi huyét tuong ngudi pha lodng 1/250 trong dung
dich dém pH 7,2.

+ Héng ciu 5% tiép xic v6i huyét thanh pha lodng 1/250

(1 thé tich héng cdu, 1 thé tich huyét tutdng hoé.c huyét thanh pha loéng
1/250 1 d 37°C trong 30 phut).

+ Rua héng ciu 3 1an réi pha lai 5%.
~ Chon néng d8 khang huyé&t thanh

+ Pha loaing khang huyét thanh bing dung dich dém pH 7,2 ¢ chita 1%
gelatin trén hai hang 18.

+ Hang 16 1 sé c¢6 thém héng cdu 5% da ti€p xic vl huyét tuong pha 1/250

+ Hang 186 2 ¢6 thém hdng cdu da ti€p xidc véi huyét thanh pha 1/250

+ D& & nhiét d phong, sau 1-2 gid doc ngung két

+ Nbng d6 khang huyét thanh duge dung la néng 46 16n hon 2 d6 pha loang
so vdi d9 pha loiing cudi ciing ¢on ngung két.

1.3.2. Dinh lugng FDP

— Pha loang huy8t tuong chuén (Pool di duge dinh lugng fibrinogen) trong
dém pH 7,2 ¢6 1 % gelatin v8i néng d4: 1/30, 1/80, 1/270, 1/540.

(V6i cAc méu kiém tra va huyét thanh binh thudng (cé chit c ché) thi
pha 1/3, 1/9, 1/27..).

- Cho 0,05 ml huyét thanh & hiéu gi& da chon vao mdi 16 & 10-30 phit &
4°C, thém vao mbi 16 0,05 ml héng cdu 5% di cdm nhifm dé nhiét 46 phong 2 gid.
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1.4. Két qua

— Chitng duong 12 hang ¢6 huyét tuong chuén.
— Ching 4m 1a hang ¢6 huyét thanh ngudi binh thudng.

— Midc d6 ngung két ¢ 46 pha loAng cha miu cin kiém tra dude so sanh véi
huyét tudng chudn.

Thi dy; huyét tudng chuin cé chita 300mg/l, fibrinogen tc ch& d6 ngung két
g 1/600 thi mdi d4 pha loang sé 1a:

1000 1
300 x — x —— =0,5ug/ml
100 6000

Néu ttic ch€ ngung két xay ra § 1/80 cha hang méu can kiém tra thi trong
mau & 6 0,5ug/ml x 80/1 =40pug/ml FDP.

Binh thu?éin'g trong huyét thanh cé ti 0-5ug/ml.

1.5. Nguyén nhan sai Iam
~ Noéng d6 acid tanic khéng thich hgp dé xi 1§ héng cAu
— Khéng huyét thanh khéng ddm bae ch&t lugng.

2. Binh lugng FDP bang phuong phap ngung két latex
2.1. Nguyén Iy

Khi tron huyét thanh ho#c nuée tidu vdi dich treo c6 hat latex da gin khang
thé déc higu chéng FDP, néu c6 hién tugng ngung két, nghia la trong huyét thanh

ho#c nuée tiéu c6 FDP. Phuong phap bén dinh lugng duge tién hanh bing cach
rha lodng mAu xét nghiém & cac néng d6 khac nhau.

2.2 Thuéc thir, hod chét
Ding thrombo-wellcotest kit (Wellcome reagents LTD. Beckenham, K=nt).
2.3. Tién hanh ky thuét

— Téch huyét thanh:

+ Lédy 2ml mau vao mdt 6ng nghiém chuyén dung cho xét nghiém FDP (c6
chita thrombin va chdt dc ché tiéu dam dé mau déng nhanh va ngin ngita tiéu 801
huyét invitro).

+ Dé &ng mau vao thang cach thuy 37°C cho d&n khi cuc mau bit ddu co,
quay ly tdm tach 1dy huyét thanh dé Jam xét nghiém.

- Thuyc hién phan vng:
+ Pha loAng huyé&t thanh 1/5, 1/20 véi dém glycin c6 trong bd kit.

+ Ly mot giot hdn dich 6 mdi d¢ pha loing cha huyét thanh nhd vio phién
kinh véi mét gigt dich treo latex. Lic phién kinh nhe nhang cho dén khi nhin thdy
ngung ké&t cac hat latex bing mat thudng (thdi gian khong qua 2 phit).
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— Né&u chdt xét nghiém la nudc ti€u ciing 1am tuong tu nhu huyét thanh: cho
2 ml nude tiéu vao énhg chuyén dung, dit vao thing cach thuy 37°C khoang 30
phiit, sau d6 loc nuée tiéu qua gify loc hinh dia (Whatman GF/B). Thuc hién phan
ing véi nude tifu khong pha lodng va pha lodng 1/5.

2.4. Két qud

— Huy#ét thanh: néu xuat hién ngung két & d6 pha lodng 1/5 thi lugng FDP
trong huyét thanh khéng qua 10 pg/ml, néu ngung két 6 dd pha lodng 1/20 thi
- lugng FDP trong huyét thanh khong qua 40 pg/ml.

- Nudc tiéu: Néu ngung két § nudc tiéu khéng pha loang thi FDP khéng qua 2
ug/ml, néu ngung két & d6 pha lodng 1/5 thi FDP khéng qua 10 mg/ml nuée tiéu.

— K&t qua caa phudng phap dung latex tudgng tu vdi phuong phap ding
héng cAu xu ¥ bang acid tanic nhung né cho két qua nhanh va tién cho nhiing
phong xét nghiém khéng lam thudng xuyén.

HOAT TiNH YEU 10 3 TIEU CAU
(Phuong phdp Rabiner va Hrodek)

1. Nguyén ly

Hoat tinh y&u t& 3 tidu cdu x4c dinh bing sy khac nhau cta thi gian duge
phuc héi calei caa huy&t tuong sau khi duge hoat héa bdi kaolin trude va sau khi
loai bd tiéu cdu. Ban dinh lugng dugc danh gid qua dudng bidu dién thdi gian
déng ctia huyét tudng binh thudng véi s6 lugng tidu cau 50 x 10°/1, 25 x 10%1, 12,5
x 10% 1. '

2. Thudc thit, hoa chat

— Mau chéng ddng bang citrat natri 3,8% ti 1& 1/10 trong éng nghlem nhua
hoac thuy tlnh trang silicon. Quay li tdm dé c6 huyét tuong gidu tiéu cdu va
ngheéo tiéu ciu.

- Ding huyét tusng nghéo tiéu cau a8 pha lodng huyét tudng giau tidu cdu,
dé ¢6 50 x 10° va 12,56 x 10% 1, c¢6 thé dung pool huyét tuong nghéo tiéu cdu cla
ngudi binh thudng nhung dé lau.

~ Dung pool huyét tuong nghéo tiéu ciu binh thudng pha huyét tudng giau
tiéu cAu dé c6 8 lugng tidu clu 50 x 10°, 25 x 10°va 12,5 x 10% 1.

~ Kaolin 5mg/ml hoéc celit 15mg/ml.
— Dbém Michalis pH 7,3
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3. Tién hanh ky thuat

— Trong céc 6ng nghiém chita 0,1ml huyét tudng c6 chita s6 lugng tiéu cAu khac
nhau: 50 x 10° 25 x 10° va 12,5 x 10%1 va nghéo tiéu cau chiing, 50 x 10°, 25 x 10°%, va
nghéo tiéu ciu bénh.

—~ D4t vao thiing cach thuy 37°C, cho thém 0,1ml hén dich kaolin 5mg/ml
hay celit 15mg/ml ldc déu. Ping 2 phiit sau cho thém 0,1ml CaCl M/40 badm dong
hé theo déi thoi gian dong.

4. Két qua

— Su khac nhau giita thdi gian déng ctia 6ng huyét tuong gidu va nghéo tidu
cau néi 1én hoat tinh y&u td 3 tiéu cau.

Qua thdi gian déng cia cac 6ng huyét tudng ching, vé dudng thang thing
chufn trén gidy logarit kép vdi truc tung 13 thdi gian déng, truc hoanh 14 cac néng
do tiéu cdu (50 x 10%1 tuong duong 100%, 25 x 10%1 tuong duong 50%...). Tit d6 thi
nay tinh duge hoat tinh y&u t& 3 tiu cdu ctia bénh nhén qua thdi gian déng.

5. Nguyén nhan sai lam
~ Mau 8y dé lau qua 3 gid mdi lam xét nghiém

- Pha loang tiéu cdu khong chinh xac

XET NGHIEM B0 BO NGUNG TAP TIEU CAU

Cé hai phUdng phap chinh duce st dung dé danh gia d6 ngung tap tiéu ciu:
Do do ngLrng tap tiéu cAu tu phat va do do sau khi cho chat kich tap vao.

1. Nguyén ly: Ky thuat do ngung tap tiéu cAu bing may do ngung tap tiéu clu tu
dong khi cho chit kich tap ti ngoai vao:

Khi cho chat kich tap (ADP, collagen...), tiu cdu s€ ngung tap khong héi phuc
va lam thay &6i mat dé quang hodc dé trd khang ctia dong dién. Miic &8 thay déi
ngung tap duge phan anh qua muc dd thay d6i mat d6 quang hoac dé trd khang.

2. Hoa chat, phuong tién, dung cu
— May do ngung tap tiéu ciu tu djng

— Chat kich tap: ADP, collagen..., véi nong dd thich hgp

~ MAu mau: mau tinh mach, 18y bang bom tiém nhuya, éng nhua, chéng
dong béng citrat natri 3,8% (hodc 3,4%) theo ty le 1 thé tich chong déng tron véi 9
thé tich mau. Ly tdm thu huyét tuang gidu tiéu cAu va huyet tudng nghéo tidu
cdu. Trong mot s8 truong hgp, o t_he st dung mAau toan phan dé lam xét nghiém.
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3. Quy trinh ky thuat

— Phén ph&i huyét tuong gidu tiéu cdu va nghéo tidu clu vao céc cong
(lugng huyét tuong tuy theo titng may) va dit vao cac vi tri quy dinh trén may.

— Tién hanh cic bude theo tudn ty quy dinh (phu thude tirng loai may).
4, Két qua va danh gia

Két qua ngung tap tiéu cdu duge thé hién bing: dd ngung téap tdi da, d6 déc
clia dudng cong ngung tap, thdi gian xuét hién ngung tap, thdi gian ké tit khi xust
hién ngung tip dén khi dat ngung tap t&i da. K&t qua ngung tap tiéu cdu thé hién
bang d6 ngung tap t6i da thudng dude st dung nhit.

Tri s6 binh thudng clia ngung tap tiéu ciu tuy thude vio ting loai may, tuy
thudce vao loai, néng d6 chit kich tap. Méi phdng xét nghiém nén ¢6 tri s§ binh
thudng cua ridng minh.
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Hinh 2.1: Budng bidu di&n ngung tap tidu cdu véi ADP & ngudi binh thuong

Ngung tap tiéu ciu giam trong céc bénh 1y gidm chic ning tiéu cdu bim
sinh hosic méc phai. Tuy titng loai bénh ma ngung tap tiéu cu gidm vdi cac chat
kich tap khac nhau,
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Hinh 2.2: Dudng bidu dién ngung tap tiéu cau véi ADP & ngudi db ngung tap tiéu cau giam

Ngung tap tiéu cdu tang trong nhiing trudng hop tang hoat hoa tiéu cdu:
phu nitt ¢ thai, phau thuat, mot s& bénh 1y tim mach.

5. Nhimmg luu y khi tién hanh ky thuat

- Déi véi nhiing trusng hop st dung may do 46 ngung tap bang nguyén 1y thay
d61 mat d6 quang. bénh nhan ¢in nhin &n trong vong 12 gio trude khi 18y méu.

— K&t qua ngung tap tiéu cAu ¢ nhitng miu huyét tusng giau tiéu ciu c6 s0
lugng tiéu cau < 200.10%1 hoic > 400.10%1 it c6 gia tri trong danh gia chat lugng
tiéu cau.

- D61 véi nhiing trudng hgp st dung mau toan phéan dé do ngung tap tiéu
ciu; két qua bi anh hudng béi nhiéu y&u té, dac biét 12 hematoerit.

XET NGHIEM XAC BINH SU CO MAT CUA CAC CHAT
KHANG DONG LUU HANH

1. Nguyén ly

Thai gian mét xét nghiém déng mau kéo dai do: hodc thiéu hut mét hay
nhiéu yéu t& déng mau hoic sy c6 mit cua chit khang dﬁng lutu hanh. Nguyén ly
phat hién khang dong luu hanh dya vao kha ning bu cha cAc yéu t8 déng mau.
Thoi gian dong cia hén hop 1 thé tich huyét tuong binh thudng va 1 thé tich
huyét tusng cia bénh nhan thidu hut 1 hay nhiéu yéu t6 dong mau sé gin blng
thoi gian déng clia huyét tuong binh thudng. Trai lai, thoi gian déng cGa hdn hgp
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1 thé tich huyét tuong binh thudng va 1 thé tich huyét tuosng ctia bénh nhéan co
chdt khang dong luu hanh sé kéo dai gan bang thoi gian déng clia huyét tuong
bénh nhéan.

2. Dung cu, thuéc thir, hoa chat

Binh cach thuy 37°C.

Ong nghiém kich thudc 75x9,5mm.
Déng hd bam gidy.

Huyét tuong ching.

Tuy theo loai xét nghiém can tién hanh (thoi gian prothrombin hay thai

gian kaolin-cephalin hoat hod v.v...) ma chuén bi thudc thi.

3. Ti€én hanh ky thuat

Lay méau tach huyét tuong: nhu xét nghiém thdi gian Howell.

Tién hanh xét nghiém déng thdi véi 3 mau huyét tuong trong ciing didu kién:

+ Mau huyét tuong chiing.

+

+

Mau huyét tucng bénh,
MAu huyét tuong hén hdp chitng va bénh theo ty 18 1/1.

Ghi thoi gian dong cua ca 3 mau,

Trong mét s6 trudng hgp, tién hanh lai xét nghiém véi ca 3 mau sau khiu 2
g1G d binh cach thuy 37°C.

4. Két qua

Thdi gian dong cua mau huyét tuong hdén hgp chiing va bénh ty 1& 1/1 kéo
dai gén véi thai gian déng ctia huyét tuong bénh ching t sy ¢é mit cha khang
déng luu hanh. Can tién hanh xc dinh ban chit cua khang déng luu hanh nay.

Théi gian Théi gian Thdi gian Chat khang déng
cephalin - kaolin prothrombin thrombin luu hanh
Kéo dai Binh thudng Binh thuong XN, 11X, XD, vl
Binh thudng Keo dai Binh thudng VIl.- thromboplastin 18 chifc.
Kéo dai Kéo dai Binh thudng X VAl
Kéo dai Kéo dai Kéo dai Thrombin

Chi s6 Rosner:

APTT (bénh + chiing) — APTT (ching) x 100
APTT (bénh)

K&t qua chi so:

100

< 12: Khang déng ndi sinh (-)
>12 ~ <15: Khang déng ndi sinh nghi ngd (¥)
> 15: Khang déng ndi sinh (+)



XET NGHIEM CAC YEU T0 XHANG BONG MAU (ANTI - COAGUBATION):
PROTEIN C, PROTEIN S, ANTITHROMBIN It

Cac chat khang déng sinh ly bao gém: Protein C (Pc), protein S (Ps) va
antithrombin III (AT 11I), khi bi thiéu hut (gip trong cac bénh nhéan bi bénh di
truyén bam sinh) hoac giam sit vé ham lugng va hoat tinh (gap trong cac bénh
nhan bi réi loan déng mau theo hudng tiang déng) c¢é nguy cd din dén huyét khoi
v the mach. Cho nén viéc xét nghiém céc yéu 8 nay rdt can cho chin doan va
tién lugng hénh,

1. Xét nghiém protein C va protein §

O cac bénh nhan thigu hut Pe. Ps cac xét nghiém APTT, PT binh thuong, vi
vily viéc xac dinh nong &6 va hoat tinh ctua Pc, Ps § cac bénh nhan nay cé gia tri
chan doan cao.

Protein C: Nguyén 1y k¥ thuat: vi Pc 1a 1 khang nguyén, nén xu hudng
dung phuong phap mién dich nhu dién di mién dich, phéng xa mién dich, mién
dich gam men (ELISA) dung khang thé don dong dic hiéu Pc dang duge chi ¥
phat trién. k¥ thuat quang hoc so mau dung kit STA - Staclot - Pe cling dugc ap
dung. O ngudi lon mie d6 Pe > 70%, ¢ tre em thip hon.

~ Protein 8: Do ham lugng protein s phiic tap hon vi ¢6 2 thanh phan:
Protein S ty do v Ps két hop gén véi C4b. Thidu hut Ps ¢6 thé phat hién qua 2
dang: giam Ps toan phan va giam Ps tu do. Théng thudng cac ky thuat mién dich
hudng phat hién Ps tuy do. tuong tu nhu kj thuat ELISA phat hién Pc. Cling ¢6
thé dung ky thuat dién di mién dich chéo (Crossed Immunophoresis) phat hién c6
tinh chat dinh tinh Ps tu do va protein s lién hop.

2. Xet nghiém Anti - thrombin Il (AT III)

AT 111 1a ch&t khang déng quan trong, cung v6i Pe, Ps dong vai trd 1a cac
véu t0 nguy cd gay huyét khol, tdc mach. O 1am sang c6 thé gip hai thé: bdm sinh
di truyén va mic phdi. ca hai déu c¢é thé gay hau réi loan déng mau theo huéng
tang dong gay huyét khal (Thrombosis).

Nguvén ly ky thuat xac dinh AT III: AT IIT 14 1 protein ching la 1 khang
nguyén, nén phuong phap mién dich duge coi 1a phudng phép wu tién phét trién.
Tuy nhién, ciing nhu Pe, Ps viée chiét tach Pe, Ps, AT 1II tao khang thé don dong
la céng viée phic tap. C6 hai nhém ky thuat: k¥ thuat theo dudng chiic néng va
ky thuat theo dudng mién dich.

Céc ky thuit mién dich dude st dung &€ xac dinh AT IiI, cac ky thuat nay
hao gom:

~ Dién di mién dich {Immunophorosis)
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— Mién dich khuéch tan (Immunodiffusion)
- Phong xa mién dich (Radio - Immunoassay)-
— Mién dich gdn men (Enzym linted lmmunoassay = ELISA)

Trong dé ky thuat ELISA su dung khang thé don dong (monoclonal
antibodies) dac hiéu AT 111 dude quan tAm phat trién nhat.

O nuéc ta, cac xét nghiém vé cac chat khang dong sinh ly trén tdi nay chua
duge phat trién réng trong chan doan va tién lugng, cac yéu td gay huyet khdi, tac
mach. Nhung trong thoi gian khéng xa do sy gia ting cac tai bién vé tim mach,
san khoa v.v... doi hdi ap dung cac ky thuat dinh hudng céc yéu td khéng dong
g6p phan chan doan va tién luang huyét khai va tac mach do vai tro cua Pe. Ps,
AT 111 hoéc bam sinh hoac mac phai gay nén.



Chuong 3
DI TRUYEN HUYET HOC

CAY MAU NGOAI VI PHAN TiCH NHIEM SAC THE

1. Nguyén ly

Cac t&€ bao lympho mau ngoai vi khi tiép xtc vdi chdt gdy phan bao (mitogene)
c6 kha ning chuyén dang thanh t& bao non va phan chia. Lgi dung kha ning dé,
ngudi ta nudi cdy mau ngoai vi trong méi trudng ¢ chat kich thich phan bao va
sau d6 1am nging phan bao & ky giita - giai doan cé hinh dang nhiém sic thé
(NST) dién hinh dé 1am tidu ban quan sat NST. Phan tich NST t&€ bao mau ngoai
vi cho phép chan doan céc hdi chitng di truyén do bat thudng NST, xac dinh: NST
gidi clia ca thé hoac phat hién mét s8 tén thudng NST.

2. Dung cu, hoa chat
2.1. Hod chit

1.
. Mi trudng nudi cdy t€ bao: TC 199, RPMI hogic méi trudng MEM.
, Chat kich thich phan bao (PHA = Phytohemagglutinine).

. Huyét thanh nhém méau AB.

. Dung dich colcemid 0,004 %, (4 ug/ml)

= 2B L B - N oM

Heparin 5000 UL/ ml. Lo 5 ml.

. Chuén bi dung dich nhugc truong

Ho#c dung dich KCl1 0,075M
Ho#c dung dich huyét thanh AB pha loang 1/6 trong nude cét

. Chu#n bi dung dich c6 dinh

Dung dich Carnoy 1

Cén ethylic 99°  : 6 thé tich.
Acid acetic déc : 1 thé tich.
Chorofoor . 3 thé tich.
Dung dich Carnoy II

Cén ethylic 99° : 3 thé tich.
Acid acetic : 1 thé tich.
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2.2. Chuén bi dung cu
- Bom tiém v6 khuén.
— Lo cdy v6 trung cé dung tich 15 - 30 ml.
— Pipette cac loai.
- 6ng ly tAm nhon day dung tich 10 - 15ml.
~ Lam kinh sach.
— T4 am 37°C.
— Talanh.
- MaAy ly tAim quay ngang.
- Buéng cdy v6 khudn.

~ Kinh hién vi.
3. Quy trinh ky thuat
3.1. Nuéi cay

— L4y mau tinh mach vao bom tiém ¢é trang heparin, lugng mau 14y ti 1-2ml.
— Trong mbi lo cay cho: 6,5 ml dung dich nudi cdy.

1 ml huyé’t thanh AB.

0,1 ml PHA.

0,4 ml mau.

Léc nhe lo cay, dé t 4m 37°C ¢6 5% CO, (c6 thé day nit lo ey va dé th &4m
thuong 37°C) trong thoi gian 72 gid, hang ngay lac nhe 1-2 1an.

Sau 72 gio 11 d ti &m, cho vao méi lo cdy 0,1 ml dung dich colcemid 0,004%,
lac déu, dat lai ta &m tiép 2 gid.
3.2. Lam tiéu ban NST
3.2.1. Nhuoce truong

— Chuyén toan bd hén dich & lo ciy sau khi 4 2 gid vdi colcemid vao dng ly
tAm nhon day, ly tAm d méay ly tAm ngang 5 phut x 1000 vong/ phat.

- Sau ly tam, hit bd phén dich trong & trén, dé lai can t& bao (chi hdt dén
cach mit trén cin té bao khoang 3 mm).

— Cho thém vao dng ly tdm 8 ml dung dich nhuge trudng da dé &m 37°C
trude, 0,1ml dung dich EDTA 40 mg/ml, trén déu va dat lal vao td 4m 37°C trong
thai gian 10-12 phat.

3.2.2. C6 dinh

~ L&n 1: Sau khi 0 v8i dung dich nhudge trudng, 14y 8ng ly tdm ra, cho thém
vao mdi ong 0,2ml dung dich Carnoy II, ding pipette Pasteur trén déu, rdi lai ly
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tdm 14y cdn nhu trén, sau khi hit bé dung dich trong & phia trén, cho thém vao
méi éng 5-7 ml dung dich Carnoy I, tron déu, dé § nhiét d6 phong trong théi gian
15 phiit.

— Lan 2: Sau 15 phiit lai ly tAm va hit bé phén trén, thém vao mbi éng 5-7ml
dung dich Carnoy II, ding pipette Pasteur trén déu, dé ¢ nhiét @ phong 10 phiit.

3.2.3. Nhé tiéu bén

— Céc phién kinh sach, riia qua vdi nude cat, d€ trén gia lam va gia lam
duge d4t trong ngin da ta lanh khodng 10-15 phiit, sau d6 18y ra dé phéng trén
gidy tham.

— Cac 8ng ly t&m sau 10 phiit 41 v8i dung dich Carnoy II, dude ly tAm 1000
vong/phit trong 5 phit, 14y ra hdat bo dung dich trong trén. Dung pipette
Pasteur tron déu cin t&€ bao va 18y hdn dich cin nay nhd 1én céc phién kinh. Chad
¥ khi nhé tiéu ban, dé d4u pipette cao hon mat phién kinh tit 10-20 cm.

3.2.4. D& tidu ban kho ty nhién va tién hanh nhudm Giemsa hodc céc ky thudt nhudm khac

Nhuém Giemsa:

- Pha Giemsa ty 1& 1/10 trong dém c6 pH = 6,8.

— Déanh dau tidu ban va dit vao bé nhudm 10 phit

~ Rdua bing nudc may va dé khd, doc két qua.

3.3. Phan tich két qua

~ Soi tiéu ban sau khi duge nhudm véi cac kj thust nhuém Giemsa hogc
nhudém bing dudi kinh hién vi quang hoc & vat kinh 10 d& tim cum NST dan déu,
chuyén sang vat kinh x 100 dé phan tich chi tiét.

— Dém s6 lugng titng cum NST.

- Tam xé&p céng thic NST.

— Chup anh, lam anh NST.

— C&t NST r&i titng chiée va xép theo danh phap quéc té& .

Danh gia cac bat thudng néu cé: can phén tich da s8 lugng cum NST vi

nhleu khi bénh nhén ¢6 dang kham NST.
4. Cac yéu té anh hudng
4.1. Cdy khong két qua do té bao khong phan chia

— Tu &m khong ddm bao nhiét dd

- Mai truong nuéi cfy: pH qué kiém hay acid, nhiém trang, qua han

— PHA khéng dam bao chit lugng

4.2. Té bao phén chia nhung hinh dnh cum NST xédu

— pH caa méi trudng khéng phit hgp
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— Nhiét 38 ti &m khéng 6n dinh
— Céc dung dich s dung khi chufn bi tiéu ban khéng ding quy céch.
— Tién hanh sai k§ thuat.

LAM TIEU BAN VA PHAN TicH NHIEM SAC THE
TE BAO TUY XUONG

1. Nguyén ly

Binh thudng & tuy xudng, cic t& bao tao mau lién tyc ting sinh va trudng
thanh do vay qua trinh phan chia dién ra mét cach tit nhién. Dya vao tinh chat
nay ¢é thé lam tiéu ban NST t& bao tuy xudng truc tiép hodc sau khi nudi cay
trong méi trudng nhéin tao dé phan tich NST.

2. Dung cy, hoa chat
2.1. Hod chét

Heparin 5000 Ul/ml.

— MBS5i truong nudi cdy: RPMI 1640, Parker 199...
Huyét thanh AB.

Dung dich colecemid 0,004%, (4 ug/ml).

Cac dung dich nhuge truong va dung dich ¢8 dinh giéng nhu chudn bi cho
cdy méau ngoai vi.

~ Dung dich d&m bach céu,

2.2, Dung cu
— Giéng nhu chudn bi dung cu cdy mau ngoai vi.
~ Ngoai ra thém bd dung cu d€m bach ciu.
— Chuén bi dng nghlem vd triing ¢ niit kin, dyng khoang 2 ml m6i trudng

dé a&m 37°C khoang 15 phit dé 14y tuy.
3. Quy trinh ky thuat

3.1. Lam tiéu ban NST truc tiép

3.1.1. L8y tuy va trc ché phan bao

- L4y 0,5 ml dich tuy vao bom tiém v6 trung c¢é trang heparin 5000 Ul/ml
léc nhe.

— Bom ngay dich tuy vao éng nghu;m c6 chita Xhoang 2 ml mdi trddng nudi
cdy da dé &m trude, tron déu, d€m s8 lugng t& bao tuy trong hdn dich bing budng
dém bach cau.
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- Trong 6ng ly tdm nhon day cho:

8 ml mbi trudng da dé &m 37° C.

0,1 ml dung dich colcemid 0,004%, .
Lugng hén dich tuy chita 4- 8.10° t& bao.
- U dth £ém 37° C trong thdi gian 1 gio.

+ + +

3.1.2. Lam tiéu ban
Sau khi 0 1 gid, tién hanh cac bude nhu 1am tiéu ban NST mau ngoai vi.

3.2. Céy tuy ngdn han khéng dung chét kich thich phén bao
3.2.1. L&y tuy xuong va nubi c8y
— Lay 0,5 m! dich tuy vao bom tiém da trang heparin 5000 Ul/ ml va cho

vao dng nghiém v trang c¢6 chita 2 ml méi trudng nudi cdy, tron déu va dém té
bao tuy trong hdn dich.

- Trong mbi lo nuéi cay cho:
6 ml mdi trudng nudi cdy.
1,6 ml huyét thanh AB.
Lugng hén dich tuy chia tit 4- 6.10° t& bao. Lic nhe lo cdy va dé td &m
37°C trong 24 gio.
- Sau 24 gid, cho vao mdi lo 0,1 ml dung dich coleemid 0,004%, (4 pg/ml) dé
lai ti 4m 1 gid.
3.3.2. Lam tidu ban

Tuén tu cac bude nhuge truong, ¢6 dinh va nhé tiéu ban giéng nhu 1am tiéu
ban NST mau ngoai vi.

+ o+ o+

4. Phan tich két qua

Phan tich k&t qua NST té& bao tuy xuong tuong tu véi mau ngoai vi. Song edn
Iiu ¥ 14 phuong phap nay duge st dung chu yéu dé nghién citu bénh ac tinh co
quan tao méu, trén cting mét tiéu ban c6 thé virta cé cum NST bat thudng, vira c6
cum NST binh thudng nén cin phéan tich chi tiét ¢d cac cum NST ¢6 hinh anh
khéng dep vi cac bat thuong NST thudng thiy d loai “cum” nay.

Sau khi chup anh céc cum NST dién hinh, cit va x8p NST theo danh phap
qudc t&. Cac bat thudng vé s6 lugng va ciu tric duge danh gia:

— Thita NST: thdy & t6i thiéu 2 cum NST.

— Thigu NST: thay & t6i thidu 3 cum NST .

— B4t thudng cdu trie: & t6i thidu 2 cum NST.
5. Cac yéu t anh hudng
5.1. Khéng c6 cum phén bao

— MBJi trudng nubdi cAy bi hong.
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— Choc khéng ding tuy.
— Tuy xuong bi suy, khong con t& bao phén chia. -
5.2, Cum phén bao xau

— MBOoi trudng kém chit lugng.
- Ky thuét ti€n hanh chua dat.

~ CACH M0 YA CONG THUC NHIEM SAC THE

1. Danh phap quéc t& vé té bao di truyén ngudi nim 1995

Trong t& bao than clla ngudi binh thudng c¢6 46 NST chiia toan bd théng tin
di truyén clGa ca thé. Phuong phap diung cac k§ thuat dé quan sat va nghién citu
NST goi 1a phuong phap t€ bao di truyén hoe.

Tit nam 1960 cac nha t& bao di truyén trén thé gidi da hop tai Denver dé
thong nhét tén goi va cach trinh bay NST binh thudng ciing nhu céc bdt thudng
(Danh phap NST). Két qlia sdp x&p bd NST cua t& bao goi 13 c¢6ng thitc NST hay
cong thitc nhan (karyotype). Nha su ti€n bd ctia k§ thuat, ngudi ta c6 thé phan
tich chi ti&t hon céc bat thudng NST nén doi héi phai bd sung danh phap thudng
xuyén. Da c6 nhigu hdi nghi vé danh phap duge t6 chitc. Héi nghi gan day nh4t

nam 1994 tai Memphis v 1 nam sau 46, Uy ban danh phap cia Hdi nghi da cong
" b8 danh phap qudc t& vé t& bao di truyén ngudi 1995 (An International System for
Human Cytogenetic Nomenclature 1995) ma ndi dung cd ban dua trén cac quy téc
cdng bd trude, c6 b8 sung.

1.1. S6 lugng va hinh dang NST

Trong cdng thite NST, cac NST thudng duge danh s6 tit 1 - 22 theo thi ty
gidm din ciia chiéu dai. Cén e vio chifu dai va vi tri tdm cda NST ngudi ta chia
cac NST ra 7 nhém (A - G).

—~ Nhém A (gém NST 1 - 3) 12 cac NST lon tam giita.

— Nhém B (gém NST 4 - 5) 1a cac NST 16n tam gan giita.

— Nhém C (gdm NST 6 - 12) NST kich thudc trung binh, tAm gitia hodc gan
gita, NST X gin gi6ng NST 1én trong nhém nay.

— Nhém D (gdm céc NST 13 - 15) cac NST tam cuéi, kich thuéc trung binh
¢6 thé c6 vé tinh.

— Nhém E (gém cac NST 16 - 18): NST kh4 nhd, tAm giita hoac gan giila.
— Nhém F (gdm cac NST 19-20): NST nhd tam gida.
— Nhém G (gém cac NST 21-22): NST nhd, tam cudi, ¢6 thé c6 vé tinh.
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1.2. Vung, bdng va dudi bang cua NST

Céc ky thuiat nhuém bang (bing G, bing R, biang Q) tao nén hinh anh cac
bang ddm nhat xen ké& va lién tiép theo chiéu doc cia NST. Cac bing nay déc hiéu
cho ting NST, dua vao d6 ngudi ta chia NST ra nhiéu viing, m&i viing c6 cac bing,
mé&i bang lai chia thanh dudi bang.

Ky hidu p va q 12 chi ciAnh ngin va cAnh dai clia NST. S& ciia viing, bang,
dudi bang dude danh s6 tit phia tam ra, bt ddu 1a s6 1. Dé xac dinh mét biang
nhit dinh ngudi ta dung 4 k¥ tu lién tuc khéng c6 ddu ngén cach: s NST, k¥ hiéu
canh, 88 cla vung, s6 clla bang trong ving; Vi du: 1p31 chi NST s8 1, cAnh ngin,
vung 3, bang 1. Khi phén tich chi tiét thém ecac dudi bang cling dude danh s& tu
phia tAm ra ngoai va dude thé hién sau k¥ tu chi biing, ¢6 ngin cach bing dgu
chfm (.). Vi du bang 1p31 chia thanh 3 duéi bing 1p31.1, 1p31.2, 1p31.3 thi dudi
bang 1p31.1 8 phia gdn tAm nh4t va 1p31.3 xa tAm nh&t. Néu lai chia nho ti€p thi
thém k¥ tu nhung khéng cin dau.

2. M6 ta céng thic NST
2.1. Nguyén tdc chung

D& trinh bay cong thitc NST, ddu tién 1a viét t6ng s6 NST (gdm ca NST giéi)
t1€p 1a dau () réi dén NST gidi, sau d6 la cac bat thudng néu c¢6. Nhu vay, céng
thitec NST binh thuong cua nit 1a 46, XX, ctia nam 1a 46, XY .

2.2. M6 ta cdc bét thudng

Sau NST giéi 1a d&u phdy réi dén cac ky hiéu va NST bit thudng. Néu ¢
‘nhigu bt thudng thi bat thudng ctia NST gidi viét trude rbi d&€n NST thudng, theo
thit tu s8 tir bé dén 16n. Mdi bat thudng cach mét dau phdy. Khi ba't thudng cdu
tric chi lién quan dén 1 NST thi s6 NST di ngay sau k§ hiéu chi bat thudng va dé
trong ngo#ic don. Né&u ¢é tit 2 NST tham gia bat thudng thi dung ddu ch&m phéy
(;) d& ngan cach giita cac NST.

2.2.1. Bt thuong s6 lugng

Dau céng (+) hay d&u trir (-) dé trude NST néi 1én thém hosic mat NST, trix
bat thudng bAm sinh NST gidi.
Vidu 47 XX, + 21 tiic 1a: ¢6 3 NST 21

B4t thudng bam sinh NST giéi viét theo nguyén tdc chung, Vi du: 47,XXX
ttc 1a thita mot NST X b&m sinh. Bat thudng mdc phai NST giéi duge md ta nhu
NST thudng.

2.2.2. Bét thudng cdu truc

- D4&u cdng (+) hay trit (-) d€ sau ky hiéu canh NST néi 1&n thém doan hay
mit doan canh dé.

- add (addition}): Thém doan NST nhung khéng biét ngudn goc doan thém.
Vi du 46,XX, add (19) (p13) tc 13 thém mdt phdn vat ligu di truyén vao
canh ngan NST 19 ti doan pl3.
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— del (deletion): MAt doan.

— der (derivative): NST bat thudng duge hinh thanh do tdn thuong ti 2 NST
hoé&c hon.

— dic (dicentric): NST hai tam.
— dup (duplication): nhan doan NST: mdt doan NST nhén 18n hai hay nhiéu 14n.

- ins (insertion): xen doan NST. Khi ¢6 bat thudng xen doan lién quan dén
2 NST thi NST nhén doan viét trude.

Vi du: 46,XX, ins (5;2) (pl4; q32 q22)

— inv (invertions): ddo doan: c6 thé ddo doan ngoai tAm (khi 2 diém gly d trén
mét canh NST) va déo doan quanh tam (khi hai di€m gy & trén hai canh NST).

— i (isochromosome): déng NST: NST ¢6 hai cinh hoan toan giéng nhau
Vi du: 46,XX, i(17) (q10)
3 day NST c6 hai canh déu la canh dai.

— mar (marker chromosome): NST danh dau 14 NST ¢6 bét thuong ciu tric
ma khéng biét ngubn gdc.

— r (ring chromosome) NST vong.

— t (translocation) chuyén doan: khi trinh bdy thi NST gidi hodc NST c6 s
nho viét trude. Trong trudng hgp 3 hay 4 NST tham gia chuyén doan thi: ddu tién
1a NST giéi hay NST c6 s6 nhd, tiép dén 1a NST nhan doan cha NST dau, réi cudi
ciing 14 NST cho doan NST diu.

2.3. Dang kham NST

Khi phéan tich ¢6ng thitc NST thiy ¢6 2 hay nhiéu dong t& bao cb cong thic
khac nhau thi phan cdch bang ddu gach chéo (/) va s6 t& bao phan tich duge 6 méi
dong dé trong dau [ 1.

Vi du: 46,X X [13]/45,X [16]

Cé nghia: da phén tich dugc 29 cum NST, trong d6 13 cum ¢6 c¢ong thie NST
nii binh thudng, 16 cum c6 45NST va chi ¢6 mdt NST gidi 1a X.

CAC KV THUAT NHUOM NHIEM SAC THE

1. K¢ thudat nhuom Giemsa thong thudng
1.1. Nguyén ly

Nhiém sdc thé (NST) 1a phan b&t mau ro nhit cha t& bao v6i thudc nhudm
Giemsa nén sau khi nhugm, NST ¢6 mau dong nhat (Hinh 3.1).
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1.2. Chuén bj thuéc nhudém va dung dich dém
-~ Dung dich Giemsa me: Pha théng thudng va dé sﬁﬁ. '
— Dung dich dém pha sén:
+ Dung dich 1: NaHPO, 0,07 M.
+ Dung dich 2: KH,PO, 0,07 M. _
¥ —h Dung dich dém st dung: Pha trén dung dich 1 va dung dich 2 véi ty 1 1:1 vé
theé tich.

1.3 Quy trinh ky thuét
— Pha Giemsa tr(_:)ng dém véi ty 1& 38,5%, cho vao cdc nhudém, dung gidy
th&m, thdm bot & bé mat.
'~ Tiéu bén NST da chuén bi dé khd, nhiing qua nuéc cat 3- 5 gidy.
— D@ ding tiéu ban 10 phit trong c6c nhudém, cho ddu c6 chit 1én trén.
- Ruia bding nudc may, trang lai bing nudc cit, dé kho va doc két qua.

Nhudm Giemsa théng thudng cho hinh d&nh NST r3, dude st dung dé danh
gia s lugng va tim cac tén thuong nhu dut, giy hodc cac tdn thuong ciu tric
khéc. Nhung NST bét mau déng nhit nén rat khé khan trong viée xac dinh cu thé
titng NST ciing nhu nhiing thay d6i nhé nhu chuyén doan, dao doan. Vi vay ngudi
ta st dung k¥ thuat nhuém bang NST.
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Hinh 3.1: Hinh &nh NST nhudém Giemsa

2. Cac ky thuat nhuom bang NST
Hién nay nhiéu ky thuat nhuém bing NST dugc s dung: bang Q, biang G,

bang R, biang C, bang T. Viéc nhudém bing nao 1a tuy thudc muc dich xét nghiém
va kha ning cta ting phong xét nghiém.
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2.1 Nguyén ly

X& 1y tiéu ban NST bing men tiéu protein hodc trong mdi trudng mudi §
nhiét d6 cao. Do cdu tric NST ¢6 titng doan ADN giadu A,T (adenin va thymidin)
déc trung cho titng cip NST, vi vy phan b céc loai protein ciing dac trung doc
theo chifu dai cia méi NST. Mic d6 tac dong ciia men tiéu protein va nhiét 1én
cac doan NST sé& khéc nhau, do d6 sau khi x 1§ vd nhudm sé& ¢ hinh anh tiing
doan dam- nhat xen ké& nhau doc theo chiéu dai NST. D§ dai, vi tri, s8 lugng céc
doan dam nhat vi vay ciing dic trung cho tiing d61 NST, qua dé cé thé xac dinh

chinh xac timg NST va phat hién duge cac tén thuong ma bang k§ thuat nhudém
" théng thudng khéng phat hién duge.

M3i phong xét nghiém t& bao di truyén cé thé lia chon va dng dung cho
riéng minh mét ky thudt, cac k§ thuat c6 thé thay déi d mot sd bude. Ching tdi
gidi thidu 3 diy cac budc cd ban cta cac k¥ thuat duge st dung réng rii hién nay.

2.2. Ky thuat nhuém bang G

NST dugc xit 1§ v6i men trypsin ho#c xit Iy nhiét dé trong muéi citrat, sau d6
nhudm Giemsa, cic bang ddm tuong dng v6i nhitng doan chita nhiéu A va T.
2.2.1. Bang G xit ly nhiét: AS G (Acetic-Saline- Giemsa)

Summer va cdng su sit dung d4u tién vao nam 1971, nay da c6 nhiéu thay déi.

a. Chudn bi tiéu bén: Céc tiéu ban NST sau khi chuéin bi, d€ khoang 1 tudn
& nhiét @6 phang hodc 3 ngay ¢ nhiét 46 37°C.

b. Chuén bi hod chdt va dung cu
— Dung dich SSC x2: NaCl 0,3 M.
' Natricitrat 0,03 M.
Dung dich Giemsa, dung dich dém phosphat nhu nhudm théng thudng.
Bé 4m d€ nhiét d6 60°C.

— C6ec nhudm.,

c. Tién hanh ky thudt
— Cho dung dich SSC x 2 vio céc nhué}n, dé vao bé 8m & 60°C trong 15 phiit
U tidu ban NST trong SSC x 2 & 60°C trong 1 gid 30 phiit.
— Ria ngay bing nudc cat.
. — Nhudm 30 phit d dung dich Giemsa 2% trong dém phosphat.
- Dé khd va doc két qua.

2.2.2. Nhubém béang G xir ly v8i men trypsin
a. Hod chét, dung cu can thiét
-~ Trypsin: lo trypsin Diffco 1: 250.
— Hugyét thanh thai bé.

112



— Dung dich d¢m phosphat pH = 6,8 (nhu trén).

- Dung dich dang truong (nude mudi sinh 1¥).

— Nude cat kha ion.

— Cdc nhudm.

b. Pha hoa chét

— Dung dich trypsin (0,025%):

+ Trypsin (1: 250) Diffeo 0,058,

+ Nude mudi dang trudng 200ml.

— Dung dich huyét thanh thai bé:

+ Huyét thanh thai bé 4ml.

+ Nude mudl sinh ly 200ml.

— Dung dich nhuém

+ Dung dich Giemsa me 4ml.

+ Bém phosphat 200ml.

- Nude mudi sinh 1y 2 coc x 200 ml.

— Dung dich dém phosphat 2 c6c x 200 ml.

- Nudc cAt khtt 1on 2 ¢de x 200 ml.

c. Quy trinh ky thudaqt

— U tiéu ban trong dung dich trypsin 0,025%.

Thai gian U tuy tudi (s6 ngay tir khi ¢d dinh) elia tiéu ban va tuy loai NST.

NST méau, té chde @ khodng 12 - 18 gidy cho tidu ban da lam 1 tuén.
NST nudc 61 12 - 16 giay.
NST tuy 4 - 8 giay.

Tiéu ban mdi chuan bi thoi gian 4 phai lau hon.

Thdai gian nay cian diéu chinh theo ting phong xét nghiém

— Cho tidu ban vio ¢dc dung dung dich huyét thanh thai bé hai lan, mdi lan
5-10 giay.

— Cho tiéu bin vao cde dung nude mudi sinh 1y 2 1an, mdi 1an 5 - 10 gidy

— Nhuém 2- 3 phuat trong dung dich Giemsa. Thdi gian cé thé thay d6i tuy
ting phong xét nghiém.

— Cho tiéu ban vao dung dich dém phosphat 2 lan, méi 1an 5-10 giay.
— TRia tiéu ban bing cich nhing vio cde nude cat 2-3 1an.

— Dé kho & 50"C trong 15 phit va doc két qua, chyp anh, x&p cong thic
{Hinh 3.2,
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Hinh 3.2: Hinh anh NST nhudém bang G

2.2.3 Danh gia két qua: Dua vao hinh anh miu cta biang G dé phén tich.

2.2.4 Cac yéu té anh hudng: nhudém thanh céng khi c¢é cac bang dadm nhat xen ké
nhau doc chiéu dai NST.

a. Ky thudt xi ly nhiét

— Tiéu ban méi lam hoic dé qua lau thuong két qua khé dep, tiéu ban dude
lam tit 1 tudn - 2 thang thudng cho két qua tét.

— Nhiét d6 bé &m qua cao hoac qua thap.

— Thoi gian u tiéu ban trong dung dich SSC x 2 qua lau hay qua ngan déu
cho két qua kém.

b. Ky thudt ding men trypsin
- Tiéu ban méi lam thudng khé dep.
— Néng d6 cia men khi pha cao hoic thap qua.

— Thoi gian @ men ngén hay dai qua déu c6 thé 1am héng két qua.
2.3. Ky thuat nhuém bang R

Ky thuat nhudém tao nén cac bang dam nhat nguge lai véi bang G tic 1a ving
dam 6 bang G sé nhat & bang R va ngudce lai nén goi 1a biang ngude (Reverse band).

C6 nhiéu phuong phap nhuém bing R, phuong phap dau tién la dung moi
trudng muéi xu ly tiéu ban NST ¢ nhiét 6 cao sau d6 nhudém Giemsa (R bands by
heat using Giemsa = RHG). Ngoai ra cac phuong phap khéc c¢6 thé dung acridin hoiic
chdt nhudém mau fluor nhu chromomyecin hay dung chat thay thé thymidin (BrdU).
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Chung t61 trinh bay _Ej ddy phuong phap nhudm ndéng bing R (RHG) do
Dutrillaux va Lejeune md ta 1971, ¢6 chinh ly.
2.3.1. Dung cu va hoa chét

— Bé &m c6 thé dé nhiét a6 87°C.

— C&c nhudm va cic cde dyung nude cit.

— Dém phosphat (nhu phan trén).

— Dung dich nhudém: Giemsa 3,5% trong dém phosphat.

— DPung dich Earle.

+ NaCl 6800 mg

+ KC1400 mg

+ NaH,PO,. H,0 140 mg

+ MgS8O, . 7H,0 200 mg

+ Glucose 1000 mg

+ CaCCl, 100 mg

+ Nude cat viza du 1000 ml.

Dung dich Earle nay c¢6 thé pha dac 10 1in (dung dich me) va giit 6 4°C, khi
s dung pha loang véi nude c&t. Chuéin bi 2 cde dung dich Earle st dung, mdi cdec
khoang 100ml.

+ Coc 1: dung Na,HPO, diéu chinh cho pH = 5,3.
+ Céc 2: dung Na,HPO, diéu chinh cho pH =~ 6,5.

2.3.2. Quy trinh ky thuat

— Tiéu ban NST da chudn bi dé 2 - 3 ngay d nhiét d6 phong hoac qua mdt
dém & 37°C.

— Nhiing tidu ban vao nudc cit 1 - 2 phit. -

— Dat tidu ban trong dung dich Earle c¢6 pH = 5,3 6 87°C
(Dé cbc dung Earle vao bé &m 87°C trude 15 phit).
Thdi gian khodng 45 phit.

— Chuyén tidu ban sang cbc dung Earle ¢6 pH = 6,5 ciing 6 87°C trong thoi
gian 45 phut. (Thdi gian 1 tiéu ban & Earle ¢6 pH = 5,3 va 6,5 la bing nhau va tuy
thude tudi ciia tiéu ban, néu tiéu ban da chuén bi trén 1 tudn thi thdi gian nay
ngan hon).

- Chuyén tiéu ban vao cde dung nudc cit & nhiét 46 phong va trang rua tiéu
ban 3- 4 1an.

— Nhudm trong dung dich Giemsa trong 8 phit.
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~ Ria tiéu ban bang nuéc may va trang lai bang nudc cit, dé kho va doc két
qua, chon cac cum ky giita NST rd chup anh, xép cong thitc NST va phan tich két
qua (Hinh 3.3).
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Hinh 3.3: Hinh &nh NST nhuém bang R
2.3.3. Cac yéu té éanh hudng
— Tiéu ban NST khéng dep, NST bi nat.
— Nhiét d6 bé &m qua cao hoic khong du.
— pH caa dung dich Earle khéng ding.
— Thai gian 1 6 Earle nhat 1a dung dich Earle pH= 5,3 khong phu hop.
- Rua tiéu ban trude khi nhudém khong ky.

2.4. Ky thuat nhuém bang C

Khac v6i cac k¥ thudt nhuém bang khac, nhuém bang C 1a k¥ thuat nhuém
cac vung di nhiém sic, cac viing nay thudng ndm ¢ phan tam cia NST va canh dai
cua NST Y. Nguoi ta xt ly tiéu ban trong dung dich kiém: NaOH hay Ba(OH), sau
d6 xu ly tiép trong mdi trudng mudi 6 nhiét d6 cao va nhudém véi Giemsa. Chi cé
vung di nhiém sic bat mau dam con lai mau nhat. Ching tdi gidi thiéu ky thuat
do Summer dua ra 1972, c¢6 chinh ly.

2.4.1. Hoa chét va dung cu

a. Dung cu

— Cac loai c6¢c nhudém.

~ Bé& &m, c6 thé dé nhiét do 65°C.

116



b. Hod chdt

— Dung dich bari hydroxid 5%
Ba(OH), = bg
Nudc cit dia 100ml

Hoa tan Ba(OH), bing may khudy tit, loc, nén pha dung dich nay trudc
khi dung (trong ngay).

~ Dung dich SSC x 2

+ NaCl17,6¢g

+ Natricitrat ngiAm 2 phén ti nudc
(Na,C;H;0,.2 H,0) 8,8 g

+ Nudc cdt di 100ml.

— Dung dich HC1 0,2N.

— Dung dich nhudm Giemsa 2%.

+ Dém phosphat pH = 6,8 = 98 ml

+ Giemsa 2 ml

-~ Cdn tuyét ddi, cdn 80 d6, cbn 70 do.

2.4.2. Quy trinh ky thuéat
— Ngim tiéu ban 1 gid trong dung dich HC1 0,2 N.
— Rita bdng nudc khit ion va dé kha.
— U tidu ban 45-60 phit trong Ba(OH), 5% & nhiét 45 phong.

— Rda tiéu ban bing cach nhing vao nhiéu cfe dung nude kh ion; sau dé
chuyén tiéu ban vao cac cde dung ¢dn lin lugt 70 43, 80 dg, tuyét d6i, thol gian
nhung tidu ban & mdi cdc khodng 15 - 20 gidy. Dé kho tidu ban.

— U tidu ban 1 gid 30 phut trong dung dich 2 x S8C & 65°C.

— Rita tidu ban bing nudc khi ion va dé kho.

~ Nhudm tiéu ban véi thudc nhudm 2% (dé phdng tiéu ban va phi thude
nhudm 1én tiéu ban) trong thai gian 20- 25 phiat. Rita tiéu ban bing nude khit ion,
trang bdng nudc cdt, dé kho va doc két qua.
2.4.3. Céac yéu té anh hudng

~ Théi gian ngdm tiéu ban trong HC1 0,2N va Ba(OH), qua ngan hodc qua 1au.

— Thai gian 0 tidu ban trong dung dich 2 x 88C & 65°C khéng dam bao.

—~ Nhudm Giemsa dam qua (sé lam mét bang).

2.4.4. banh gia két qué: Nhudm biang C sé cho hinh anh dam & phan tdm ctia NST nhat
la cac NST 1, 9, 16 va canh dai NSTY, cac phin ¢dn lai NST nhat mau ¢hinh 3.4).
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Hinh 3.4: Hinh anh NST nhuém bing C

2.5. K 7 thuat nhuém bang Q

Béng Q 1a bang dudgc sit dung sém nhat, nhung do phai dung quinacrin, kinh
hién vi huynh quang va cin doc s6m sau khi nhuém nén khéng duge dung hang

-ngdy. Tuy vay ciing cin thiét dé 1am can ci ddi chidu hoé#c cho cac nghién cu vé
phan di nhiém sic cha NST.

2.5.1. Hoa chéat
a. Dém Mcllvaine (pH = 5,4)
Acid citric (H,C;H;0,) 2,1g

Natri hydro phosphat (Na,HPO,) 3,9¢g
Nuée cat 500 ml.

b. Dung dich nhuém quinacrin

— Atabrin 1 vién ho#c 100 mg

— Dém Mecllvaine (pH = 5,4) 200 ml
Hoa tan va loc, dé 3 2- 5°C.

2.5.2. Quy trinh ky thuéat

— Nhudm cac tiéu ban 10- 15 phit trong dung dich nhudém quinacrin, trong
budng t81 hodc boc gidy den c¢dc nhudm.
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— Rita dudi nuée may, loai hét quinacrin thia.

Dat tiédu ban 1 phit trong dém Mellvaine.

— Phu dém Mcllvaine 1én tidu ban va th&m bét dém thita.

Soi dudi kinh hién vi huynh quang, dang buée séng tit 450- 500 nm.
2.5.3. Banh gia két qua

Céc NST & thé hién cac doan sang, t61 duéi kinh hién vi huynh quang, vung
sang tuong tng vi phan NST chiia ADN giau A va T. Chon ciac cum NST r8, chup
anh dé phan tich k&t qui dya trén phan b3 bang chuin.

Céac viing dam trén NST khi nhuém bang G, viing nhat khi nhuém béng R
tudng dng v4i vang sang cua bing Q.

Luu ¥ ky thuat nhudém bang Q véi quinacrin phai doe va chup anh ngay sau
khi nhudm, dé 1au s& khéng cdn rd cac viing bang.

NHUOM PHAN BIET NHIEM SAC TU CHI EM

1. Nguyén ly

T€ bao phén chia duge 13 nhd sy nhan déi NST, do d6 cAn dén base nitc.
Ngudi ta ding chat tuong ty thymidin (Bromodesoxy uridine = BrdU) dé thay thé
base nitd ndy trong hai chu ky phén bao lién tiép, sé taoc ra duge mét NST con
(nhiém séc t) ¢6 ca hai mach ADN déu chita BrdU. Khi nhudm véi fluorochrom
hay Giemsa, nhidm séc ti niy c6 mau khac nhidm sdc ti con lai. Qua d6 c6 thé
quan sat dugc cac hinh dnh trao d8i giita hai nhiém sdc ti - trao ddi nhidm séc td
chi em (Sister chromatrid exchanges: SCEs.) '

Nhu vay k¥ thuat ndy duge ti€n hanh qua hai budc:
— Bude 1: G&n BrdU vao ADN 4 hai chu ky phén bao lién tiép.
— Buéc 2: Nhudm phén biét hai nhidm sée tit.

2. Quy trinh ky thuat

2.1. Gan BrdU vao nhiém séc thé

2.1.1. Hoéa chéat va dung cu cén thiét

Ngoai cae dung ey, phuong tién hoa ch4t cdn cho c8y mau ngoai vi, can thém
dung dich BrdU.

BrdU: 10 mg
Nudc cét: 10 ml,
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2.1.2. Céac budc tién hanh
— Cay lymphocyt binh thudng, 1 ¢ 37°C trong 42 gid.

— Sau 42 gi6 thém vao mbi lo cdy dung dich BrdU dé néng d6 cubi ciing 12
10 pg/ml, 1 tiép 30 gic 6 37°C .
— Sau 30 gid, tc ché& bang colcemid va 1am tidu ban binh thudng.

2.2. Nhuém phén biét hai nhiém sdc tu
2.2.1. Hoé chéat va dung cu

- Dung dich Hoechst 33258
Hoechst 33258: 1,6 mg
Nude et 10 ml
Dung dich nay gili trong t6i, d& ddng lanh, c6 thé dung vai thang.
— Dung dich 2 x SCC
NaCl: 17,5 g.
Natri citrat ngam 2 phan i1 nudc
(Na,C;H,0,.2H,0): 8,8 g.
Nudc cit vita da 1000 ml
Diéu chinh pH 7,0 bang NaOH 1IN hay HCl! 1N,
— Dém Sorensen (pH 7.0):
KH,PO,:5,26 g
Na;HPQ,: 8,656 ¢
Nude cat: 1000 ml.
— Dung dich nhudém Giemsa 2%:
Pém Sorensen: 49 ml '
Giemsa: 1 ml.
- Bé &m, cac cbe nhudm, cde thuy tinh.
~ Dén cye tim: 1 bong dén cyce tim.
- Kinh hién vi chup anh.

2.2.2. Cac budc tién hanh

— Nhé dung dich Hoechst 33258 1én tiéu ban, day tiéu ban bang dia thuy
tinh (dia petri) trong 10-15 phat 6 nhiét d6 phong.

~ Rta tidu ban bang nude c&t 3 1an, dé khd.

- Phi 1én tiéu ban mét 16p dung dich 2 x SCC (pH 7.0) va dat dudi dén cuc
tim trong 1- 2 gi0. (Khodng cach ti dén dén tiéu ban khoang 20 cm).

— Rdia lai tiéu ban bing nudc c4t, dé khé va nhudm Giemsa 2% trong 15- 20 phit.

- Doc két qua dudi kinh hién vi quang hoc, chup anh ciac cum NST va
phén tich.
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3. Phan tich két qua

Sau khi nhuém phan biét, nhiém sic td c¢6 cd hai sgi ADN méi duge t§ng
hop s& bat mau khac nhi€m séc ti con lai. Trong qua trinh phén chia c¢6 thé c¢6
nhiing trao ddi gitta cac doan cia hai nhiém séc tif chi em- dya vz:ao d6 ngudi ta
¢6 thé danh gia cdc mlc d¢ thay d6i. Ky thuat nay dude dung dé danh gia tac
nhan giy dot bién NST.

4. Nhimg yéu t& anh hudng
~ Dung dich pha khéng ddm bao.
— Thi gian xt 1y duéi dén cuc tim hay trong dung dich qua 1au hodic chua du.

XET NGHIEM VAT THE BARR

Trong thuc t&€ nhiéu khi cdn xdc dinh giéi nhanh, ngudi ta ¢6 thé si dung ky
thuat xét nghiém vat thé gidi. Tuy nhién diy cting chi 1 xét nghiém s bd, mudn
chie chdn cin phai phéan tich NST.

1. Nguyén ly

Té& bio & giai doan gian ky, chi ¢6 mot NST X hoat dong, khi nhugm Orcein
hay carbofuchsin, chit nhiém sic ¢ NST X con lai bit mau dam tao nén vat thé
Barr, bAm vao mang nhén. C6 thé chon mét trong hai ky thuét sau.

2. Quy trinh ky thuat

2.1. Ky thudt nhudm vdi orcéin

2.1.1. Dung cu va hoa chéat
— Phién kinh sach, dé ludi, bé &m c6 lic.
— Dung dich Aceto- orcein 2%:

+ Cho 40g orcein tong hdp vao 200 ml acid acetic, 1ac déu trong bé &m c6
may lac,

+ Thém nudc cit da 2 lit, loc 3 1dn bing gify loc Whatman sd 1, dé chd t&i
hay boe gidy den.
2.1.2. Tién hanh

- Phét tidu ban: Dung dé hudi 14y t&€ bao niém mac m4, phét 1én phién kinh,
thudng mbi bén 14y mot tidu ban. P& khoé tidu ban ¢ nhiét d§ phong.

— Nho 3- 4 giot dung dich Aceto- orcein 2% 1én tidu ban, day bang dia petri
trong khoang 15 phiit.
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— D& dung dich orcein thita, th&m khé, doc két qua ngay dudi kinh hién vi,
doc t&1 thiéu 100 t& bao va tinh ty 1& phan tréim céc t& bao ¢6 vat thé Barr.

2.2. Ky thuat nhuém carbofuchsin
2.2.1. Hoa chéat va dung cu

— Chuaén bi dung dich carbofuchsin II1:
+ Dung dich I: Fuchsin basic 3 g
Cén 70° : 100 ml

+ Dung dich II: Dung dich I: 100 ml

Phenol 5%: 900 m]
+ Dung dich IIT: Dung dich II: 120 ml

Acid acetic: 120 ml

Formaldehyd 34%: 120 ml
— Cbn 96°- 98°.
- Dung dich HCl néng d6 5 N.

— Cbén methanol.

2.2.2. Tién hanh

.- Phét tiéu ban: Dung dé 1udi 14y t&€ baoc niém mac ma phét 1én phién kinh,

dé kho.

— €& dinh ngay sau khi tidu bdn khé vao ¢dn 98° trong 30 phut sau d6 dé
khd & nhiét 6 phong.

— Nhiing tiéu ban vao dung dich HC1 5N trong 5 - 6 phut.

— Trang tiéu ban bang nudc may,dé kha.

- Nhudm tiéu ban vdi carbofuchsin III trong 20 pht.

- Rtta bo fuchsin thita bing methanol, dé khé.

Sau d6 soi dudi kinh hién vi, tim vat thé Barr trén 100 t& bao.

3. Panh gia két qua

Vat th€ Barr bit mau sim, hinh thoi, tam giac hodc bdu duc ndm bam vao
mang nhan t& bao. Theo 1y thuyét s§ lugng vat thé Barr trong t€ bao bing s&
lugng NST X trit 1. Nhu vay & nam gidi binh thudng khéng ¢é vat thé Barr, & nit
binh thudng c6 mdt vat thé Barr, ngudi ¢6 3 NST X (XXX) sé ¢6 2 vat thé Barr.

Trong thuc t& khi xét nghiém té& bioc niém mac ma cia nid ¢é6 khoang 10 -
80% t& bio c6 vat thé Barr tuy theo giai doan phat trién va chu ky kinh nguyét. O
nam binh thudng cing c6 thé c6 vat thé Barr (nhung dudi 5%).

4. Cac sai s0 hay gap
— Miéng bénh nhan qua ban, lin nhiéu vi khudn va vét ban khé doc két qua.
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~ Nhudm qud lau, dung dich nhuém qué d#c khoéng phﬁn biét duge vat thé
Barr va phan chit nhén con lai.

- Poc it t€ bao chua phat hién duge.
KY THUAT SINH HOC PHAN TU UNG DUNG TRONG Y HOC

Co sd di truyén cta cd thé ndm trong cic gen trén NST ma ban chit cta né
12 acid desoxy ribonucleic (ADN). C&u tric ADN 1a chudi xodn kép cac nucleotid
ma mdi mit xich 12 mdt base nitg (Adenin - A, Thymidin - T, Guanin - G, Cytosin
- C). Hai sdi cta chudi xoidn kép lién két véi nhau mdt cach khéng phii ngiu
nhién ma ¢é tinh déc trung theo tiing cap base nitd gitta sgi nay vdi sgi kia theo
cach AdivaiT, G divéi C...

Khi phéin chia t& bao, ¢é qua trinh nhéan d6i1 ADN, luc nay cic s¢i tach nhau
ra va mdi sdi & lam khuén dé téng hop nén mot sgi bs sung theo nguyén tic cap
dbi{co ch& nita bao tdn) tao nén hai chudi ADN hoan toan gidng nhau va giéng
chudi ban dau.

Ngudi khde manh ¢6 bd gen binh thudng, tite 12 trinh td cic base nité trong
cac gen (doan ADN) binh thudng. Cho dén nay ngudi ta thay toan bd cac gen di
biét chitc nang chi chi€ém 10% lugng ADN cha t&€ bao, c¢on lai 90% 14 nhiing doan
ADN c6 trinh tu nucleotid 14p lai ma nay ngudi ta chua biét chitc néng. Tri hai
anh chi em sinh d6i cling tring, that khé tim duge hai ca thé c¢6 bd gen gidng
‘nhau, cho nén xac dinh gen néi 1én duge tinh chit dic trung ca ca thé va ngudn
gdc b8 me (mdt nita bd gen ¢6 ngudn gdc tit bé va mot nia ti me).

Trinh ty eac base nito clia gen bj thay d6i ¢6 thé gay nén bénh di truyén.
Ngudi ta c6 thé ding k¥ thuat sinh hoc phén t& dé xdc dinh nhitng thay déi d6 va
xde dinh nguyén nhan giy bénh. Ngoai ra, ciing ¢6 thé st dung ky thuit nay dé
xac dinh s6m sy cé mét cha cac virus, vi khuédn gay bénh.

KY THUAT TACH CHIET ADN

Tuy theo muc dich cda xét nghigm va diu kién thyc t&, c6 thé tach ADN tit
cac ngudn khac nhau: bach cdu mau ngoai vi, tit t6 chite, tit chan téc, tit bénh
phéam nghi ¢6 tdc nhan giy bénh (chat tiét, huyét thanh....). day ching té1 gidi
thiéu k§ thuat chiét tdch ADN tit bach cAu mau ngoai vi. Do dé& 14y méu nén k§
thuat nay thuéin 1gi cho cac xét nghiém tim gen hay tim dic trung ca thé.

1. Nguyeén ly

ADN 6 trong nhéan t& bao cung véi cic protein, ARN... nén quéa trinh tach va
thu hoach ADN dya trén céc budc: pha mang t&€ bao va mang nhén, loai b6 ARN
va protein, tap trung ADN,
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2. Héa chat va dung cu can thiét
2.1. Dung cy

May ly tAm thuong vA may ly tdm lanh c6 rotor dung ly tdm 6ng Eppendorf.
May lic ng nghiém.

May dién di.

Ta &m, bé 4m.

Pén Ultraviolet (UV)

May chup anh (UV)

Pipette man (Micro pipette), ng Eppendorf.

Céc thiét bi lanh -30°C, ti lanh - 80°C.

2.2. Hod chéat
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Dém PBS: pha sin dé 4°C
Pém Tris1M: pha sin dé 4°C
EDTA 0, 5M: pha sin dé 4°C
NaCl 5M: pha sin dé 4°C

SDS 10%
Cén tuyét dsi va cdn 70°
bém T.E

Natri acetat 3M

ARNase 10 mg/ml dé - 30°C
Proteinase 10 mg/ml dé - 30°C
Phenol bao hoa

Chlorofoor

Isoamyl alcohol

Bromo phenol blue

Dung dich Ethidium bromic 1%; 5%,
Pém TBE x 10 |
Tris base 108g

Acid boric 55g

EDTA pH = 8 0,5M

Nude cdt ¢a 1 lit

Dung dich nay sau pha d€ sn va khi dang pha loang 10 14n.



3. Quy trinh ky thuat

1. LAy 0.5 m] mau tinh mach chéng déng bang heparin (trang heparin vao
hdam tiém trudce khi 14y), cho vao éng ly tam Eppendorf v6 trang.

2. Rua protein huyvét tuong

— Tréon PBS va mau ti 1& 1: 1 lac déu, li tdm 15 phit, 6000 vong/phit &
nhiét dd phong.

— Rut bé phén trong trén (dé lai khodng 500 ul)
3. Tay pha mang
B& sung Buffer cho da 1 ml (b6 sung 500 pl)
- Trs 1M: 10l
— EDTA 0,5M: 20pi
— NaCl 5M: 200ul
~ 8DS 10%: 200ul
Nuéde cat kha ion da: 500ul

(Cac thanh phan ¢d thé cho riéng vao éng chia can t& bao cling c¢6 thé pha
san rol trdn vao).

4. Loar bo ARN
Cho 5 ul ARNase 10mg/ml vao hén dich trén, lic déu, G &m 37°C trong 1 gid.
3. Loal protein:
- Sau 1 g10 u v81 ARNase, 14y ra.
B8 sung 24ul proteinase 10mg/m), lac déu.
- U3 gidd56°C

(Dé thuan loi nén edm &ng nghiém Eppendorf vao t&m bot x6p moéng tha
trong nude Am 56 "C).

— Sau u 3 gio, 1dy ra va dé ngudi: goi 12 6ng 1

* Cho phenol bao hoa vao 8ng 1 véi ty 18 1:1

+ Lac bang may.

+ i tam 10000vong/ phit trong 15 phit ¢ 24°C (Nhiét do phong)

+ Hut lidy phan trén cho sang éng Eppendorf 2 (Cha ¥ hat ti trén mat
xudng bo lal mang trang gita va phan den d duéi).

* Cho tiép phenol bao hoa vao 8ng 2 véi ty 18 1:1, lc trdn, 1i tam, hiit phin
trén cho vao éng Eppendorf 3.

* Cho vao dng 3 hén hgp phenol/chlorefoor 50/50 véi ty 1é 1:1 (1 thé tich
phenol. 1 chlorofoor, 2 hdn dich).

125



+ Trén, lac, 1i tdm 10 000 vdng/ phut trong 15 phit & 24°C (C6 thé dung
chlorofoor d4 ¢6 sdn 1/25 isoamyl alcohol). .

+ Hit phédn trén cho vao &ng 4.
* Cho vao dng 4 hdn hgp nhu 6ng 3, lic, li tdm, hit cho sang éng Eppendorf 5

* Cho vao dng 5: 24 thé tich chlorofoor + 1 thé tich isoamyl alcohol + 25 thé
tich chét tach, lae, tron, li tAm véi toc dd 14 000 vong/phut trong 15 phut & 4°C.
Hut 18y phén trén cho vao dng 6 (Hit sé duge khodng 700p]).

6. Taa ADN

— Cho thém vao &ng 6 44 c6 sdn 700pul dich tach:
+ Natri acetat 3M: 100ul

+ Cbn tuyét d6i: 1 ml

- Tron déu bing cach lic éng nghidm va xem tla (ADN tda thanh “sgi”
trang 1o 1ing).

~ Ly tAm 15 phit, 14000 vong/phiit & 4°C.

— L&y 6ng ra dé bd phén trén (cdn than dé khong d6 m&t ADN - nén dé vao
mdt 6ng nghiém khac va cat di).

— Thém vao 6ng 1,5ml ¢én 70° va ldc nhe. Nhu vay did duge ADN tinh sach,
ADN nay c6 thé git 6 - 20°C, - 80°C hoic tién hanh cac xét nghiém khac.

7. Dién di ADN

Sau khi chiét tach ADN cdn dién di dé kiém tra ¢é thu hoach duge ADN
hay khéng.

e Chudn bi ADN

- Ly tAm &ng 6 (6 trén) 14 000 vong/ phit trong 15 phat & 4°C

—~ D& bd phan cén 70°.

— S84y kho ADN trong budng hiit vé trang (Hote v6 tring) thdi gian 1 gio.
— 8au 1 gid cho 50ul TE vao cin kho va léc.

- L4y 7pl hon dich ADN trong TE trén véi 3ul bromophenol blue 1am chit
liéu chay dién di.

e Chuén bi gel (thach Agarose 1% trong TBE)

— Pha agarose 0,8% vao c¢8c thlly tinh réi dun séi v8i bép thudng, hodc pha
1% réi dun bang 15 vi séng; dé ngudi ty nhién dén khoang 50 - 60 °C.

— Dung luge tao giéng cai vao gia gel (gia thach).

— D8 tit tit thach agarose 18n gia da cai lude (uée lugng dé “giéng” c6 d6 siu
khoang 2 mm).

o Tiéh hanh dién di:
~ Cho dung dich ADN d3 trén véi thude nhuém mau bromophenol blue vao
mbi giéng thach 10 pl .
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— Dat thach (gel) vao budng dién di.

- D& TBE ngap gel, dén vach quy dinh.

— Chay dién di v8i dong dién 50mA, 80V trong thdi gian 30 phit

o Nhuém ADN

— Sau dién di dat gel thach vao dia vudng

- D6 dung dich Ethidium bromic 5 %, trong TBE vao dia

— Léc nhe khoang 5 phut, 14y gel thach ra

- Soi: dat 1én gia soi tit ngoai va chup anh.

C6 thé nhudm bing cach pha sin thudec nhudm 5%, vao khi agarose dang d
60°C, tron déu va dd gel. Sau khi chay dién di c6 thé soi ngay va chup anh.
4. Panh gia két qua

ADN trén dign di sé thé hién vach phat sang va mau tring trén anh chup.
5.Luuy

Vi miu xét nghiém it, k¥ thuat ti€n hanh qua nhiéu buée nén yéu ciu thao
tac hét sitc cdn than, tranh nhim trung va tranh hit hosc 46 mat ADN.

KY THUAT THAM ADN VA LAI VOI MAU “D0O”

Ky thuat tham ADN va lai 1a k¥ thuat sit dung mau doé “probe” duge danh
dau dé phat hién vi tri doan ADN tuong dng trén dién di sau khi ADN dugc cit
bing enzym han ché&, qua d6 xac dinh dude su ¢ mit ciac d6t bién trong ADN,
Hién nay céc k§ thuat ¢6 thé ¢6 khéc nhau & cac chi tiét song déu dua trén nguyén
tic do Edward M. Southern dua ra niam 1975.

1. Nguyén ly

- Dua vao diic diém clia cac enzym han ché& 14 cit ADN & cac vi trf ua chon
dic hidu, do d6 moét enzym sé& cat ADN b gen ngudi ra nhiéu doan ¢6 46 dai khac
nhau tit vai ddi base dén doan c6 hang triam kilo base (kb). Nhiing doan nay sau
khi dién di trén gel agarose sé 4 nhiing vi tri nhit dinh theo 6 dai cha ching.

— Mot dae diém nita 14 ADN s& bi bién tinh (hai sgi tach nhau ra) dudi tac dung
ctia dung dich kiém (NaOH) sau d6 chuyén 1én mang rdn vdi cac vi tri tudng tng.

— Dua trén nguyén tic bd sung cda hai sgi ADN sau khi bién tinh va trung
hoa trd lai, ngudi ta ding cac doan ADN do (probe) c6 trinh tu ADN biét trudc dé
cho k&t hgp “bé sung” vé6i ADN trén mang, qua d6 phén tich va tim ra dot bién.
Hinh 3.5 trinh bay mot dt bién do t4i t& hdp 1am mat doan ADN gitia doan gen A
va doan gen B:
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— Binh thudng enzym han ché& cét ¢ vi tri X tao ra hai doan ADN:
Poan 3,7 kb ¢6 chita phan gen A
Poan 9,0 kb ¢é chia phin gen B

+

+

Khi dét bién (do tai td hgp hay chuyén doan, mat doan) enzym nay cat va
tao nén doan 7 kb ch@a ca A va B (Hinh 3.5¢).

- Sau khi dién di, cic doan 3,7 kb, 9kb,7kb 0 cac vi tri khac nhau. Ding
mau do (probe) A, hoac probe B sé xac dinh duge .

sen Ger. B Yol mbu V& mai
i o -~ ADN N 403
X X X
L N ¢ VIR L SRES———— | [ ——— 37 kb
a: S0 dé doan AND chura gen A,
gen Bva cac diém cal (X) cla
enzym han ché Gt
ym han ché.
T T xué't'phai
b: Sau dién oi va lai
Gen A GenB V& mau Vi mau
it 7 ADN do A @B
¥ X
- T4 >
c: Doan AND bj dét bién mét doan 71 | — —_ e
gita A va B, matca 1 vitri cat
cla enzym han ché
Wach
T 777 { uudt phat

d: Sau dién di va lai
vai mau do A. méu do B

Hinh 3.5: Dung mau do (probe) phat hién dét bién mat doan ADN
a, b : 4 nguai binh thuéng: ¢, d : & ngudi mat doan gen
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2. Hoa chat, dung cu
2.1. ADN: Do tach chiét ADN
2.2. Hod chét

— Knzym (men) han ché: EC, RI: Hind III; Pst I... Da s& 14 céc enzym
hexacutter {nhan biét doan 6 base nitd), mdi enzym c¢6 mdt dém pha thich hgp,
thudng hoat dong a 37°C.

HCl] 0,5M

Agarose 1 % trong dém TBE

NaOH 0,5 M: NaOH 0,25 M
NaCl 1,56 M; NaCl 0,6 M

Dung dich SSC x 20; Dung dich SSC x 2
Pém TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM pH 7,6)
Mang lal (mang nitrocellulose hay mang nilon)

Dich lai va céc sinh phAm kém theo

Mau do

Dich danh dau
Glutaraldehyd

Cac chit hién phim
Nudc cit

| 2.3. Dung cu

Hép lai thudng 1a loai ECL
Mang lai

Gidy séc ky, gidy whatman
Giay tham

Tu &m

T lam da

Bé 4m

Dung cu dién di

3. Cac budc tién hanh
3.1. Cdt ADN bdng enzym gioi han

+

+

+

Trong 6ng nghiém Eppendorf cho:

10 pg ADN trong dém TE

10 - 20 don vi enzym han ché (c6 thé cho 50 don vi) trong dém tuong Gng

Nudc cit ¢t 50 pl
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— U qua dém 3 37°C
- LAy ra mét phén cho chay dién di trén gel agarose 1 %
— Nhudm vi chup anh kiém tra xem ADN da duge ct phit hop chua
3.2. Tham (Southern Blot)
3.2.1. Dién di
— D6 gel agarose 1 % tao giéng nhu d4 néi & trén
— Chay dién di ADN da cit véi dong dién 1V / lem chifu dai gel, thoi gian
10 - 12 gi6 (qua dém).
3.2.2. Xt ly gel (lam bién tinh gel)
— Trong hop thuy tinh cho 300 m1 HCl 0,5 M

- bt gel vao va lac khoang 15 phit (chd ¥ quan sat khi mau caa dung dich
trong hop chuyén sang mau nau la dugce).

Muc dich ctia bude nay 1a 1Am mé&t purin (depurination) dé cit dit nhiing
doan ADN qué dai thanh nhiéu manh (nhung vin nidm yén mét chd) tao didu kién
dé tham.

3.2.3. Lam bién tinh ADN (Denaturation)

— Cho gel agarose vao hop dung dung dich I (NaCl 1,5 M; NaQH 0,5 M)

— Lac nhe trong 25 phut, (cha ¥ quan sat khi dich chuyén t¥ mau nau
thanh mau xanh 1a dugc).

Muyc dich bude nay 12 1am hai s¢i trong chudi xoédn kép ADN tach ra
3.2.4. Trung hoa (Neutrolisation)

Nhée gel ra va cho vao hép dung dung dich IT (NaCl 1,5 M ;NaOH 0,2 M),
l4c nhe trong 15 phut.

3.2.5. Thdm ADN Ién méang (mang nitrocellufose hay mang nilon)
- Cét mang, gidy whatman, gidy loc ding bing kich thuéc gel

— Dung bé th&m, c6 thé thay bing mot khay nhya hay khay thuy tinh, dit
t&m ngang trén thanh khay.

— Cho dung dich SSC x 20 vao trong bé (khay)
- Dat thi ty trén tdm chén ngang tit dudi lén:
1. Cau gidy thadm
2. Ba ldp gidy whatman
3. Gel da dién di (dé tp)
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4, Mang
5. Ba 16p gidy whatman
6. Nhiéu 1dp gidy thdm
7. VAt nang dé lén
— Dé& ty thim qua dém (khodng 10 gid) & nhiét d6 phong
3.2.6. C6 dinh ADN ién mang
— Sau khi th&m, 14y mang ra, ria nhe bang dung dich SSC x 2
— Th&m khoé dich trén mang
— Pit mang dusi dén UV thdi gian 5 phidt (hodc ¢& mang gida hai 1dp gifly
thadm 3 - 4 gig) 6 nhiét 4 phong.

3.3. Lai ADN
3.3.1. Lam tién lai

— Pha dich lai: chu&n bi 0,25 ml dich lai/ 1 cm? mang gém dich lai, NaCl du
0,5 M, va 5% sinh phdm di kém.

— Cho dich lai vao hdp kin
- Pat mang vao tir t, lic nhe
— Pay kin hop cho vao bé 4m 42°C khodng 1 gid

3.3.2. Banh ddu méu do (probe}

— Cho 100 ng méu do ADN vaoe 6ng Eppendorf
- Dun trong nudc sbi 5 phiit (c&n than tranh bat nit)
—~ L&y ra cho ngay vao lanh (da vun)

— Cho dich danh ddu (labelling reagent) véi thé tich bing thé tich mau do,
tron déu.

— Thém glutaraldehyd véi thé tich bing thé tich dich danh ddu
— DE 3 37°C tir 13 - 15 phut
3.3.3. Tién hanh lai

_ Dua miu dd di danh d&u tit tit vao hop da cé sén dich tién lai va mang,
tranh d8 thing 1&n mang.

~ Tron déu, dé qua dém & 42°C
3.4. Phat hién
3.4.1. Rira mang fai- sau 12 dén 24 gid u 6 42°C
~ L&y ra ngdm mang lai hai l1dn x 10 phut trong dung dich I
(8DS 0,4 % va 88C x 5) 4 55°C
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- Rua tiép mang lai hai 14n x 5 phit trong dung dich II (SSC x 2) d nhiét dd
phong (mdi lan chuyén dung dich dang gidy th&m khé mang).

3.4.2. Hién mang

— Pha trén thude hién 1 va 2 (ban sn) véi ti 1& 1: 1 lugng thude pha di
0,125 ml/ cm?® mang.

- Trang lén mang

— Th&m khé va dp phim X quang 1én mang, u 1 - 2 gid

- Ria va hién phim

4. Banh gia két qua

Duya vao thang chudn dé dai ADN, so sanh vi tri ¢6 probe dé biét c6 d6t bién
hay khéng.

5. Luu y

MAu bénh pham it, k§ thuat tién hanh qua nhiu budc nén yéu cau hét sie
can than trong cac thao tac.

6. Cac phuong phap khac

Nguyén téc cha “lai” 13 ding cdc miu do dic hidu dé tim doan ADN c¢6
trinh ty nucleotid tudng déng nén cé thé dung truc tiép 1én NST hay sd dung
phudng phap lait Dot Blot 12 cho ADN lén mang, ¢6 dinh khéng qua dién di sau
d6 dung mau do gén, rita va phat hién noi ¢6 miu do. Ngoai ra ¢é thé st dung k¥
thuat lai tai ¢ché (FISH — Fluorescent Insitu Hybridization) dé phat hién céc bat
thudng gen.

KY THUAT PCR (POLYMERASE CHAIN REACTION)

Ky thuat PCR dugc Kary Mullis phat minh ndm 1980 nhd cac thanh tyu:

1. Phat hién men téng hgp ADN (ADN polymerase) c¢6 dac diém: téng hgp
ti€p tuc doan ADN dang “dang dd” trén khuédn c6 sin.

2. Biét duge trinh ty cic nucleotid & nhiéu doan gen ngudi. Tong hgp duge
mét doan ADN béng phuong phap hoa hoce (oligo polynucleotid) 1am méi (primer).

3. Ung dung tinh ché&t bd sung cla sgi kép ADN va ¢6 thé cit cac lién két
hydro giita hai sgi bang nhiét d6 cao.
1. Nguyén ly

Ngudi ta ding nhiét lam bién tinh hai sgi cﬁa chudi xoidn kép ADN cho
ching tach ra, tao nén hai sgi tu do co kha nang gin véi doan ADN ¢6 trinh tu
base nitd b3 sung, sau dé 14y doan médi (primer) 12 doan ADN ngéan cho gin vao
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ADN phin 1ap dude d viing ¢6 trinh ty bazd nito tudng déng, réi diéu chinh nhiét
dd thich hgp cho hoat déng ciia enzym (véi sy ¢é mit cha cac nucleotid hoat hoa,
doan mdi da gan 1én ADN khuén thi & nhiét d thich hgp ADN polymerase sé tdng
hgp tiép ADN). Bing nhiéu 14n nhu vay, ngudi ta da téng hgp duge khéi lugng 16n
ADN trén khudn c6 sin.

Dé nhan lén mét doan gen, ngudi ta ding hai mdi (cip mdi) ¢6 trinh tu
nucleotid tudng {ing véi hai dau cua doan gen nay.

Vi qué trinh téng hop ADN ludn ludn duge tién hanh theo chidu tit ddu 5’
dén ddu 3, va véi 2 mdi ¢ trinh tu nucleotid b trg cho 2 sgi ADN & 2 diu (phia &'
cua moi sgi), thi 6 chu ky mot sé tao duge 2 doan ADN méi dai hon doan cdn tim
nhung méi doan c6 mét dau (dau 5°) bi gidi han bdi mdi. Pén chu ky 2 sé& tao duge
2 doan ADN c6 gidi han hai dau & vi tri ma méi “gan” (Hinh 3.6).

A B
i !
Sai1 5 Lo i) ] 5
Chudl xodn ADN
Soi2 ¥ [ VA =
(I M) (Primer)
5 (T PR ] ¥
Sei 1b < R, e Y Chaky 1
]
¥ % B 3§
Sa2> ' [T B >
Sgith [ S ==k
Saite e Bt &
O Chuky 2
S 2 5 [T s ¥
Sai2c » ¥z =5
Dimg
Oimg
Saite L tiediiin s el
Pz =3 ¥
Chuky 3
S¢i2e 77
& [T

Hinh 3.6: So dé phan (ing PCR téng hgp doan ADN tr A - B
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Nguyén ly hoat déng ctia may PCR:

Thuyc chét caa PCR 14 phan {ing enzym trong éng nghiém dudi tac dung ciia
nhiét. May PCR 14 may diu khién nhiét 46 theo chuong trinh dé ddm bao ba ché
d6 nhiét:

— Nhiét d9 94 - 95°C dé tach sgi ADN kép ra hai sgi ADN don

— Nhiét 46 30- 65°C (tuy theo yéu cdu cia doan méi va tinh chat cta doan
gen) c¢6 tac dung “gdn” mdi vao vi tri ¢é trinh tu base nito tuong ddng cta doan
gen (ADN).

— Nhiét d§ 70-73°C ddm bao hoat déng tét cho enzym téng hgp ADN tiép ti
doan méi.

Do diic diém cia men taq ADN polymerase ¢6 thé chiu nhiét vd méat tac
dung sau mot thai gian nén ngudi ta thiét k& cic may c6 thoi gian thay d6i nhiét
dé gilta cdc ché d6 cang ngdn cang tét
2. Hoa chét, dung cu

1. ADN khuén: tir tach chiét ADN

2. ADN méi (primer) va cic dung dich di kém

3. DNTP (desoxy ribonucleotid hoat hod)

4. Enzym (taq ADN polymerase)

5. May PCR, may va dung cu hoa chit dién di

May va cac dung cy chup anh UV, micropipette
3. Tién hanh ky thuat

1. Trong &éng Eppendorf

— Pha hén hgp dung méi va mdi

-~ Trén mdi, men, nucleotid

— ADN khuén

— Cho d4au paraphin néu cén (tuy ting loai may, néu c¢é bd phan chéng mat
hoi nude c6 thé khéng can diu).

2. Chudn bj chuong trinh nhiét cho may
3. D€ may chay theo chuong trinh da dat, thoi gian khodng 30 phut

Théng thuong mét chu ky khoang 1 phiit, sau khodng 30 phit thi men hoat
dong kém va lugng ADN ciing da nhiéu. Tir 1 ADN ban dau sau khi chay sé ¢6 2"
sdi, n 13 s8 chu ky.

4. Sau khi may ngiing chay, d8 v& nhiét 45 10°C

- L4y ra hit bo ddu trén (néu cb)
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- Trong éng Eppendorf cho:

+ 8 pl dich ADN vira téng hop

+ 2 ul thudc nhudm

Tron déu va cho chay dién di trén gel v4i dong d&ién 80 V, 45 mA, thdi gian
khoang 45 phiit. Nhudm, soi va chup UV sé thay 6 1 vach (néu ditng mét cip mébi).
4. Cac yéu té anh hudng

PCR la phén Gng rit nhay, dé duong tinh gia néu dé 14n ADN ngoai lai, nén
moi thao tac 6 cac bude phai vd tring va ngudi ta thudng chay thém mét ching
am (khéng cho ADN khuén).

5. Cac img dung ciia PCR
~ Dung dé nhan 1én ADN sau d6 lai, phat hién bing mau dé dic hiéu

— Dung cip mdi dac hiéu, c6 thé 2 hoac 3 mdi dé phat hién cac dot bién hay
tinh dac trung ADN cho load, ca thé...
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Chuong 4
SINH HOA HUYET HOC

SAT HUYET THANH

(Phuong phadp spectrophotometric ferrozine)

1. Nguyén ly

"I‘rarisferrin gin vao sé’t ferric (sit IIT). Trong huyé’t thanh, dude giai phéng
va bién doi thanh ferrous (sit II) bé hydroxylamin. 8&t II (ferrous) phan ung véi
ferozin thanh phic hgp mau duge dinh ludgng biang quang ké.

2. Dung cu, hoa chat
2.1. Hod chét

— Bo6n thudc thit A: 48 ml

+ Guanidinum chlorid : 1,0 mol/LL

+ Hydroxylamin : 0,6 molV/L,, pH = 4,0

- Bo6n thudc thit B: 2m): Ferrozin 40 mmol/L

— 8ét chuén: 5ml: S4t 200 pg/L

(Ion standard)
Chuén bi thude thiz xét nghiém:
{Cho hai 6ng nghiém/cho 1 mau thd khi tién hanh)

Chuyén céc loai thude thi trong thude B vao 1 lo thude thit A (chd y 1). Lac
déu va én dinh duge 6 thang & 2 - 8°C.

Chufin bi dung dich xét nghiém nhu sau: Thudc thi B: 1ml
Thude thi A: 24 ml

2.2. Dung cu
Pipette, 6ng nghiém, quang k& c6 bude séng 560 nm (550 - 570nm).
2.3. Bénh phdm

Huyé&t thanh hodc huyét tuong chéng déng bing heparin, én dinh 7 ngay
ag2-8°C.
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3. Tié€n hanh
3.1. M§t 6ng thir (one tube/sample)

a. Dung pipette cho vao 6ng nghiém theo thi tu sau:

Ong tring Ong chuin (ST) Thir (S}
1 Nudc cat 200 pt 0 0
2 | Satchuin 0 200 pl 0
3 Mau thtr 0 o 200 pul
4 Thudc thr A 1,0ml 1,0 ml 1.0 ml

b. Léc tron déu, rdi doc mat dd quang (A1) cia &ng chudn (ST) va éng thi (S)
g budc séng 560nm @61 chigu véi 8ng trang.

c. Dang pipette cho vao cac 6ng nghiém thudc thd B

5 | Thudc thir B 40yl 40p! 40

d. Lac tron, dé yén & nhiét do trong phong trong 5 phit, doc mat d6 quang
(A2) cha dng chudn va 6ng thi véi bude séng 560nm dsi chidu véi 6ng trang

3.2. Hai éng thir (Two tubes/sample)

a. Ding pipette cho vao 6ng nghiém theo thit ty sau:

Ong Thuéc
Ong tring chuan thi trang | Thir (5)
(ST) {SB)
1| Nudc cat 200 p 0 0 0
2 | S4tchuan 0 200 0 0
3 | M3u thir 0 0 200 ol 200 pl
4 | Thuéc thit A 0 0 1,0ml 0
5 | Thudc thif diing hang ngay (Working 1,0ml 1,0mi 0 1,0mi
Reagent)

b. Lic déu, d8 yén 5 phit tai phong 20°C
c. Poc mat dd quang (A) cta 6ng thit tring & 560 nm d6i chidu véi dng nudc cit.
d. Poc mat quang ctia Ong chuén va thi tai 560 nm d6i chiéu vdi dng trang.
4. Cach tinh két qua
4.1. Mt 6ng thu: Tinh theo cdng thic sau:
Ay-A, (miu th) S
A,-A, (miu chuin) ST

x 200 pg/dl sit
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4.2. Hai 6ng thu

Ag-A, ,
— £ 200 pg/dl sét

5T
Pon vi quéc t& (ST unit) = pg/dL sdt x 0,179 = pmol/Lsit
5. Nhan dinh két qua
(GiA tri binh thudng
Nam :70- 155 pg/dL = 12,5 - 27,7 pmol/l
Ni  :55- 140 pg/dL = 9,84 - 25,1 umol/l
Mobi phong xét nghiém cln ¢é gié tri binh trung binh riéng cta minh.
6. Cac yéu toé anh hudng
— Khéng dang huyét thanh vd héng ciu sé& giy sai két qua
- Ong nghiém thudng dung nén ria béng acid hay diung dng nghiém nhya.

FERRITIN HUYET THANH
{Phuong phadp do d¢ duc latex)

1. Nguyén ly

Ferritin huyét thanh bj ngung ké&t bdi hat latex duge gin vao khang huyét
thanh ngudi ¢6 khang thé ferritin. Su ngung k&t cla hat latex ty 18 thudn véi
ndng 6 cha ferritin, va ¢6 thé do duge bang d duc.

2. Dung cu, hoa chit
2.1. Cdch thue dong goi va ma s6

Latex: COD 31926 : 1 x 5 ml
COD 31026 : 2 x 5 ml
Diluent: COD 31926 : 1 x 45 ml
(Dung dich pha loing) COD 31026 : 2 x 45ml
(Standard) Chuén: COD 31926:1x 3 ml

COD 31026 : 4 x 3 ml

—~ Dung dich treo (Surpension) chia hat latex dudc gin vao huyét thanh
ngudi khang thé ferritin. Natri azit + bao quan ndng &6 0,95 g/l.

~ Dung dich pha loang (Diluent). Dung dich dém chlorid ammonium 0,2 mol/,
¢6 natriazit 0,95 g/l pH = 8,2.

— Ferritin chufin: Hoa tan vdi 3ml nudc edt, 6n dinh 1 thang 32 - 8°C
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2.2. Dung cu

- NB&i cach thay 37°C

- Quang k& hay quang k& c6 cach thity 37°C ¢6 bude song 540 nm (530 - 550nm)
2.3. Bénh pham

_ Huyét thanh 8n dinh 7 ngay 2 - 8°C, huyét thanh c6 héng cdu bi vd va ¢

nhiéu md khong thich hgp cho xét nghiém, giy sai sé.
3. Quy trinh k¥ thuat

1. Thudc thit va quang k& dé 37°C

2. Diéu chinh quang k& vé vi tri “0” véi nudc cit.

3. Trong céng (Cuvetle) cho:

SOTT Thudc thir Céng {Cuvetle)
1 Dung dich hoa lodang 0,90ml
2 Chudn hay mau xét nghiém 0,10 ml
3 Latex 0,10 ml

4. Tron déu, ldc ngang céng rdi cho vio may & 37°C

5. Doc mat d§ quay ¢ 540 nm (sau 10 gidy goi 13 A)) va sau 8 phit sau khi
cho thémmau thit vao (A,)

Céach tinh két qua
(A,-A)) (mau th)
(Ay-A)) chudn

x néng dd chudn = pg/l ferritin

4. Két qua: binh thudng
Nam ;30 - 220 pg/L
N 120 - 110 pg/L
Theo tai liéu cia Biosystems Clinical Chemistry
COSTA - BRAVA 30 - 4
08030 Barcelona - spain
1S0O - 9001

5. Cac yé&u t6 anh hudng
— Hoéng cdu vd, huyét thanh khong dam bao, gay sai s&
- Trude khi doc phai dé cach thay 37°C
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sUC BEN HONG CAU

1. Nguyén ly

Héng ciu duge cho vao nhiing dung dich d8m mudi nhuge trudng c6 pH = 7,4
dé & nhiét phong thi nghiém 22°C. Sau mét thdi gian nhit dinh dé quan sit xem
" mc dd tan ctia hdng cau.

" 2. Dung cu, hoa chat
Dung dich me ¢6 ap lge tham thau tudng duong véi dung dich natri chlorua
10% (bdo quan duge hang thang) bao gdm cdc mudi sau day:
— Natri chlorua 1180 g
Natri dihydrophosphat (NaH,PO,2H,0): 4,86 g
Di natri hydro phosphat (Na,HPO,) 12781 g
— Nudc cat vita da : 2000 ml

I

Dung dich nay khéng trong thi phai lge. Tt dung dich me 10% pha thanh
cac dung dich 1%, 2%, 2,5%, 2,756%...6%, 7%, 8%. Tit dung dich ¢6 nong dd 2,75%
dén 6% cit mbi ndng 46 cach nhau 0,25%.

Tu cic dung dich phdn tram nhu trén pha thanh cic dung dich phin nghin
tuong dng 1%, 2%, 2,5%o, 2,75%0, 8% (Tit ndng d6 2,75% d&n 6% ci mdi ndng 4o
cach nhau 0,25%.).

3. Quy trinh k¥ thuat
3.1. Cdch idy bénh phdm

Liy 3ml hay 4 ml mau tinh mach c6 chéng dong bing heparin hay natri
oxalat hodc natri citrat.

3.2. Tién hanh

Chufin bi 18 dng nghiém déu mau loai ng nghiém ly tdm dudng kinh lcm x
6cm. Danh s8 tit 1 dén 18. Cho vao mbi o'ng ngh1em 5 ml cac dung dich dém da
pha loang ra phén nghin nhu trén theo néng d¢ giam din (6ng s6 1 ndng 4o 8%...
ong s6 18 ndng 46 1%,).

— Cho vao mbdi éng nghiém 2 - 3 giot hdng cfu (sau khi &ng méau da gan bé
bét phan huyét tuong).

- Lé&c nhe 2 - 3 14n cho déu hdng cdu trong cac 8ng nghiém.

— DE & nhiét dd phong xét nghiém 22°C tit 30 - 60 phit thi doc két qua (cé
th€ quay ly tdm rdi doc két qua va tinh ty 1& phin trim huyét tan.
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3.3. Cdch doc két qud

- B&t d4u tan: Phan trén ¢6 mau héng
— Tan hoan toan: Toan b$ dung dich ¢6 mau & trong suét.

4. Két qua
4.1. Binh thuong

— Bat dau tir 4,5%0 — 5%
~ Tan hoan toan tif 3%0 —» 3,5%u

4.2. Bénh Iy

- Sic bén hong cdu gidm: (D& tan & néng d6 cao) trong thifu mau huyét
tan, trong thidu mau Minkowski Chauffard.

- Sic bén héng clu tang: (Tan & nong do th&p) trong nhiing bénh vé huyét
sic t& néi chung, ngoai ra cdn ting sau cit lach, thiu mau va mdt s6 bénh vé gan.

5. Cac yéu t& anh hudng

~ Dung dich nhuge trusng phai chinh xic néng d9, sau khi pha phai kiém
tra bdng cach tién hanh xét nghiém véi 1 - 2 héng céu cua ngudi binh thudng xem
ket qué c6 nam trong giéi han binh thudng khéng réi méi sit dung cho bénh nhén.

Néu khéng chinh xac phai pha lai.

— Khoéng lam xét nghiém nay khi bénh nhén truyén méau chua duge hai tudn.

DIEN DI HUYET SAC TO

1. Nguyén ly

Phuong phap dién di 1a phuong phap ly hoa ding dong dién mét chiéu lam
di chuyen cac phén ti mang dién. Muc dich clia phuong phap nay dya trén sy tich
dién ctia cac phan tl, va téc d6 di chuyén khac nhau dé tach cic thanh phdn ma
ta mong mudn. Tt d6 ¢6 thé dinh tinh va dinh lugng.

2. Dung cu, hoa chat
2.1. Béng acetat - cellulose cd kich thudc: 4 x 17 cm ; 2,5 cm x 17 em

2.2. Chudn bj dung dich huyét sdc t6

Ly mau tinh mach ¢6é chéng déng bing natrioxalat, natricitrat. T8t nh&t
ding heparin (1 giot loai 25.000 don vi cho 5 ml mau).

- Ly tdm 2500 vong/phat/ 5 phit.
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- Loai b6 huyét tudng - Rita 4 14n bing nutdc méi sinh 1y 9%o.
— Lam v3 hdng cdu bang nudc cit va chlorofoor

1 thé tich hdng cdu
+ 1 thé tich nudc cAt

1 thé tich chlorofoor

- L#c manh trong 5 phat. D& ti lanh + 4°C trong mét dém. Sau dé ly tam
5.000 vong/phit trong 20 phat. Hiat phin trén cing bing pipette Pasteur sang
~m{t Sng nghiém khac vo trang, ly tAm 5000 vong/ phit/ 20 phat. Sau 46 loc lai dé
¢6 dung dich huyét séc t& that trong.

— Ty lé huyét sic t6 cha dung dich trén duge xac dinh biing phudng phép so
mau thudng dung dich nay chita khoang 10% huyét sic ts.
2.3. Dung dich dém
2.3.1. Dém Veronal pH = 8,6

— Veronal sodique (natri veronal) :10,3 g

— Veronal acid 11,34 ¢

— Nude ¢dt vira da : 1000 ml

Diéu chinh dé pH = 8,6

2.3.2. Dung dich dém phosphat pH = 6,5

- K,HPO, 13,06 g
- KH2P04 : 2,40 g
— Nudc cat vira da : 1000 ml

Diéu chinh dé pH = 6,5
2.4. Dung dich nhuém mau

— Pen amino (amino noir) :0,5¢g

— Methanol : 50 ml
— Acid acetic : 10 ml
— Nudc cat : 40 ml

2.5. Dung dich tdy méau

— Methanol : 500 ml
— Acid acetic : 50 ml
— Nuée cat + 450 ml

2.6. Dung dich lam trong bang cellulogen

— Acid acetic glacial : 7 ml
— Methanol : 35 ml
— Nudc cat : 50 ml
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3. Quy trinh ky thuat
— Nhing nhitng bang cellulogen vao dung dich dém 15 phut.
— Thé&m nhitng bing cellulogen vao giita hai t3 gidy loc d€ loai bd dung dich thiza.

— Dét nhiing bang nay trén gia dién di va nhd vao phia 4m cuc trén bing
mdt gigt huyét sic td tuong duong 5 ul.

— Lam céu ndi cho cic bang chay. Cho chay véi cudng 46 4mA cho mbi biang
va thdl gian chay ti 1 gig 30 phit — 2 gid (mdi may phai ty diéu chinh thdi gian
chay cho thich hgp).

- Tat may, 14y cac bang dién di ra nhuing tryc tiép nhiing bang nay vao
dung dich nhuém mau trong 5 phat,

~ Rua biang dung dich t&y mau dén khi trdng hoan toan.
~ Sau khi rita, s& lam trong cac bing bang dung dich lam trong trong 10 phiit.
4. Két qua

Duya vao hinh anh cta béing miu cuc duong

Cuc dudng
) — | ——
] H
== Barts J
Vach K
- A S
xuét phat 7 E b == ].epore
m—l = A, Babinga
Cyc dm == A S —
(_') — E 0 ] A’Q

So dd 4.1: Dién di huyét sic t6

HUYET SAC TO KHANG KIEM

1. Nguyén ly

Duéi tae dung cua chdt kiém, cie huyét sic td bi pha huy duéi 1 phit. Riéng
huy€t sic t6 F khéng bi pha hiy.
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2. Dung cu, hoa chat
2.1. Hod chét

+ o+

Natri hydroxyd N/12 + NaOH 1IN : bml
+ Nudc cit hai lAn  : 55 ml
Dung dich ngung két

Amom sulfat [(NH),S0,] :76g
Acid chlorhydric N : 0,56ml
Nudc cét : 200 ml

Dung dich huyét séc t6 (Xem phén ky thuat dién di huy&t sic o)

2.2. Dung cuy: Pipette, quang ké c6 bude séng 500 - 540 nm
3. Quy trinh ky thuat
3.1. Dung dich A

M5i bénh phim chudn bi hai 6ng nghiém sach

Diing micropipette hit 0,1m! dung dich huyét sic t8 cho vao éng dung
NaOH N/12. B&m déng hd ngay. Chd ding 1 phit thi 48 dng nghiém chita 3,4 ml
dung dich amoni sulfat sang, 1ac déu rdi loc qua gidy loc. Nude loc 14 dung dich A.

M6t 6ng: 1,6ml dd NaOH N/12
Mét &ng: 3,4 ml (NH,),S0,.

3.2. Dung dich B

M3i bénh phdm mét Sng nghiém dé tén va danh déu chit B. Cho vao &ng 4ml
nude ¢t va 0,02 ml dung dich huyét séc t8, e déu. D6 13 dung dich B. Mai 14n lam
xét nghiém nay phai lam song song v6i mdt huyét séc td cha ngudi 16n binh thuong.

Ciing c6 thé 1am chitng duong tinh bang huyét sdc t§ cia mau rau thai nhi.
Dung dich A va B duge doe § bude séng 540 nm.

4. Két qua
Doc va tinh k&t qua theo cong thic:
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Phén tram huyét sic t& F § day 1a so sanh véi huyét sic td toan phén.

MDQHA x 25
¥F= =% Hb
MDQHB

MDQH: Mat do quang hoc

Tri 86 binh thudng = Ngudi 16n : 0,2 - 2%

8¢ sinh : 60 - 80%
3 thang : 20%
7 thang 1 - 5%



5. Cac yéu t8 anh hudng

— Dung dich NaOH N/12 pha sai, dung dich A khong trong, du(‘ mat dd
quang hoc cac gy ra s6 dung dich NaOH N/12 lam dung dich huyét géc t& tu dd
sang ndu, pha ldu phai kiém tra lai.

_ T#\ ca cac dung dich phai duge pha mot cach chinh xac, hemolysat phai
lam chinh xac.

DINH LUUNG METHEMOGLOBIN REDUCTASE

1. Nguyén ly

\’[eLh(—"moglobm (Met-Hb) duge tao ra dudi tac dung cia K ;Fe(CN),, khi co
mat cuia NADH, nhd tiac dung cua Mct-Hb-Reductase ¢6 trong hemolysat ciia mau
xét nghié¢m sé b; khi thanh Hb khi. Hb khi nay s& két hgp vl O, hoa tan trong
nuéc tao HbO, va tuy theo sy tang mat 46 quang hoc ¢ budc séng 575 nm va tinh
ra hoat tinh Mect-Hb-Reductase.

Glucose

NADP 1 o

G6PD Glucose 6 @ (“:

I

HC — OH l
I
6 phosphogluconolacten HO —CH O
NADP Met Hb redutase H({' - OH
'7——T NADPH, 7T HE
GS-8G  MetHb CH.OPO
z 2
et e \__/ \_. Colegiobin
HbO, —» HbHO,  HPC, +HO {khéng chuyén
V lai thanh Hb dugc
. - . va két tinh thanh
Tac nhan oxy hod thé Heinz
Thudc thu
Feri
1. 2Fe’Hb + NaDH ———— 2Fe®* + NAD* + H'
Reductase

2. Dung dich EDTA. 0,01M

$o dé 4.2: Chu trinh tao methemoglobin {Meth-Hb)
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2. Dung cu, hoa chat

2.1. Dung dich EDTA 0,01 M
EDTA (C,,H,,0N, 2H,0) : 0,186 ¢
Nude cat : 50ml

2.2. Dgm citrat 0,05M pH - 4,7

Acid citric (C;H,0, H,0) :1,06 g
Nuée cat vita da : 100 ml

Dung NaOH 1N diéu chinh pH vé 4,7 rdi thém nude cit vita di 100ml.

2.3. Dung dich kaliferricyanua K;Fe(CN); : 0,5nm
Kaliferricyanua : 16,5mg
Nudc cat : 100 ml

2.4. NADH,khoé
Thuong dung loai mudi c6 2Na
Cs1Hy:N;0,,P,Na, (MW 709,4) :9mg
Nudc cdt : 1 ml

2.5. DEAE cellulose dang bét, soi (0,1 - 0,25mm)

' 2.6. Dung djch huyét sdc t6 (MW 64450) da loai bdé Met-Hb-Reductase, ndng do
1,16 g%

Cach lam:

- Mau chéng ddng, heparin ho#c citrat, ly tdm 2000 vong/phit/10 phut loai
bd huyét tuong.

— Rua héng cdu hai 14n bing nudc mudi 9%, ty 1& 1/10
- Ly tam 14y khéi hong cdu 3000 vong/phit/10 phit.

- Ct 10ml khé&i hong cdu cho thém 60 ml nude cat hai 14n va 1,6 g DEAE
cellulose kho.

- Khudy déu dé 10 phit, thinh thoang lic.

— Ly tdm va 14y dich trong phia trén rdi lai cho mét lugng DEAE vao léc
déu thém 10 phiit.

— Pha lodng dung dich nay bing nudc cdt dén néng d6 Hb cudi cang 1a 1,2 g%.
D4y la dung dich Hb khéng c6 Met-Hb-Reductase.

Kiém tra trén méy quang ké.
— Chia thanh lo nhé d¢é bao quan (2 thang). Cac thudc thit dé dinh lugng
huyét sic t§ bénh nhan nén ding phuong phap cyan met hemoglobin.
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3. Quy trinh ky thuat

Trude hét chuéin bi hén dich dém c¢6 chia Met-Hb. Cho vao 6ng nghiém 10 ml.

0,5ml dungdich EDTA 1)
1 ml dém citrat (2)
1,8 ml dung dich K;Fe(CN), (3)
1ml  dung dich HB (6)

- L&y mau bénh nhén: 18y & ddu ngén tay bénh nhén hodc 14y c6 chéng déng.
Hodc khé1 hong cau néu 12 mau toan phén thi 18y 0,04ml théi ngay vao hén dich trén,
trang pipette nhiéu lan, déng thdi 14y méu dé dinh lugng huyét sic td ngay.

~ Sau khi cho méau bénh nhan vio rdi dé thém nude d&n 9,9 ml dé mot thé
tich con lai cho thém NADH,,.

— Trén déu réi dé > 1 gid & nhiét d6 phong, ndu 37°C thi 20 phiit.
- Ly tdm loai bo can.

— L&y nude trong phia trén dé dinh lugng men.

— Dinh lugng men. Cho vao 2 céng (1 cm)

Chirng (1} Thir (2)
Nudc trong 2,97ml 2,97ml
Nudc cat 0,03 ml 0
NADH, 0 0,03 mi

Trén déu

Doc lai sy tdng mat 4 quang hoc & budc séng 575 nm trong 10 phit (ghi
ting phit). '

— Dinh lugng huyét sic t8 trong miu mau xét nghiém,
4. Két qua

Hoat tinh Met-Hb-Reductase biéu thi bing pmol Hb bi khi sau 1 phat cho
1 gram Hb xét nghiém. Trude hét tinh A E/1 phiit. Thuong 14y phat tha 2, 3 va 4
rdi chia 3.

A E 576nm/1’
Hoat tinh men = x 595

Hbg%

K&t qua: Véi ky thuat nay hoat tinh men & ngudi cho mau I 3,2 don vi (umol
HbO,/1’gHb (dao ddng tit 2,2 - 3,8 don vi).

O ngudi thi€u men hoat tinh men sé giam hay khéng con.
5. Cac yéu té anh hudng

~ Cac dung dich phai pha chinh xac.
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- Dung dich huyét sic t& phai chung va chuéin chinh xéc
- Quang k& phai chuan dé cho mat d§ quang hoc chinh xac

Céc diéu kién trén khéng ddm bao sé din d&n nguyén nhan sai 1am.

XET NGHIEM SU THIEU HUT MEN GGPD HONG CAU
BANG PHUGNG PHAP SOI BEN TU NGOAI

Trang 161 - Pratical Hematology Sixth Eidtion. Sir John V. Dace - S.M Lewis
Phudng phap cai tién ctia Beutler va Mitchell.

1. Nguyén ly

Duia vao tinh chdt phat quang dde biét cia NADP-H d viing anh sang ti ngoai.
2. Dung cu, hoa chat |
2.1, Hod chét

— D-glucose 6 phosphat: 10 mmol/l. Hoa tan 305 mg mudi dinatri hodc
dikali v6i 88 lugng tuong tu trong 100 ml nuéc cat.

— NADP* (Cy;H,;N;0;P,Na) = 7,5 mmol/l. Ho& tan 60mg NADP" dinatriphosphat
10ml nudc cat.

- Saponin 750mmol/]l (10 g/1)
— Dung dich dém TRIS-HCI: pH="1728
Tris (hydroxymeéthyl) aminomethan (24,23 g/l): 250 mi

Oxyd glutathion (glutathione oxy hoa) (GSSG), 8 mmol/l. Hoa tan 49 mg
GSSG trong 10 ml nude ¢4t trén thudc thi theo cach sau:

Hai thé tich G6PD, 1 thé tich NADP®, 2 thé tich saponin, 3 thé tich dung
dich d&m 1 thé tich dung dich GSSG, 2 thé tich nuéc. Dung dich nay én dinh 2
nim hay hon & nhiét d6 -20°C, 2 thang néu d 4°C, azid c6 thé cho thém vao dé
phong n&m phat trién ho#c c6 thé chia ra 6ng nghiém nhd, mbi 6ng 100 pl, giit 4m
20°C moéi khi ding mét 6ng nghiém.

2.2. Dung cu

-~ Khay nhua c6 16

— Gidy thAm whatman N:1
Déng hé bam gidy

Dén ti ngoai.
3. Quy trinh k¥ thuat

Liy 10 pl mau toan phan chéng déng bang heparin hay EDTA, cho 100 ul
dung dich trén dé nhiét d6 15 - 25°C. Lay 10 ul mau da phan tng véi thude thi
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trén vao gidy tham whatman s8 1 tai thdi diém bit dAu phén dng va saud6 0 - 1
phit, 4 - 6 - 8 - 10 phit néu mudn nhanh hon cé thé dé gidy 6 nhiét 4 25 - 30°C.

Cho viio 15 md khay nhya: 10 pl méau toan phin chéng déng bang heparin
hay EITTA. Cho 100 pl dung dich co chét, bdm déng hd vao tinh la phat 0.

~ Dung que thay tinh trfn déu va chdm ra gidy tham whatman tai cic thoi
diém: 0'-1"-4-6-8-10

Dé khd & nhiét d6 phong (khoang 15 phit) dem soi dudi dén ti ngoai, danh
gia muc dé phat quang.
4. Boc két qua

~ Phat quang mau xanh da trdi rd: Hogt tinh men binh thudng goi 14 phan
ing 4m tinh (-)

— Khéng phat quang (thidu men rd) goi 14 phan tng duong tinh (+)
- Phat quang yéu (thifu men muc dé vita phai) phan dng (&)

5. Cac yéu té anh huéng
~ Dung cu ban

— LAy mau chéng déng khéng tét sé& din dén sai két qua

DINH LUGNG MEN G6PD TRONG DUNG DICH HONG CAU
BANG PHUONG PHAP QUANG PHO

1. Nguyén ly

Phuong phap nay cho phép xac dinh s lugng hoat tinh men G6PD dya trén
viée do budc séng ti ngoai 340nm - t6c d6 tao thanh NADP khi (NADPH trong hé
th(mg chlIa mdt lugng thita G6PD va NADP) Hoat tinh men trong dung dich tan
héng cAu la y&u t& quyét dinh tdc do biéu dién phan tng.

2. Dung cu, hoa chat
2.1. Dém TRIS-HCI

- pH =80 : 0,1M
— TRIS: 1,21 M
- HCL: 0,1 N 70 ml
— Nudc cat vita da 100 ml
— Chinh pH bang HCl 0,1N
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2.2. G6P: 20mM
— Na,G,P 3H,0 1 7.2mg
~ Nuée cat : 1ml
2.3. NADP: 10mM trong nudc
NADP 17,7 mg
Nuée cat : 1ml

2.4, Dung dich hoat hod MgCl, 0,1M

MgCl, 6H,0 :20,3 g
Nuéc et : 100 ml

2.5. Mdy quang phé ké
Déng hé bam giay
Dung dich Prabkin
3. Quy trinh k¥ thuat
3.1. Rura héng céu
Ruia 3 14n bing NaCl 9%, lanh chd ¥ gan bach cdu va tranh lam v3 16p hong
cAu bé mat trén.
'3.2. Chudn bj dung dich huyét sdc to
0,1 ml hdng clu rita
4,9 ml nudc cat
LAc cAn than trong 3 phiit, ly tdm & 4°C 3000 vong/phut trong 30 phuat. Hit
phan nudc trong & trén dé do hoat tinh men.
3.3. Do hoat tinh men

Trudc khi cho véao céng dé tién hanh phan éng ngusi ta cho thém 0,1 ml GGP
Cho vao céng: 0,3 ml dd dém TRIS

0,3 ml dd hoat hoa

2,0 ml nitde cat

0,1 ml dd NADP

0,2 ml dd huyét séc t6
Tron déu, do mat dd quang hoc & bude séng 340 nm phan dng bit ddu khi

cho thém 0,1 ml dd G6PD tron déu réi do sy ting mét dd quang hoc timg phit
trong 10 phiit.
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Hoat tinh men dugc tinh theo ¢éng thie

AE/1’ x 3,0ml x 100
6,22 x Hb (g} x 0,2ml

Men Ul/g Hb =

Chu thich:

— AE/1" thay d8i mat dé quang hoe trong 1 phiit
— 6,22 hé s6 hap thu phén tit caa NADP

— 3,0 ml thé tich toan bo dung dich phan dng.
— 0,2 ml thé tich dung dich huyét sdc t&

— Hb (g) s6 gram hemoglobin trong 100 ml (dung dich huyét siic t& do trude
khi tién hanh phan Gng).

Théng thudng ngudi ta do hoat tinh G6PD & nhiét dé 30°C trong cong cod
diéu nhiét.

Néu do ¢ nhiét dd phong thi két qua phai nhdn véi hé s6 hiéu chinh
K=1[1-("do- 30°C) x 0,08]
4, Két qua
4.1. Hoat tinh men binh thudng vdi diéu kién
+ Héng cau luéi 0.2 - 1,2 %
+ Nhiét d6 do 30°C
8& bang 3,7 - 6,8 don vi qudc téfgHb
4.2. Thiéu hdn hoat tinh men
0,0 - 0,4 don vi qudc té& /gHb
4.3. Thiéu vua
1.0 - 3,5 don vi qubc t& / g Hb
5. Cac yéu t& anh hudng
— Cac loai dung dich pha khéng chuén

— Quang phd k& ¢6 bude séng 340 nm khéng chinh xéc
— Dung dich huyét sic t§ khéng chinh xac

BINH LUONG HAPTOGLOBIN TRONG HUYET THANH

Hatoglobin 1a mét @ mucoprotein, né gidm ning khi v8 héng cau trong hodc
ngoai huyét quan.

Haptoglobin 12 mét protein lam nhiém vy vén chuyen huyét sée td tu do
trong huy(,t tudng - huyet thanh vé gan theo ty 1& 2 phén ti hemoglobin (Hb) cho
1 phan ti haptoglobin.
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1. Nguyén ly

Mot lugng hemoglobin biét trude cho vao huyét thanh. Phite hgp Hb -
Haptoglobin dugc tach ra bing phudng phap dién di.trén gidy cellulose acetat.
M&i quan hé cla s6 luogng xac dinh va huyét sic t6 ty do duge tinh ra sau khi
nhudm cac bing dién di bang Densitometer & budc séng 450mm vdi dudng cét
ngang 0,3mm.

Néng d¢ haptoglobin dudge tinh ra bing mg phiic hgp hemoglobin trong 1 lit
huyé&t thanh.

2. Thudc thu

2.1. Dung dich dém: pH = 7,0 Ion lyc 0,05
Na,HPO,: 7,1g/1,2 thé tich
Na,PO, - H,0: 6,9g/1,1 thé tich
Bao quan g +4°C

2.2. Hemoglysat

Mau duge 14y vao 6ng nghiém vo triing c6 chat chong dong 1la ACD

Rita 3 14n bang nudc mudi sinh 1§ 0,9%. Sau dé cho vao khdi hdng cau da ria
2 thé tich nudce cit va 1 thé tich Toluene hodc Carbon Tetrachloride (CCLy), cac
loai dung dich trén rat déc phai hét sttc cAn thén.

Dung dich duge khudy déu va lac bing may lac, sau @6 ly tdm 3000 vong
(1200g) trong 30 phit. Sau d6 ding pipette hit dung dich Hb. Loai bo Hb va
globin tu do. Tt nhit cho vao dung dich hemolysat 2 thé tich nudc (khéng cé
Toluene) va ly tAm 20000 vong (18000g) & 4°C trong 20 phit. Cé thé bio quan &
4°C duge 1-2 ngay, néu 6 -20°C dude vai tudn.

2.3. Dung dich nhugm

Hoa tan 0,5g O-dianisidin (3,3 - dimethoxybenzidin) trong 70ml cua ethanol 95%.

Trude khi dang cho thém 10ml dung dich dém acetat, pH = 4,7 (Sodium
acetate 2,92g, acid acetic glacial 1ml va cho nuéc eat vita di 1000 ml). 2,5 ml cua
3% (H,0,10"°Y) sau d6 cho nudc cAt vita da 100ml.

2.4. Dung dich lam ré

Acid acetic 25ml + 75ml ethanol 956%
2.5. Dung dich rua

Acid acetic B0m! + nude vira da 1000ml
3. Phuong phap

3.1. Chudn bi mau: Huyét thanh 14y vao &ng nghiém, rdi 4 trong chau nude 4m
(37°C) cho tiét huyét thanh, huyét thanh duge bdo quan d -20°C cho dén khi sit dung,
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L&y 01 thé tich Hemolysat (44 chudn bi nhu trén) cong véi 09 thé tich
huyét thanh (da chuén bi nhu trén) dé trong phong & nhiét @6 20°C-22°C trong
vong 10 phut.

3.2. Tién hanh chay dién di

Nhing gidy cellulose acetat trong dung dich dém (kich thudc gidy chay dién
di 1a 12 x 2,5¢m). Sau dé véi gidy cellulose acetat dé trén gidy tham cho se khd.
Dit khodng 0,75ml dung dich mAu da chuéin bi trén § vach xuét phat. Chay ¢ dién
thé& 150 V chiéu dai bang chay khoang 5-7 ¢cm trong vong 30 phut.

Vi du nhu sau:

B: Huyét thanh binh thudng céng véi huyét sic t6, bing xuit hién 6 ca B
globulin (Hb) va vung a, globulin (phitc hgp hemoglobin va haptoglobin).

C: Lugng haptoglobin giam nhe. Biang & vi tri B globulin ddm hon béng ¢ vi
tri a, globulin.

D: Huyét thanh ctia mot truong hgp thiéu mau tan mau. Haptoglobin khong
c6. Hemoglobin xuét hién & vi tri B globulin.

Pudng xuét phat dude chi bing mii tén.

Sau khi chay 30 phut 14y cac bing ra cho vao dung dich nhuém O-dianisidin
trong 10 phit. Sau d6 ria véi nude va dung dich rda trong 5 phiit, cho vao dung
dich ¢6 dinh ethanol 95% chinh xéc trong 1 phit. R6i cho vao dung dich lam rd
trong 30 gidy. Chuyén bang gidy cellulose acetat trén lam thuy tinh va sy &
100°C trong 10 pht.
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Sau khi dé ngudi tién hanh do két qua bing t¥ trong k& & budc séng 540nm
v dudng cat ngang 1a 0,3mm.

4, Tinh két qua
Haptoglobin (g/1) = Haptoglobin Faction x Néng d6 huyét sic t& (g/1)

Trong huyét thanh ngudi binh thudng haptoglobin lién két 6 tit 0,3-2,0g chia
huyét sac té/lit gia tri trung binh 1a 1,1g.

Nam cao hon nit
Bdt thuong:

Téang: Khi cd thai, nhiém triing man, cic bénh 4c tinh huy hoai t8 chite, Hodgkin,
lupus ban dé.

Gidm: Thidu mau héng ciu to (megaloblastic anemia)

Tang tan mau va theo déi chdy mau 4 céac td chie.
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Chuong 5
MIEN DICH HUYET HOC

MOT SO KHAI NIEM cO Bim_ VE KY THUAT _MlEN DICH
UNG DUNG TRONG HUYET HOC - TRUYEN MAU

Mién dich huyét hoc 14 mdt phidn ctia mién dich hoc néi chung. D& cé thé
nim bat dude cac ky thuat va {ing dung trong Huy#t hoc-Truyén mau, ching téi
xin nhéc lai mét 6 khai niém cd ban vé mién dich hoc nhu: khang nguyén (KN),
khang thé (KT), phan ttng k&t hdp khang nguyén - khang thé (KN-KT).

1. Khang nguyén

1.1. Dinh nghia: Khang nguyén 1a chit la d6i v6i cd thé, c6 kha nang kich thich cg
thé sinh ra KT dic hiéu chéng lai chat do.

1.2. Ddc tinh cua khdng nguyén

Dic tinh cta KN phu thude vae nhiéu yé&u t6 nhu dic tinh cta vat chd, tinh
la cia KN, ban chit KN....

1.2.1. Tinh la cda KN: Néu KN 1a mot chat eang khac xa véi vat chi vé mét tién
hod bao nhiéu thi kha ning sinh KT cang manh bdy nhiéu. Dya trén tinh chit la
it hay nhiéu cia KN ma ngudi ta c6 cac khai niém: di KN, déng loai KN, ddng gen
KN, tu KN.

1.2.2. Trong lugng phéan tr cda KN: Thudng nhitng chat ¢6 trong Iugng phan td cao
thi tinh KN manh. Nhu viy, protein 13 nhiing chit ¢6 tinh KN manh nh4t. Dya
trén tinh ch4t nay, ngudi ta c¢6 khai niém: KN hoan toan, KN khéng hoan toan.

1.2.3. Cac nhém quyét dinh KN: Cac nhém quyét dinh KN 13 phin quan trong
trong viéc hinh thanh KT déc hiéu chéng lai ching.

1.2.4. Ban chét di truyén cija vét ch(: Mot cd thé chi c¢6 thé midn dich chéng lai
mét KN ma cd thé d6 khéng cé.

1.2.5. S6 phan KN trong co thé

KN du vio cd thé bing b4t ky dudng ndo thi sau 10 — 15 phit cing xuéit
hign trong mau. Sau d6 KN khuéch tan ra khoang gian bao lan: cho ndng d6 KN
trong mau ha nhanh. Sau 3 — 4 ngay, KN d4t ngot bién mat. D6 chinh 12 do co thé



bat dau xuat hign KT. KN khi vao cd thé bi dai thyc bao 4n va trinh dién cac siéu
KN cho céc t& bao c6 thdm quyén mién dich dé cac t& bao nay san xuit KT theo
khuén cua KN.

1.2.6. Nhitng yéu t6 dnh hudng dén tinh sinh mién dich cla KN

Ngoai tinh phan tng caa co thé vat chi, tinh sinh mién dich cha KN con
phu thudc vao rat nhidu cac y&u td nhu: 1liéu lugng KN, dudng vao ciia KN, vai trd
clia c¢ thé va ta chit,...

- 2. Khang thé

2.1. Dinh nghia: KT 13 nhiing chat do cd thé sinh ra chéng lai cac yéu t& c6 hai
xam nhap co thé. C6 hai loai KT: KT dich thé va KT t& bao. KT dich thé 14 nhitng
protein huyé&t thanh ndm & khu vic gamma globulin. KT té& bao 1a nhitng KT 6
dinh trén bé mit t& bao mién dich. O day, ching tai gidi thidu chi y&u vé KT dich
thé hay con goi 13 globulin mién dich (Immunoglobuline - Ig).

2.2. Cdc idp globulin mién dich: c6 5 16p globulin mién dich nhu sau:

IgGhay vG 150.000 800-1000mg/100 1000 £160mg/100
IgA hay vA 170.000 100-450mg/100 352 + 126 mg/100
IgM hay y M 900.000 60-280mg/100 174 £+ 31 mg/100
gD hay vy D 155.000 3-140mg/100
IgE hay vy E 195.000 0,1-1,4mg/100

2.3. Céu trdc cua globulin mién dich: Ciu tric cla 5 loai globulin mién dich
tuong déi gidng nhau, gbm mdt hay nhiéu don vi hinh thanh. Méi don vi 12 mdt
phéan ti protid c6 4 chudi da peptid: 2 chudi ning (H) cé trong lugng phan td la
50.000 va 2 chudi nhe (L) ¢6 trong lugng phan tit 13 25.000. Hai chudi nang ndm
k& nhau cén hai chudi nhe nim & 2 canh ngoai ching duge ndi véi nhau béng ciu
néi disulfua (SH) (Hinh 5.1). Cac chudi ning (H) ctia céc Ig thi khic nhau, thi du
IgG chudi ning ky hidu 12 y; IgA ky hidu 12 o, IgM ky hiéu 1a u, IgD ky hiéu la 8§,
IgE ky hiéu la €; cdn chudi nhe cta cac Ig chi ¢ 2 typ hoic A hodc K.
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Rinh 5.1: So dd céu tric phan tl cda 1gG

2.4. Béc tinh cua globulin mién dich (xem phén 1y thuyét)
3. Phan (mg két hop khang nguyén - khang thé

Phan fing két hgp KN-KT 1a phan {ng cd ban ciia quéa trinh mién dich.
Trong cd thé, phan tng KN-KT 1 nguyén nhén ca cac hién tugng bao vé ciing
nhu hién tugng qua mén cla qua trinh mién dich, Trong labo, phan ing KN-KT
12 cd 83 dé phat hign KN, KT hodc ca hai.

3.1. Co ché két hop KN-KT: KN va KT két hgp dac hiéu véi nhau chi yéu dya vao
cac ldc 1ién két. C6 4 loai luc két kgp duge noi dén 1a: (1) Luc hap dan phéan tu
Van der Walls, (2) Luc tinh dién coulomb, (3) Lyc lién két giita céc cAu néi hydro
va (4) Luc 6 thuy (Iuc lién két gitta KN, KT khi khong cé phan ti nudc & gitta).

3.2. Cédc yéu té anh hudng dén phan umg két hop KN-KT: C6 nhiéu y&u t& anh
hudng dé€n qué trinh két hgp KN-KT bao gdm: (1) Nhiét dé phan dng, (2) D6 4m,
(3) pH ctia méi trudng, (4) lugng KN, KT tham gia phan ting, (5) Néng dé cac ion
trong méi trudng phan dng... '

3.3, Tdc dung sinh hoc ciia phan timg két hop KN-KT: Myc dich cudi cling cua
ké&t hgp nay 1a loai trit KN ra khoi cg thé. Viéc loai trit thong qua KT dich thé c6
trong huyét thanh (Mién dich dich thé) va KT t& bao (Mi&n dich qua trung gian
t& bao).

Sau diy, ching téi xin gidi thiéu mét s8 ky thuat chinh clia mién dich hoc
tng dung trong Huyét hoc - Truyén méau bao gdm: (1) K$ thuat man cam déng
vat, (2) K¢ thuat phan 1ap t& bao, (3) Ky thuat két tda, (4) K§ thuit ngung két va
mét sd k¥ thuat khac.
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KY THUAT MAN CAM BONG VAT

1. Mt s& yéu t& anh hudng dén qua trinh tao khang thé

Su tao thanh khang thé chiu anh hudng cla nhiéu yéu t& khac nhau: loai
: khang nguyén, liéu lu0ng khang nguyén, dudng vao, khodng cach gma cac lan
min cam, sy luu lai cta khang nguyén trong co thé, loai dong vat, tust dong vat
cling nhu tinh trang chung clia déng vat khi tiép xic véi khang nguyén, tinh
khéng nguyen . Ban chat, cdu tric cha khang nguyén cang nhu cac té bio cb
thim quyén mién dich déng mét vai tro rdt quan trgng, cé tinh dic hiéu trong qua
trinh tao khang thé va t4t nhién duge luu ¥ déc biét trong cdng tac san xult céc
khang huyét thanh mién dich. Trong phin nay, chung tdl néu lén mét sd yéu td vé
phudng dién déng vat thi nghlem ching loai, tudi dong vat... va vai trd ctia ta
chit trong qua trinh mén cam.

1.1. Khd ndng ddp ung mién dich cua céc loai déng vét
1.1.1. Cac loai déng vat

Khi ¢6 khang nguyén xam nhép, cd thé sinh vat phan ing lai dé loai trut
khang nguyén, trong dé bao gébm qua trinh tao khang thé. N6i nhu thé khéng phai
tat ca cic loai dong vat va ciing khéng phai tit ca cac ching trong cing mdt loai
déng vat déu phan tng tao khang thé nhu nhau d8i véi mot khang nguyén. T.rong
" cac déng vat thi tho va ngya 1a déng vat dLIdc st dung nhiéu dé gay min cdm va
do do huy8t thanh mién dich ciing duge x€p thanh hai loai chinh: huyét thanh thé

mién dich chita khang thé loai R (rabbit type) va huyét thanh ngya mién dich
chita khang thé loai H (horse type).

e Tho la déng vat théng dung nhat trong cdng tac diéu ché khang huyét
thanh mién dich. Thé d& nudi, sach sé, hién lanh cho nén rat tién dung trong cac
phong thi nghiém.

* Ngua, dé 1a nhitng ddng vat 16n cho lugng huyét thanh nhiéu. Nhung
trong cdng tac thyc nghiém néi chung va diéu ché khang huyét thanh néi riéng,
ngua, dé 1a nhiing déng vat tudng déi hiém va dit, gia thanh huyét thanh cao.

» Chudt lang thi c6 phan dng tao khang thé dich thé khong tdt nhung lai
thich hgp dic biét cho cac phan dng khang nguyén - khang thé t& bao. Chudt lang
cung nhu chudt céng tréng va chuot nhit, mét mit cho ta lugng huyét thanh qua
it 61, mit khac phan ng két tia mién dich cla cac khang huyét thanh nay yéu.

* Ga, chim: Huyét thanh chim cdn dung dich ¢6 ion lic cao (c6 ndéng d6 gip
10 dén 12 14an dung dich déng truong) dé tao phan ing két ta trong mdi trudng
16ng, trong khi d6 3 méi trudng gel chi cAn néng d6 ding truong sé tao ta tét.

Ambrosius da ti€n hanh so sanh kha ning tao két tiia cia huyét thanh mién
dich thd, ché, chudt ¢dng trdng, chuét lang, chudt nhit va chudt déng. Khang
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nguyén dudc st dung 14 huyét thanh lgn bat hoat. Tac gia nhan thay kha ning
két tha ctia cac khang huyét thanh khéac nhau rd rét: khang huyét thanh thd cé
kha nang két tia cao nhat rdi d&n ché va chudt ddng Ia thAp nhat.

Néi tém lai, tho 1a déng vat ¢6 nhiéu Uu didm va tién dung nhat dung giy
man cam diéu ché cac khang huyét thanh mién dich, sau d6 dén ngua, dé.

1.1.2. Tubi déng vat.

Tudl déng vit ¢6 anh hudng quan trong d6i véi qua trinh tao khang thé.
Phoi va ddng vat méi lot 1ong hau nhu chua 6 kha néing tao khang thé hoac néi
mot céch chinh xac hon 1a qua ye’u Kaliss va céng su (1962) da tién hanh tidm
mdt khang nguyén dé gy man cam cho thd méi dé, két qua dem lai 13 dung nap
mién dich d61 vdi khang nguyén d6. Nhiing tré mdi dé, ngay tuin l1& dau duge man
cam mdt khang nguyén thi khéng c6 hién tugng tao khéang thé trudc thang thi 2.

Su trudng thanh clia céc co quan ¢6 thAm quyén mién dich gin lién vdi tudi
cia dong vat, do d6 didu ché& cac khang huyét thanh mién dich phai tin hanh
trén dong vat trudng thanh khoé manh.

Trong cung mét ching va cung mét diéu kién sinh sdng, c6 con phan ng
manh d81 vé1 khang nguyén mén cim tic 1a tao duge khang thé hiéu gia cao,
nhung lai c¢6 nhiing con phan ng yéu, cho khang thé hiéu gia thap. Do d6 trong
qué trinh gdy mén cdm, cin chon loc nhiing con ¢6 phén dng t6t dé thudn ching.

Ngoai ra y&u t& than kinh, ndi tiét, cac thubde c ch& mién dich ciing anh
huéng kha 16n dén qua trinh tao khang thé. Vi vay cin luu ¥ dén tinh trang
chung va diéu kién sdng cta con vat khi tién hanh gy min cam.

1.2. Vai tro td chat

T4 chat la nhiing ¢hdt duge trén véi khéng nguyén khi gy mén cAm. T4
chit co tac dung tdng cao kha nang dap ting mién dich khong dédc hiéu, qua d6 ma
ting Cching san xuat khang thé, cho nén co tén 13 t4 chit mién dich. V& cd ché tac
dung clia ta chit, c¢6 tac gid cho ring ta ch&t da tang hoat tinh phosphohpase A

cua dai thyc bao. Nho d6 lexitin chuyén thanh lyzolexitin, ¢é chic nidng ciia mot
ta chat néi sinh. :

1.3. Chan nudi déng vt thi nghiém

Trong hoan canh chua ¢6 cd s6 chén nudi 16n dé cung cAp cac dong vat thuin
ching 6n dinh, mbi don vi nghlen citu déu ¢6 mdt co sd chian nudi nhé. Pong vat
thi nghiém hau hét déu mua & chg hodic & cic gia dinh chan nudi riéng 1é mdt cach
tuy tién. Ch& dé nubi dudng va khau phéin idn hoan toan ty do theo kha nang cung
cap cha ting cd s6. Ché& do cham sée theo dai stic khod dong vat thi nghiém cén
yéu. Viéc nhap déng vat thi nghiém rat bi dong va khong chon loc tot. Dong vat
thi nghi¢m chat lugng kém thi d6 tin c4y cta két qua nghién citu rit sai léch.
Khéng c¢6 dong vat thuin ching tét 1a mdt khé khén 16n cho cong tac thi nghiém
néi chung va cbng tac gy min cadm diéu ché& khang huyét thanh midn dich néi
riéng. Tinh trang con vét ¢6 tinh quyét dinh d8i véi kha ning dap ing mién dich
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tao khang thé. D€ khic phuc mdt s6 khé khin tam thdi trén ddy, trude khi cé trai
chan nuéi 16n cung cidp dong vat thuln ching véi ché d6 nudi dudng va khiu phédn
théng nhat, cAn dé cao céng tac lua chon khi nhap déng vat thi nghiém.

Trude hét, cac ddng vat duge chon phai 6 siic khoé tét, khéng méc bénh nhu
cac bénh ngoai da: ghé, ndm... ¢6 can ning toi tiéu tuy ting loai dong vat. Th
phai cé ¢in ning trén 2,5kg, chudt lang phai ning trén 300 gam. Sau khi nhap
déng vat can phai nudi trong mot thdi gian it nhat 15 ngay réi mdi tién hanh giy
man cam.

Cd sd chin nudi cAn phai cao rdo, sach s&, thoang, vé muia déng khéng dé gi6
lha, vé muia hé khéng qua nong. Phai ¢6 ché dd vé sinh chudng trai hang ngay
cling nhu vé sinh cho ddng vat. Dic bidt cdn gid vé sinh tdt cho cac khu vie tiém
nhu gan ban chén, tai, bung dé tranh hién tugng nhiém tring.

Ngudi chan nudi phat tén trong ndi quy bdo hé lao déng va vé sinh dinh
dudng. Khau phdn an cin da vé s§ lugng va dam béo chit lugng, dac biét phai
dam bao vé protein.

2. Diéu ch& khang huyét thanh mién dich
2.1, Nguyén tdc chung

Néi chung cho dén nay chua ¢6 mét phuong phap min cadm nao thich hgp,
tién lgi nhat dél véi mdi mot khang nguyén va cho mdi mdt loai dong vat. Ngudi ta
ciing chua tim ra duge mdt mé hinh man cadm nao ¢6 tinh van nang. Mot mé hinh
man cam tét duge danh gia & chd khang thé duge tao ra nhanh, hiéu gia cao, tinh
khiét. Tuy nhién, viée diéu ché khang huyét thanh mién dich cAn phai tuin theo
mét s§ nguyén téc nhit dinh nhu chat lugng khang nguyén, liéu lugng khang
nguyén, cach tiém, khoang cach giita cac 1an tiém...

2.1.1. Chét lugng khang nguyén

Tinh khang nguyén ctia mét chat (kha ning giy dap ting mién dich) phu
thudc vio ban chdt, trong lugng phan ti, cdu tric, tinh la, kha ning chuyén hoa
cha chét d6. Tinh khang nguyén con phu thudce vaoe tinh don gid hay da gia, nghia
12 khang nguyén gém nhiéu protein hay chi ¢6 mét protein.

P65 tinh khiét cha khang nguyén quyét dinh 46 tinh khiét ciia khang huyét
thanh. Cin phai dic biét cha ¥ d&n d6 tinh khiét cia khang nguyén khi diéu ché
khing huyé&t thanh don d#c hiéu. Bang cac phudng phap tia, sic ky, hdp phu
mién dich, ngudi ta didu ché& duge khang nguyén tinh khiét.
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2.1.2. Liéu lugng khang nguyén, khodng céach gilta cac Ian tiémn
Bang 5.1: Liéu lugng khang nguyén va phuong phap man cam

Tiém 1dn |Luong khang| Tao Thdi gian Lugng |Xuat hign | Tiém nhac | Téc dung | Tac dung

lugt | nguyén CFA |khéang thé| cé hidu gia | khang th€ | qua man | laildn il | trén hi¢u | trén phdn
{ml) khang thé chém gia khing | Ung qua
cao nhit ths méin cham
Trong da 0.4 mi Nhanh 2-4 tuan 80mcg + + 10mg 500meg Giam rdé
25mg RSA KT Nfmi RSA KT.N/ml
img MB (nudc mudi)
Gan ban 0.4 mi Nhanh 2-4 tuan 200meg ++ 10mg 1000mcg Giam rd
chan 26mg RSA KT.N/ml RSA KT.Nfml
1mg MB {nudc mudi)
Mang 0,4 ml Cham hon| 6 - 9tudn 200meg + 10mg 400meg Giam rd
bung 25mg RSA KT.N/ml RSA KT.N/ml
1mg MB {nudc mudi)
Dudi da 0,4 mi Chamhon| 6-9tudn | 400mcy * 10mg Thay dgiit | Gidm rd
25mg RSA KT.Niml RSA
1mg MB (nudc mudi)
Tiém bép Q0,4 ml Cham hon| 6 -9 tuan 400mcg + 10mg Thay a8i it Giam ro
25mg RSA KT.N/m| RSA
img MB (hude mudi)
Tinh mach 0.4 ml Cham han 10mg 600mcg
25mg RSA RSA KT, Niml
1mg MB {hudc mudi}

CFA: T4 chét Freund toan ven
MB: Mycobacterium

RSA: Albumin huyét thanh bo
KT-N: Nitd ciia khang thé

2.1.3. Budng tiém

Dé mén cam dong vat, ngudi ta tién hanh cac cach tiém khac nhau nhu tiém
trong da, tidm dudi da, tiém tinh mach. Ngoai ra ¢dn sit dung cAch tiém mang
bung va gan ban chin phéi hop. Tuy theo loai déng vat ma chon vi tri tiém bép,
tiém dudi da, tiém tinh mach cho thich hgp. M&i mot cach tiém déu c¢6 tac dung
khac nhau. Tiém tinh mach ¢6 tac dyng nhanh toan thén, dac biét gan, lach. Tiém
mang bung ciing c6 tac dung toan thin nhung trudc hét 1a tac dung dén cac hach
ctia mac treo. Tiém bép, tiém duéi da ¢6 tac dung t&t d6i v6i cac hach dia phuong.

Tiém trong da va gan ban chin lam khang nguyén tiéu chdm hon, kéo dai
kich thich cua khang nguyén tai chd. Nhung lugng khang nguyén cho mdi lan
tiém it, do @6 thudng dung déi véi cac khang nguyén ¢d trong lugng phén ti cao,
hodc khang nguyén khdong phai protid nhu polysaccharid... Nam 1960 Leskowitz
va Waksmann da tién hanh so sanh k&t qua qua trinh tac khang thé va qua min
chiam bdi cac cach tiém khac nhau (bang 5.1).
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2.1.4. Béng vat thi nghiém: Tho, chudt lang, chudt ¢dng triang, ga... 1a nhing dong
vat duge st dung nhiéu trong diéu ché khang huyét thanh. Duéi day chiang téi
g16i thidu k¥ thuat tiém méan cadm cho mét s§ ddng vat trén.

a. Tho

o Tiém tinh mach: Vi tri tiém tinh mach t6t nhat dé vél tho 1a tinh mach
tal Trude khi tiém can phai v& sinh noi tidm nhu cét sach 1éng va sat trang bang
con. DEé tinh mach néi 6 dé tiém thi sau khi cét léng, nén xoa nhe ving tiém bing
tay. Vi qua trinh gdy man cam phai tiém nhiéu 1an, do d6 phai tiém 1an theo tinh
mach ti¥ dau tai dén gdc tai nham tranh hién tugng vd mach, tic mach. Nén ¢8
dinh tho bang mét hop gb, chi dé tai tho ra ngoai thi khi tidm s& don gian, dam
bao chic chén két qua.

¢ Tiém dudi da.Vi tri tiém dudi da do1 véi thé 14 & ving sudn hofc viing
lung. Trude khi tiém ciing cAn phai cat 16ng va sat triing bing ¢on. P& dadm bao
chinh xac khi tiém, 14y mdt tay cAm da 1én va tay kia ludn mii kim vao ding vi
tri dudi da.

¢ Tiém mang bung: Trong k¥ thuit tiém mang bung, cin chd ¥ tu thé théd
khi tiém va kim tiém. Kim tiém khong dugde qua séc, dudng tiém di chéch 30° dé
tranh tiém sdu qué vao rudt. Trong khi tiém phai déc ngude thd dé rudt ddn hét
vé phia trén, tao didu kién tiém duge chinh xac, mat khac tay trai cAm da bung
kéo 1én, tay phai ludn kim tiém véi dudng chéch 30°.

o Tiém trong da: Truée khi tiém cén cat léng that sach va sat tring. K§ thuat
tiém phai chinh x4c¢ tao duge mét ndt ndi sdn nhu trong cac thit nghiém ndi bi,

b. Chuét lang

s Tiém tinh mach: Tinh mach chén sau 12 noi dé tiém nhat dé1 vé1 chudt
1ang C6 thé tiém vao tinh mach ndm gita ngén chan gitia va ngoén chan ngoai; ¢
thé tiém vio tinh mach clla phan trén dui sau khi bdc 10 tinh mach. Ngoai ra, ¢6
thé tiém vao tinh mach tai, hoic tinh mach quy ddu. Cén ¢ dinh chudt lang trén
modt miéng gb phing (ban mé chudt) trong khi tiém. Vung tiém ciing phai lam
sach 16ng va sat tring cin than. Néu bdc 16 tinh mach sau khi tiém phai khau 1-2
miil va bing sat tring.

o Tiém trong da: Thudng tiém trong da khi tién hanh cac thit nghém. Noi
tiém trong da d&i véi chudt lang 1a da viing lung va da ving bung.

¢. Chuot (chudt cong trdng, chudt ddng).

o Tiém tinh mach: Vi tri tiém tinh mach @61 vai chudt edng tring va chudt
déng 1& tinh mach dudi, Cé thé gy mé bang ether trudc khi tiém, hodc ¢8 dinh
trén ban mé chudt. P& tinh mach ndi rd d& tiém thi trude khi tiém cdn ngdm dudi
chudt 5 - 10 phadt trong nude &m khodng 50°C va lam that sach vung tiém. Hai
tinh mach duéi ndm doc hai bén caa dudi.

e Tiém trong da: Vi tri tiém trong da nhu déi véi chudt lang.

d. Ga madi

Gay mén cam cho ga ciing nhu cho chim, thudng tién hanh tiém tinh mach.

Tinh mach nim & mat trong viing gdc canh 13 noi dé tiém nhat. CAn phai ¢§ dinh
ga that tt ¢& dAm bao tiém chinh xac,
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e. Tritng ga: Gan day, ngudi ta con dung tring ga mai dé san xuit khang
thé. Sau khi min cam, ga mai duge nudi dé dé tring, khang huyét thanh (duge
goi 1a IgY duge chuyén tdi 1ong dd tring va thu hoach tritng g dé phan lap khang
thé bang viéc két hgp phuong phap két tua v6i natri sulphat va/hodc acid capryhc
Nguti ta dd thanh cong trong viéec gdy man cam khang nguyén noc ran loai
Bothrops hoic loai Crotalus cho ga méai Leghorn dé tao ra khang thé khang noc
ran, st dung trong cic trudng hop bi cde loai rdn nay cén.

2.2. Man cam cho déng vt

Tuy theo khang nguyén, tuy theo yéu ciu diéu ché& khang huyét thanh don
gia hay da gia ma c6 thé tién hanh theo cac cach sau day:

- MaAn cam bang dung dich khang nguyén don thuin.
~ MAin cAm hén hgp khang nguyén véi alumin hydroxyd va ta chdt Freund.

— Man cam phdi hgp. LaAn mén cdm d4u dung hén hgp khang nguyén véi ta
chat, sau d6 man cam bang dung dich khang nguyén khéng cb ta chat.

Dé tién hanh nghién cdu gidi quyét cac van dé thue tidn dé ra, cic nganh
mién dich thude y hoc ciing nhut thude chin nudi thd y... phai ¢é cac khang huyét
thanh da gia cing nhu khang huy&l thanh don gia. Cac khang huyét thanh da
duge nhiéu nube sdn xudt ban trén thi trudng qudc t& nhung rit d4t, va bdo quan
khé khan, phai lubn ludn gid & nhiét 46 t6i thidu 4°C dé hidu gia khang thé khéng
bi giam. M6t mat dé giadi quyét khé khan chung, mat khiace, dé chi dong trong
coéng tac nghién cifu, viéc tu san xudt khang huyét thanh 1a diéu can thiét. Do vay
chiing t6i gidi thidu mét s6 md hinh min cam chung nhidm muc dich gitp cac cd s
¢6 thé nghién ciu tng dung tuy theo yéu ciu va diéu kién ciia minh.

2.2.1. Man cam béng khang nguyén don thuén

a. Dot vdi khdng nguyén hoa tan: Cac khang nguyén hoa tan thutng duge si
dung vdi néng d8 tix 0,01g% dén 1g% trong qué trinh gdy min cdm. Néng 4o
protein binh thudng cta huyét thanh: 6 - 7g%, trong d6 khoiang mot nua la
alumin, khoang 1/5 12 gamma blobulin va khodng 2% trong sd con lai 1a hdn hgp
cta hon 20 thanh phén protein ¢6 dic tinh khang nguyén,

Dé giy min cAm cho thd, Gillert va Eichhorn di si dung dung dich khéng
nguyén 0,1g % theo mé hinh don gidn bang cach tiém tinh mach dudi day (Bang 5.2)

Bang 5.2: M& hinh min cdm cho thd theo Gillert

Ngay tiém Thé tich tiem
Ngay thir nhat 1mi
Ngay th( hai 3mi
Ngay thif ba 3ml
Ngay th 21 _ 3ml
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Ngay thi 28 léy mau thit hidu gi4d khang thé, néu dat hiéu giad cao mong
mudn thi ¢é thé giét thé 14y toan bo huyét thanh.

Dé tranh nguy cd séc phan vé do tiém protein la vao tinh mach thi 1an diu
man cam tiém tinh mach, sau d6 tiém dudi da hodc tiém mang bung. M#t khac,
trude khi man cdm 1 - 2 gid, ¢6 thé thi phan ung ndi bi véi 0,1 ml dung dich
khang nguyén, hoic ¢ thé dung khéng histamin téng hop.

b. D6t vdi khdng nguyén khong tan (khdng nguyén vi khudn).

Tiém tinh mach va trong da thi dat két qua toL hdn so vél tiém bap va tiém
dudi da, mat khae, vi khmm sdng pAy dap ing mién dich t6t hon vi khuén chét.
Dé bao vé dong val man cam, nén tang liéu lugng dan d*m Véi hén dich vi khuén

¢6 1 ty mam bénh trong 1ml thi Alfoldy Hegedus gy man cam cho tho, bing cich
tiém tinh mach.

Bang 5.3: M6 hinh m&n cim cho thd theo Alfoldy

Ngay tiém Thé tich tiém
Ngay thir nhat 0,1m!
Ngay th(r 6 0.2mi
Ngay thir 11 ~0,5ml
Ngay thir 16 1,0ml
Ngay thir 21 2,0ml

Ngay thd 25 18y mau thit hiéu gia khang thé, va c6 thé glet tho 14y huyét
thanh néu hiéu gia dat yéu cidu. Néu hiéu gia con thap, c6 thé tiép tuc tiém nhic
lai mét 14n nita 2ml, hodc tiém 5 ngay lién mdi ngay 2ml.

Picu ch& khang huyét thanh m1en dich ma khang nguyén 1a vi khuén, cho
dé&n nay it st dung phuong phap min cdm khang nguyen don thudn ma thudng sit
dung hén hop khang nguyén véi ta chat. Vi kh1 st dung thém ta chit thi dat duge
hiéu gia khang thé cao hon nhiédu.

2.2.2. Man cam khéang nguyén vdi ta chat

€6 nhiéu loai ta chit dung dé min cadm, 8 day ching tai chi gid1 thiéu ta
chit thong dung nhat, ti chit Freund.

Min cam bang hén hgp khang nguyén - ta chit Freund la phuong phap duge
Ung dung rdng rii § cac nude trong cong tac difu ché khang huyét thanh. Hén hgp
khang nguyén - ta chit Freund da dem lai duge sy dap (ng mién dich tét, tao
duge lugng khang thé nhidu. C6 hai logi ta chit Freund duge ban trén thi trudng.

Loai khéng hoan toan (incomplete): - Arlacel A: 1,5ml
-Bayol F : 8,5ml
Loai hoan toan (complete); - Arlacel A: 1,6ml
-Bayol F : 8,5ml
- Mycobacterium: 5mg
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(1) Didu ché& hdn hop'khang nguyén - t chét:

Hén hgp khang nguyén - ta chat Freund chi didu ché trudc khi gy mén cam.

Dung cu cén cé:

— Bom tiém loai 10ml véi kim tiém to.

— Cdc ¢6 md loai 10 - 25ml

Dung cu phai duge rita sach, sy khé, v trung trude khi dung.

Tién hanh diéu ché:

— Dung dich khang nguyén (protein) hodc nhii dich khang nguyén (vi
khuan, virus, té& bao): 1 thé tich.

— Téa chdt Freund loai hoan todn hodc khéng hoan toan: 1 thé tich

Tron ta chat véi khang nguyén. Pau tién cho vao ¢de c6 md 1 thé tich ta chit
Freund, sau d6 cho tit tit 1 thé tich dung dich khang nguyén vao. Ding bom tiém
dé bom, hit nhiéu 1an khodang 30 - 40 phit 14 dat yéu ciu (hdn dich da thuén
nh&t) cho dén khi nao hdn dich tring duc nhu sita, ¢6 d6 keo ddc tot, nghia 1a nhd
mot gigt hén dich 1én mat nudce 12 ma giot 46 khéng bj tan ra.

Cé thé diung c8i chay s nhd ¢ dung tich khoing 50ml vé trang dé nghién
hén hgp khang nguyén - ta chit Freund.

(2) Gay man cam cho thé:
— Véi dung dich khang nguyén, téng liéu protein cho mét thd: 75 - 100 mg.
MJi1 tuén tiém mot 1an trong 38 - 4 tudn lién. C6 thé tiém duéi da hoic tiém bip.

_ Liéu lugng cho méi l4n tidm: 2ml hén hgp khiang nguyén - ta chdt Freund
(1ml dung dich khang nguyén: 25mg khang nguyén trong 1ml nude muéi sinh 1y +
Iml ta chat Freund).

Huyé&t thanh c6 khang thé ting cao kéo dai trong qua trinh gdy méin cam tit
2 - 4 thang sau. Khoang 5 - 6 ngay sau lan tiém cudi ciing thi 14y mau tht.

— Khang nguyén 1a chit chiét xudt clia phén hoa. Tinh chat phan hoa duge
chiét bang dung dich caca hosc phenol 1ml dung dich chiét tach (37,25mg/ml)
tron véi 1ml ta chét Freund chia thanh 4 phin tiém vao 4 gan ban chdn. Méi tuan
tiém 2 l4n, trong 3 tuln.

— Protein két hgp. Thi du: picryl clorua - gamma globulin bo; P - sulfanilic -
gamma globulin bd: 2,4 dinitrophenylalbumin bé... Cé nhiéu phudng phap gin cac
chat ¢é trong lugng phén tl thap (cac hapten) 1én mot chit ¢6 trong lugng phan ti
cao ma cha yé&u lén protein. 10 mg picryl clorua - gamma globulin bd dude trdn vai
ta chat Freund tiém dudi da d viing gay. 7 ngay sau tiém nhic lai. Sau d6 1 tudn
thi tiém ti€p 3 tudn mbi tudn 2 1an, mbi 14n 2mg picryl clorua - gamma globulin
bo khong c6 ta chat.

(3) Gay man cam chudt lang.

Tiém mdt 1an 10 - 20 mg khang nguyén (albumin 16ng tring tring, gamma
globulin...} trong 1ml nudc muéi sinh 1y + 1ml ta chat Freund. Chia déu lam 2,
tiém dudi da hodce tiém bap. Sau 4 tudn 14y mau.



C6 thé tidm 3 tudn 1ién, mdi tudn mot 14n tiém bdp 1ml (gém 2 - 2,5mg
khang nguyén + ta chat Freund). Mot tuin sau lan tiém cudi cung thi ldy mau.

Néu man cam chuét lang bang protein k&t hgp thi tién hanh nhu sau: 2mg
picryl clorua - gamma globulin bd véi ta chit Freund tiém dudi da ¢ gan ban chan
sau. 17 ngay sau tiém lai mot 1an véi 3 mg picryl clorua - gamma globulin + ta
chét vao dudi da vung gay. Sau 8 ngay ldy mau.

(4) GAy man cAm chudt c¢éng tring.

1mg khang nguyén trong 0,1ml nudc mudi sinh 1y + 0,1 m] hdn hogp trén

(0,5 mg khang nguyén). Khoang 19 - 20 ngay sau 14y mau kiém tra hiéu gia
khang thé.

2.3. Man cam phdi hop

La phuong phap phdi hgp cach st dung ta chat trong qua trinh gdy min cam
cho dfng vat. Mot qué trinh man cdm gdm nhiéu lan tiém cach nhau, do dé mot
vai lan tiém s dung hdn hgp khang nguyén - ta chit Freund, mét s& 14n tiém si
dung hén hgp khang nguyén - alumin hydroxyd, mét s& 1an tiém chi sit dung dung
dich khang nguyén don thuan. '

Phuong phap mén cam phdi hop ¢6 thé ding d6i véi cac khang nguyén nhu
collgagen gelatin, hodc khang nguyén té chic: t8 chite ndo, thugng than, gan, da
day, ruét...

2.3.1. M6 hinh mé&n cdm phéi hop (theo Steffen, 1968)

Thi du man cam cho thd diéu ché& khang huyét thanh da gia.

Tuin thi nhit, tiém dudi da ving gay: 10 mg protein + ta chat Freund.

Tuén thit hai, tiém nhéc lai mét lan nhu tudn th nhit.

Sau dé mét tudn, tiém ti€p 4 tudn véi hdn hop protein - alumin hydroxyd.
Tién hanh nhu sau ( tiém tinh mach):

Bang 5.4: M6 hinh man cam theo Steffen

Tuan 18 $6 lan tiém Liéu lugng méi t&n tiém
Tuén 1 3 1,5mg
Tuan 2 3 2,0mg
Tuan 3 3 2,5mg
Tuén 4 3 3,0mg

Tam ngay sau lan tiém cudi ciing thi Idy mau thit hidu gia khang thé.
2.3.2. M6 hinh méan cém phéi hop.
Sau ddy gidi thiéu mdt vai m6 hinh méin cam phdi hop di c6 két qua tt.

a. Piéu ché khdng huyét thanh da gid (huyét thanh tho chéng protein huyét
thanh nguai).

Nguyén liéu, dung cu:
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— Cdc ¢6 md, bom tiém, kim tiém c6i chay su.

~ Huyé&t thanh ngudi binh thudng (5 - 10 miu huyét thanh ngudi cho mau
binh thudng, trén déu) khéng dung huyét,

— Ta chat.

Néu khéng c6 ta chit Freund ngoai, ¢4 thé tu difu ché ta chat véi cac
nguvén liéu san cdé nhu sau:

— DAau paraphin tinh khiét: 6 ml
— Lanolin: 2 g
-~ BCG chét 30 mg

D4u tién cho lanolin vdi dau paraphin vio c8i chay st nghién cho that déu
va nhuyén, sau d6 cho BCG chét vao, lai nghién tiép cho d&n khi ¢é dude mdt hdn
dich keo tét.,

Diéu ché hén hgp khang nguyén (KN)- ta chat:

— Dung dich khing nguyén (huyét thanh ngudi binh thuong pha lodng véi
NaCl 0,9% theo ty 1& 1: 1): 1 thé tich.

— Hon dich ta chat (4 trén): 1 thé tich dong bom tiém véi kim tiém to hodc
¢61 chay sit dé diéu ché nhii dich (xem 3 trén).

Tién hanh man cam:

Bang 5.5: M& hinh man cAm phéi hop

Tuin & Dich tiém Liéu lugng Cach tiém
Thit nhét Han hop KN - ta chat 1,5ml Mang bung
Thit hai Hén hop KN - ta chat 1,5ml Mang bung
Thit ba Dung dich KN pha lodng 1: 1 1ml Tiém bap
Thir tu Nghi, khéng tiém
Thit nam Cung dich KN pha loang 1: 1 1ml Tinh mach

7 - 8 ngay sau lay mau thit hiéu gia khang thé. Néu hiéu gia con thap thi
tiém lai mét lan: 1ml dung dich khang nguyén pha leang (0,5ml huyét thanh +
0,5ml NaCl 0,9%) tiém bap hodc tinh mach; 7 - 8 ngay sau 14y mau thi.

Dé tranh tinh trang séc bdi 14n tiém tinh mach, cin sit dung huyét thanh tudi,
khéng vi hong cdu, khéng c6 lipid, déng thdi dung cu phai vé tring va tiém cham.

Nhu d& trinh bay ¢ trén, méi mét déng vat, mdi mdt ching loal déu cé su
dap itng mién dich khac nhau. Vi vay cin gy min cam, mdt ddt cho nhiéu thé, it
ra la 4 - 5 con. Qua kinh nghiém, cé thé thi cho phan dng tdt vdi albumin (dudng
tua albumin d4m rd) nhung c6 tho lai cho phan ing tét véi che protein khac eia
huyét thanh nhu IgG hoac IgA, hodc haptoglobin... N&éu dé riéng huyét thanh
titng thd thi khong duge mét huyét thanh da gia tét mong mudén, nhung néu trén
lal vdl nhau thi sé duge mot huyét thanh da gia tot, phan (ng tha dam rd véi trén
30 thanh phan protein huyét thanh ngudi (khang nguyén).
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b. Diéu ché khdng huyét thanh don gid.

Piéu ché& khang huyét thanh don gia nhu: huyét thanh thé khang IgG,
khang IgA, khang IgM, khang alpha - foetoprotein (AFP)... Duéi day 1a mé hinh
diéu ché& huyét thanh thd khang IgG clia ngudi.

IgG trong huy&t thanh ngudi dude chiét tach bang phudng phap sdc ky cot
qua DEAE Sephadex A;,. Dung dich IgG ¢é nong d6 3mg/ml.

Piéu ché hén dich khang nguyén - ta chat:
— Dung dich IgG (3mg/ml): 1 thé tich
~ Ta chdt Freund: 1 thé tich

Bang 5.6: M& hinh man cam phdi hgp

Tuin lé Dich tiém Lidu lugng Cach tiém
Thit nhét Hé&n hop KN 2ml Mang bung
Thi hai Hén hop KN 2ml Mang bung
Thitba Dung dich 1gG (3mg/ml) 1,5ml Tiém bip
Thir tu Nghi
Thit ndm Dung dich IgG 1,5ml Tinh mach

7 - 8 ngay sau ldy mau thi hiéu gia khang thé. Néu hiéu gia chua cao thi
tiép tuc tiém mot 14n nda: 1,5ml dung dich khang nguyén tiém bép hoac tinh
mach. Sau d6 7 - 8 ngay 14y mau thi lai.

.2.4. Ky thudt I1dy mau va tdch huyét thanh
2.4.1. LAy mau ki€ém tra hiéu gia khang thé

Cé6 thé 18y mau tinh mach hosc déng mach d8 kiém tra hiéu gia khang thé.
Ky thuat va vi tri 14y mau tinh mach d8i véi titng loai ddng vt nhu phan tiém
tinh mach & trén. Chd §: 6ng nghiém va bom tiém phai sach, khé va vd trung.
M&3i 14an thi cdn 14y 0,5 - 1ml miu tuy 10a1 dong vat. Sau khi 14y méu, cAn nidm
dng nghiém trong tay khoang 15 phiit rdi dé & nhiét do phong tit 30 phit dén 1 gid
dé cuc mau co t8t; c6 thé dé & ti lanh + 4°C khodng 20 phit. Ly tam tach 18y
huyét thanh dang dé thi hiéu gi4 khang thé.

2.4.2. Ky thuat ki€m tra hiéu gia khang thé

Kiém tra hiéu gid khang thé bing ky thuat khuyé&ch tan Ouchterlony va
dién di mién dich. Xem phéan k¥ thuat két tha.

2.4.3. L&y mau va huyét thanh toan bo

Sau khi kiém tra th&y hiéu gia khang thé da dat thi giét déng vat, 14y mau
toan bd.

Dung cu cin: dao kéo mé va éng ly tam to.
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C6& dinh théd trén ban mé véi tu thé nam ngiia. Lam vé sinh ving cb: cét
16ng, sat trung. Boc 16 mach canh va ludn mét 6ng théng vao déng mach canh dé
14y mau.

Cho mau chay vao 8ng ly tAm to. Cho chay tif t& va khi mau chay gan hét
thi déc nguge tho dé 14y duge t6i da.

Dé cac 6ng mau vao ta 4m 37°C khoadng 15 phut, sau d6 dé vao ta lanh 4°C
khoang 30 phiit dén 1 gis. Tach cuc huyét khéi thanh Sng thay tinh bang que
thuy tinh ly tAm 14y huyét thanh (3000 vong/ phiit trong 15 phit). Diing 6ng hit
Pasteur dé hit huyét thanh sang cac 8ng hodc chai thuy tinh vé trung.

2.5. Tinh khiét khdng huyét thanh

D& véi cac khang huyét thanh don dic hiéu, cin ¢6 dd tinh khiét khang thé
cao. Co6 thé tién hanh hdp phu mién dich dé loai trit cac khang thé tap (xem k¥
thuat mién dich hap thu).

2.6. Bdo quan khang huyét thanh mién dich

Hiéu gid khang thé clia huyét thanh giam nhanh n&u khéng duge bio quan
g diéu kién lanh hodc néu lam tan ra déng lai nhiéu 14n trong qua trinh st dung.

Do d6 can phai chia huyét thanh thanh nhiu 6ng nhé, vo triung, mdi &ng 1 -
2ml @& bao quan va hang ngay 14y ra mdt lugng da diang. Ngoai lo phai ¢6 nhin
ghi ngay 14y va loai khang huyé&t thanh hidu gia t6i uu, thé tich.

Tuy theo diéu kién cho phép c6 thé bao quén theo hai cach dudi day:
2.6.1. Bao quan dudi dang 1dng

Sau khi chia huyét thanh vao c4c 6ng nhd thi bdo quan & d lanh - 20°C.
Hang ngay 14y ra st dung néu khéng hét thi dé vao ti lanh + 4°C va st dung cho
4 - b ngay sau.

2.6.2. Bdo quan dudi dang déng kho

Déng kho 1a hinh thite t8t nhi't dé bao quan huyét thanh, C6 thé déng khb it
mét bang tuvét carbonic k&t hgp véi hit chan khéng.

C6 thé dong khé bing nitd 1éng. Tién 1¢i nhat 13 ding may d6ng khé hién dai.

Sau khi déng kho ciing bdo quan d diéu kién lanh, hidu gia khang thé gin
dugc 1 - 2 nam sau. Trude khi st dung, hoa khéi lugng déng khd véi mét luong
nude mudi sinh 1y bing thé tich huyét thanh trude khi déng khé.

Dé chéng sy phat trién cta vi khudn, du dang 16ng hay dang déng kho thi
trude khi bao quan cén cho thém viao huyét thanh mét hugng 0,5% phenol hoic
0,01% methiolat, hoac 0,02% Na - azit hodc hdn hgp 0,25% phenol + 0,005%
methiolat (néu khong diing dé dinh lugng cac protein ¢6 tinh chét men).
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KY THUAT PHAN LAP TE BAO MIEN DICH

Muén nghién ciu dic diém cac t& bao midn dich thi trude hét phai tach duge
cac t& bao nay ra khéi hdn hop gém nhiéu t& bdo mau khac. Thi dy muén c6
lympho tinh khlet tU mau thi phai tach duge lympho ra khdi hdn hop cac t€ bao
héng ciu, tidu cauy, bach ciu da nhéan va dai thuc bao. Chi khi ¢6 han dich t& bao
tinh khiét méi ¢6 thé nghién ctu cac dac didm cta chiing, Cho nén phan lap cac
dong t& bao 1a mét k¥ thuat khéng thé thifu duge khi nghlen cdu cdc phan dng
mién dich t& bio ciing nht cac dic diém khéc cla t& bao mién dich. K¥ thuat phin
lap té& bao da 6 tir lau, ngay cang dude cai tién va hoan thién, do dé cé nhidu logi
k§ thuat khac nhau. Trong pham vi nay, ching t6i gidi thiéu hai loai ky thuat:
phén lap lympho va phén lap dai thyc bao, chl y&u la cac t& bao mién dich cta
ngudi dé phue vu cho viéc nghién clu cac k§ thuat t€ bao.

Ky thuat phéan lap lympho bao gdm:

— Phién lap lympho tit mau.

— Phan lap lympho tit hach, lach va cac t8 chie lympho khéc.

Ky thuat phan lap dai thue bao gém:

- Phén lap dai thuc bao tir mau.

- Phin lap dai thyc bao ti cac cd quan khac: 6 bung, cac xoang, phéi...

1. Phan lap lympho
1.1. Phan Idp lympho tirmau

C6 nhiéu cach phén lap lympho tit mau nhu: phén lap bing dung dich
dextran, phan l4p bing gelatin, phan lap bing ficoll. & ddy, ching t6i gidi thiéu
phuong phap phén lap lympho théng dung nhit tit mau 13 phudng phap phén lap
lympho bang ficoll, con cac phuong phap khéc chi néu nguyén 1y chung.

1.1.1. Phén lap lympho bang dung dich dextran

Nguyén ly: dung dextran trong lugng phéan ti 16n, cdc phan dextran sé& gan
vao bé mit hong cAu, nhung khéng gén vao cac t€ bao mau khac. Sy lién két nay
s& lam cho héng cAu nang thém, do d6 khi ldng tu nhién, hdng cAu s& ldng nhanh
hon céc t&€ bao mau khac. Lang nhanh nhit 1a cic héng cdu, réi dén bach ciu da
nhén, sau cung 13 lympho. Sau thdi gian dé 1dng, & 2/3 trén khoi nude mit e6 téi
trén 80% la lympho.

1.1.2. Phéan {ap lympho béng dung dich gelatin 3%

Nguyén ly: Gifng nhu dextran, gelatin ciing bAm vao héng ciu lam tang
trong lugng cia hdng ciu, do d6 khi dé ldng, héng cdu sé ling nhanh hon cac t&
bao khic. Gelatin edn ¢6 wu diém 12 lam héng ciu ling nhanh hon va léng nhidu
han, nén sd héng cau con sét it hon.
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Thudng dung gelatin 3% trong dung dlch Hanks. Dung dich nay dugc hap
cach thuy cho gelatin tan hoan todn. Néu cin vé trang thi pha1 loe qua mang loc
0,45 milimicron, sau d6 dé & ti &m 37°C dé cho nhiét dé cua dung dich trd vé
37°C Déng thdi mau di chdng dong ciing dé 8 ti 4m 37°C. D& tranh chd dgi lau,
nguoi ta thudng chuin bi dung dich gelatm tit chiéu hom trude, lién tue dé td &m
37°C dén hdém sau st dung.

1.1.3. Phan lap lympho bang dung dich ficoll (Hinh 5.2)

Dung ficoll (Pharmacia) trong lugng phén tit 400.000 trong dung dich
uromiro, dung dich nay cé ty trong xac dinh; véi ty trong d6; khi ly tam, cac
lympho khéng thé ling xudng day qua 16p flcoll do do tap trung lai o be mat tiép
xie guia dung dich ficoll vA huyét tudng. Rleng héng cAu va bach cdu da nhan
lang xuéng day. Phudng phap nay cdn goi 1a ly tdm phén 16p theo ty trong.

s Nguyén lidu
- Ongly tam cd 10 x 75 mm, pipette Pasteur ddu nhan.

— Pha dung dich ficoll: ficoll (400.000) 9,6 g + uromlro 0,75% 20 ml (1 ong) +

nude cit 130 ml. Hién nay, c6 nhidu loai ficoll ban sin trén thi trudng, khong cin
pha ché.

Danh cho tan déu, bao quan & nhiét d6 4°C ¢6 thé dung 2 - 3 thang.
— Dung dich Hanks pH 7,4 dé ria t& bao.
— May li tdm lanh 4°C.
- Kinh hién vi va bubng dém t& bao bach ciu.
Tién hanh
- 2 ml mau chéng ddng bang heparin, lic déu, c6 thé pha loing thém véi
mot khéi 2 ml dung dich Hanks.

- Dung pipette chia d¢ hit 2 ml mau rdi nhe nhang dua vao dng nghiém da
c6 sdn 1 ml dung dich ficoll, cho mau chay tit tit vao theo thanh 6ng nghiém xuong

ti€p xdc v8i bé mat clia dung dich fieoll, tao thanh hai khé&i rd rét: ficoll 0 duéi,
mau d 16p trén.

- Nhe nhang dua vao may ly tim 1200 véng / 20 phiit & nhiét d6 4°C.

L&y ra quan sat bang mét thudng sé théy 4 18p rd rét: dudi cung la hong ciu,
¢6 bach cau da nhan, tiép theo 12 khoi ficoll, trén b& mit ficoll 1a mét 18p méng té&

bac mau trdng nhat va trén cung la huyét tudng. Con goi 1a 18p “may” té bao
{(Hinh 5.2).

— Dung pipette Pasteur nhe nhang hit 14y 16p “méay” t& bao, chuyén sang
dng nghiém khac.

- Rua t& bao bdng dung dich Hanks. D8 ddy éng nghlem bing dung dich
Hanks, dang p1pette Pasteur thudn nhat huyén dich t& bao, ly tam 1500 vong
trong 10 phit, rita ba 14n nhu vay § nhiét d6 4°C.

~ Pha thanh huyén dich t& bao trong dung dich Hanks.
— Xéac dinh 86 lugng t& bao, ty 18 t& bao song bing dung dich Hanks.
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Hinh 5.2: Tach lympho bang k¢ thuat ly tam phan 1&p vdi Ficoll

A: M& hinh vé nguyén ly cla ky thuat

B: Anh sau ly tam tach iympho tao thanh |18p mang trong éng ly tam.
Thu hoach 18p “may” nay ¢é lympho chiém > 95%

Ky thuat nay cho huyén dich t& bao trén 90% 1a lympho, 2 - 5% 14 bach cdu
da nhan va 5% la hong cau. Ty 1& séng ciia t& bao 13 trén 95%.

Ap dung: Huyén dich t& bao lympho nay kha tinh khiét nén c6 thé dung che
cac k¥ thuat sau:

~ Tao hoa héng T va B.

— Nubi c8y, chuyén dang lympho in vitro.

-~ Lam dbc té& bao lympho.

K¥ thuat nay tiét kiém duge mau vi t& bao lympho khéng bi mat nhiéu.
1.1.4. Chuén bi huyén dich t€ bao lympho hoan toan tinh khiét (khéng cé bach cau da
nhén, héng cau va tiéu cau).

o Nguyén liéu

- 6ng nghiém 10 x 75 mm. Pipette Pasteur, pipette chia dg.

— Bom tiém loai 20 m! ,

— Béng nilon, béng thuy tinh (n&u khéng c6 ca hai thi thi cé thé dang béng
tham nudc xé toi).

- Dung dich ficoll.
- Huyét thanh khang ABH.
— Dung dich Hanks.

o Tién hanh: Cé hai chch 1am: c6 thé lam ngung két hdng ciu bing huyét
thanh khang ABH ho#c dé ldng ty nhién véi dextran nhu trén, roi ly tAm véi ficoll.

(1) Dang phan tng ngung két héng cdu bing huyét thanh khang ABH:

— L&y 2 ml mau chéng d6ng cho vao éng nghiém nhd (0,5 x 6cm) mbi éng 1 ml.
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— Ly tdm 3500 vong trong 5 phiit, 14y nudc mat chuyén sang 6ng nghiém
khae ¢6 0,3 ml huyét thanh khang AB, hoac khang H (tuy thudc vio nhém mau).

— Cén ngung két duge loai bd bang cach ly tAm 1000 vong trong 10 gidy.
- L&y nuéc mét chuyén sang 8ng nghiém khae ¢6 0,3 ml ficoll.

- Ly tdm 3000 vong/3 phut, tit ca bach cdu da nhin va dam héng cdu
ngung két s& ling xudng day, tidu cdu ndm trong nudc mit c6 khang ABH, con t&
bio lympho nam & bé mat trén 13p ficoll. T& bao lympho dugce 18y ra bang pipette
Pasteur va chuyén sang dng nghiém khéc ¢6 dung dich Hanks, trén déu bang
pipette Pasteur.

- Ly tam tiép 1000 vdng trong 1 phiit, loai bd nudc mét, trong d6 cé tidu
cau. Con cin lympho tinh khiét duge chuyén sang dng nghiém khéc, rita tiép mdt
lan nita bing dung dich Hanks.

— Cén t& bao duge hoa tan trong dung dich Hanks, dém s8 lugng t€ bao,
danh gid ty 1& sdng chét bing dung dich xanh trypan.

(2) Ditng béng nilon
Bude 1: Loai bd so bd héng cAu bang dung dich dextran.

Buge 2: Loai bd bach cau da nhan. Sau khi dd lam ling héng cdu bing
dextran, 18y toan by nude mit. Chuyén nudc mit vio bom tidm nhya 20 ml ¢6 s&n
bong da xé toi (dung 600 mg béng toi cho vao 20 m] huyén dich bach cdu). Huyén
dich thim déu vao béng. Bom tiém duge dé ding & td &m 37°C trong 30 phiit.
Trong thoi gian nay, bach cdu da nhan bam vio béng, sau 46 dung dung dich
Hanks rita 16p bong cho t& bao lympho (t& bao khéng bam vao bong) theo dung
dich chay xuéng, cuéi ciing dung 131 bom tiém ép cho sach nudc. Nude chay xudng
c6 chia t& bao lympho va héng cdu, con bach cdu da nhan duge gii lai & 16p béng.

Buge 3: loai bd hoan toan héng cdu: Huyén dich t& bao lympho ¢on lin héng
cau duge phan lap ti€p tuc biing cach ly tim vdi dung dich ficoll . 2 ml huyén dich
té bao duge ly tdm véi 1 ml ficoll. Hong cAu sé ldng hoan toan xudng day &ng, té&
bao lympho ding lai 6 b€ mat tiép xuc gida ficoll va dich chita t& bao. T bao
lympho duge 14y ra bang pipette Pasteur, rita lai ba lan bang dung dich Hanks.
Dém s8 lugng t& bao, xic dinh ty 18 séng chét bang xanh trypan 2%. Chudn bi
huyén dich t& bao theo yéu ciu ctia thi nghiém.

Ap dung: T€ bao lympho tach bang phudng phip ndy rit tinh khiét, gin
100% t& bao la lympho, khdng ¢é bach cdu da nhan va héng cau, tidu ciu. Thudng
chi 4p dung cho cac k§ thuat sau day:

~ Déc t€ bao, dic biét 1a ddc t&€ bao trong phat hién khéang nguyén HLA.

— Nubi cdy t& bao lympho hén hop.

Phuong phap nay ¢6 nhuge diém 14 t6n mau vi tich qua nhiu bude nén t&
bao bi mét nhiéu.

1.2. Phén i4p lympho tir 6ng nguc

Céc t& bao 14y tif 8ng ngyc ¢6 chii yéu la lympho bao, cie t& bao khac nhu
bach cau da nhén va héng cdu chiém ty 18 rat it. Ngudi ta th&y rang c6 téi 90% cac
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lympho & 6ng ngue ¢ dudng kinh clia cac lympho nhd 1a 8 um, mét vai phan tram
14 cac lympho bao nhu khi phan 1ap tit mau. Cé6 thé lJam nhu sau:

— Béc 16 6ng ngue, diung bam tiém vé trung hit dich bach huyét {con goi la
k¥ thuat dan luu dng nguec).

- Bao quan dich bach huyét trong mét binh nhd ¢6 sn dung dich bao quan.
Dung dich bao quan gém dung dich Parker, heparin 20 don vi/ml, penicillin 50
don vi/ml, streptomyein 60pg/ml. V&i dung dich nay, t& bao c6 thé séng 12 gio §
nhigt @§ 4°C, sau dé thi lugng t& bao chét sé tang lén. Cing c6 thé bio quan §
nhiét 4 4°C trong dung dich nudi cdy ¢6 0,5% dudng, 10% huy&t thanh cung loai,
¢6 khang sinh, dé dam ddc cla t& bio tiz 10 - 100 x 10° t& bao trong 1 ml dung
dich nudi. Trong trudng hop nay, t&€ bio c6 thé séng trén 24 gid vai ty 1¢ t& bao
séng trén 80%.

1.3. Phan lap lympho tir hach

(6 thé 1y hach & nguti (hach Hodgkin, hach tympho - sarcom) hoac hach cuaa
sdc vat (thuong nhat 1a hach ben, hach ¢d cta chudt, v.v...). Tién hanb nhu sau:

(1) Hach 1dy ra dudc bdo quan ngay trong dung dich Parker ¢6 huyét thanh
cung loai 10% va khang sinh.

(2) Cat loc cae td chitc xd, md (néu cd).
(3) Rita lai vai lan bang dung dich Parker.

(4) Dung kéo nhd, sic, ¢it thanh manh nhé, kich thude 5 x 5 mm. Néu hach
chudt thi chi cdn cdt d6i. Tu bude nay 6 hai cach lam: tach lympho bao ra khdi
hach bing dung dich trypsin, hodc nghién hach qua luéi loc.

Phan lap bang dung dich trypsin 0,25%. Té chite hach duge tiéu bang dung
dich trypsin ¢6 khu#y tit, mdi lan khudy khodng 10 - 15 phuat, & nhiét do 37°C.
Khudy nhu vay 3 - 4 14n, mdi 14n khuidy xong, gan ldy nude, nuée nay cd t& bao,
ngay lap tdc phai bao quan & 4°C dé ttc ché tac dung cla trypsin, Céch 1am nay cé
nhuge diém la trypsin lam giai phéng ADN va nucleoprotein. Cac thanh phén nay
bam vao bé mit t& bao, 1am anh hudng d&n hoat déng binh thudng cia cac cam
thu quan bé mat t& bio. Sau cing, phai ria té bao 3 14n bing dung dich Hanks dé
loal bo trypsin.

Phan lap t& bao tit hach bang cach nghién t§ chitc hach. Cac manh td chie
cia hach duge nghién nhe nhang qua Iudi loc t&€ bao bang que thuy tinh. Vita
nghién vira x61 nuéc cho t& bao di tach ra duge tu do thee nude, qua mang loe
xubng binh chita & dusi. Sau khi nghién, t& bao dugc riia lai hai ldn bing dung
dich Hanks. Bang céach nay, ty 1& t& bao chét cling vao khoang ti 5 - 10%.

1.4. Phan {ap lympho tirldch
LAy lach: Thuong 14y lach tir suc vat thi nghiém, hodc cé thé tit bénh nhan

gqua phéu thuat. _TE‘§ chitc lach duge bao quan trong dung dich Parker c¢6 heparin
(10 don vi/ml), dé d nhiét 43 4°C.
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— Tach t& bao ra khéi t8 chic lach: tién hanh nhu d3 md ta & phAn trén
(phéan lap t& bao tit hach).

— Loai bd so b t& bao héng cAu: hdng cdu duge lam ldng so bd bing dung
dich dextran 6% hoac gelatin 3% (xem phén phéan l4p lympho t& mau).

- Loai bé hoan toan bach cdu da nhéan va héng cdu bing cach ly tam véi
dung dich ficoll. Nude mit sau khi lam 14ng héng cdu & budc trén duge ly tAm véi
dung dich ficoll (xem phéin phan lap lympho tit mau).

— Rua sach t&€ bao 3 14n bang dung dlch Hanks, mdi 1an rita ly tdm 1200
vong trong 10 phit & nhiét dé 4°C.

— Dé&m s6 lugng lympho, x4c dinh ty 18 s6ng va chét clia t&€ bao bing dung
dich xanh trypan.

— Pha thanh huyén dich t& bao c¢6 dam dic theo yéu clu thi nghiém.
1.5. Tdch lympho tiramidan
Giéng nhu tach tit tuyén ite, nhung cin chid ¥ hai diém:
— Riia sach tuyén bing NaCl 0,9% vi ¢6 14n mau trong qué trinh phiu thuat.

- Sau khi rita sach hdng cdu, cin md réng hach, riia cic 6 ma bén trong,
néu la viém amidan. Dung dich ria ndy can c6 khang sinh, nhu penicillin 60 don
vi, streptomycin 60 pg/ml.

1.6. Tdch lympho tirdjch xuét tiét & 6 phic mac

Nude xuét tiét d § bung thong thudng cé thé cé ba loai t& bao: dai thue bao,
lympho bao, it héng céu.

Phan lap t&€ bao lympho ciing nhu dai thyc bao trong nude xuét tiét cia 8
bung dude 4p dung cho cic nghién cliu vé qua trinh mién dich hoc hode qua man.

1.6.1. L8y nudc xuét tiét

— Choc dd & bung, hodc néu 13 sic vat thi nghiém thi giét chét roi ria 6
bung bdng dung dich Parker.

— Dung dich chita nude xuét tiét 1a dung dich Parker ¢6 1% huyét thanh b8,
cod heparm chéng dong (mdi don vi heparin cho 1 ml). Dich t& bao lay ra duge bao
quan ¢ nhiét d6 lanh, tot nhit 14 dat lién tuc trong chiu nude da.

1.6.2. Ly tam phan Idp theo ty trong

Trong 6ng nghlem 20 ml, ¢6 s8n 5 ml dung dich ficoll, dung pipette Pasteur
nho tir tit hén dich t& bao vao 1dp ficoll (nhut dd mb ta) ly tAm nhe 1200 vong trong
30 phut 4°C. Cac dai thuc bao va héng cdu s& lang xuong, con t& bao lympho
ndm & vung gifta ficoll va dung dich chita t&€ bao nguyén uy. Dung pipette Pasteur
lay 16p t& bao nay ra, rita hai 14n bing dung dich Hanks.

Chii y: Néu dich t& bao xudt ti€t qua nhiéu va lodng th1 ¢6 thé co dac lai
bang cach ly tdm 1500 vong trong 10 phit, loai b6t nude mat réi thudn nhét. Dich

déc nay sé duge ly tdm véi ficoll. Lam nhu vay d3 tén ficoll ma van khéng anh
hudng dén két qua.



Phén lap bang cach nay cé thé cang mét lic duge hai loai t& bao tinh khiét:
dai thuc bao ndm & phén cin, lympho bao ndm & phan gida.

2. Phan lap cach dudi nhém lympho (T va B lympho) tir hén hgp té bao lympho
2.1. Phan idp B lympho

Chuén bi hén hgp t& bao lympho

- Chuén bi &ng t&€ bao:

+ Mbi éng cho phép xit 1§ khodng 100 x 10° t& bao

+ Su dung cac ng nhya (kich thuée: 19,5 em x 0,6 ¢m) dude cit dai khoang
12 — 14 em va han day tao goc nghiéng 45°

— Nhung 0,1 g s¢gi bong vao dung dich Hanks.

- Dat 6ng vao dung dich Hanks va nhéi béng déu dan vao long éng dén
5 ¢m, tranh bot khi.

— Nhiing 8ng nay ¢6 thé dé & 4°C trong mot dém ho#c bao quan & — 20°C,
hai dau 6ng duge han lai.

— Cét dAu dng dé thdo dung dich ra khdi 6ng

~ Rila lai bang 5 m] dung dich Hanks, sau d6 bing 3 ml RPMI ¢6 5% huyét
thanh bao thai bé (SCF = serum calf fetal).

— Dit éng th&zmg ding, aé lai mét chiit maéi truong nglp trén 16p sgi.

— DEé éng ¢ 37° trong 30 phiit trude khi cho t& bao vao.

- Phan lap lymphocyt B

+ Dung 50 - 100 x 10° lympho toan phén pha trong 0,5 ml RPMI c¢6 5% SCF
(pha bang pipette Pasteur ¢6 trdng silicon), cho hén dich t& bao vao trong 6ng.

+ Ddgi cho 16p t& bao tham hét vao 16p sdi, thém 0,2 ml mdi trudng vao bén
trén 16p soi, dat 6ng thang ding, 30 phut & 37°C.

+ Loai bd t& bao khdng k&t dinh (T lympho) bing 5 ml dung dich Hanks
37°C (d€ 6ng nghiéng trén mdt 8ng nghiém loai 5 ml. Lam lai lan thi hai.

+ Thu t& bio k&t dinh (B lympho) bang cach thém vao éng | ml dung dich
RPMI ¢6 5% SCF va ép 16p s¢i. Hén dich thu duge cho vao 8ng Fisher va rda hai
lan trong dung dich Hanks bing cach ly tAm 1000 g/1 phut.

2.2. Phén 1dp T lympho: c6 hai phucng phap

- Dung k¥ thuat béng: ¢é thé ding béng thuy tinh, béng y t&, béng nilon, T
lympho khéng dinh vao béng, chiing sé duge thu hoach tit dung dich rida béng
trong &ng thi nghiém nhu md ta § trén. T bao T duge tap trung, cd dic bang cach
ly tdm lang can t€ bao. Con c6 thé phan lap T lympho bing phuong phap tao E
rosette véi héng ciu ciru.

- Dung k¥ thuat khang thé (KT) don dong dic hiéu B lympho: Ky thuit
duge tién hanh theo cac budc sau day:
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+ Gén KT vao dia phan ing
+ Chuén bi hdn hgp dich t& bao lympho

+ Dua hén hgp lympho c6 d6 dam dic 5 x 10° t&€ bao vao dia phan tng, u &m
37°C/30 phiit, cac t& bao c¢6 khang nguyén dac hiéu sé gin vao KT trén dia (Hinh 5.3).

+ Rua dia thi nghiém bang dung dich Hanks, cac t& bao khéng phan ting véi
KT sé dugc thu hoach qua dung dich ria (Hinh 5.3).

+ Tap trung dung dich ria, ly tdm, c¢b dic, cén t& bao 1a T lympho (Hinh 5.3)

B lympho
Hén hap
T va B lympho
: 4 Tlympho
T lympho
KN B lympho
Dia phan tng
KN dan dong dac
hiéu B lympho

Hinh 5.3: Nguyén Iy k§ thuat phan lap T lympho béng KT don dong dac hiéu B lympho
KT d&c hiéu B lympho gén vao dia phan img, B lympho phan (mg véi KT nay bi gilt lai,

con lympho tu do sé thu dudc bang cach rira dia béng dich PBS .
3. Phan lap dai thuc bao

Ta c6 thé c6 duge dai thuc bao tinh khiét biang cach phan lap ching tu
mau, t¥ nudc xuit tiét cta cac xoang nhu 0 bung, xoang mii, hodc dich tiét
duong ho hip.

C6 thé tién hanh phan lap dudc ca & ngudi va sic vat thi nghiém. Dai thyc
bao khé nudi, khé giit dude 1au, bdi vi ching khéng c¢6 kha nang nhén 1én nhu
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lympho bao. Nhung nhiéu thi nghiém in vitro rat cin ¢6 huyén dich dai thuyc bao
tinh khiét nhu: trong nghién citu quan hé giiia lympho va dai thuc bao trong qua
trinh tao khang thé, nghién cttu chi s8 thuc bao dai thuc bao da duge mién dich,
nghién cdu y&u td itc ché di tan dai thyc bao. Do d6 phén lap dai thyc bao la mot
k¥ thuat tir 1au da duge chi 7.

3.1. Phan Idp dai thuc bao tamau

Trong mau, dai thyc bao ¢6 rat it nén phan lap cing rat khé khian. Dya vao
kha nang bam kinh cta dai thuyc bdo, ching ta c6 thé tién hanh theo cac bude
sau day:

Budc I1: LAy 10 m]l mau chéng déng bang heparin. Pha lodng mét khéi méau
v4i moét khéi dung dich Hanks, réi ly tAm 800 véng trong 10 phiit, loai b6 eian
héng cdu, ¢dn nude mit, (c6 dai thuce bao, lympho bao va it héng cau) duge dé lang
trong binh nuéi cay t& bao kidu Leighton (binh day phéng va réng). Lugng dich t&
bao chita trong binh tuy thudc vao binh day réng hay hep, thuong sau khi dua
dich t& bao vao sao cho 18p dich d6 cao khodng 2 - 3 mm 1 dude va dé trong ti &m
37°C trong 45 - 60 phit. Trong thdi glan nay, dai thuc bao va cac t& bao khac s&
ldng xuéng day, riéng dai thue bao khi ldng xudng sé bam chat vao day binh.

Bude 2: Ria dé loai bd t&€ bao khéng bam (hdéng ciu va lympho) bing cach.
trang nhe day binh 3 - 4 1dn bang dung dich Hanks, cudi cling sé ¢6 mot 16p t& bao
bam vao dav binh. Lép t& bao nay cha yéu la dai thue bao, ¢é it lympho B (t& bao
B ciing c6 kha nang bam kinh).

Buwéc 3: Tach dai thuc bao ra khéi day binh, rita 16p t& bao bang dung dich
Hanks ¢6 0,25% trypsin. Trang nhe nhang, dé ti 4m 37°C trong 10 - 15 phiit cho
16p t& bao bong ra khoi day binh. Ngay lap tiic, dua nhe nhang vao binh nubdi ciy
bing dung dich Hanks c6 10% huyét thanh bé dé tc ché tac dung tiép clia trypsin.

Busde 4: Rlta t& bao dé loai bd trypsin bing dung dich Hanks. Khi ria ly tAm
1200 vong/ 5 phut.

Sau lan rita cudi cung, can té bao dude thuan nhat irong dung dich Parker
c6 20% huyét thanh bé ¢6 khang sinh penicillin va streptomyein.

Buode 5: Pém s8 luong té bao, xac dinh ty 18 séng (ding dung dich xanh
trypan 0,2%).

3.2. Phan ldp dai thuc bao tir chét tiét dudng hé hap

Dich ti€t ¢ dudng hd hap c6 mdt lugng 16n dai thuc bao. C6 thé 14y cac dai
thue bao tit dich nay bang cach sau day (thudng lam trén stdc vat).

Giét thé, mé 16ng nguc, 14y toan bo phdi va khi quan. Khi phiu tich, chi ¥
khéng dé ton thudng dudng hé hap va 1am chay mau vao té chic phoi.

Dung kep, kep mét mép khi quan, ning 1én, diing pipette Pasteur 14y dung
dich riia bom vao khi quan (khoang 10 - 15 ml). Dung dich ria la dung dich
Hanks ¢6 heparin, ¢t 1 ml dung dich ¢6 mdt don vi heparin, Dung pipette Pasteur
hiit 1én réi lai tia vao thanh khi quan, 1am nhu vay 4 - 5 1an, rdi hit dich ria dua
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vao 6ng nghiém 16n (20 ml), tiép tuc rda lai nhu trén 2 - 8 14n. Dich rita d mdi 14n
duge tip trung lai va ly tdm 14y cén, trong cén nay ¢é 14n cac dich nhiy. Pha huy
chat nhay bang cach cho tac dung vdi dung dich trypsin 0,25% c¢6 khudy tit trong
15 phat ¢ nhiét d6 phong.

Sau d6 b8 sung vao dich t& bao dung dich Hanks dé vc ché tac dung caa
trypsin. Rita t& bao hai lan bang dung dich Hanks. Khi rita, ly tAm 1200 vong/5
phiit & nhiét db 4°C.

Sau lan rita cudi cung, t& bao duge hoa tan trong dung dich Parker c6 20%
huyét thanh bé, ¢6 khang sinh. D&ém s6 lugng t& bao, xac dinh ty 1é song bing
dung dich xanh trypan 0,2%.

Téch dai thiuc bao bang cach nay ciing nhan duge mét lugng 16n t& bao, va ty
1& sfng ¢6 thé dat trén 85%. Mudn c6 dai thuc bao tinh khiét va loai bd té bao
chét, c6 thé tiép tuc d€ ling trong binh nudi cdy day réng nhu da md ta.

KY THUAT KET TUA

1. Khai niém cd ban vé két tia mién dich

K&t téia midn dich 12 sdn phim cla phin ng khang nguyén - khang thé.
N6i mot cach ding hon thi két tha mién dich 13 sdn phdm cta mdt chudi phan
ung ké tiép nhau giiia hai phén td: giita mdt khang nguyén da hoa tri va méot
khang thé da hoa tri hoiic it nhét 12 hai hoa tri (khang nguyén va khang thé déu &
dang hoa tan). Ciing nhu phan tng tia trong hoa hoc, dé c6 két tia thi phai c¢6
chudi phan Ung xay ra ma chudi phdn ing muén xay ra thi cdn c6 mdt phan dng
lién k&t md man ban diu.tao nén mdt phitc hgp nhd ban ddu ¢dn tan trong dung
méi. Phitc hgp ban diu nay lam nén dé chudi phan tng tiép tue xay ra va nhd vay
da tao ra mét phie hgp 16n khéng tan kiéu “mang luéi”.

Trong phan nay, chung t6t trinh bay mot s6 diém cg ban vé thuyét “mang
1u6i” nham muc dich phue vu cho cac k§ thuét clia mién dich-huyét hoc vé sau.
1.1. Thuyét mang ludi trong phan tmg khang nguyén - khang thé

Thuyét “mang luéi” hay 13 thuyét mét giat doan, duge Marrack gidi thiéu lan
ddu (1938) sau d6 Pauling, Pressman, Camphel tiép tuc phat trién.

Khi trén mdt dung dich khang nguyén vl mét dung dich khang thé (khang
huyét thanh) dac hidu thi: dau tién phan td khang nguyén tiép xdc véi phan tu
khang thé nhd luc lién két dac hiduy, bidu 16 qua tinh héo va ai luc cia khang thé.

Cac nhém quyét dinh trén hai phin td khang nguyén va khang thé phan
tng lién k&t vdi nhau nhd cic Iuc nhu lye tinh dién, lyc Van der Waals, ciu lién
két hydro tac nén phan dng ddu tién cda qua trinh tla.

KT + KN « KT - KN (phdn ing ldn th nhét)
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Phan ti khang thé ciing nhu phén ti khang nguyén trong phitc hdp ban dau
nay la loai da hoa tri, cho n&n cdn b6 cac hoa tri tu do, vi vay phtic hgp ban dau
nay lai lién két v4i phan tl khang thé hodc khang nguyén tu do hodc véi mot phiic
hgp ban dau khéac. D6 1a chudi phan {ing 1an thd hai:

KT - KN+ KT < KT - KN - KT hoac
KT - KN + KT - KN < KT - KN - KT - KN (phan ting 14n thd hai)

Chudi phan iing lién két 1an ba cing ¢6 thé xdy ra véi mdt lugng 16n céc
phan fing.

KT -KN-KT-KN+ KT« KT-KN-KT- KN - KT
KT - KN - KT + KT - KN - KT <> KT - KN - KT

KT - KN - KT
{phan ng l4n th ba) - theo Steffen (1968)

Chudi phan tng lin thd ba nay xuét hién trong trudng hgp khang thé
thita, nghia 1a khi ¢6 qua nhiéu phan ti khang thé thita, ty do so véi phén ti
khang nguyén.

Néu ndng d6 phan tit khang nguyén va khang thé tusng dudng nhau thi chi
xay ra phan ing 14n thi nhat, rdi sau d6 xdy ra phan Gng kiéu trang hdp cac
phitc hgp duge tao thanh d phan tng lan thd nhat.

Trong trudng hgp khang nguyén thira thi kh n#éng lién két & phan ng lén
thit hai kém hon nhiéu so véi khi khang thé thira. Phitc hgp duge tao thanh dé bi
huy hoai vi cac méi lién két kém bén viing. Khi khang nguyén qua thita thi xuat
hién céac phitc hgp nho hoa tan. Nhu vay thuyét mang ludi dd ¢ mot Gng dung
thyc tién trong viée gidi thich cic phan tng tia ciing nhu phan tng ngung két
mién dich. Khéng thé c6 tit hai hoa tri tré 1én méi ¢6 kha nang tao dugc mang luéi
ngung két véi khang nguyén ; khang thé mét hoa tri (KT khéng hoan toan) khéng
c6 kha ning tao duge mang luéi ngung két véi khang nguyén, nghia la khéng tao
duge phan {ng tda va phan ing ngung k&t mién dich,

1.2. Cdc dudng biéu dién két tua
1.2.1. Budng bi€u dién Heidelberger

Heidelberger va Kendal 12 nhitng ngudi ddu tién néu ra phan ing két tda
dinh lugng va da dua ra nhitng khai niém vé déng hoc ctia phan ing khang nguyén
- khang thé, ty 1& giita khang nguyén va khang thé trong phtc hgp mién dich ciing
nhu vé s8 nhém quyét dinh cGa m6t phan tit khang nguyén. Nhing hiéu biét vé sy
khéac nhau trong qua trinh phan {ing dinh lugng tia c6 mét ¥ nghia quan trong vé
clc hién tugng bénh 1y mién dich, dac biét 14 qua mén nhanh.

Khang thé c6 kha nang k&t tda véi khang nguyén goi 1a k&t tda t6, hé théng
phan ing lién k&t khang nguyén - khang thé goi 1a hé thong két taa.

K# thuat dinh lugng phan ting két tua nay bao gom:

180



— Cho vao cac 8ng nghiém mot nong dd khang thé xac dinh rdi cho vao d6
lugng khang nguyén tang dén 1én, phan ung khang nguyén - khang thé sé xay ra.
Tuaa duge loai trit bing ly tdm rdi tién hanh xét nghiém khing nguyén tu do ciing
nhu khang thé ty do cia dung dich trong & trén.

— O 6ng nghiém thit nhit, néng d6 khang nguyén thip, cho nén con thiy
khang thé con lai & phin dung dich trong. Do d6 goi 14 8ng nghiém c6 khang thé
thira, trong linh vyc mién dich thi goi 1a ving khang thé thia.

— O cac dng nghiém tiép theo, do tang dan lugng khang nguyén nén ludng
khang thé ty do cha dung dich trong & trén lién tuc gidm din va dén mdt éng
nghiém ma & d6 khang nguyén va khang thé tuong duong nhau, tit ca cac khang
thé lién két véi cidc khang nguyén lam cho dung dich trong & trén khéng con
khang thé va khang nguyén ty do, nghia 1a két tda hoan toan. Chinh & &ng
nghiém nay ¢6 lugng tGa 1dn nhat, phic hgp taa bén viing. Ngudi ta goi ving nay
la viang tuong dudng.

~ O cac 8ng nghiém tiép theo (sau 6ng tuong duong) vin tiép tuc cho ting
dan lugng khang nguyén 1én thi thiy lugng tia gidm xudng va phin dung dich
trong & trén xuit hién khang nguyén tu do, dude goi 1a ving khang nguyén thiia.
G day néng dd khang thé khéng du dé 1ién két vdi tat ca khang nguyén cho nén da
tao nén cac phie hgp nhoé khang nguyén - khang thé hoa tan.

T cac két qua trén day cé thé biéu dién trong modt hé théng toa dd: truc
hoanh 12 néng d6 khéng nguyén tang din ti trai sang phai, true tung 1a luong taa
phat hién. Dudng biéu dién nay dudge goi 1a duong biéu dién tha hay la dudng biéu
dién Heidelberger.

Nganh 1&n ctia dudng biéu dién Heidelberger cho thiy lugng tia ty 18 thuan
v@i khang nguyén. Dinh cda dudng biéu dién 13 vang tuong ducng khang nguyén -
khang thé. Nganh xudng clia dudng biéu didn 12 lugng tia gidm din véi sy ting
ndng d6 khang nguyén vi xuét hién phic hgp mién dich hoa tan.

1.2.2. Cac loai dudng bidu dién két tha khac

Dudng biéu dién tia khac nhau tuy theo ngudn gée clia huyét thanh mién
dich va dude x&p thanh hai nhém: nhém khang huyét thanh thé va nhém khang
huyét thanh ngya.

Trong nhém khang thuyé&t thanh thd, hién tugng Uc ché két tda chi xay ra &
viang khang nguyén thita, con d vung khang thé thita va viung tuong dudng thi
hién tugng k&t tha xay ra theo ty 1& thuan. Nguoe lai, trong nhém khang huyét
thanh ngda, hién tugng tc ché két tia khéng nhiing chi xdy ra d viing khang
nguyén thita ma ngay cad vang khang thé thira. Qua day cho thiy huyét thanh
mién dich thudc nhém ngya it thich hgp cho hoa mién dich dinh lugng tha. Trong
khi sti dung céc loai huyét thanh mién dich dic biét, cAn chi § dén dic diém nay
va vGi méi loai edn tim va st dung liéu hugng t8i uu trong khu vuce tuong duong.

1.3. Céu tao cta phuc hop tua

Céu tao cha phiic hgp tha phu thude trude hét vao phan tng khang nguyén -
khang thé va hé théng khang nguyén - khang thé. Trong trudng hgp khéang
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nguyén qui thita thi xuat hién phic hgp nho hoa tan, phic hgp nay chi gdm hai
phan ti khang nguyén lién ké&t véi mét phan t khang thé.

Nhu vay, trong trudng hop khang thé thira thi mét s6 16n cac nhém quyét
dinh ctia phan ti khang nguyén sé lién k&t véi cdc phan ti khang thé, trong
truong hgp tuong duong thi con nhiéu nhém quyét dinh cta phén ti khang
nguyén con ty do (khéng lién két véi khang thé), trong trudng hop khang nguyén
thira thi hai nh6m quyét dinh ctia hai phan tit khang nguyén lién k&t vi mot
phan ti khang thé (KN - KT - KN). Trong thuc t&, dé dat duge sy tudng dusng
gitta khang nguyén va khang thé (két tia hoan toan), néu cho din din it mot
khang nguyén vao thi téng lugng khang nguyén cin thiét it hon téng lugng khang
nguyén khi ta chi cho vao mét 14n (hién tugng Danysz). Hién tugng d6 duge gidi
thich 1a4 khi cho dan d4n it mo6t khang nguyén vao thi da s6 cac nhém quyét dinh
ctia phan ti khang nguyén da hoé tri lién két v6i cde phan t khang thé, cho nén
higng khang nguyén cén thiét dé két tla hoan todn ddi hdi it hon. Ngoai ra, do
cho vao it moét khang nguyén nhu vay nén khong ¢6 mét s8 khang nguyén bi bao
vay trong mang 1uéi lién két nhu khi cho vao mét 14n,

Diéu nay ¢6 mot ¥ nghia quan trong d8i véi phan ttng déc t& va khang déc t6.
Néu dem trén ngay mdt 1an mét lugng dde t8 voi mot luong khang doc td tudng
duong thi khéng con doe, nhung néu ta chia lugng doc t& Ay ra nhiéu phan nho va
tron din véi khang doc td thi con doc vi eon dde t8 tut do chua bi lién két.

~1.4. Qud trinh phdt trién cta ky thudt két tda
1.4.1 Két ta & méi trudng 18ng

Phan ing két ttia mién dich duge Kraus mé ta nam 1897 nhung ldc dé chi
tién hanh & mdi trudng 1éng, tic 12 tron dung dich khang nguyén véi dung dich
khang thé trong 8ng nghiém. Phudng phap trén don gidn nay da phat hién duge
san phim phén Gng mién dich ma nién dich vi khufn da diu tién dng dung dé
phat hién khang thé. Uhlenhuth (1927) da phat trién ky thuat két tda ¢ méi
trudng long nay vdi ky thuit két tia vong (nhan) don gidn. Sau d6, nhiéu tac gia
da dng dung phudng phap nay véi nhiéu hé théng khang nguyén - khang thé
khac nhau.

1.4.2. Két tda é méi truong gel

K&t tha trong mdi trudng gel hay 1a mébt trong méi trudng cé gia dd, 1a mot
budc phat trién quan trong cia k¥ thuat két tha mién dich. Nam 1905, Bechhold
md t4 mot phan dng cé nhiéu dudng ngung két khi cho huyét thanh dé (khang
nguyén)..... tan vao mol trudng gel da c¢6 chiia khang huyst thanh déc hidu (huyét
thanh chdng huyét thanh dé toan phin). 40 ndm sau, k¥ thuat khéch tan taa
trong gel dugc hoan chinh. Cac thanh phan tham gia phan ng dudc khuéch tan
trong gel nén goi 14 khuéch tan mién dich, mit khac sdn phim cta phan dng lai
k&t tha va gan chat trong gel nén duge goi 1a két tha midn dich. Gel thach 13 loai
théng dung, ngodi ra ¢on ¢6 thé dang gelatin, pectin, polyacrylamit, silicage... Su
phat trién ctia phudng phép tia trong gel 43 lam ra ddi mét loat cac k§ thuat:
Oudin, Quchterlony, Mancini, dién di mién dich, dién di mién dich phéng xa. Sau
day 12 mét 88 md hinh két tha thudng duge st dung hién nay (Hinh 5.4 dén 5.7).
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2. Mot s6 yéu té anh hudng va cac diéu kién quy dinh dai véi qua trinh
khuéch tan va két tda

2.1. Khuéch tédn
2.1.1. Binh luat khuéch tan déi véi khuéch tan mién dich

Khuéch tan mién dich tuan theo nguyén ly cac dinh luat khuéch tan cta cac
chit hoa tan.

Su khuéch tan trong gel tinh khiét c6 téc dd gan glong nhu trong m01 truong
long vi ldc d6 thanh phan tham gia phan tng (khang nguyen khang thé) dudc coi

la nhiing cdu td hinh tron, trong lugng phéan ti bé, con méi trudng gel dude coi
nhu mét mang luéi véi mat luéi to.

2.1.2. Nhiét do va thoi gian khuéch tan

Khdng huyét thanh thé khuéch tan va tua tét 6 37°C va 4°C. Khang huyet
thanh cua cac chiing loai khac (ngua) chi khuéch tan va taa tot ¢ 37°C. O 37° L toc
dd khuéch tan tuong dé1 nhanh thich hgp véi nhiing xét nghiém doi hoi c6 két qua
s6m. Nhung téc d6 khuéch tan nhanh lai anh hudng dén qua trinh két ta. Do d6
nhiét do va thai gian khuéch tan quy dinh nhu sau: huyét thanh cé hiéu gla
khang the cao thi de 1 gio 6 37°C va 24-48 gio o 4°C, huyét thanh cé hiéu gia
khang thé thip thi cAn kéo dai 4-8 ngay & 4°C. Khi cAn kéo dai thoi gian thi phai
cho thém chat chéng vi khuén (methiolat, natriumazid).

2.1.3. M6t sé yéu té khac
a. Tinh chdt cia khdng nguyén va khdng thé.

Hinh 5.4: Mién dich tGa-khuéch tan hai chiéu
Trong phan (tng gém cé: Thach 1dng cé khang thé dac hiéu, trén dia phan ing duc 3 16,
céac 16 nay dat khang nguyén dinh tim. Khi khuéch tan hai chiéu KT va KN gap nhau
sé phan (fing va tao thanh vach tGa trén méi truong thach.
A: Phan (g (+) véi 1 khang nguyén (anti-1) 2 dudng phan (tng khep kin
B: Phan Ung (+) vdi 3 khang nguyén (anti1,2,4): Két qua khéng khang dinh dudc khang nguyén nao
C: Phan (ng (+) v8i 2 khang nguyén, trudng hdp nay ciing khéng khang dinh (anti 1,2).
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Ky thuat nay kha chuén, c6 thé dung danh gia do6 tinh khiét cia KN khi cé
KT don dac hiéu.

Hinh 5.5: Phan (ng tla dang “Rocket” (Dién di kiéu Rocket)
A: So d6 tla dang Rocket, trén phi€u thach cé khang thé dac hiéu.
Trong cac 16 duc trén phién thach c6 chita KN (Ag), KN sé& khuéch
tan vao maéi trudng thach c6 KT dac hiéu va tao tda mau trang duc
nhu hinh qua Rocket do d6 goi la dién di Rocket.

B: Anh that ciia tia Rocket

KT don dong
dac hiéu vai KN

KT da gia phan ng
v@i huyét thanh ngudi

Hinh 5.6: Phan (ng tla dang dién di mién dich
Trén day 1a hinh &nh dién di mién dich: Trén phién thach 1dng c6 cac 16 va ranh dai doc
theo phién. Trong 16 c6 KN, chay dién di dé cac thanh phan KN dan trai doc phién thach,
I8y bd thach & ranh, sau d6 cho KT vao ranh. KT khuéch tan va phan (ng véi KN dac
hiéu. Day la ky thuat két hop gitra dién di va khuéch tan.
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Trong 16 co khang nguyén

\g & Yt Vong phdn
| St i (g tla
.s;gs_;_.’iﬁ'
Thach I1éng c6 khang thé
& ‘"\f # Khéng thé phan img
1 e vdi cac do dam dac
tk,. ot : khac nhau clia KN

A
2.1 Budng chudn néng

dé khang nguyén
Pudng kinh
cla vong
két tua 1

D6 dam dac clia
| | . khang nguyén
0 10 25 50 100
B

Hinh 5.7: Phan (mg tla dang mién dich khuéch tan vong (Mancini test).
Khang thé dac hiéu hoa tron trong méi trudng thach agar, trén d6 duc cac 16 c6 kich
thudc giong nhau, dat vao cac 16 KN c6 dé pha loang khac nhau (thi du pha lodng
10 lan, 25, 50, 100). Dia phan (ng dé nhiét d6 37°C/24-72 gid. Poc két qua bang
cach do dudng kinh vong khuéch tan, vé dé thi chudn vé néng do pha loang KN.
Khi kiém tra mau khang nguyén bat ky, can sl dung néng dé chuin, tir do tinh ra
néng dé clia mau kiém tra tuong (ng.

A: Hinh anh khuéch tan theo nong do khac nhau ctia KN
B: D4 thi chudn vé néng do KN pha loang, sif dung dinh luong néng do KN hosc KT.

Dic tinh mién dich, néng 06, hiéu gia khang thé déng vai trd quan trong doéi
v6i qua trinh khuéch tan va két tha. Ngoai ra qua trinh khuéch tan con bi 4nh
hudng bdi cac yéu to:

(1) Trong lugng phéan ti: Trong lugng phan ti cang cao thi khuéch tan cang
cham va ngudc lai.

(2) Hinh dang phén ti: Phan t hinh tron khuéch tdn nhanh hon phan ti
hinh bau duc, hinh thoi...
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b. Tinh chét cua gel.
Gel thach 14 loat théng dung d6i véi phan Gng két tha.

D6 tinh khiét clia thach. Khuéch tan cia khang nguyén va khang thé c6 déu
didn hay khéng, trudc hét phu thude vao dd tinh khiét ciia thach. Thach (agar)
binh thudng chia nhiéu ion, SO,~, Mg, ... 1am ting tac dung dién thim va d&
lién két hoa hoc véi protein. Do dé cé mot sd trudng hop qua trinh khuéch tan bi
can trd, phan {ing két tia 4m tinh béi vi thach khéng dugde tinh khiét. Tac dung -
nay cua thach hay gip déi véi lipoprotein, chiing phan Gng v8i nhém sulfonin dua
dén hién tugng tua ty phat ldng xudng. Do d6 hién nay trén thi trudng da ¢ loai
" agaroza la thach da dudge loai trit Mg**, Ca*™, rdt tot cho ¢O6ng tac hod mién dich
két tua, die biét tot d6i v6i dién di mién dich vi 1am gidm hién tugng ndi tham.
D&i véi thach khéc, mot s§ tac gid khuyén nén x{ 1y trude khi diing bdng cach cho
nudc cdt chay qua thach mét thdi gian, hodic riia bing ether, hodc ethanol, hoéc
dién phéan.

Nong d3 thach trong dém. Nong d6 thach thich hgp cho khuéch tan va két
tua ti 0,3-2%. N&u néng d¢ thach nhé hon 0,3% thi cac phén ti tham gia phéan
ing khuéch tan nhanh, khéng gin chat duge cic san phdm phan tng, do d6 khé
khan cho viée danh gia két qua. Néu ndng dd thach trén 2% thi khuéch tan cham,
thdi gian khéch tan va tda kéo dai, danh hudng dén qua trinh hinh thanh taa.

c. P§ ém va mat phing khuéch tdn

— D6 am: Trong qua trinh khuéch tin va két tha phai giit bio hoa hdi nude,
nghia 1a phai gilt 46 4m t6t, néu khong thi thach sé khé lam cho qué trinh khuéch
tan kho khan hodc dinh tré.

— Mt phing khuéch tan: Mit phdng khuéch tan phai phing va déu, khong
duge gb ghé, chd day chd méng anh hudng dén qua trinh khuéch tan. Do d6 trong
khi d6 thach ciing nhu cd thdi gian khuéch tan, phai ludn ludn giit 3 mat phing
thang bang.

2.2. Két tua
Dé qua trinh két tha x4y ra tot thi phai chi ¥ dén mot s6 diu kién nhat dinh.
22.1. pH

Quaé trinh két tla thudng x4y ra tét & pH 6,5 - 8,5. Tuy theo hé théng nghién
cliu ma mot s8 tac gia thay qué trinh két tla c6 thé x4y ra & pham vi pH tir 4-12,
song higng tha gidm rd rét khi pH qua thay ddi (acid hoéc kiém qua).
2.2.2. Dung dich khang th€ va khang nguyén

Dung dich khang thé phai trong, khong 6 lipid. N&u dung dich khang thé
van duc hosc c6 lipid thi phai loai trit biing cach ly tAm gan bd.

Dung dich khang nguyén phai ¢é pH trung tinh 6n dinh.
2.2.3. Néng db mudi

QuaA trinh két tia tot & ndng dé mudi 0,15M. Néng 46 NaCl va KCl c6 thé
tang dén 1,5M vi it Anh hudng dé&n qué trinh két tta. Nhung néu ndng dd mudi
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qua cao (NaCl 15%) két hgp v6i nhiét 46 ting thi k&t tia bi phén ly. Kleinschmidt
nghién citu anh hudng ctia cic anion trong cac mudi KCl, KBr, Kl... d61 v61 quéa
trinh k&t taa, thay két tia giam rd khi ndng d8 cac chit cao hon 0,156M. Nhitng
dung dich khéng c¢6 mudi cling lam giam két tta hoéic khéng c6 két tha mic dau
pH =7 vi vAn c6 phan ing khéng nguyén - khang thé. Khang huyét thanh chim la
loai dac biét ngoai 18, két tua xay ra d néng d6 NaCl 8-10%. O néng dé 8-10%,
h1en tugng két tua chi xay ra d6i vdi khang thé thuoc IgG, con IgM chi két tda 3
néng d6é mudi 0,15M.

2.2.4. Khir hoat b6 thé

B6 thé lién k&t véi phic hgp khang nguyén - khang thé ¢6 thé xay ra trong
qué trinh k&t tia hay 14 sau khi G vdi huyét thanh tudi. B§ thé lién két trong
phiic hgp khang nguyén - khang thé khéng bi loai trit trong khi rita, mat khac né
lam r6i loan phan iing két ta dinh tinh ciing nhu dinh lugng, Do dé cin khit hoat
bd thé trude khi tién hanh thi nghiém (dé 30 dén 60 phit-§ 56°C). Khang huyét
thanh ¢6 hidu qua thap thi hiéu gia cang gidm khi khi hoat b8 thé, cho nén ngudi
ta khuyén nén hap phu b8 thé clia huyét thanh nay véi mét lugng két téia khac
loai (v6i sdn pham cta mdt khang huyét thanh khac khit hoat). K&t tha trong méi
trudng cé 0,01 ethylen diamin tetraacetic s& han ché& su lién k&t cha bd thé trén
phiic hop khang nguyén - khang thé.

3. Két tda dinh tinh
3.1. Thir nghiém chuan bj

Dinh tinh nham muc dich danh gia so bd phan ing khéng nguyén - khang
thé ma ¢ day 1a danh gid khang thé két tla trong khang huyét thanh. Dé danh
gia duge chinh xéc, cdn ¢ thit nghiém chuédn bi trudc nhim sd bé danh gia lugng
khang thé két tia trong khang huyét thanh mdt cAch nhanh chéng.

3.1.1. Dung cu, hoa chét. Can cé:
— 6ng nghiém nho.
- Ong hit chia d¢.
- Khéang nguyén.

Bang 5.7: Ty I& KN/KT trong k¥ thuat tGa dinh tinh

Ong thir Ong chirng 1 Ong chimng 2
Khang huyét thanh 0,2-0,5ml 0,2-0,5ml
Khang nguyén 10-15ug (trong 0,1-0,2ml 10-15ug (trong 0,1- 0,2ml
NaC! 0,9%) : NaCl 0,9%)
Huyét thanh binh thudng 0,1-0,2ml 0,%4-0,2ml
hodc NaCl 0,8%

— Khéng huyét thanh.
- Huyét thanh binh thudng.
— NaCl 0,9% trong nudc cit.
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3.1.2. Tién hanh

T4t ca cac 6ng dé & 37°C trong 30-60 phut.
3.1.3. Poc két qud

So sanh véi éng ching

Ong thit ¢6 tha r6: Khang huyét thanh ¢6 khang thé két tia véi khang nguysn.

Tua khong rd6 ma dung dich duc thi ly tAm 2000-3000 vong/phit trong 30
phiit rdi doe k&t qua.

Khéng c6 ta, dung dich duc khéng rd thi dé tiép 6 4°C qua mét dém. Hém
sau ldy ra ly tAm nhu trén va doc két qua.

Sau khi ly tAm nhu trén ma van khong cé tia (khong c¢b hién tugng két hgp
khang nguyén - khang theé) thi c6 thé nghi dén hién tugng ttc ché két tta do
khang nguyén thia hodc higu gia khang thé qua thap. Trong nhiing truong hop
nay, cin tién hanh thit nghlem vdi lugng khang nguyen nho (2 10 pg khang

nguyén cho 1ml khang huyét thanh), trudng hop cdn thist ¢ thé ting thé tich
khang huyét thanh 1én 2-3ml.

Trong thit nghiém chuén bi nay, ¢6 thé tién hanh tha nghiém xac dinh hién
tugng khang nguyén thita, hodic khang thé thita bdng cach chia phin dung dich
trong ¢ trén lam hai phén, mét phan trdén véi 5-10 microgam khang nguyén (trong
0,1ml nude mudi sinh 1¥), con phan kia trén véi 0,1-0,2ml khang huyé&t thanh).

Cang dé 37°C trong 30-60 phiit va ly tdm nhu trén. Néu ¢6 két tha 6 dng thit
nhat 1 ¢6 khang thé thia, néu k&t tha & 6ng thd hai 14 khang nguyén thira. Kinh
nghidm cho théy, dé doc két qua chinh xac thi nén soi 6ng nghiém trén nén den.
3.2. Két tua vong don gian (theo Steffen 1968)

3.2.1. Nguyén ly

Phan dng két tua xuit hién sdm nhit 6 mat tiép xdc cha dung dich khang
nguyén va dung dich khang thé va véi dién ti€p xic hinh tron s& cho mdt vong
két tua.

3.2.2. Dung cu va nguyén liéu

— 6ng nghiém nho, 6ng hiut Pasteur

- Khang huyét thanh va khang nguyén.
3.2.3. Tién hanh

Cho 0,5ml khang huyét thanh vao 6ng nghiém. Sau dé6 dung éng hit
Pasteur cho cdn thin va nhe nhang 0,5ml dung dich khéng nguyén (néng dd
khang nguyén 0,5-5mg/ml) 1én trén bé mit dung dich khang huyét thanh, khéng
duge x40 tron. PE § nhiét d6 cia phong.

3.2.4. Doc két qua

Doc két qua sau 30 phiat, 60 phiit, 120 phit hodc 240 phit. Vuang tiép xic
gitta khang huy&t thanh va dung dich khang nguyén xuét hién mét vanh duc ro:
phan itng dudng tinh. Néu khéng ¢6 vanh &uc rd: phan ng 4m tinh.
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Khéng nén doc cham hon théi gian trén vi vong ngung ket sé& bi x04 nhoa bai
hién tugng khuéch tan.

Chi y: RG1 loan ngung két do hién tugng khéng nguyén thua trong thi
nghiém nay hoan toan khéng lo ngai. Thé tich dung dich khang nguyén khéng
dude 16n hon thé tich khang huyét thanh. Kh1 cho dung dlch khang nguyén vao,
nén ty nhe ddu 8ng hit Pasteur vao thanh 8ng nghiém gan mit dung dich khang
huyét thanh va cho chay tit tir nhe nhang theo chu wi ong nghlem Két qué vong
ddn gidn c6 thé cAi tién bing cAch ti&n hanh trong cac 6ng mao quan.

4. Két tha dinh lugng
4.1. Ban dinh luong hiéu gid khdng thé, khang nguyén

Xac dinh hiéu gia khang thé, khang nguyén dya trén hai phuong phép co ban:
4.1.1. Phuong phap alpha (ky thudt Dean va Webb)

Cho vao mbi éng nghiém lugng khang thé bing nhau xéc dinh, sau dé
cho 1an lugt tit 6ng thd nhat tré di mot thé tich khang nguyén cé do pha lodng
tang dan.

4.1.2. Phuong phap beta (ky thuat Ramon)

Cho vao méi 6ng nghiém lugng khang nguyén xac dinh bing nhau, sau d6 cho
Jan lugt ti 6ng thil nhat trd di mot thé tich khang thé cé d6 pha lodng tang dan.
Hiéu gia chinh 1a d6 pha lo@ng ctia 6ng c6 két tia rd.

Thi du: Xac dinh hiéu gia clia huyét thanh mién dich (khang mét khang
nguyén nao dé) ta ¢6 thé tién hanh nhu sau:

Néu két tia xudt hién ré § 6ng s6 9 ching han thi hiéu gia clia khang huyét
thanh mién dich nay la 1: 512. Tuy nhién sy két ta ddu tién (ty 1¢ khang thé/
khang nguyen) con phy thude vao ndng d6 chung ctia hén hdp khang nguyen
khang thé. Phuong phap trén diy c6 nhanh chéng cho két qua song ¢6 thé bi sai
lac béi hién tugng két tlia khéng dac hiéu nhu phan Ung chéo cta cic khang
nguyén d6i véi khang thé. Vi thé, dé xac dinh hiéu gia ca khang thé va khang
nguyén, déng thdi gidp phat hién cac phéan tng chéo hodc sy tinh khiét ciia khang
nguyén, khang thé thi ngudi ta thuong dung phudng phap ngung két trong gel (ky
thuat Ouchter lony) sé trinh bay duéi day.

Bang 5.8: Ty 1& pha loang KT trong k¥ thuat tda dinh luong

Gng nghiém 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Dung dich khang nguyén 0,2 02 0,2 02 02 02 02 02 02 02 072 0,2
5mg/ml

0.2ml dung dich khang 11:2 11:4 18 1:16 11:32 1164 1:128 1:256 1:512 1:1024 1:2048 1:4086
thé ¢é d6 pha loing

4.2. Cdc phuong phdp két tda dinh luong

Ly thuyét vé€ dudng biéu dién két tia cla Heidelberger va Kendall da chi rd,
phan ing két tha xay ra t6t nhit & viing tusng duong gifta khang nguyén va
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khang thé. Do d6 ¢6 mot s6 tac gia trude khi dinh lugng két tiia, con tién hanh thi
nghiém co ban dé xdc dinh viung tudng duong caa khang nguyén, khang thé.

4.2.1. Thir nghiém chuén bj

Pé xac dinh viing tudng dudng, cho vao mdi dng nghiém 0,4ml dung dich
khang nguyén c6 ndng dé ting dan (50, 100, 200, 400 pg/ml; c6 thé tang d&n 2000-
3000 pg/ml) va dung dich khang thé cé ndng d6 ¢d dinh (0,4ml).

Dé tat cd cac 6ng nghidm § 37°C trong 60 phit va qua mdt dém & 4°C. Cac
Ong nghiém duge ly tAm 30 phut véi tée dd 2000-3000 vong/phit, roi xac dinh
khang nguyén thira va khang thé thita cia dung dich trong nudc ndi d trén.

6ng nao cd lugng két tGa nhidu nhit, khéng con khang nguyén thita va
khang thé thita ¢ phan dung dich & trén niia, thi dé 1a pham vi tuong dudng ciia
khang nguyén, khang thé.

4.2.2. Thi nghiém chinh thirc

DPinh lugng lugng két tua cia mdt hé théng phan Ung khang nguyén khang
thé do1 hoi khang huyét thanh phai cé chit lugng cao. Téng thé tich ctia hén hgp
khéng qua 3-4ml. D&l vé1 khang huyét thanh cé hiéu gia thdp thi phai kéo dai
thai gian két tha 6-8 ngay § 4°C va ¢6 thé cho tiang thé tich khang thé.

a. Nguyén ly cua phuong phdap

Két tha duge tao thanh sau phan tng khéng nguyén - khang thé, duge ria
véi dung dich NaCl 0,9% lanh va hoa tan trong NaOH 0,1N rdi tién hanh dinh
Jugng protein caa tiia bang phuong phap vi Kjeldahl, phan tng Folin hode phuong
phap do mat dd quang 6 budc séng 280nm.

b. Dung cu, hod chdt

Ong nghiém, éng hit chia do

— Khang huyét thanh, khang nguyén

NaCl 0,9%, NaOH 0,1N

Tién hanh

~ Chuén bi khang huyét thanh va khang nguyén:

o

+ Khii hoat b6 thé cua khang huyét thanh (30 phit ¢ 56 C).
+ Pha cic dung dich khang nguyén 5-10% trong nude mudi sinh 1y (0,9%)
— Phan dng két tda:

6ng thit 6ng chiing
+ Khang huyét thanh khit hoat  0,4ml 0,4ml
+ Dung dich khang nguyén 0,4ml
+ NaCl 0,9% 0,4ml
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C6 thé tién hanh thém mét &ng ching thit hai: 0,4ml dung dich khang nguyén +
0,4ml NaCl 0,9% dé xem c6 hién tugng két tha 1am sai léch két qua khong.

D& tit cd cac Sng & 37°C trong 30 phiit va 24-48 gid 8 4°C. Trong thdi gian d6
thinh thoang phai lic nhe.

4.2.3. Rira va hoa tan tia

Cac 6ng duge ly tAm 2000 - 3000 vong/phiit x 30 phiit. Nhe nhang chit phin
dung dich trong sang mét 6ng nghiém khéc dé kiém tra khang nguyén, khang thé
thita. Phan ¢fin duge rita 2-3 1dn véi NaCl 0,9% lanh, m&i 1an hoa cin véi 1-2ml
NaCl 0,9% lanh, ly tdm va chéit b phdn dung dich trong & trén.

Hoa céin vdi NaOH 0,1N @€ ti&én hanh dinh lugng. Dau tién cho 0,5ml NaOH
0,1N hoa cin, sau d6 cho thém din dé téng thé tich khodng 2-3ml.

4.2.4. Dinh lugng protein tda

Sau khi hoa tan céin, c6 thé tién hanh dinh lugng protein cta tda bing cich:

- Dinh lugng nito cta tia bing phudng phap vi Kjeldahl. Tt lugng nitd tinh
dugc hugng protein bing cich nhan véi 6,25. Phuong phap nay chinh xac nhung
phién phdc va mat thdi gian, nén chi d€ tién hanh véi chudn.

— Phan dng Folin, kha nhay nhung mat d6 quang thay d8i d6i véi cac
protein khac nhau, khéc biét t6i 50%. Do d6 phai tién hanh song song véi chuian
khang nguyén, khang thé cing loai dé diéu chinh két qua.

~ Phudng phap do méat d6 quang § bude séng 280mm. Phudng phap nay don
gian nhung hé sd mat 46 quang cing thay d6i tuy theo loai protein.

Thi du: E 1% 6 pH = 7 thi d8i véi albumin d bude séng 280nm la 5,8, d6i véi
gamma globulin 12 13,8... Do mat 46 quang so vdi dng trang 1a NaOH 0,1N.

4.2.5. Kiém tra dung dich trong 6 trén

Khang nguyén thita Khang thé thia
Dung dich trong 0,3ml 0,3ml
Khang huyét thanh 0,1ml
Khang nguyén 5-10 pug

(trong 0,1m1 NaCl 0,9%)

Né&u khdng ¢6 khang nguyén thita va khang thé thita & phan dung dich trong
12 quéa trinh dinh lugng da tién hanh t6t & ving tudng duong, két qua ddm bao
chinh xéc. N&u ¢6 khang nguyén thita hoic khang thé thita, phai diéu chinh lai.

4.2.6. Ung dung cia phuong phap

Tinh duge lugng khang thé ngung két trong khang huyét thanh (liy téng
lugng tua trit di Iugng khang nguyén cho vao da xéc dinh trugz).
Tinh duge ty 1é khang nguyén/khang thé & vang tuong duong hoic vung

khéang thé thita. Pat ¢o sd cho viée didu ché phiic hgp khang nguyén, khéng thé cé
hoat tinh sinh vat hoc.
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Phudng phéap duge ap dung dé dinh lugng khang doc t& va déc t6 vi khuén,
¢ thé ap dung nghién ciu bénh Iy thuc vat va tha y. (Khang nguyén 1a cic chat
chiét xudt, khang thé 1a huyét thanh déng vat dude gy min cdm bing khang
nguyén tugng dng).

5. Két tda trong gel

Két thia mién dich trong gel 12 hién tudng khang nguyén, khang thé (hoac ca
hai) khuéch tadn vao mét 16p gel va d mdt vi tri xac dinh cha gel xuét hién dudng
. k&t tia hodc viing két tia caa khang nguyén khang thé.

Sy tao thanh két tua ciing nhu vi tri két tua phy thude vao nhidu yéu to.
Trude hét, n6é tuin theo dinh luat khuéch tan trong mdi trudng léng caa Fick 2
cang nhu hé s86 khuéch tan, ¢6 nghia 12 phu thudc vao tinh chit cta khang
nguyén, khang thé, ndng dd va trong luong phan ti chia khang nguyén, khang
thé. (Dudng két tha ndm gén vi tri khang nguyén hon néu khang nguyén cé trong
lugng phén tit cao hon trong lgng phan t& khang thé, va nguge lai). Ngoai ra con
phu thudc vao pH, ion Iye, nhiét d8, thoi gian.

Uu diém cia phudng phéap. Véi phusng phéap két tia trong gel, c6 thé tién
hanh nghién citu hé théng khang nguyén, khang thé da gia. Trong méi trudng gel
hén hgp, khang nguyén va khang thé da gia sé cho nhiéu dudng tia ddc lap boi
dac tinh khué&ch tan va dién di khac nhau cta chang.

Khuéch tan trong gel gitp cho sy danh gia mét cach chinh xac d6 tinh khiét
cua khang nguyén khang thé, phat hién duge tinh déng tinh, phan Ung chéo... ciia
ciac khang nguyén. Cac dudng tta duge gin trong gel lam cho viée danh gia két

“qua va luu lai duge thuan 1gi. Két tiia mién dich trong gel, ngoai tac dung xac
dinh dinh tinh, con ding dinh lugng cling nhu ban dinh lugng két téia mién dich.
Chung tdi chi giéi thiéu nhing k¥ thuit thong dung nhit.

5.1. Khuéch tan vong don gidn (ky thudt Mancini)

Ky thuit khuéch tan mién dich vong trong gel thach duge Mancini,
Carbonara va Heremans néu ra nam 1965 v8i mot hé théng so sanh dé xac dinh
dinh lugng khang nguyén tit mét ngung k&t mién dich dic hidu.

5.1.1. Nguyén t&c ciia phuong phap

Khéang nguyén hoa tan tit mét 16 hinh trén khuéch tdn ra xung quanh mot
cach déu dan vao mét 16p gel thach c6 d6 diy nhat dinh chita khang thé tuong
tng. Su tiép xidc khang nguyén vdi khang thé tudng Ung dac hiéu s& tao thanh
mot viing két tiia hinh tron khéng tan.

Dién tich hinh trén ty Ié thuin véi néng dé khang nguyén.

Phudng phap Mancini duge s dung trong hod mién dich dé dinh lugng cac
protein trong mét hé théhg khang huyét thanh don dic hiéu véi khang nguyén

tuong dng. Thi du dinh lugng IgG, IgA v6i khang huyét thanh don dic hidu khang
IgG, khang IgA.
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5.1.2. Thiét bi, nguyén liéu, hoa chét

— Ban thang bang, budng am,

Thude kep do hode kinh hién vi ¢é thude do.

- Giay ke 6 ly (mm)

~ Ong nghiém, &ng hat vi ludng, dng hit chia do

— DPia thuy tinh c6 dudng kinh 8,5cm, hoge cac phién kinh phing 8 x 10cm

— Thach 1,5% trong dém 8,6 véi ion luc 0,1

— Khang huyé&t thanh don dic hiéu, khang nguyén chuin

- Huyét thanh can thi ¢huyét thanh bénh nhan)

— NaCl 0.9%

— Dung dich nhudém: c6 thé dung dung dich 0,5% Amidoschwarz 10B (trong
methanol: acid acetic ty 18 9:1) hoac dung dich 0,2% xanh Coomassie trong nudc.

— Dung djch ¢6 dinh: acid acetic 2% trong nude hodce acid tricloacetic 12,5%.

— Dung dich ra: methanol/acid acetic (9/1) hoide ethanol/acid acetic/mude (4/1/5)
5.1.3. Tién hanh

— Pidu ché thach chita khang thé. Dun sdi cach thuy thach 1,5% dé thach
tan ra, sau d6 dé vao ndi Am cach thuy 56 C dé nhiét d thach gidm xuéng gan
56"C. Déng thii dé khang huyét thanh vao ndi cach thuy &m 56 C.

Cho vao 6ng nghiém hoac lp penicillin mét thé tich thach va khang huyet
thanh theo ty 1&: khang huyét thanh trong thach la 2-5%, hoac c6 thé 10%. T4t ca
déu tién hanh ¢ 56'C.

— P6 thach chda khang thé vao dia thuy tinh c6 day phing va dat 1én mit
phing da thing bing, 1am sao thach dan déu dan c¢6 46 day khoang 2mm; dé &

nhiét d6 phong 20-30 phat, sau do dé vao ti lanh (4°C) khoang 20 phut cho thach
déng tét.

— Duc 13. Dung khudn hoic mét 8hg ¢6 dudng kinh 2mm duc cac 16 trén ban
thach duc va hiit phai c¢dn than dé 18 thach trdn, nhén va sach. Khoang cach gita
cic 13 ti: 7-10mm tuy néng d6 khang nguyén ctia miu thi.

— Cho dung dich khang nguyén vao I4. Bang 6ng hit vi lugng, cho vao mai
15 3-5 microlit dung dich khang nguyén (mdi 16 12 mot mau khang nguyén, tdc 1a
m&i miu huyét thanh bénh nhéan). Tuy theo yéu ciu ma pha loang huyét thanh.
(Thi du: d€ dinh lugng IgG thi huyét thanh bénh nhan cin pha loing 1/10, dinh
lugng IgA thi pha lodng 1/2, edn dinh lugng IgM khéng pha loang.

Déng thdi cho vao ba 18 ba ndng d6 khang nguyén chuén tuong Gng da biét
rd ndng do dé vé dudng chuan.

Thai gian khuéch tan; dé vao hop 6 4o a4m cao (bao hoa hoi nudc) ¢ nhidt d
phéng trong 48 gid.
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Loai bé protein thita khéng ngung két: ngdm 2 ngay trong NaCl 0,9%, hang
ngay thay 2 dén 3 1an dung dich NaCl 0,9%.

C6 dinh: ngdm 30 phiit trong dung dich acid acetic 2%.

Nhudm mau: ngdm 10 phuat trong dung dich 0,5% Amidoschwarz 10B hoic
Coomassie 0,2%.

Loai bd mau thirta. Ngdm 14n lugt d nhiéu chiu methanol: acid acetic (9:1)
hodic ethanol: acid acetic nude (4:1:5) mdi 14n khodng 2 phut.

Dé kho & nhiét d6 phong.
5.1.4. Doc két qua

Dung thudc kep ly mét hose kinh hién vi ¢6 chia d6 dé do dudng kinh khuéch tan.

V& dudng biéu didn. Can cd vao ndng 46 khang nguyén chuén biét trude va
dudng kinh do duge clia cac ndng dd khang nguyén chuln, ta vé duge dudng bidu
dién trén gidy ké ly (it nh&t phai cé 3 diém). Tir d6 tinh ra néng dé khang nguyén
tuong dng cua mau thu.

C6 thé vé dudng chuin theo cic cach sau day: Thi du:

— Pudng kinh khuéch tan IgG ctia huyét thanh bénh nhan A 14 5mm.

- Néng @6 IgG tuong tng trén truc hoanh la 30,

— Do pha lodng huyét thanh: 40

Vay: néng @6 IgG clia huyét thanh bénh nhan A la: 30 x 40 = 1200mg/100m.

5.1.5. Cac yéu t8 dnh hudng

- Khéng dé thang bing trong qua trinh lam va qua trinh khuéch tan nén
16p thach day méng khéc nhau do d6 khuéch tan khéng déu, dién Xhuéch tAn méo
mé, 18i 16 m hodc hinh bau due.

- D3 thita dung dich khang nguyén tran ra ngoi 15 hodc néng d6 khang nguyén
quA thita 1am cho dién khuéch tan md, giéi han khéng ré (do tao phitc hop tan).

— DE & nhiét 49 quéa cao khong di dd 4m nén thach bi khd, anh hudng dén
tdc dd khuéch tan.

- Thdi gian khuéch tan dé qua l4u ma khodng cach gitia cac 15 thi bé nén ¢b
thé xay ra hién tugng khuéch tan chéng 1én nhau.

— Huyét thanh ¢é nhiéu lipid ho#ic ¢6 nhiéu fibrinogen giy nén sy két tda
ty phat.
5.1.6. Gi6i han cta phuong phap

Phuong phip nay chi phit hgp diic biét d6i vdi viée nghién citu dinh lugng cac
protein trong trang thai sinh 1y, bénh Iy ma ¢6 trong lugng phén tit khong qua ldn.

Dé khic phuc sy khong déu din cda 18p thach khi d8, chiing ti da dung hai
miéng kinh phang chdng 16n nhau va 16t gida hai kinh 8 ba canh nhiing bang nhd
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chat déo ho#c cao su day d6 1,5-2mm va ¢6 dinh chat bing cap phoi quin 40. Nhu
vay hai miéng kinh phing da cach nhau khodng 2mm, ba ph1a da kin, con mét
phia khéng 16t cao su la khu vige dé d6 thach chita khang thé. Sau khi d6 thach
chita khang thé vao thi dé nghiéng khodng 30° trong 10 phit & nhiét d¢6 phong rdi -
dé vao tu lanh 4°C trong 20 phiit cho thach chita khang thé déng t&t. Sau khi
thach da dong t6t thi bo di mét phién kinh bing cach vita miét nhe nhang phién
kinh d6 trén 1§p thach, vira kéo ra. Ta sé& dude mot 16p thach chita khang thé day
khodng 2mm nam lai trén phién kinh kia. Tié€n hanh duc 15 va cho khing nguyén
va0 cac 16 nhu phéan trén.

5.2. Khuéch tidn vong kép

T 1949, k§ thudt Ouchterlony dude itng dung mét cach phd bién trong
nghién cttu két tia mién dich bdi k¥ thuat kha don gidn va cho két qua nhanh,
5.2.1. Nguyén ly ciia phuong phap

Khang nguyén va khang thé hoa tan tu hai vi tri khac nhau khuéch tan
vong vao trong mé6i trudng gel thach tac nén nhitng dudng két tha hinh cung khi
khang nguyén va khang thé tuong dng ti€p xdc nhau.

Hinh dang d6 cong cua dudng tha phu thude vao hé s6 khuéch tan clia phan
t khang nguyén va phan t khang thé.
5.2.2. Thiét bi, dung cu, hoa chét

- Mait phang thang bing, budng &m nhu déi véi k¥ thuat Mancini.

~ Hop quan sat véi nén den, lam kinh, binh nén

- éng hit chia d§: 0,1ml, 1ml, 5ml, 10ml

— Ong hit mao quan, khudn duc 15

— Dung dich thach 1,5% trong dém pH 8,6 ion luc 0,05.

- Dung dich khang nguyén: huyét thanh bénh nhan hoéc cic thanh phan protein.

— Khang thé: khang huyét thanh tuong tng.

-~ NaCl 0,9%

— Dung dich nhudém va dung dich riza nhu trong k§ thuat Mancini.

5.2.3.Tién hanh

— Chuén bj cic lam kinh. Cac lam kinh duge rita va lau khd sach, danh s&
va dat 1én trén mit phang thiang bing.
— DPun s6i cach thuy dung dich thach 1,5% dé thach tan déu.

— Dung 6ng hit déi 1én méi lam kinh 2,5ml thach 1am sao cho 1dp thach
dan déu va c6 d6 day khoang 3mm. Dé & nhiét do phong cho thach déng lai, sau dé
dé vao ti lanh khodng 15-20 phit cho thach déng chic.

Né&u chua kip lam thi nghiém thi dé cac lam thach vao buéng 4m.



— Puc 15. Dung khudn hoac cac 6ng ddng dé duc céc 16 trén ban thach.

- Dung 6ng hat mao quan cho khang huyét thanh diy 18 gitia, con cac 15
xung quanh cho day dung dich khang nguyén c6 44 pha lodng khac nhau.

~ P& cac lam kinh vao bubng 4m trén mot tiét dién bing va & nhiét 4o
phong trong 24 gid.

5.2.4. Doc két qua

Diing 4nh sang tu nhién hoac hdp quan sat (hdp cé béng dén, day nén den va
trén 1a mat kinh) dé€ doc két qua cac dudng két tia.

Dé tién hanh dinh lugng ti€p hodc dé giit lam tai lidu thi loai protein thita
khéng ngung két (ngAm 2 ngay trong dung dich NaCl 0,9%). Sau dé6 nhudém 10
phiit v6i dung dich Amidoschwarz va rita bang hdn hgp ethanol: acid acetic + nudc
va dé khé nhu d6i vdi ky thuat Mancini.

5.2.5. Ung dung cta ky thuat Quchteriony.

- Kiém tra @6 tinh khiét cha khang nguyén. D& tién hanh kiém tra db tinh
khiét cua mot hén hgp khang nguyén hoiic mét khang nguyén don gia (mot thanh
phin protein) sau khi duge didu ché thi ngudi ta c6 thé st dung k¥ thuat
Ouchterlony.

D& ¢6 két qua chinh xéc, cAn pha loding khang nguyén thanh nhiéu néng d6 khac
nhau dé cé thé tao duge mot pham vi tuong ducng cia khing nguyén, khang thé.

— 5o sanh cédc khang nguyén. K§ thuit Ouchterlony gitip cho viéc nghién
ciiu so sanh tinh déng nh4t (sy gidng nhau) phan dng chéo va tinh khic loai cia
hai khang nguyén.

Nhém 1: CA hail khang nguyén hoan todn gidng nhau, tic 1a chuang ¢6
cing nhém quyét dinh ctia khang nguyén, do d6 hai dudng tia khép kin (tinh
ddng nhit).

Nhém 2: Khong dong nhit. Hai khang nguyén ¢6 nhiing nhém quyét dinh
khac nhau nghia 1& mdi mét khang nguyén phan dng v4i mét thanh phan khang
thé trong khang huyét thanh. Hai dudng ta cit nhau.

Nhém 3: Déng nhdt moét phan thd nhat. Hai khang nguyén c¢é chung mdt
nhém quyét dinh. Ngoai ra khang nguyén I con c6 mot nhém quyét dinh phan ing
v6i mot thanh phdn khang thé chia trong khang huyét thanh ma & khang nguyén
IT khéng ¢6. Khang thé chdng lai nhém quyét dinh nay tao thanh mét dudng két
tiua di qua khing nguyén II cho hinh anh mdt cua ga.

Nhém 4: Déng nhit mét phan thit hai. Hai khang nguyén ¢é chung mét
nhém quyét dinh, Ddng thoi méi khang nguyén lai c6 mét nhém quyét dinh khac
nhau va phan dng véi hai thanh phan khac nhau trong khang huyét thanh va tao
nén hinh anh "cya ga kép". Loai dong nhat mot phan nay tuong d6i khé phan biét
véi nhém khéng dong nhét.

5.3. Ky thust dién di mién djch (xem bai ridng)
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KY THUAT NGUNG KET

1. Nguyén ly co ban cta phan ing ngung két
1.1. Binh nghia

Ngung két 1a hién tugng két lai thanh dam va ngung thanh cin (t& mét hon
dich) cia cac vi khuan, huyét cau hodc cac tiéu phén khac.

1.2. Co so ly hoa cua phan ing ngung két

Mét hdn dich bao gdm nhitng tiéu phdn 16 ling trong dung méi. Cac tidu
phén giit trang thai phan tan déu nhu vay 14 nhd § tinh trang ion hoa trong dung
mdi, cidc phén td nude bAm xung quanh ciing ion hoa hinh thanh mét 16p bao boc
lAm miic d6 ion hod xung gqauanh 16n, nhung gidm din cho dén khi bing nuée
thudng ciia dung moi. Mic d6 4i thuy nhiéu it quyét dinh @6 6n dinh cta hdn dich.
Mot hdn dich ai thuy it thi qua trinh hydrat hoé tiéu phan néi trén chi tién hanh
trén mat do sic hit dién ma ¢6 hit nude, ¢dn hén dich 4i thuy nhiéu khi nude di
sdu vao ciu tao cua tiéu phAn hinh thanh mot 18p nude dém day bao quanh.
Chinh vi th€ ma khi cho mét dung dich dién giai vao hdn dich thi hén dich cang it
4i thuy cing dé ngung két, trai lai hdn dich ai thuy nhiéu khi khéng ngung két.
Nhung néu cho vao ddy mét chat 14y nude di nhu rugu thi 16p nude dém xung
quanh mit va hdén dich ai thuy ciing s& d& dang bi ngung két.

1.3. Nhiing yéu t6 anh huong dén phan umg ngung két

Cd s6 1y hoa vita néi trén cho thay ngay phan {ing ngung két chiu anh hudng
¢ha yéu vao luc ion va pH cla dung méi, sau dén mét s6 yéu t8 thi yéu hon nhu
nhiét d6 va nhiing chit khac cho thém vao d6.

1.3.1. Bam dé ion clia méi truong

Nhu trén da néi, céc tiéu phén do c6 tai dién, nén da hinh thanh nhing lue
ddy thing luc hit 1n nhau lam cho tiéu phan phéan tan déu trong dung mdi. Nay
néu lam giam hidu th& b& mit xudng thi s& lam gidm lyc diy va tang stc hit 1an
nhau din dén két tu. Do d6 cho thém mot chéit dién giai vao trong hén dich tiéu
phén s& tao diéu kién thuén 1di cho hién tugng ngung két hinh thanh. D6 chinh la
cd 86 1y hod cha céc phan dng 1&én béng két tiia trong huyét thanh hoe, hay d6 1a
hién tugng ngung k&t hoa hoc.,

1.3.2. pH cha méi truong

pH ctia méi trudng dnh hudng nhiéu it dén phan Ung ngung két tuy theo dd
chénh léch ctia né vdi diém déng dién cua tidu phan. Sy khac biét cang it thi 16p
nude dién xung quanh tiéu phén cang viing chic va hén dich cang bén viing; su
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khéc biét cang xa thi 16p ion quanh tiéu phén bi trung hoa va nhu vay ching dé
dang hgp lai véi nhau dua dén ngung két. Nhung trong phén ing ngung két sinh
hoe, yéu t§ pH anh hLIdng khéng 16n 1dm vi né vin ¢6 thé xay ra trong mdt ving
pH rét rong so véi diém déng dién cla chit sinh hoc.

1.3.3. Nhiét dé

Nhiét dd 1am thay d6i chuyén déng Brown, anh hudng dén do phén tan caa
tiéu phan trong dung moi. Né ciing anh hudng dén sic tdi dién. Riéng 461 véi
phén ftng ngung ké&t sinh hoc thi nhiét dé qua cao (trén 60°C) sé gay thoai hoa va
tua, nhiét d6 qua thép giy dong dac dung mdi.

1.3.4. Chéat keo khac

Trong phén @ng ngung ké&t, ngoai nhitng yéu t& vita ké trén thi néu cho vao
ddy bat ky mot chit gi ¢6 anh hudng dén nhiing yéu t8 d6, déu anh hudng dén
phan tng. Dac biét trong phan ing ngung két sinh hoc thi ngudi ta thudng tién
hanh trong dung méi keo loai nhu huyét thanh, dung dich chit cao phén ti... cho
nén nhing chit nay c6 4nh hudng nhu lam cho cac tiéu phan dé dinh véi nhau,
lam hién tugng ngung két dé hinh thanh hon.

1.4. Phéan loai phdn ting ngung két
C6 thé phan biét hai loai phan dng ngung két chinh sau:

—~ Phan tng ngung két hoa hoc, phu thudc ch yéu vae pH va dam 49 ion
cia mdi trudng. D6 14 phan dng hay dung dé xac dinh cin bang keo loai huyét
thanh trong cac bénh gan.

— Phén tng ngung két sinh hoc hay dac hiéu, xay ra khi trong hén hgp dich ¢é
khang nguyén 1a tiéu phan va ¢6 khang thé hoa tan. Né phy thudc vao ca 4 yéu td da
néi trén, song tuy mdi trudng hdp cu thé, c6 mite dé khac nhau.

2. Phan img ngung két dic hiéu
2.1. Khdi niém vé phdn umg ngung két

Trong mién dich hoc, phan {ng k&t hgp khang nguyén - khang thé rat hay
xay ra va la co sd cha rdt nhidu k¥ thuat huyét thanh ding dé chan doén ciing
nhu d€ nghién citu. Néu dem tron mét khang huyét thanh dac hiéu véi mot khang
nguyén dudi hinh thite tiu phan (t& bao, huyét cau, hat trg ¢d gin khang nguyén
lén trén...) thi cac tiéu phin sé két lai thanh dam, ngung lai thanh can, tach khéi
pha dich thé cia hdn dich.

Phan ting ngung két dic hiéu lan dau tién duge Gruber vd Durham phat
hién vao nam 1896 khi hai 6ng dem trén mot giot hén dich vi khudn thuong han
v6i mdt giot huyét thanh bénh nhan méc bénh &y thi thay vi khudn bi ngung két
lai thanh ting dam trong glot lo ling. Ngay nay hién tucng nay do ¢6 di moi
tidu chudn dic hiéu cta tit ca cac phan Ung mién dich cho nén duge diung dé
phat hién mét trong hai y&u t& chinh tham gia vao phan {ng két hgp khang
nguyén-khang thé.
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Khi khang nguyén da biét thi ¢6 thé tim trong huyét thanh nhit dinh nao dé
su hién dién cha khang thé dic hiéu tudng ung.

Nguge lai, khi ngudi ta ¢6 nhitng khang huyét thanh déc hidu da biét rd c6
chita nhiing khang thé dic trung thi ¢6 thé xac dinh tinh chat khang nguyén
tudng tng ¢6 trong mot thanh phin naoe dé chua biét.

2.2. Co ché cua phan uimg ngung két dic hiéu
2.2.1. Gig thuyét cta Bordet

Nam 1899, Bordet dd cho rang phan tUng ngung k&t mién dich xay ra qua
hai thi:

~ Thi két hgp khang nguyén - khang thé trong dé khang thé duge ¢d dinh
trén mat céc t& bao mang khang nguyén; thi nay c6é thé xdy ra ngay trong dung
dich nudce va hoan toan khéng chiu anh hudng cta cac yéu t& chi phéi phan ing
ngung két.

— Thi k&t tu va ngung dong xay ra tiép theo, ddi hoi phai ¢6 dung méi
dién giai. Trong thi nay, phan ng ngung k&t tuin theo nhiing quy luit caa
phan Ung ngung k&t hoa hoc, nghia la thay d6i theo luc ion, pH, nhiét d§...

Nhung gia thuyét cia Bordet khdéng gidi thich duge hién tugng khang
nguyén khang thé két hgp trong mét vung pH kha réng, khéng giai thich duge
hién tugng khu vuc.

2.2.2 Gia thuyét mang ludi cla Marrack va Pauling

Trong cd ch& két hgp khang nguyén - khang thé, hién tugng ngung két ciing
nhu hién tugng két tia dude quyét dinh bdi su két hop gifta cdc nhém quyét dinh
dic hiéu 6 trén tiéu phdn khang nguyén véi cac nhém tuong ing cé trén phan ti
khang thé. Hai tiéu phin khang nguyén dude ndi véi nhau bing mét phan tit
khang thé c¢6 hai hoad tri va cit nhu thé, ¢4l no mic vdi cai kia hinh thanh mét
mang ludi cach quing cit mdt khang nguyén lai dén mot khang thé. Ngay nay,
qua kinh hién vi dién td, ngudi ta thiy gid thuyét nay 1a ding véi sy that. Qua
khuéch dai 16n da th&y la nhiing cuc ngung két gitta khang thé dic hiéu va virus,
cho hinh cach quing khang nguyén-khang thé trong d6 phan t khang thé 1a nhiing
hinh &ng ¢6 chiéu dai khoang 250 - 270 Angstrom (1 Angstrom = 1.10"mm). Diéu d6
cho thdy 13 khi k&t hgp, hai canh Fab cla khang thé da md hin ra 180° nhu trong
phén 1y thuyét da néi.

Nhu vay co ché clia ngung két ciing giong nhu két tta chi cé khac 14 trong
phan {ing nay ¢ khé cia tiéu phin khang nguyén to hon rat nhiéu phan tit khang
thé vi ching la nhiing t& bao. Cing vi thé ma trén mat tiéu phén khang nguyén
¢6 rat nhiéu nhém quyét dinh khang nguyén khac nhau.

2.2.3. Nhimg yéu t6 anh hudng dén phan tmg ngung két mién dich

Qua co ché vita noi trén thi ¢é hai loai luc anh hudng dén phan dng ngung
két dic hidu: cic luc Anh hudng dén két hop khang nguyén - khang thé va cac luc
anh hudng dén phan ng ngung két.
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a. Cdc lie dnh hudng dén két hap khdng nguyén - khdng thé

Ngoai nhing lyce nhu hye Van der Walls, lién két hydro, luc dién Coulombs
da noi trong phén 1y thuyét ciing cin phai ké hai y&u t& chinh sau:

Tinh da ho4d tri cia khang thé. Phai 1a nhitng khang thé t61 thi€u c6 hai hoa
tri thi méi tao duge phan Gng ngung két truc ti€p. N&u dung men ma cét mot
phan ti khéng thé IgG chang han thanh hai manh Fab, thi ching van ¢6 kha
nang k&t hgp véi nhém quyét dinh khang nguyén trén mit tiéu phén, song khéng
tao néi hién tugng ngung két. Mandy da thanh céng trong viée ¢it hai khang thé
khéc nhau, sau d6 lai chap manh Fab clia cai no vao vdi Fab cta cai kia, thu duge
mt phan t& khang thé lai ¢6 hai hoa tri nhung khac nhau vé tinh dic hiéu. Song
khang thé lai &y cling khéng gay ngung k&t duge.

Lidu lugng tuong duong va hién tugng khu vic. N&u trong mot loat nhiéu
ong nghiém ngudi ta cho mdt lugng nhat dinh khang nguyén (vi du 1, 1/2,
1/4...1/n) thi sé tha’y hién tugng ngung két xay ra rd nhat 6 mét sé dng 6 giita, con
trong nhiing ong 4 hai ddu ngung két rat it hode khéng cé. D4 1a hién tugng khu
vuc. O nhitng éng nghiém gida, do liéu lugng khang nguyén va khang thé tuong
ducng véi nhau, hinh thanh mang 1uéi rong khép gdy ngung két toan bd khang
nguyén (hong cdu), phan dung dich cdn lai bén trén gin nhu trong suét. Con
trong nhiing éng diu c6 chita khang thé. Mot tiéu phin khang nguyén ¢6 thé két
hgp véi nhiéu phén tit khang thé, hay néi mét cach khéc mdi phan t khang thé
khéng sit dung hét hoa tri cia n6, van con hoa tri thira khéng hinh thanh duge
mang 1udi 1dn, khong két duge thanh nhiing ddm di 16n ma ngung dong. O nhiing
éng sau thi lai thita khang nguyén va nhu vay khéng dit khang thé dé ndi tat ca
cac khéng nguyén v6i nhau thanh mang luéi, két qua ciing tudng tu nhu khi thiita
khéng thé (xem thém phéan ky thuat két tia).

b. Cdc lue anh huong dén phan ing ngung két

P4y la nhing luc da néi trong phan dng ngung két khong dic hidu tic dam
d6 ion, pH ciia méi trudng, nhiét dd va cac chit cao phan ta.

- DPam d6 ion rat cAn thiét d6 ddm bao phan itng tién hanh duge tot. Trude
tlen phan dng ngung két terdng dung cac té bao c6 mang khang nguyén, cho nén
cin c6 mot ddm do ion t61 wu dé cho té& bao khoi bi hu hai (dang tru’dng) sau nida
1a dé cac t& bao gili duge trang thai phan tan déng déu tuong d5i én dinh trude sy
xdy ra phan tng k&t hgp véi khang thé. Nhu th& mdi tranh duge hién tugng
ngung két ngiu phat.,

— Vai tro ctia pH rat v khi khang thé ¢ dam d thﬁp Néu 481 véi cac loai
khang huyét thanh ¢é khang thé dam dic thi khOng can chd y dén pH, song kh1
pha loang nhigu hod#c khi dung nhitng khang huyé&t thanh ma hoat tinh khang thé
y&u thi cdn duy tri phan ttng d mét pH t61 uu. Do d6 ma nhitng phan dng nhay doi
héi phai dung dung dich dém.

— Nhiét d6 tang thong thudng lam ting chuyén déng Brown va nhu thé lam
cho su tiép xic gitia khang nguyén va khang thé dude t6t hon, s két hgp giita cac
nhém quyét dinh khang nguyén va khang thé nhiéu hon, lam phan @ng xay ra
nhanh hon. Song ciing cé nhiing k&t hgp khang nguyén - khang thé ddi héi mat
nhiét 46 t6i uu dé hinh thanh, vi du nhu d6i vdi loai khang thé néng thi 1a 37°C,
con véi khang thé lanh 1a 4°C.
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- Cac chit cao phan tit ma théng thudng 1a cic protein khéng dic hiéu caa
huyét thanh ¢6 trong khang huyét thanh giit mét vai trd rit quan trong trong phan
ing ngung két. Cac globulin ¢4 vé 1am cho phan {ing ngung két dé xay ra hon. Vai
trd cla cée chdt cao phan ti duge thay ré rang nhat khi lam phan ng véi céc
khang thé khéng hoan toan. Lin ddu tién Race va Wiener (1944) nhan thay khang
thé chéng Rh v&n bam lén héng cdu Rh(+) nhung khéng gay ngung két néu tién
hanh trong nude mudi. Vé sau, Diamond va Abelson thay chic chin s& ngung két
néu cho x4y ra trong huyét thanh AB ctia ngudi, huyét thanh bo hoac cac chit cao
phan ti tong hgp da duge dung dé thay thé (nhu dextran, PVP...).

Dén nay thi ngudi ta da rd 14 khang thé khéng hoan toan thudng 1a loai IgG
qua ngéin, khéng choc thing duge mang tai dién bao quanh hdng cdu, va khong
lam trdn nhiém vy cAu ndi giita hai tiéu phén khang nguyén. Theo Pollack thi cac
chit cao phan t{, tuy theo kha ning clla mdi thi?, sé gitip ph4 cai vd boc ion Am
quanh hong cdu lam gidm bét cac luc ddy giita ching véi nhau, gidp ching dén
gdn nhau hon dé khang thé IgG du sitc ndi ching lai. C6 18 cic men tiéu dam
thudng diing dé xt 1y hdng cAu trude khi cho két hgp véi khang thé khéng hoan
todn nhu trypsin, bromelin ciing 14 lam thay déi lye tai dién Am quanh héng cau.

Song trong cic chat cao phan tit cling ¢é nhitng chat giy tc ché& phan dng
ngung ké&t. Vi du nhu huyét thanh tuci. Theo gid thuyét 1y hoa thi chting lam ting
muc tai dién 4m quanh héng cdu. Ciing ¢6 y kién cho rang hién tugng khu vuc
chinh 13 do edc chét @c ché giy ra cho nén khi pha loing lam bét heat ning cua
ching thi ngung két c6 thé xay ra dudge.

2.2.4. Gia tri cda phan tng ngung két

Phan iing ngung két 1a mot k¥ thuat rat thong dung trong mién dich vi
don gian va do nhay cao. Tuy theo hé théng st dung, trong nhitng diéu kién t6i
uu thi phan dng cho phép phat hién nhiing dam do khoang 0,003 microgam nitg
khang thé trong 1 ml. Pé nhay dé phu thudc vao nhiéu yéu td, dac biét phu
thude vao s§ lugng cac nhém quyét dinh khang nguyén trén bé mat tiéu phén,
thé tich cac tiéu phéan.

2.3. Cdc hinh thuc hoat dong cua phan img ngung két

Maic du ¢6 nhiéu loai k§ thuat khac nhau ap dung cho timg hoan canh riéng
biét, nhung nguyén tic chung déu rit don gidn va chinh nhd tinh chét gidn don
Ay ma k¥ thuat ngung két trd nén rat phd cap. Phan tng ngung k&t ¢6 thé thuc
hién dudi hinh thitc dai thé hay vi thé.

2.3.1. Phan itmg ngung két dai thé

Puge thye hién trong nhitng éng nghiém nhd 10 - 100 mm, thudng duge
dung trong vi khuéin hoc. Cach tién hanh néi chung da dudc mé ta so bd & trén va
k&t qua dude doc ngay hoidc sau khi & mét thdi gian, hosic sau khi ly tdm nhe. Né&u
c6 ngung két thi khi 14¢ nhe, nhing dam ngung két sé béng bénh néi 1én trong lép
nudc trong bén trén, tréng rit ré. Khi phan dng khéng xay ra thi lac nhu vay,
ddm ngung tu sé tan ra va cac tiéu phin phén tan déu trong dung méi thanh mét
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hén dich nhu ldc chua lam phan tdng. Cé thé s dung mét cai guong 16m (guong
Kahn) dé chidu dudi day 6ng véi ludng anh sang chéch nhin thAy rit rd nhing
dam ngung tu k&t nhd néu cob.

D61 v6i mot s§ khang huyét thanh tao phan ing nhanh chéng thi cé thé lam
ngay trén cac lam kinh hay trén miéng gach men tring nhu trong viée xac dinh
nhém mau. Khi nay thi nén lic nhe miéng kinh, phan Ung ngung két s& nhanh
choéng hinh thanh,

2.3.2. Phéan ing ngung két vi thé

Hién nay dé tiét kiém thdi gian cling nhu khing huyét thanh, nhidu phan
ung ngung két duge thyc hién trong nhitng éng rit nho hay noi cho ding hon la
trong nhing khay bang chat déo trong dé da dic san hang loat nhiing giéng nhd
c6 stic chia tit 0,5ml d&n 1,5ml. Viée pha loing dugc béing nhiing 6ng hit mao
quin 0,2ml hoéc bang nhitng ng nhd ty ddng cho khoang 0,025m1 hay it hon cho
mdi 1an nhd. Ngudi ta ¢dn st dung nhitng “béng pha lodng” giéng nhu chiée khuy
¢6 can, mobi lAn nhing xuéng dung dich thi phan réng clia n6é chia duge ding
0,025m}. K&t qua ngung két vi thé khéng thé tién hanh doc nhu véi phan dng dai
thé, ma c¢hi y&u nhin tit trén xubng, danh gié cin dong trong day céc giéng cla
khay. Khi khéng ¢6 ngung két thi cac tidu phin lang xudng day thanh mét hinh
tron kin, déu, séic canh. Khi ¢6 ngung két thi ciing ldng nhu vay song canh 16m
chdm, hodc hinh thanh vanh ngan. Khi ¢6 ngung két manh thi thay rd nhiing dam
tia dai réng ra khiap day giéng.

~ Trong trudng hgp nghi ngd thi nén 1y mot gigt § ddy 6ng (cho phan ing dai
thé) hay § day giéng (cho phan ung vi thé) dan 1én lam kinh ma xem dudi kinh
" hién vi.

2.3.3. Phan img ngung két trong gef (gelcard) st dung dinh nhém mau ABO va phat
hién khang thé bat thuong (xem phén dinh nhém mau, chuong 6)

2.3.4. Phan tng ngung két dinh lugng

Bing phuong phap pha lodng c¢6 thé danh gia tuong d6i lugng khang thé
hodc khang nguyén ¢6 trong mét chét sinh hge nao d6. Cing nhu d61 véi phan Gng
k&t tla, ngudi ta pha lodng khang thé hai 14n mot, trong nhidu 8ng va dé phan
tng ngung két hinh thanh véi mét luong khang nguyén ¢ dinh. Trong nhitng éng
dAu c6 thé phan @ng rat y&u vi thita khang thé (tién khu vuc). Tigp dén khu vuc
¢6 phdn Ung rd rang réi phén Ung lai trd nén khong rd rang & ddu kia. Nhu vay db
pha lofing cao nhit ciia khang thé ma c¢on cho hién tuong ngung két rdé rang duge
dung dé bidu thi dam d6 pha khang thé. Ngusi ta thudng dung con s8 dao cua 46
pha lodang dé chi hiédu gia khang huyét thanh. Vi du d4 pha loAng cao nhét con gay
ngung két rd 12 1/n thi hidu gia cta khang huyét thanh &y sé& 1a n.

Song cang phai nhé ring phan dng ngung két khic phan dng két toa 1a
khéng thé dinh hugng cin tia nhu trong phuong phap Heidelberger Kendall; hon
nita liéu lugng tuong duong rat rong cho nén phan ng ngung két dinh lugng chi
¢6 tinh chat tudng dsi, thudng cho phép so sanh két qua ciia hai thai diém khac
nhau trén cing mot bénh nhén hodc so sdnh hai huyét thanh khac nhau. Cang
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cAn nhidn manh ring muén nhitng k&t qua thu duge ¢6 thé so sanh duge thi can
thiét phai tidu chudn hoa cao k¥ thuat cing nhu cac thude thit. Hon niia con yéu
t& con ngudi khi doe két qui, cho nén ngudi ta thudng khuyén la chi nén coi trong
nhitng thay d8i hiéu gia 16n hon hai ldn pha loang.

2.3.5. Gia tri ca phan tng ngung két

Mac da nhdng thifu s6t vita néi trén, phan ng ngung két vin 1a mdt ky
thuat rat thong dung trong mién dich hoc bdi vi né don gian va ¢6 d6 nhay cao.
Tay theo hé théng st dung, trong nhitng diéu kién t81 wu thi phan @ng cho phép
phat hién nhiing dam dd khoang 0,003 microgam nitd khang thé trong 1ml. D
nhay d6 phu thudc vao nhidu yé&u t&, déc biét 1a vao lugng cde nhém quyét dinh
khéang nguyén c6 trén bé mit tidu phin, thé tich cta tiéu phan di né chi lam
nhiém vy mang cac quyét dinh khang nguyén ma thoi.

3. Phan loai phan img ngung két

Tuy theo tiéu phdn mang khang nguyén ma ¢6 thé phan biét hai loai phan
ang sau;

— Phan tng ngung két truc tiép hay chi déng khi khang nguyén di sdn c6
trén tiéu phdn nhu khang nguyén nhém mau ABQ trén héng cau, khing nguyén
ty nhién cua vi khuan (Hinh 5.8).

— Phan dng ngLrng ket gian tiép, khi khang nguyén dugc gan mdt cach
nhén tao trén bé mit cla tiéu phin trude khi tién hanh phan tng. Tiéu phén khi

dy ¢b thé ]a t& bao it nhidu da duge xi 1y hodc 13 chat cao phan ti téng hgp (nhu
hat latex).

3.1, Phan img ngung két truc tiép (hay chu déng)

Phan @ng ngung két cha dong hay truc ti€p duge dung rong rii trong vi sinh
hoc va huyét hoe. Trén mét cée vi khuén va huyét cdu ¢6 mang nhém quyét dinh
khang nguyén, cé thé bi ngung két khi gip khang thé tudng éng dac hidu. Nhung
trén cing mot t€ bao lai c6 nhiéu khang nguyén khéc nhau, cho nén cung loai té
bao d6 ¢6 thé bi ngung k&t bdi nhifu khang huyét thanh, mdi thi dic hidu cho
modt khang nguyén.

Mat khée, mdt khang huyét thanh ¢6 thé chita nhiéu khang thé cho nén khi
mudn c6 mdt loai khang huyét thanh don dac hidu (tdc chi phan ing véi mét

nhém quyét dinh khang nguyén) thi phai hdp phu né, loai bd nhiing khang thé
khong can thiét.

3.1.1. Phan tmg ngimg két true tiép héng c8u va vi khuén

Mét s8 chiing vi khuidn gy ngung két hdn dich héng clu, hién tugng nay
khéng do cd ch€& mién dich vi khéng c6 ngung két t8 ma 12 do cAu tric déc biét cua
mét s6 ching vi khudn. N&u dem trén hén dich vi khuén &y véi hdn dich héng ciu
thi sé c¢6 ngung két. Phan tng thudng duge ding trong nghién citu dé phan loai
chiing vi khuén c6 fimbrae hay khéng, nhu dé phan biét Hemophilus aegyptius
v Hemophilus influenza.
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A: Khang thé IgG da phan
rng vdi KN trén bé mat
HC tao nén hat ngung két

B: Khang thé thiéu (don hoa
tri) cd mat trén mat HC
khéng tao hat ngung két
Nhung khi cho thém
anti-globulin hat ngung
két tirc khic duge tao
thanh (nét dam 12 anti-
yglobulin)

1) " .
1 0 o % A g PP gl O ot e®

C: Dia phan (ng ngung két:
- Huyét thanh pha lodng
112,1/4...
- Cac 16 chimg (+), chimg (-)
- L& khéng ngung két:
HC lang gon xudng day |6
- L& c6 ngung két (+)
HC lang lan toa toan b
day 16.

Hinh 5.8: M6 hinh phan (tng ngung két truc tiép
A: Phan (tng ngung két truc ti€p ctia KT typ IgG v8i KN hong cau
B: Phan (ing ngung két bdi khang globulin (anti-globulin) véi khang thé thi€u da phan ing
v8i KN trén bé mat héng cdu-anti-globulin da lién két v6i khang thé thiéu tao thanh cac
hat ngung két (Coombs truc tiép)
C: Dia phan (g ngung két

204



3.1.2. Phan tmg ngung két truc ti€p trong huyét hoc

Cac t& bao mau déu mang trén bé mit rat nhidu khang nguyén dic hiéu cho
nén v& nguyén tic, phan ing ngung k& trye ti€p c6 thé ap dung cho chiing duge
néu ta ¢6 khang huyét thanh tuong ing. D61 vdi bach cAu va tiéu ciu, do ban than
chung ciing dé tu nhién két dinh véi nhau cho nén phan iing ngung két mat tinh
chinh xac va thudng phai dung ky thuat t& bao. D6t véi hdng ciu thi phan Ung
nay duge ding rat rong rai dé phat hién khang nguyén khi biét khang thé hoc
nguge lai. Cac k¥ thuat bao gém:

— Xac dinh nhém mau hé ABO (xem phan kj thu#t xac dinh nhém mau hé
ABO).

— Phan {ng ngung két chéo (xem phan phuong phap thi phan ng chéo
ngudoi cho va ngudi nhan).

— Xac dinh nhém mau thude ciac hé théng khac (xem phéin ky thuat dinh
nhém mau khac cua hé hong ciu).

— Xac dinh ngung ké&t t& khéng hoan toan. Nghiém phap Coombs (xem phan
nghiém phap Coombs).

— Nhiing nham lan trong nhan dinh phan ng ngung két dinh nhém mau

Trong viée doc két qua ngung két cling cb thé ¢6 nhdm 1an. Sau day 12 mét
s6 nhdm 14n c6 thé gip cdn biét dé dé phong.

(1) Trudng hdp c6é ngung két ma doc nham la khong c6. Sai lAm nay ¢6 miy
nguyén nhin chinh sau:

— Poc qua vdi vang nén khéng chd ¥ cdn than, nhit 1a khi st dung nhitng
éng nghiém nhé. Khong lic k¥, trén déu nén khi ly tAm héng cdu ling xudng
trude khi ¢6 k&t hgp khang nguyén - khang thé. Cho nén ¢6 noi ngudi ta khéng ly
tAm ma dé ti &m 37° trong mot gid rdi doc két qua. K&t qua cho chinh xac hon
song mAt nhiéu théi gian hon.

— Hién tugng ngung két qua yéu do khang huyét thanh yé&u, héng cdu x4,
hay 14 do ty 1é gitta héng cau va khang huyét thanh khéng thich hdp cho nén xuit
hién hién tugng khu vue da néi trén.

(2) Trudng hop ngung két giad. C6 d6i khi phan tng cho két qua dai thé nhu
14 ¢6 ngung ké&t, nhung néu nhin qua kinh hién vi thi khéng thay hdng cdu ngung
tu véi nhau ma chi thiy ching tap hop dinh chat nhau lam thanh ting chudi nhu
chudi tién. Hién tugng nay thudng thiy trong nhiing trudng hop dung loai khang
huyét thanh mau ¢é6 ddm do protein ho#c hidu gia cao, hay khi hdng cAu dinh thi
bi thay d8i (cia bénh nhan viém phdi, s6t rét, cim, bénh da u tuy...). Muén phan
biét, ¢6 thé pha lodng giot mau trong dung dich sinh 1y, néu ngung két that thi
dam hong cau s& ling xudng dudi. Néu 1a ngung két gia thi héng ciu sé tron déu
v6i huyét thanh ma cho mdi hén dich mau héng.

(3) Hién tugng Thomsen hay la ngung két do vi khudn. Hién tugng nay xay ra
khi héng cAu miu hay khang huyét thanh méu dung lau bi nhiém khudn. Ngung
k&t xay ra khéng phai do két hgp khang nguyén - khang thé ddc hiéu nhém mau

205



ma 1 do nhiing thay d6i do vi khuéin giy ra trén mit héng cAu va trong huyét
thanh. Cho nén nhiing thit ding nhiéu lin trong phan Gng phai giii cho duge vd
triing va bao quan trong ti lanh. Khi nghi ngé ¢6 nhiém khuén thi phai bd.

(4) Hién tugng loan ngung két. Cé tac gid cho ring hién tugng nay va hién
tugng Thomsen 1a mét song thyc ra loan ngung két ¢6 thé giap khéng phai trong
nhiém trang ma 14 do diing hdng ciu trit ldu ngay trong nhiét d6 cao. DAy 1a hién
tugng ngung két lan tran véi tdt ¢d moi loai khang huyét thanh hgp ciing nhu
khong hgp. Cach dé phong 1a trit héng cAu trong nhiét d6 thich hgp va thay héng
~ cAu méi.

(5) Hién tugng tu ngung két. Ddi khi giita hong cAu va huyét thanh cta ciing
mét ngudi ¢é6 phan ng ngung két. Hién tugng nay cé thé gip 6 nhitng ngudi bi
dau gan, vang da sung huyét hay bi man cam véi thude. D6 1a bénh tu mién va
can phat hién tu ngung két t& (xem phan duéi).

(6) Ngung két t6 lanh. Trong maa lanh, khi nhiét d8 clia mdt s8 ngudi giy
ngung két véi cac loai hong cAdu. Nhung khi cho phan tng tién hanh trong nhiét
d6 4m thi khéng xuat hién. D6 1a trong huyét thanh ¢é ngung két t& lanh, mot
loai khang thé chi hoat ddng trong nhiét d6 thap. C6 thé khit bing cach dun huyét
thanh 1én 56°C trong mot gic.

(7) Ngung két do phu loai: Cac phu loai cda nhém mau A ¢6 thé giy nén
nhiing hién tugng ngung két khéng ré rang hoic ngung két gia. Vi du nhu ngung
két t8 chéng A, ¢é phan ing véi héng cau loai O hodc nhu hdng cAu loai A,B dé
nham véi loai B.

3.2. Phan tung ngung két gidn tiép (thu dong)

3.2.1. Nguyén ly: Phan Gng nay ¢6 d6 nhay cao nén ding dé phat hién cac khang
thé chéng lai cac KN hoa tan ma phén dng tla khong phat hién duge. Ngudi ta
gan cac phan t& KN hoa tan 18n bé mat cac tiéu phén ty nhién (hdng cdu) hay
nhéan tao (latex, bentonit...), cac tiéu phén ¢6 tic dung nhu gia d3. Phan dng xay
ra khi tron véi huyét thanh ¢6 KT tuong (ing.

3.2.2. Cac phan ung ngung két thu ddng

Phan ¢ng ngung két thu ddng duge st dung nhiéu trong vi sinh vat, huyét
hoc dé phat hién KT hoa tan. GAn day, ngudi ta ap dung nguyén 1y nay dé san
xuit kit SERODIA dé sang loc HIV trong truyén mau.

KY THUAT DO HOAT TiNH BO THE

1. Nguyén ly

Héng cau khi duge min cam diy d véi khang thé tan mau (hemolyzin) s& bi
dung giai nhiéu hay it tuy theo lugng b thé c¢6 mat, nghia 1a tuy theo hoat tinh
bé thé. Nhu vay day 1a do hoat tinh téng hgp clia tét ca cac thanh phin bd thé.
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Chi cAn mot trong cac thanh phan clia bd thé gidm hodc thidu ciing da lam hoat
tinh chung bi anh hudng, vi phan ttng ddy truyén bi gian doan, t& bao khang
nguyén khéng bi tan.

2. Dung cy, thudc thir, hoa chat
- Ly tim
- 6ng nghiém
— Héng cau citu {mau citu chéng déng)
— Huy#&t thanh tan mau
— Huyét thanh cin xét nghiém (xét nghiém trong véng 6 gid sau khi 18y mau).
— Nude muéi sinh 1y 0,9%

3. Quy trinh ky thuat

— CAm nhiém hong cau: Hong cdu ciru ria 3 1an biang NaCl 0,9% (ly tam
1500-2000 vong/phtt/10 phit), pha thanh hén dich héng cdu 5% v6i huyét thanh
min diang truong, Sau dé trén huyét thanh tan mau véi hong cau citu da pha
loAng 5%, ty 1& bang nhau, G 37°C trong mét gid, cd 30 phit lic mét 14n.

— Tién hanh phan ing: LAy 10 6ng nghiém nhd, dung pipette 1an lugt dong
cac dung dich (Bang 5.9).

Bang 5.9: D6 pha loang huyét thanh trong k¥ thuat do hoat tinh b3 thé

56 éng 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Huyét thanh xét| 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
nghiém (giot) s .
Nudc mudi sinh ly 0 4 4 4 4 4 4 4 4 4
Hon dich héng cdu | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 *
5% da cam phiém
©6é pha lodng 1 12 | 1/4 | 1/8 | 1/18 1432 | 1/64 | 1/128 | 1/256 | 1/512

]

— Trir dng nghiém diu, cac 8ng nghiém con lai déu nhd 4 giot nude mudi. G
ong s6 10, 1ay 4 giot dung dich bé di.

~ U4 th &m 37°C/30 phut, sau d6 quay ly tdm 2000 vong/1 phit, doc két qua.
4. Két qua

— Poc két qua bang mat thudng, xem hién tugng tan mau (khéng thay con
héng cau ling xudng day dng nghiém). Tim &ng nao & dé, lugng b thé vira du dé
lam tan 100% hdng cau.

~ V&1 huyét thanh ngudi binh thudng, tan mau 6 hidu gia 1/16; 1/32 (6ng 5,6)

— Hiéu gia b3 thé ting trong mdt s6 bénh, mét 8§ trang thai: viém khdp,
nhiém néng, nhiém xag.
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— Hiéu gia b8 thé giam do tham gia cac phan tng két hgp khang nguyén -
khang thé: bénh thifu mau tan méu do khang thé lanh, tan mau do mién dich...
hodc bi sit dung nhiéu trong mét s trudng hop viém (viém phdi, thuong han...).

5. Cac yéu t6 anh hudng
- Lugng héng cau khéng chudn duge mdt cach chinh xac

— Huyét thanh dude thit pha lodng theo hé s6 2, vi vay khé phat hién nhiing
hiéu gia trung gian lam tan hét hdng cau.

KY THUAT PHAT HIEN KHANG THE KHANG NHAN

1. Nguyén ly

Trong bénh 1y ty mién, ¢d thé ty sinh ra khang thé chéng lai cac khang
nguyén cta ban than. Dya trén nguyén ly sy két hgp gitta khang nguyén va
khang thé dac hiéu dé phat hién cic khang thé khang nhan trong co thé. O day,
chting tbi gidi thidu hai ky thuat dé phat hién: Ky thuat mién dich huynh quang
va k¥ thuat ngung két. Cé nhidu loai tu khang thé:

— Logi chéng deroxyribonucleoprotein, biéu hién bing hinh anh huynh
quang dong nhit pht 1én toan bd nhéin t& bao. Hiéu gia cao rdt ¢6 gia tri trong
chén doan va tién lugng.

- Loai chéng phan tit ADN xodn kép biéu hién bing miu phat quang hinh
vong (khang thé dic hidu nhat cho bénh lupus).

— Loai chéng céc thanh phdn khéc trong nhin bidu hién bing sy phat
gquang 18m d&m, tinh dac hiéu khong cao trong lupus, bao gém: khing nguyén
Smith (Sn), khang nguyén protein ribonucleo (¢6 trong nhidu bénh: lupus, xo cltng
bi, nhiém collagen...), khang nguyén Ro (do Robert phat hién) va khang nguyén
Lane (do Lane phat hién).

2. Phat hien khang thé khang nhan bing k¥ thuat mién dich huynh quang
2.1. Dung cu, hod chat

- Tiéu ban gin khing nguyén (Dung cac lam kinh gin sdn cac té& bao
nudi cdy nhu t& bao Wil-2 hosc t& bao Hep-2, hodc ding héng céu ga, hong clu
chim xu ly truédc).

- Anti-IgG-FITC
— Kinh hién vi huynh quang
Dung dich dém PBS

Xanh Evans, Glycerin, lamen.
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- Huyét thanh ching:
+ Chitng dudng: huyét thanh bénh nhén lupus giai doan cip.
+ Chitng Am: Huyét thanh ngudi binh thudng, cang tré cang tét.

2.2. Quy trinh ky thuat

- Nho mAu huyét thanh can thl, ching dudng, chitng 4m 18n tiéu ban da
gan san khang nguyén.

— U tiéu ban trong téi & nhiét dj phong (30 phit)

— Dung dém PBS rua sach khang thé thia.

- Pht anti-IgG-FITC

— U 30 phat & nhiét d6 phong

— Ruia lai 3 14n bing dém PBS, dé khé ty nhién

— Nhb glycerin, pht lamen, doc két qua trén kinh hién vi huynh quang

2.3. Nhan dinh két qua

Xét nghiém duong tinh khi ¢c6 mét trong cdc mau phat quang saw:

- MAu phat quang ddng nhit (lan toa hodc day dac): phan 4Anh cic khang thé
chéng deoxyribonucleoprotein. N&u ¢6 hiéu gia cao thi thudng ¢6 bénh lupus ban db
hé théng hoat dong. Khi bénh thoai lui thi hiéu gia gidm.

— MAu phat quang hinh vong: phan anh cac khang thé chéng ADN kép
xo4n, ¢6 tinh dac hidu cao nhét trong bénh lupus ban dé hé théng (dé nhan thay
- khi dung bach cau ngudi lam nén).

— MAu phat quang 16m dém: phan 4nh nhiéu loai khang thé chong lai nhiéu
loai khang nguyén 13 thanh phan cta nhan t& bao (khang nguyén: Sm, n-RNP,
Ro, La).

— Ngoai 3 miu phat quang trén, con cb mau phat quang hat nhén (diém
sang tap trung trong nhén, khong trai déu trén toan b nhén t& bao), day 1a cac
khang thé chéng hat nhan.

2.4. Cdc yéu t6 anh hudng

- D6 pha loding huyét thanh: D61 véi khang nguyén 1a tidu ban té bao Hep-2, dé
pha loang huyet thanh bénh nhan la 1/80 dé tranh dudng tinh gia.

— Phat quang gia: Can ludn ludn tién hanh chidng 4m va ching ducng kém
theo dé so sanh két qua.
3. Phat hién khang thé khang nhan béng k¥ thut ngung két

Tr0ng bd kit phat hién khang thé khang n-DNA (natwp deoxyribonucleic
acid) ctia hing Human da cé du hoa chit va vat ligu dé tién hanh phan (ng phat
hién khang thé khang nhan. Sau day, ching téi xin tom tit thanh phéin kit va
quy trinh tién hanh xét nghiém.
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3.1. Thanh phén

- Huyén dich hat latex ¢6 gdn n-DNA (lo niit tring)

— Chiing dudng (lo niit dd)

— Chitng 4m (lo nit xanh)

— 01 tdm nhya ¢6 6 6 d€ tién hanh phan tng

- Que khuay

Bao quan: 2-8°C

MAu thit: Dung huyét thanh bénh nhan cho phan tng. N&u huyét thanh 14y
trong vong 48 gid thi bao quan ¢ 2-8°C.
3.2, Quy trinh ky thuat

Mang hoé chat va huyé&t thanh cén thi vé nhiét d6 phong, 1dc¢ déu lo dung
hat latex truge khi st dung

Trén phién nhya phéan Ung, dat trong méi 6 (giot):

Hoa chat &1 62 o3
Ching duong 1
Chimg am 1
Mau huyét thanh can thlr 1
Hat latex gan khang nguyén 1 1 1

Dung que khudy trdén déu huyén dich gén khang khang nguyén va huyét thanh
thit (hodic ching duong, chitng 4m), doc phan ng ngung két trong vong 2 pht.
3.3. Nhdn dinh két qua

Doc két qua ching trude, chitng dudng c6 céc hat ngung két thanh tiing dam
nhd va ching 4m khong ¢6 cac dam ngung két. So sanh két qua mau huyét thanh
can thi va ching dudng, chiing 4m dé két luan.

3.4. Cdc yéu té dnh hudng

- Tdm phan ung ban, udt ¢6 thé lam sai két qud, cdn rita sach, sdy khd
trude khi tién hanh phan dng.

~ Huy#ét thanh bénh nhén cin thit phéi duge tach cin than, tranh vo hdng cdu.

4. Phan img Waaler-Rose
4.1. Nguyén ly

Phan ting Waaler-Rose 1a phan @ng ngung két thu déng dé phat hién yéu t&
dang thdp xuit hién trong huyét thanh cha cac bénh nhan bi bénh viém khép
dang thép. Yéu t& dang thap 13 mét loai protein c6 kha nang ngung két cac hdng
cau da dugc 4 véi globulin hodc khang thé. L&y huyét thanh cia bénh nhan viém
khdp dang thép tron v4i hong cdu dd pht IgG ngudi, yéu t6 dang thip sé k&t hop
voi IgG va kéo theo ngung két héng cau. '
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4.2. Dung cu, hod chét

— Héng cau O, Rh (-) da rda sach véi nude mudi 0,9%
Huyét thanh tho khang hong cau O

!

dng nghiém

|

Pipette Pasteur
- MaAu huyét thanh bénh nhén cdn tha.

4.3. Quy trinh ky thudt

— Chuén bi dung dich hé théng phat hién:

+ Héng clu O rita 4 1an bing NaCl 0,9%, pha thanh huyén dich héng cdu 5%

+ Pha 1 thé tich hdng cdu 5% v6i 1 thé tich huyét thanh thd khang héng
ciu O (d4 hiéu gia), dé § ti &m 37°C/1 gio.

- Tién hanh phan Gng;

Trong 12 6ng nghiém duge danh s6 tit 1 - 12, nhdé dung dich theo thit tu
(Bang 5.10).

Bang 5.10: Do pha lodng huyét thanh trong k¥ thuat Waaler-Rose

Gng | 1| 2|3 4|5 6| 7| 8 | 9 |10 11|12
Huyét thanh| 4 | 4
bénh nhan {giot) >
NaCl 0,9% (giot) 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4

o pha lodng 1 1| 1 1/ 1/ 1/ 14 1/ 1 tli 1/
2 4 8 16 | 32 | 64 | 128 | 266 | 512 | 1024 | 2048

Sau khi pha xong, cho vao méi 6ng 2 giot dung dich hé théng phat hién da
chudn bi & trén. Lic déu, dé vao ti &m 37°C/1 gid.

Lay ra xem hién tugng ngung két bang kinh 16m (doc so bd két qua 1dn 1)
Pé vao 4°C trong 18 gid, doc két qua 14n 2.
4.4. Nhan dinh két qua
Vé& phudng phap nay:
—~ N&u 8 d6 pha lodng 1/16 trd xudng ngung két coi nhu phén ng Am tinh
- N&éu 6 dd pha lodng 1/32 trd nén cé ngung két la phan dng ducng tinh
4.5. Cdc yéu té dnh hudng

— Xét nghiém dudng tinh tit 70-90% cac trudng hgp viém khdép dang thip,
nhung chi duong tinh > 6 thang sau khi khdi phat bénh. Ngoai ra, xét nghiém
con dudng tinh trong mét s6 bénh khac nhu x¢ gan, bénh phong, giang mai, cac
bénh hé théng (SLE 35%, cling bi 40%...).

~ Xét nghiém Am tinh trong mot s6 bénh khdp khac: Thap khép cdp tinh,
hu khép, viém cling khdp séng.
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KY THUAT BIEN DI MIEN DICH

1. Nguyén ly

Trong mét dién trudng, cac thanh phén protein sé di chuyén dén nhitng vi
tri khac nhau tuy theo su tich dién caa ching (qua trinh dién di). Sau khi dién (_ii,
néu cho khang huyét thanh tuong dng vac mét ranh doc theo su di chuyén cﬁg
hén hgp protein thi ciac thanh phan protein (khang nguyén) va khing huyét
thanh (khang thé) sé khuyéch tan va tao thanh cic dudng két tda dic hiéu tai cae
vi trf chiing tiép xde (qua trinh mién dich).

2. Dung cu, hoa chat

~ May dién di

— Ban th#ng bang

— Dung dich dém Veronal pH = 8,2-8,6, ion luc 0,05

— Thach 2% pha trong dém pH = 8,2-8,6

— Khang huyét thanh d& duge mién dich dat tidu chuén

— Lam kinh trong 2,5-7,5cm

— Dung dich tay

- Dung dich nhuém protein: amidoschwars

3. Quy trinh ky thuat

— Pha thach trong dung dich dém Veronal pH = 8,2-8,6 trong binh thuy
tinh. Né&u thach Viét Nam pha 2%, néu thach ngoai pha 1,5%. Ct 100 ml thach
cho 0,2ml dung dich methiolat dé chéng nhidm khudn. Pun thach cho d&n khi
khéng cdn bot khi 1a duge, d& thach 1&n lam dung ngay hodc chia vao cac éng
nghiém dé diing dan.

— Dun cach thuy 8ng thach ¢ho tan hoan toan réi nhé 1 giot 1én lam, dung
que thuy tinh sach phét thanh 1 16p méng trén lam réi dé khd trong ta sy
56°C/15-20 phiit 1am chén thach.

— L&y lam thach da phét chén ra, dit trén ban thang bing, d8 mbi lam 4 ml
thach pha nhu trén.

— D& thach déng hoan toan khoang 1 gid rdi duc 18 va ranh theo miu

— Nhd vao mbi 18 20 microlit huyét thanh bénh nhan va huyét thanh chiing
— Bit lam thach vao bé dién di, diing gidy tham 1am cdu ndi véi dung dich dém
—~ Nhb eosin dé danh diu diém dung.

— Chay dién di v6i hidu th& 15 Von/1 lam, thdi gian chay tuy khoang tit 1
gid 30 - 2 gid.
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— L&y lam thach ra, hét bd rdnh, nhé khang huyét thanh vao ddy ranh, rdi
cho vao budng am, doc két qua sau 24 gid.

- N&u cdn luu tidu ban, dem s&y khé va nhuém nhu sau:

+ Sau khi doc két qua xong, ngdm lam thach vao NaCl 0,9% trong 3 ngay,
médi ngay thay NaCl 0,9% 1-2 14n cho sach cac protein thua.

+ Vét lam ra, hit hét nude mudi ¢é trong ranh va 18 rdi @6 bu thach 1% cho
diy ranh va 15. Pha 1én lam thach mot 16p gidy tham, dé kho ty nhién.

+ Boe bo 18p gidy tham, ria sach s¢i gidy thim
+ Nhudm protein: ngdm lam thach trong dung dich Amidoschwarz 10 phiit.

+ T4y bd thudc nhudm thita bang cach ngdm lam thach trong dung dich acid
acetic 2% (c6 10% glycerin). Nén ¢6 4 - 5 bé nhudm lién ti€p dé ngdm lan lugt mbi
bé 2 phit. D khé & nhiet d6 phong, doc két qua.

4. Nhan dinh két qua
Ky thuat dién di mién dich c6 thé tach duge téi 35 thanh phan khac nhau
cla protein huyét thanh.

So sanh gita vach tGa cha huyét thanh chitng va vach tia ctia huyét thanh
bénh nhan can thi dé két luan su c6 mat hay tang, giam clda cac chudi gamma
globulin (chudi nang, chudi nhe).

bién di mién dich duge st dung @€ chin doan cac tinh trang bénh ly nhu
khéng c6 gamma globulin, giam protein huyét thanh, cdc bénh nhiém khuén,
bénh Kahler...

5. Cac yéu té anh hudng
— Khang huyét thanh khéng tinh khiét ho#c qua han s dung.
— Huyé&t thanh bénh nhan bi v héng cdu
— Cét thach khong can déi lam dudng tua khéng chinh xac

- Diéu chinh dién thé va cudng dé dong dién khéng ding 1am cho qué trinh
dién di chay nhanh qué hodc chim qua dan dén dudng tha khong chinh xac.

KY THUAT XAC DINH KHANG NGUYEN BIET HOA
TREN BE MAT TE BAD MAU

1. Nguyén ly

Khing nguyén blet hoa (cluster differentration antigen) ky hiéu CD hiéu
theo nghia rong bao gdém tat ca cac loai protein xudt hién trén bé mit t& bao bach
cAu trong sudt trong qua trinh biét hoa ti khi duge sinh ra ti t& bao ngudn (stem
cell) dén khi hoan thanh chiic nang. Phat hién duge cic khang nguyén biét hoa
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gitp nhan biét duge giai doan phat trién cia ting loai té bao ciing nhu qué trinh
bénh ly cha chdng. Mot trong nhitng dng dung ¢o ban cua ky thuat xac dinh
khang nguyén biét hoa (CD) 1a phéan loai leukemia va nghién cu tinh trang bénh
ly ¢6 lién quan dén réi loan mién dich. Dua trén nguyén 1y ky thuit mién dich
danh dau: dung mét chat danh didu (chdt mau huynh quang, chit phéng xa hay
men...) gdn vao khang nguyén ho#ic khang thé dé phat hién ra khéng thé hodc
khang nguyén tuong ing 6 muie vi thé (t§ chilc, t&€ bao...) hodc dinh lugng chat d6 &
mitc vi lugng. K§ thuat xac dinh khang nguyén biét hoa dung ch&t mau huynh
quang dé d4anh d&u nén con goi 1a k¥ thuat mi&n dich huynh quang.

2. Dung cy, hoa chat

(3 day, chang toi trinh bay k¥ thuat mién dich huynh quang tryc tiép
(MDHQTT), mét k¥ thuat phd bién hién nay ing dung trong phén loai leukemia
va xac dinh tinh trang mién dich cla co thé trong mét s bénh ly.

— Kinh hién vi huynh quang

— May ly tdm lanh

— May dém t& bao (dém s lugng bach ciu )

- 6ng nghiém

- Lamen, lam kinh

— Céc loai khang thé khang CD - tuy theo muc dich nghién cu

— Céc loai hoa chat khac: Dung dich ficoll-Isopaque 1,060, dung dich pha
hong cdu, dung dich cé dinh té& bao, dung dich dém PBS, bd kit ching...

"3. Quy trinh k¥ thuat
3.1. Quy trinh ky thudt MDHQTT phén loai leukemia
3.1.1. Ky thuét phan lap té bao blast trong méu nghiém tuy xuong

— Didu chinh s6 lugng t& bao ¢6 nhén trong dich hit tuy xudng d mat do 10 -
15 x 10%1

— Chuén bi dung dich ficoll-Isopaque 1.060, dat 2 ml ficoll vao day Ong
nghiém 10 x 100mm.

— D4t nhe nhang 4 ml huyén dich t& bao 1én bé mit 18p ficoll, tranh tron
1an giita hai ldp.

— Ly tAm 2200 vong x 20 phut & 16°C, hit bd dich ndi

— Thu hoach 18p t&€ bao mau tréang duc § giita, rita 3 1an trong dém PBS

~ Kiém tra ty 1é t& bao séng chét bing xanh trypan 0,1%: t&€ bao chét sé bi
nhudm xanh trypan trong nguyén sinh chat. Dam béo ty 18 t& bao sdng trén 90%.
C6 thé kidm tra ty 18 t& bao blast biing cach huyén dich lai vdi huyét tuong cha
chinh bénh nhan va dan tiéu ban, nhudm Giemsa va dgc tiéu ban. Tién hanh xét

nghiém MDHQTT ngay sau khi tach. N&u ty 1& blast tuy xudng cao > 90% t&€ bao
¢6 nhéan thi khéng cén tach blast.
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3.1.2. Ky thuat MDHQTT
— Diéu chinh huyén dich t& bao & mat d6 5 - 10 x 10%1, lic déu

— Trong cac ong nghiém sach, kich thude 10 x 100 mm, danh dfu mau
nghiém, dit nhe nhang 0,1m] huyén dich t& bao xudéng day Ong, tranh dinh méu
nghiém lén thanh &ng. Dit tiép 0,02ml dung dich anti-CD tuong @ng vao day ong,
tron déu.

— U trong t51 & nhiét d phong thai gian 30 - 45 phiit, ct 10 phat lai lac déu 1 14n.

~ Pha héng cAu bing dung dich pha hdng cdu, trong 7 - 10 phut dé&n khi
mau cia huyén dich trong sudt 1a duge.

— Ria bing dung dich PBS: ly tdm 1500 vong x 15 - 20 phut & 25 - 25°C, hiit
b6 dich néi. Rita lién ti&p 3 1an.

- C& dinh céin t& bao cdn lai bang dung dich ¢ dinh (0,05ml), bao quan
trong t61 ¢ nhiét 46 2 - 6°C dén khi doc két qua (trong vong 24 gid).

- Doc két qua trén kinh hién vi huynh quang, buéc séng 450-492nm, vat
kinh 40:

Anti-CD gén FITC (CD3, CD10): mau xanh luc
Anti-CD gén PE (CD5 hoac CD7, CD14, CD19, CD16/56, CD33, CD34):

mau vang cam.
Céc kit chiing d8u gin c& FITC lin PE. Doc chilng 4m, x4c dinh nén t&
bao 4m tinh. Danh gia ty 1& % blast dudng tinh.
3.2. Quy trinh ky thudt MDHQTT trong nghién cuu phén bé té bao mién djch
- Dé&m s8 lugng t& bao c6 nhan trong mau nghién cdu (mau hodc dich hat
tuy xuong) bing may dém t€& bao. Didu chinh mat 43 t& bao d mie 5 - 10 x 10°/1.

— Trong cic 8ng nghiém sach kich thuée 7x10mm, danh ddu méu nghién
cttu, dit 0,1ml huyén dich t& bao xuéng day ong nghiém (tranh dinh 1én thanh
&ng), sau d6 dat tiép 0,02ml anti-CD tudng dng, tron déu nhe nhang.

— CAc bude tién hanh tiép theo nhu ky thuat MDHQTT phén loai leukemia.
4. Nhan dinh két qua

— Chang Am: dé xac dinh tinh trang gdn huynh quang khéng dac hiéu va
tinh trang tu phat quang caa té& bao.

- Doc két qua, d&m tit 200 t& bao c6 nhan trd 1én, tinh ty 1& phin tram t&
bao phat quang trén s6 t& bao ¢6 nhan, Cac té bao s& phat mau xanh luc (chat
mau huynh quang FITC) (CD3, CD4) v4 mau viang cam (chit mau huynh quang
PE) (CD 8, CD16/56, CD34).

_ Tinh s8 lugng tuyét déi: nhan ty 1& t& bao phat quang ting loai v6i s8
lugng tuyét ddi t& bao cé nhan (d&€m trén may dém t& bao).

5. Cac yéu té anh hudng
— Pé&m s& lugng té€ bao c6 nhin khéng chinh xac

- Tinh trang tu phat quang cta t&€ bio trong bénh Iy 4c tinh cla t& bao mau
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6.

— Qua it t& bao
— Phat quang gia
Ghi chu
Ky thuat MDHQ 1a ky thuat nhanh nhim phat hién khang nguyén dac hiéu

trén bé mat t&€ bao ho#e t§ chitc cit. Phudng phap niay bao gdm 4 k¥ thuat:
MDHQTT dung KT dic hiéu gin HQ; MDHQGT dung anti-y-globulin gén huynh
quang phat hién KT dac hiéu; MDHQTT khuyéch dai bang bd thé; MDHQ phan
tich qua dong chdy t& bao (FACS) (hinh 5.9 va 5.10)

Trye tisp Gidn tigp Gian tidp c6 b thé
Khang thé gan’ Khang thé phan img Khang thé phén ing

huynh quang viti KN bé mat véi KN bé mat

B& maltd

A chic cal

Bhk 73 %P M wig
Rira

T h—— - Bé mat I3 chifc

(A) Anti lg gan B3 sung bf thé
huynh quang

A L B3 thé hoat hoa (C,)

LR TN
Rifa Rirta
Khang thé dac hicu

(B} C, 94n huynh quang

~——3————m= Phin ing MDHQ gan
bé thé

TR LT T TG chifc

()

Hinh 5.9: M& hinh phan (ng mién dich
huynh quang phat hién KN bé mat t& bao va 18 chic

A: Mé hinh MDHQ tryc ti€p: Dung kit khang thé gin huynh quang & tric tiép véi t€ bao dich hoac t§

B:

C:

chirc dich.

M6 hinh MDHQ gian tiép: St dung anti-y-globulin mién dich (anti-Immunoglabulin) gdn huynh quang
phat hién khang thé typ IgG da phan (ng dic higu vdi KN t& bao dich.

MDHQ gian tiép khuyéch dai biing bd thé hoat hoa: Pay 4 phan tng lam ting d6 nhay ciia khang thé o8
dinh bg th&. Phan dng KN+KT véi sut cé mat cla bd thé, bé)thé bi hoat hoé, tao nhiéu thanh phan C3b.
C3b gén vao phédn Fc clia IgG va tric tiép hap phu trén bé mat 18 bao dich. Sau do, khang b3 thé dac
hiéu C3b gén huynh quang dugc bd sung, phan (ng {*) s& xuat hién & nhiéu vi trf c6 gén bs thé trén bé
mét t& bao dich. Nhd vay phan (ng khuyéch dai bd thé 1am tang do nhay cia MDHQGT,
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H

B& phéan tach

& théng rung

Huynh quang

mau dé (-)

R Huynh quang
mau xanh (+)

Anh sang chigu thng 90°
Tia sang phéan tich cic hat nhé

Dia I6m trdi réng
d6i dang @)3&@

émmﬁg%

Lympho chung Nhém CD8+ clia mau nghiém
n

Hinh 5.10: M6 hinh MDHQ sif dung may FACS
(Fluorescence — activated — cell — sorter)

- Bua vao budng dém té bao dich t€ bao da nhudém véi khang thé huynh quang
- Nh& c6 hé thdng “rung” t& bao tach ra va chuyén dong theo dong chay

- Dong chdy t€ bao chay qua b phan phan tich bang tia laser, 3 day mdi t€ bao dugc
tach riéng, dugc do kich thuéc (size), cac hat nhd dugc xac dinh, mau xanh huynh
quang (+) va mau do (-) dugc xac dinh va ghi trén bang gidy.

- Nh& hé théng rung, dich té bao lai dugc tach ra timg giot, mdi giot Ia 1 t€ bao. Céac giot
te bao nay chay qua dia 16m ddi dang, hai nhém té bao (+) va (-) dugc thu hoach vao
ong nghiém, hé théng may dugc rira lai, tiép tuc kiém tra mau khac.

- Trén cd sd 3 chi tiéu thu dugc: kich thudc té bao (s), s6 lugng té€ bao (n) va mau huynh
quang (f) tinh ra dugc sé t&€ bao tham gia phan (ng.
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KY THUAT CHUYEN DANG LYMPHO

1. Nguyén ly

Té bao lympho khi nuéi cy véi sit cé mat ciia chit kich thich phan bao hodce
. khang nguyén dic hidu da man cam so bd cho cac t& bdo nay sé& c6 hién tugng thay
d8i hinh dang té& bao: t& bao c¢6 kinh thudc 16n hon, bao tuong rong hon, trong
nhén ¢6 nhidu hat nhan, nhin bit mau nhat hon. Dya vao tinh chéit trén day,
ngudi ta nubi cAdy lympho bao dé€ nghién ciu chitc nang cta cac t& bao nay. Chét
giy phan bao c¢6 thé 1a PHA (Phytohemaglutinin) ( Khang nguyén khéng dic
hiéu) hay bing déc t& vi khudn, tuberculin, cic chdt hod hgc... (Khang nguyén
dée hiéu),

2. Dung cu, hoa chat
— Lo nubi cay t&€ bao sdy vo trung
— Bom tiém, pipette vb trung
— Budng nudi cdy vé tring
— May ly tAm lanh
~ Kinh hién vi thudng
— T nubi ey CO, c6 bd phan diéu hoa ap lye 0, 95% va khi CO, 5%.
— MB5i trudng Parker 199 hodc dung dich MEM (Minimal Eagale Medium)
- Dung dich Hanks: pH 7,2 - 7,4

— Ch4t phan bao: PHA ho#ic Con-A, PPD ho#c cic chat nghién té chie, tuy
theo muc dich nghién cdu. :

- Huyé&t thanh AB da khd bd thé & 56°C /30 phit hodc huyét thanh bao
thai bé, '

— Cbn ¢d dinh, dung dich nhudém Giemsa.

3. Quy trinh ky thuat

— Dung bom tiém trang heparin, 14y 4 ml mau tinh mach, cho vao 1 6ng
nghiém di khi khuan.

— Phén lap t& bao qua ficoll hosic dé lang tu nhién véi 4o nghiéng 45° trong
20 phiit sau d6 dé ding 90° trong 5 phit. Ldy 2/3 trén nudc mét, hon hgp nay cb
trén 80% la lympho, 14n mét it bach cdu da nhén va héng cdu. Dém 88 lugng té
bao lympho va xac dinh ty 1& sdng chét cha t& bao, chi dung nudi cdy khi ty 1& t&
bao séng trén 95%, s8 lugng t& bao trong huyén dich 10° t& bao/1 ml.

- Chuén bj hai nhém lo c&y (m&i nhém cin 3 lo):
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+ Nhém lo (+) gém c6:

8 ml m#di truong Parker

0,05 m] PHA hoac khang nguyén cin kiém tra

0,5 ml dung dich nuéi cé 10® t& bao lympho, lic déu.
+ Nhém lo () gbm cé:

8 ml méi truong Parker

0,5 ml dung dich nudi ¢6 10° t& bao lympho, lic déu.

Chit: ¥: N&u dung khang nguyén dic hiéu thi cdn xac dinh lidu khang nguyén
thich hop cho 10° t& bao.

~ Day kin cac lo nudi cdy, dé ti 4m 37° trong 72 gio (néu la khéng nguyén
khong dac hiéu, 1l4u hon néu 1a khang nguyén dic hiéu), moi ngay lic nhe mét lan
tat ca cac lo, t&t nhait 1a nudi cdy trong tu &m CO,.

— Thu hoach: Hét thdi gian nudi cdy, 14y céac lo ra, dung pipette Pasteur
thuan nhét dé lam tan cac dam té& bao, chuyén vao 6ng ly tAm, 1y tdm nhe 1000
vong/phut/10 phit, hat bé nude néi, lac nhe cho t& bao bong ra, 14y cén dan tiéu
ban, dé khé tu nhién, c6 dinh bang ¢bn tuyét dé1 trong 5 phiit, nhuém Giemsa.

4. Nhan dinh két qua

— D61 véi mbi lo, doc 1000 t& bao dé tinh ty 1& phan tram sd lugng t& bao
chuyvén dang.
— Binh thudng, nhém lo (-) khéng c6 té bao chuyén dang

- oNé'u ch4t kich thich phéan bao 1a PHA thi ty 1é chuyén dang 1a 80% + 5, ty
1é chuyén dang < 20% la bénh 1y

- N&u chit kich thich la cac loai khang nguyén khac thi ty 1& chuyén dang
> 5% la dudng tinh

Chi: y: Doc két qua g 3 lg, tinh ty 1& trung binh.

Tiéu chudn dé danh gia t& bao chuyén dang: céc t&€ bao lympho chuyén dang
14 cac t& bao lympho non, dudng kinh 10 - 12 um, nguyén sinh chat bit mau kiém,
trong nhén c6é 2 - 3 hat nhin, nguyén sinh chat ¢6 vai khéng bao, ty 18 gilia nhin

va nguyén sinh chdt 16n. Ta con c6 thé thdy cac giai doan khéc nhau cia qua
trinh chuyén dang.

5. Cac yéu té anh hudng
— Nu#i cady bi nhidm trung

- Dan tiéu ban khéng déu ho#ic khéng thuln nhdt t& bao trude khi lam
tiéu ban.

- Dé&m t& bao chuyén dang khéng chinh xac, néu chi dém 3 dudi tidu ban
thi nhiéu t& bao lympho khéng chuyén dang, & ngon tiéu ban thi nhiéu t& bao
lympho chuyén dang, do dé nén d&m ca hai khu vuc va 14y g*a tri trung binh.
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KY THUAT GAY DOC BACH CAU TRONG ONG NGHIEM

1. Nguyeén ly

Khi té& bao dich (t&€ bac mang khang nguyén déc hiéu) phan tng véi khang

huyét thanh déc hiéu cling v6i sy cé mat ctia bd thé thi t& bao dich sé bi doc va
~ chét. Phitc hgp khang nguyén-khang thé-béd thé 1am thay déi tinh thim mang t&
bio, tdn thuong mang, nude sé ngdm vao bio tuong lam t& bao truong to va chét.
Bing cach nhudm véi ciac chit mau (xanh trypan hodc eosin), ¢6 thé xac dinh
duge s6 lugng t&€ bao sdng chét, tit dé bidt duge hidu gia giy doc té bao cla
khang huyét thanh.

2. Dung cu, hoa chit

- 6ng nghiém, pipette chinh x4c, bain-marie, phién nhua
- Dung dich ficoll tach lympho

— Dung dich dém PBS

— Dung dich Parker 199

— Dung dich Hanks pH 7,2

— Dung dich nhudm té& bao xanh trypan 0,2%

- B& thé tho: thudng 14y méu tinh mach tai cGa 9 - 10 con thd, dé riéng dng
mau cda tiing con mot, Dé mau tu déng 30 phat/37°C va 2 git/4°C. Ly tam 3000
vong/phiat/10 phiat. Tach huyét thanh cha tdt cid cac ng mAu thd, trén déu. Ly
tam lai 4000 vong/phat/10 phiit. Chia déu huyét thanh thu duge vao cac 6ng nho
dung din. Bao quan & -80°C hod#c t6t nhat 1a bdo quin dudi dang déng khd. (Cha
¥: t&t ca cac bude thyc hién 6 4°C, ddéng lanh ngay & -80°C, huyét thanh thé da 14y
ra khéi -80°C thi khéng dong lai niia).

—~ D4&u paraphin
— Dung dich dém bach cau
— Khéng huyét thanh dic hidu can thu

3. Quy trinh ky thuat
3.1. Tadp trung bach cau lympho

- L&y mau tinh mach, chéng déng bing heparin (20 don vi heparin cho 1 ml
mau), ldc déu trong éng nghiém, dé ling ti 15 - 30 phut.

- Ly tdm 1000 vong/phiit/10 phit, hit 18y phén huyét tuong, cach 16p hong
cdu 2 mm, dé tranh hut phai 16p bach cidu da nhin va héng cav.

— Cho huyét tuong vao éng nghiém da ¢6 sin dung dich ficoll, ly tAm 1800-
2000 vong/phit/10 phit, 14y vong bach cau sat 16p ficoll cho vao 6ng nghiém khac.
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— Riia bach ciu bing dung dich PBS 2 1an (Iy tAm 1500 vong/phiit/10 phiit),
hiit bd dich néi, huyén dich lai dung dich bach ciu sao cho s8 bach cau ti 5x 10%1
trong dung dich Parker.

3.2. Pha lodng khdng huyét thanh: Liy 0,5 ml khang huyét thanh, pha loAng nhu
sau: LAy 10 éng nghiém, danh 6t 1 - 10, cho vao mdi 6ng 0,5 ml dung dich Parker.
Sau dé dua vao dng s& 10,5 ml huyét thanh, trén déu, chuyén 0,5m] sang 6ng s8 2,
trén déu, chuyén 0,5 sang ong s6 3..., cit nhu vy, dén 6ng s6 10, bé di 0,5 ml cudi
cing (chd ¥: tat ci cac bude duge tién hanh & nhiét 46 nude da dang tan).

3.3. Tién hanh phan ung

~ Diing micropipette dua vio méi éng 5 pl huyén dich té& bao (mdi 8ng ¢
25.000 t& bao), 1dc déu, G chau nudc 4m 37°C/30 phit.

— L&y ra, ra lai 2 14n bang dung dich Hanks, loai bé nudc mat

— BG6 sung vao cdn t& bao 0,2 ml huyét thanh thé tudi (b8 thé) pha lodng 1/8
trong dung dich Parker, 1ac déu, 4 chu nude 8m 37°C/45 phiit.

— B6 sung vao mbi 8ng 0,3 ml dung dich xanh trypan, iic déu, dé trong
chau nude d4, dgi 5 phut sau doc két qua.
4. Nhan dinh két qua

— Dung pipette Pasteur ddu nhén, hit 1 giot nhd vio budng dém bach cAu,
dém s8 t&€ bao chét dudi kinh hién vi, vat kinh 40, céc t& bao truong to, bit mau
xanh 13 t& bao chét.

— DE&m tit 200 - 400 t& bao, tinh ty 1& phin triam t& bao chét, tit d6 suy ra
hiéu gia khang huyét thanh.
5. Cac yéu té anh hudng

— 86 lugng bach cdu khéng da dé tién hanh phan dng

- Xanh trypan khéng ding ndng 46

— Khéng huyét thanh cin thi khong c6 khang thé

K¥ THUAT TiM KHANG THE KHANG TIEU CAU

1. Tim khang thé khang tiéu ciu bing k¥ thuat ELISA
1.1. Nguyén ly

Khang nguyén tiu cdu khi duge gin vao giéng phan tng sé két hop véi
khang thé khang tiéu cfu dic hidu ¢é trong huyét thanh bénh nhan cin thu, sau
khi thém anti-IgG-peroxydase sé tao nén phic hop: Tiéu cdu-KT khang tiéu céu-
anti IgG-peroxydase. Khi thém co chat OPD (O-phenylene Diamine), phan dng
do1 mau, cdn cd vao mau séc phan Gng dé nhan dinh két qua.
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1.2. Dung cy, hod chat
- May ly tdm
- 6ng nhua tach tiéu ciu
- Pipette chinh xéc
— Phié&n nhya gén tiéu cdu
— Buédng d&€m tiéu cAu hosic may d&€m t& bao
— Dung dich dém PBS
— Dung dich dém PBS-BSA 2%
- Dung dich dém PBS-Tween-20/0,05%
~ Dung dich PBS-EDTA Na,
— Tiéu cAu 14y ti ngudi cho mau nhém O
— Dung dich EDTA Na,
— Dung dich ¢dng hgp anti-IgG-peroxydase
- OPD
— Nudc mudi sinh Iy
— Dung dich NaN, chéng nim

1.3. Quy trinh ky thugt
1.3.1. Ky thuét gén khang nguyén tiu clu

- L&y mAu ngudi cho nhém O, tit 5 - 10ml, ciia 10 ngudi, chéng dong bang
EDTA (1 thé tich EDTA - 9 thé tich mau).

- Ly tdm 1200 vong/phiit/10 phat/22°C dé c6 huyét tuong gidu tiéu ciu
— Tach huyét tuong gidu tiéu cAu sang tii khac (tranh 1&n hong ciu)

~ Ly tam 2500 vong/phut/10 phit dé c6 khai tidu cdu

— Rda tiéu cdu 3 14n bing dém PBS-EDTA Na,

— Hiit bd dich ndi, 18y can tiéu cdu, cho thém NaN, 0,1% chéng nhiém tring

— Hoa loang khéi tiéu cAu bing dém PBS-EDTA Na, dé c¢6 huyén dich tiéu
cAu mat d6 tiéu cdu 1,5-2 x 10%1.

— Nhd vao mbi giéng 0,1ml huyén dich tiéu ciu, dé 12-16 gid d 4°C (qua dém)

— L&y ra, vdy sach nudc trong giéng va nhé 0,2ml PBS-BSA 2%, dé nhiét dé
phong 60 phiit.

— Ria 8 lan bang dém PBS-Tween-20/0,05%
- DPE 37°C/30 phut (lam khd)
— Bao quan 3 -20°C trong vong 6 thiang
1.3.2. Ky thugt phat hién khang thé khang tiéu cau
— Rua phién nhya da gén tiéu cdu bing dém PBS Tween-20, thAm kho
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Nhé 0,1m] huyét thanh cAn thi (c6 chiing 4m va ching dudng kém theo)
U 37°C/60 phit, rita 3 1an biing dém PBS Tween-20, tham kho
Nhé 0,05m] anti-IgG-peroxydase, dé 45 phit 8 nhiét dd phong

- Rita 3 14n bang dém PBS Tween-20, & 14n ria sau cung, ngdm dung dich
riza tif 10 - 15 phit. Rita lai mét 14n nita, tham kho.

- Nhé 0,05ml OPD, @€ 10 phiit 8 nhiét d§ phong.
- Doc két qua bang mét thudng hodc may doc ELISA, bude séng 492nm.
1.4. Nhéan dinh két qua _

- Két qua ducng tinh khi mat @6 quang & mau thi bing hoac dam hon
chitng dugng

— K&t qua 4m tinh khi mat d6 quang ctia miu thi nhu mat d6 quang caa
chiing 4m.

1.5. Cdc yéu té anh hudng
— Géan khéang nguyén tiéu cdu vao phién nhua khong dat yéu cu.
Phién nhya gén tiéu cdu qua thdi gian sit dung cho phép.

Phén dng dudng tinh gia khi rliia khéng sach anti-IgG-peroxydase & bude 5
Co chdt khéng thich hgp

2. Tim khéng thé khéng tiéu c4u biing ki thuat mién dich huynh quang
2.1. Nguyén ly

Khang thé khang tidu cAu khi xuit hién trong co thé c6 thé tén tai trong
huyét thanh hay trén mang tiéu cdu bénh nhan. Khang thé nay khi két hgp véi
anti-Ig-FITC thi ¢6 thé phat hién duge trén kinh hién vi huynh quang.
2.2. Dung cy, hod chéat

— Dbém PBS, pH = 7,4

- PBS/EDTA/BSA 0,2%

- Dung dich NH,CI (tach héng cAu tit huyén dich tiéu ciu)

- Paraformaldehyd (PFA) 1% trong PBS (trong lugng /thé tich)

~ Anti-Ig-FITC

— Glycerol 33,3% trong PBS (thé tich/thé tich)

— Phién nhua day tron

2.3. Quy trinh ky thugt

2.3.1. Phéan Iap tiéu céu

- Lfi): 10m] méau chéng déng bing EDTA, ly tdm trong 1500-1800 vong/phiit/10
phut, chuyén huyét tuong gidu ti€u cdu sang 8ng nhua khac, ly tAm 3000-4000
vong/phtit/7 phiit, hiit phan plasma sang mdt 8ng khac.
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— Nh$ 1ml PBS/EDTA/BSA vao cén tifu ciu va ldc déu, thém dung dich
PBS/EDTA/BSA cho diy 6ng va ly tAm d 3000-4000 vong/phiat/7 phut.

Chid §: N&u con héng cdu trong huyén dich tiéu cdu, nhé 2,5ml dung dich
NH,CI va (1 5 phiit trong da lanh dang tan.

— Rua tidu cAu 2 1dn véi dung dich PBS/EDTA/BSA va diéu chinh s lugng
tiéu cAu 3 x 10%/ml.

2.3.2. C8 dinh tiéu c8u

Thém 2,5m! dung dich paraformaldehyd va dung dich tiéu cdu, léc déu va 0
5 phiit & nhiét do phong, ria 2 14n véi dung dich PBS/EDTA/BSA va diéu chinh
mat d6 tiéu cdu & 3 x 10*/ml trong PBS/EDTA/BSA.
2.3.3. Ky thuat mién dich huynh quang tryc tiép

- Dat 0,02m! huyén dich tiéu cAu bénh nhan trong mdt 16 cla phién nhya
day tron

— Thém 0,02ml anti-Ig-FITC, 14c déu va 0 30 phit 3 nhiét d6 phong trong
béng t6i. Sau khi 1, thém 0,15ml dung dich PBS/EDTA/BSA, ldc déu va ly tAm
1500-1800 vong/phut/5 phit. Rita thém 2 14n nhu vay. O 14n rita sau cang, hiit bd
dich néi, thém 0,015ml dung dich glycerol 33,3% va cin tiéu cdu, lic déu va nho
1én lam kinh.

_ Phn la men 1én va d8 15 phut, doc két qua trén kinh hién vi huynh quang.
2.3.4. Ky thuat mién dich huynh quang gian tiép

— Dt 0,02m] huyén dich tidu cdu da ¢§ dinh PFA va 0,02m] huyét thanh cin
thit trong mét giéng day tron tron va lac déu, 4 30 phit d nhigt 46 phong.

— Thém 0,15m]1 PBS/EDTS/BSA, riia 3 lan.

— Céac budc tiép theo ti€n hanh nhu k§ thuat tryc tiép.
2.4. Nhan dinh két qua

— Phan ting duong tinh khi thiy hinh dnh phéat quang mau xanh lye quanh
tiéu cau

— Phéan Gng Am tinh khi khong th&y hinh anh phat quang quanh tidu cdu
2.5. Cdc yéu té anh huong

— Quaé trinh rita khéng sach giy duong tinh gia

— Tiéu clu qua it do d€m khdng chinh xac lam cho khéng gin hoidc gin
khéng dG khang thé khang tiéu ciu
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KY THUAT DINH NHOM KHANG NGUYEN BACH CAU
(ky thuat dinh nhom HLA)

1. Nguyén ly

Khang nguyén bach cdu ngudi (Human Leucocyte Antigens - HLA) 14 hé
khang nguyén mang tinh dac hiéu loai. Hé khang nguyén HLA c6 thé s dung
nhu mét ddu 4n nhédn ching hge va ddu 4n bénh ly. Khang nguyén HLA 16p 1
(HLA-A, HLA-B, HLA-C) duge phat hién bang k§ thuat vi ddc t& bao. Khang
nguyén HLA 16p II (HLA- DR, DP, DQ) dugc phat hién bing k§ thuat PCR
(Polymerase chain reaction),

2. Quy trinh ky thuat
2.1. Ky thuéat vi doc lympho
2.1.1. Dung cu hoa chét
— Khay nhua nudi cdly t& chiic (Terasaki)
— Bom tiém Hamilton gdm 3 ¢&: 100, 250, 500 microlit
— Pipette Pasteur, kinh hién vi
- 6ng ly tAdm c& 1x 10cm
— Dung dich Hanks pH 7,2; nudc mudi sinh 1y
— Dung dich formalin 35% c6 pH 7,2

- Dung dich xanh trypan 0,2% (pha trong nudc muéi sinh 1y)
— Dung dich ficoll tach bach céu.

2.1.2. Khang huyét thanh chéng lympho bao

Khang huyét thanh 18y tit cdc ¢4 thé truyén mau nhiéu ldn hofc mAu cia
cic ba me chita @ nhidu 1an c¢é bat déng hé khang nguyén HLA gilta me va con
ho#ic khang huyét thanh duge san xuit theo phuong phap khang thé don dong cha
cac labo HLA trén thé gidi da duge thuong mai hoa. Khang huyét thanh duge khit
b5 thé & 56°C/30 phiit. Bao quan & - 80°C.

2.1.3. B6 thé: thuong ding b8 thé thé. LAy mau déng mach tho, tadch huyét thanh
bang ly tam 3000 vong/phit/15 phit d 4°C. Huyét thanh tho duge hdp phu mét
14n véi hdng cdu, bach ciu, tiéu clu ctia ngudi ¢6 nhém mau AB, LAy mau AB, rita
3 14n bing NaCl 0,9%, 14y cin t& bao 0 véi huyét thanh thé 1 gid & 4°C, thé tich
nhu nhau. Sau khi hap phu, ly tdm 3000 vong/phtit/15 phiat ¢ 4°C. Liy nude mét
(huyét thanh thd) bao quan & -80°C.

2.1.4. Tién hanh tach bach cdu: nhu trong k¥ thuat ddc t& bao.



2.1.5. Tién hanh phan img
Dung phién nhua ¢6 13, tién hanh phan {ing nhu sau:
— Nhé déu dau paraphin vao mbi 16 (1ul)
— Cho 1 ul dung dich khang huyét thanh vao mbi 18
— Cho 1 dung dich bach cAu 5x10¢, trdn déu, sau d6 ¢é 30-45 phiit & nhiét do phong.

— Cho thém 5 pl b8 thé thd, G 37°C t& 60 - 90 phut, 18y ra véqyosach dau
paraphin, cho vao méi 16 2 pl xanh trypan da pha & trén, tron déu, dé nhiét dd
phong 5 phit

— Léc déu, dé nhiét 46 phéng 5 phut

— b ul formalin dé ¢& dinh t& bao.

- DPoc két qua trén kinh hién vi dao ngude
2.1.6. Nhan dinh két qué

Bach ciu chét 12 nhitng bach edu ngdm dée, trudng to, bit mau xanh. D&m
s8 t& bao chét va tinh ty 1é:

- Tw 0-15% la (-)

~ Tt 15 - 20% la (+)

- T 20 - 30% la (+)

- Tu 30 - 50% 1a (++)

— T 50 - 80% la (+++)

— Tu 80% trd 1&n 13 (++++)

D61 chitng: Gém chiing duong va chitng 4m:

Chitng duong: ding khang huyét thanh ¢ 46 pha loéing 100% té& bao chét
Chiing 4m: chi ¢6 lympho, khong c6 khang huyét thanh.

Khi doc két qua, c4n doc ching trude.

2.1.7. Cac yéu t6 8nh hudng dén két qué
- Mat d6 t& bao bach cdu
— Hiéu gia b6 thé
- Néng d6 xanh trypan
~ Nhiét 46 phan Gng
— Cudng dd dong dién dién di
2.2. Ky thudt PCR
2.2.1. Nguyén Iy

Nho cip mdi dic hiéu (Primer), mdt doan DNA duge tong hgp tit ngudn
nguyén lidéu 1a c4c nucleotid ty do véi sy xtGe téc cita DNA polymerase.
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2.2.2. Dung cu, hoa chét

- May PCR

— May dién di

- Lay ly tAm

— Ta &m (c6 thé diéu chinh nhiét d 37°C va 52°C)
- May lac

~ May doc két qua dién di (c6 anh sang dén UV)
- Cac loai micropipette

— Ong Eppendof (1 ml va 1,5ml)

— Dung dich pha héng cau, bach cAu

—~ Proteinase K, NaCl 0,9%

— Ethanol 99%, Agarose

— Ethidium bromid

— DNA size marker, d NTD

—~ DNA polymearase

— Primer (tuy thudc doan DNA cén khuéch dai)

2.2.3. Quy trinh ky thuét
~ Chiét tach DNA

Cé rat nhiéu phuong phap chiét tich DNA khéc nhau nhung néi chung
déu theo mdt s& bude cd ban sau:

+ L&y mau tinh mach, chdng déng bang EDTA (3 - 5ml)
+ Pha héng cau, bach cau

+ X 1§ bach cdu da dude pha bing proteinase K

+ Tha protein bang dung dich NaCl bao hoa

+ Loai bo tlia protein bing ethanol 99%

+ Tai hoa tan tua DNA trong dém TE (Tris-EDTA)

— Thyc hién qua trinh khuéch dai

S6 chu ky khuéch dai, nhiét 46 va thdi gian cta céc giai doan trong mot chu
ky hoan toan phu thudc vao tiing cip mdi. Qua trinh nay thudng gém cac bude co
ban sau:

— Chuén bi hdn hgp khuéch dai: tdng thé tich 50 - 100 pl (diung eppendorf
chuyén dung), cac thanh phin trong hén hgp bao gdm: DNA, DNA polymerase,
dNTP, primer (c6 thé thém mot vai thanh phin khac tuy theo hudéng dén cia nha
sAn XuAt).

— Thuc hién su khuéch dai trén may chuyén dung: thuong c6 s6 chu ky
khuéeh daila 30 -60 (tuy theo titng k¥ thuéat}.
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~ Mbdi chu ky gom 3 gial doan; gldl doan thao chudi xoén kep cua DNA tao
chudi don DNA. giai doan gan cdp mdi vao chudi don DNA, glai doan kéo dai
chudi bé cvdu mdéi duge tdong hop.

— Dién di kiém tra san phiam khuéch dai

San pham khuéch dai duge kiém tra bang dién di trén gel thach agarose, k&t
qua dude xem la duong tinh khi thay vét tring duc trén dudng chay cia san pham
trong gel thach.

KY THUAT CAY CUM TE BAO

{Colony forming units)

1. Nguyén ly

Cac t&€ hao gdc tao mau (Hemopoietic Stem cells) khi gap cac yéu td kich thich
tac mau (trong moél trudng diéu kién hoa) sé phén chia v nhén 1én tao céc cum té
bao khac nhau tuy thudc vao t&€ bao dich va chit kich thich phat trién. Dya vao tinh
chit nay, ngudi ta nudi cay tao eum dé danh gia kha nang tao mau ¢ mét s bénh
mau, hodc ciia dich té bao gbc st dung cho ghép tuy. danh gia kha ning moc cua té
bao tuy ghép.

2. Dung cuy, hoa chat
- 6ng nghiém vo trang, dia nudi cay, pipette Pasteur
— Ta &m CO., may ly tam lanh. kinh hién vi ngudgc

— M truong MEM, dung dich McCoy's, thach, huy&t thanh baoe thai hé.
— Té bao lympho ngudi khoé manh binh thusdng

3. Quy trinh k¥ thuat

3.1. Lam méi truong diéu kién hod (tao méi truong kich thich phat trién)

Mau ngoai vi chong dong bang heparin (5UT/1 ml mau), dé l'mg, 18y phén
trén dém roi diéu chinh nong do té bao sao cho ¢é 7.5x10° / ml méi trudng.

— Hbdn dich t& bao 10 ml gém c6:

— Maéi truong MEM (x 2) 3.0 ml.
~ Huyét thanh thai bé 1,0 ml.
— Dich té& bao (7,5 x 10°/ml) 3,0 ml.
— Thach 1,5% 3.0 ml,

Cho 10 ml nay vao hdp petri dudng kinh 94 mm. Dé ¢ nhiét dd phong 5-10
phit cho thach déng.

Cho vao tu &m 37'C trong 7 ngay trong diéu kién Am manh c6 5% CO,.

Thu hoach méi trudng diéu kién hod: ldy dia nuoi cdy dé 24-48 gid 6 4°C cho
thach lang xuéng. Hat phéan trén (moi truong diéu kién hoa) bao quan & -20°C. Moi
truong nay cling ¢6 thé san xuit duge biang cach nudi cay gai banh rau trong RPML
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3.2.Cdy té bao tuy

- Lay tuy: choc tuy va lay tuy toan phan da dugc chong dong giéng méu
ngoai vi dé lang roi 1ay phan trén, d€m s6 lugng t& bao va diéu chinh néng d6 té
bao 6,5x10"/ml méi trudng. '

— Chuan bi hén dich té bao: 5 ml gom cé:
Moi truong Mce Coy’s (x 2), MEM (x 2) 1,5 ml

Huyét thanh thai bé 1,0 ml
Maéi truong diéu kién hoa 0,6 ml
Thach 0,9% 1,5 ml
Té bao (6,5 x 10°/ml) 0,4 ml

Tron hon dich té& bao, sau dé cho 1ml vao dia petri (dudng kinh 34mm) x 3
dia, cho thach dong r6i nhe nhang chuyén vao ti nuéi cay 37°C, 5% CO, do Am
cao, nudi cdy trong 14 ngay lay ra doc két qua.

4, Két qua

Dém céc té& bao dudi kinh hién vi ddo ngude d6 phong dai 20-40 1an. Tap hop
té bao > 20 t& bao. dugc coi 1a mét cum (colony) va cdy dat yéu cau (hinh 5.11).

5. Nhirng yéu té anh hudng

— Diéu kién v6 trang: tu Am, tu siy...

~ Hoa chat: do pH cua moi truong, chat chong déng ding ty 1é (t6t nhat 14 heparin).

- Ky thuat: 1am méi truong diéu kién hoa, tach lymphocyt...

Hinh 5.11: Cum (Colony) t& bao dudc tao thanh tir 1 té bao géc nudi cdy 14 ngay
trong méi trudng thach 16ng (Somisolid medium). Trén day la mét don vi tao cum
(Colony forming unit) clia té bao goc 2 dong (Bipotent stem cells): bach cau hat/mono.
(Trich dan tur luan an TSKH cta D6 Trung Phan, Budapest 1987).
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Ghi chu: Hién nay trén thuong trudng cé moi trudng cay cum té& bao duge
san xudt san ti methyleellulose véi du cac chat kich thich sinh san va biét hoa, ¢d
hai dang méi trudng don dong va méi trudng da dong rat thuin tién cho ngudi su
dung, chit lugng tot. DAy la ti€n bd mdi vé k¥ thuat nudi cdy tao cum su dung cho
nghién ciiu t& bao goc.

PHUONG PHAP TAO QUANG DUNG HUYET
PHAT HIEN TE BAO LACH SAN XUAT KHANG THE

1. Nguyén ly

Trén dia nudi cdy t6 bao, bao gdm t& bao lach da duge man cam va héng céu
citu (HCC) 14 khang nguyén dic hiéu, t& bao lach san xuit khang thé sé khuéch
tan ra xung quanh va phan ing véi HCC véi su ¢ mat cia bd thé, cac t& bao HCC
sé bi ly giai tac moét vanh dai khéng c6 HCC xung guanh té€ bao lach. Hinh anh
nay goi 1a “quang dung huyét”

2. Nguyén vat liéu
J. Chuét nhat trang dd man cam HCC, 21 ngay sau lay lach chuan bi dich té
bao lach {(10%/m1l).
2. HCC tuch rita 3 1an bang nude mudl, chudn bi dam dac 5,0 x 107 t& bac/ml
3. Budng phan ting: chuén bi lam sach va la kinh sach. paraphin rén
4. B6 thé: huyé&t thanh thé tuci

3. Quy trinh ky thuat

. Chufin bi hén hgp t&€ bao va bd thé theo thi tu sau:
— 1ml dich t& bao lach (10° t& bao)

— 1ml dich HCC rila (4x107 t& bao)

- 0,5ml b& thé, huyét thanh thd tuosi

2. Tron déu, nhanh chéng dua vao budng phan Gng da duge chuan bi trudc,
han lai 4 phia bang paraphin nong chay.

—

3. U 4m 37°C trong 45 phit thdi gian cAn thiét dé t& bao tiét KT déng thoi
phan 1ting véi KN 14 HCC + b6 thé.

4. Doc két qua: quan sat bang mat thudng budng phan tng dém sé lugng
guang dung huyét va s8 lugng t& bao bach cau khong tao quang dung huyét.

Sau d6 tinh ra s6 té& bao tao khang thé&/10" t& bao lach (ca té bao tao quing
dung huyét va bach cau khéng san xuat KT).



4. Chuy
~ Vi la 16p don té€ bao cho nén can han ky dé tranh x6 day té& bao khi van
hanh ky thuat.
~ — Can dém chinh xac s§ lugng bach cdu trong budng phan ing va can
khing dinh sé lugng hon hgp té bao lach da dua vao phan tng.
— Té& bao tao quang rat dé nhan dinh: Trung tam la bach ciu, xung quanh
la vung khong ¢6 HCC (Hinh 5.12).

Hinh 5.12: M6 hinh tao hoa héng (HH=Rosette)
tu nhién véi HC cltu (HCC) cla T lympho
A: T lympho c6 thu thé dac hiéu véi HCC, khi G lympho T véi HCC ching
~ sé& gan két vdi nhau tao hinh hoa héng, goi la E-rosette.

B: Anh tao HH v6i HCC cha T lympho: Trung tam la T lympho, xung quanh la HCC
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Hinh 5.13: M6 hinh tao quang dung huyét phat hién té bao san xuat khang thé

A: M6 ta quy trinh thi nghiém: H6n hop lympho véi HCC theo ty 1& 1/40, & trong budng kin
véi su cd mat cla bé thé. Néu co té bao san xuat khang thé quang dung huyét sé
dugc tao thanh. Néu té bao khoéng san xuat khang thé dac hiéu HCC sé khéng cb
quang dung huyét.

B: Quang dung huyét: Trung tam la té bao tiét KT, quang trang la HCC bi ly giai véi su co
mat clia bé thé.
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KY THUAT THUC BAD
(Phagocytosis}

1. Nhac lai hién tudng thuc bao (cd ché thuc bao)

Thuc bao 14 hién tudng sinh ly binh thuong ¢ia bach cau trung tinh. dal

thue bac va

t& bao dudi gai (dendritic cells), ngan gon gol chung la thue bao

(Phagotoevtes). D6 1a mét trong cac chic nang bdo vé quan trong cta cd thé.
Thiéu che nang nay cd thé dé bi nhiém trung, qua Lrinh thye bao dién bién lién
tuc, bao gom cac khau:

-

Tiép can: Téi tran dia (6 viém) thuc bao tim cach tiép can vdil déi

|.phagosome chinh thiec.

Hoa tng dong: Do chit giy hoa hudng dong (cac chat gy viém, céc
loai vi trung. cac tinh e¢hat huy hoai. cac eytokin...) hoat hoa thue
bao, hudng thue bao téi tran dia bang cach xuyén mach. di ddng 141 o
viém.

tugng thuc hao.

Nuét d6i tugng: D41 tugng thuce bao cung véi phan mang bao tudng
lot vao trong nguyén sinh chat cta thue bao. Thé nay goi la thé

Thé phagosome bi bao vay bdi cée hat lysosome, thé nay goi la thé
phagolysosome. Ddng thdi thuc hién hoa mang lvsosome vd mang
bao tudng clia phagosome. lysosome duge phéng thich va tiéu huy
d6i tugng thue bao (vi trung).

Dén day, vé cd ban 1a két thie mat qua trinh thuc bao va co thé dudge
bao vé.

Loi dung hién tugng nay, ti 1964 Mac-Faland da xay dung k¥ thuat
thuc bao dé danh gia chite nang thyc bae cua bach cau trung tinh.
dal thue bao.

2. Nguyén ly ky thuat thuc bao

Si dung tu cAu trang khéng gay bénh hode hat latex lam d8i tugng thue bao.
Khi 1 bach cau tudi véi 461 tuong thue bae ¢ 37°C, bach edu thye hién qua trinh
thuc bao. Két qua duge danh gia bing 3 chi tiéu:

— Phén tram t& bao 6 thue bao (goi tat 1a phan tram thuc bao)
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— Chi s6 tHUC bao 1a sé trung binh d6i tugng thuc bao ¢6 trong 1 té€ bao ¢
thue bao.

— Ty 1& d8i tugng thue bao bi tiéu huy 1a s6 tu cAu chét/ tdng s8 tu cau bi
thue bao.

3. Chuan bj

3.1. Dung cu can thiét
- (5ng nghiém ¢ 10 x 75™/ml
- Ly tdm dang éng nim ngang
- Tuam 37'C
— Kinh hién vi anh sang thudng
— Lam kinh pipette Pasteur

3.2. Cdc chat liéu can thiét
- Tu cau trang khéng gay bénh
- Hat latex
- Dung dich dém PBS
- Dung dich dextran 6%
- Dung dich pha héng cdu NH,Cl
- Dung dich nhuém AOG/EB (Acridin Orange/ Ethidiun bromide}
— Ficol (hypague) 400.000.

4. Tién hanh
4.1. Chuén bj déi tuong thut bao

— Tu céu tring: Tu ciu dugc nudi cidy trong mdi trudng canh thang & 37°C
trude 24 gic. LAY tu cdu va ria tu cAu bing nude mudi sinh 1y 3 1dn bang cach ly
tAm 3000 vong/10 phit. Chuén bi dich tu cAu 6 d6 dam diac bang 2x10%ml, dudc
xdc dinh trén may so mau, budc sang... tu cAu trong 6ng chuin dude bat hoat va
¢d dinh bang formalin 5%.

— Hat latex: Pha hat latex dat dude néng d6 2x10%ml bang phuong phap so
mau nhu véi tu cdu ndi trén.
4.2. Chudn bj té bao thuc bao (bach cau hat trung tinh)

- 4ml méu tinh mach chéng d6ng biing heparin

- Loai lympho bang dung dich Ficoll (xem k¥ thuat phan lap t& biao mién
dich, chuang V).

— Loai hong cAu qua hai buéde:

+ Bude 1: Loai bét hdng cau bang dextran 6%: dich t& bao da loai lympho
3ml + 3ml PBS + 400u] dextran 6%, lic déu, @€ nghiéng 45° trong 30 phiit & 37°C,
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loai bo hdng cau ldng 14y dich t& bao & 1dp trén, ly tam 1.500vong/5 phit, 14y cin
t& bao, 14c nhe 6ng nghiém cho can té bao tan déu.

+ Bute 2: Pha hoéng cdu: Cin té bdo duge hoa tan trong 2ml dung dich
NH,Cl, ldc déu, khi thay héng cAu tan déu, nhanh chéng bé sung 4ml dung dich
dém. lic ddu. ly tAm 1.500 vong/5 phiit rita lai 2 1an bang PBS, thu 14y cén, chuén
dich bach cau ¢6 d6 dam dac 1a 2x10%/ml.

4.3. Tién hanh ky thudt thuc bao ,

— Trong 1 6ng nghiém hemolyse ¢6 0,5ml dung dich tu cau 2x10® tu cAwml, 0,5m]
" dich t& bao bach cAu trung tinh 2x10%ml, 1 hén hgp trén & 37°C/1 gig (et 10 phit
lac lai 1 1an), vdi hat latex cling tién hanh tuong tu.

~ Riia 3 14n bing PBS dé loai bd d6i tuong thuc bao khéng bi thiic bao bing
cach ly tAm 1.500 vong/5 phut, thu can t& bao, kéo tidu ban (gict dan), nhudm
(Giemsa.

— Tra lai dich t& bao 1a 1ml, b8 sung 5ul AO/EB, ldc déu, u 37°C/5 phut lam
tiéu ban giot dan. doc két qua.

4.4. Boc két qua dudi kinh hién vi (dnh minh hoa)
— Dém s6 lugng t€ bao co thuc bao trén tong s6 té bao bach cdu, dém tu
100 - 200 bach cAu. dung kinh hién vi anh sang thudng, dé phéng dai x100.

— Dém sb lugng d6i tuong thuc bao c¢é trong 1 t& bao c6 thyc bao, dém
khoang 10 - 20 bach cdu ¢6 thue bao, dudi kinh hién vi huynh quang, dé phéng dai
%100, d&m s6 lugng vi trung bi tidu diét (mau nau dd), t& bao séng (bdt mau xanh).

— Dé&m s6 lugng tu ciu chét trén téng so tu cau bi thyc bao. S8 tu cau chét
bat mau vang, dd; tu cAu séng bit mau xanh, dén khoang 10 - 20 bach cAu ¢
thyc bao.

4.5. Danh gid két qua: Tinh 3 chi s6 sau day:

S8 té bao c6 thuc bao x100

1. Ty 1é % thuyc bao . T i
Téng s6 té bao dém dugc

Téng s§ vi khuan hodc hat latex ¢6 trong sg thuc bao

2. Chi s6 thue bao =

S& luong t€ bao ¢ thiue bao d&€m duge
3. Ty 16 diét khuén (ty 18 tu cAu bi tidu diét)

Téng s6 vi khuan chét (mau d6 cam)

Ty 1é diét khuin = R o . T
Téng s6 vi khuan sdng + chét dém dudc

4.6. Chi sd thuc bao o ngudi binh thuong
- Ty lé thue bao 1 >70%
— Chi s8 thyc bae  : >3
- Ty lé diét khudn :>60%
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Chuong 6
AN TOAN TRUYEN MAU

VAN DONG HIEN MAU NHAN DAO

1. Bai cuong

Truyén mau 1a mét khau trong yéu ca hé théng cip ciiu va diéu tri thuong
bénh binh, bénh nhan va nan nhan. Muén truyén mau hiéu qua va an toan, diéu
cap thiét I1a phai c6 di s8 lugng mau va dam bao ding chit lugng.

Khéng thé c¢é duge chat luong va an toan trong truyén mau néu khong da sé
lugng mau truyén. Ngudn ngudi cho miu tu nguyén thiéu thi khau tuyén chon,
sang loc cac bénh 14y lan qua dudng mau sé khéng thé thuc hién mot cach bai ban
nhu quy ché& truyén mau,

Trong truyén mau cip citu vi khéng cé méau dy trit (Ngan hang mau) nén
phai 14y mau cAp ctiu. Ma da 14y méau ¢&p cdu thi khong thé dam béo duge diy
40 cac quy ch& kham tuyén va sang loc nhu 14y méau thudng quy, va lac nay
diing trudc sy song va cai ché&t thi ngudi ta chon 14y céi sdng trude da. Mau
ngudi con phai lay tir ngusi. Da 1ay t nguoi thi phai phu thude vao long nhéin
dao cia con ngudi, vi long vi tha bd tinh ich ki, tu vé c4 nhan, ddu 6¢ 1¢i nhuan
m# mang dao i t8t dep “Thuong ngudi nhu thé thudng than”, minh vi moi ngudi
moi ngudi vi minh.

Theo céng udc Quéc t& ciia Hai chit thap d6 (CTD), trang ludi 1iém dé (TLLD)
nam 1949 viéc hién mau nhin dac (HMND) phai duge thuc hién trén pham vi
toan cAu. Ma cac td chite CTD va TLLD cla titng nudc tiing quéc gia c6 nhiém vy

ddng ra td chitc cude van dong nay.

2. Nguyén tic van dong hién mau nhan dao

1. Céng tac truyén théng gido duc cdn lam cho moi ngudi trong cong dong
hiéu v ¥ nghia nhan van, nhin dao cao ¢, dao li nhéan ai dé ty nguyén hién
mau nhan dao véi tinh thin khéng chi 14 trach nhiém m#a 1a nghia vu cao quy
dd1 véi cude s6ng déng loai than yéu, khdng chiu bat cit mot sy rang budc nio,
diéu kién nao.

2. Ngudi tinh nguyén hién mau nhan dao phai duge khuyén cio vé moi nguy
cd trong viée cho mau. Vé siic khoé va an toan cta tinh nguyén phai duge quan
tAm hang dau.
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3. Hién mau nhdn dao khong c6 mét ddng co nao vé vu lgi ké ca ngusi hién
mAu ty nguyén dén ngudi thuc hién.

4. Khong c6 mot sy phan biét déi s\ ndo trong viéc hién mau nhu:

Ching téc
Qude tich

}

Tén gido

Déng cdp

Giau, nghéo, sang, hén.

5. Phai dua vao quy ché& qudc gia vé: s& 1an hifn mau va khéi hugng mau
mdbi ldn 14y mau phai duge xac dinh dyga trén cg s6:

— (161 tinh
~ Trong lugng cd thé
— Gi6éi han tudi tac, cao nhat va thap nhit ctia ngudi hién mau

6. Phai duge uu tién 14y mau & ving ¢6 nguy cd thip nhit dé tranh giai
doan clia s8, 14y méau phai duge kham xét can than dé tim ra duge cac yéu t& bat
thudng, dé cham séc stic khoé va tu v&n cho ngudi hién méu.

7. Coéng tac van déng hién mau phai tré thanh mét phong trao thudng
xuyén, rong khép, nhu vét ddu loang lan réng khép céng déng, véi phuong cham
“mua dim ngam lau, mua ldu ngdm d4n” phong trao phai kién tuc ngdy mot tang,
tranh d4u voi dudi chudt.

8. Phong triao phai k& tiép, nghia 1a cdn c¢6 truyén tndng gido duc trong cac
trudng mau gido, cap cd s, cap I, cap III dé k& tiép cAc 16p cha anh 1am cho
ngudén mau 6n dinh ngay cang ting.

9. Van déng hién mau phai duge ning cao khong chi 14 mau toan phin ma
phai van dong ci gan huyét tuong, gan t& bao dé s dung - cin gi truyén nay,
khong cin khéng truyén, dé thuc hién theo nguyén tdc 14 “1y mau t6i thiéu, st
dung t61 da”.

10. Van ddng hi&n mau phai bidt dya vao phong trao ¢é nudi dudng va phat
trién manh mé& phong trio, bdng cich dua chinh vao nhiing ngudi hién méu an
toan thanh nhitng tuyén truyén vién dé€ lam co sd cho su séng con clia cong tac
véan dong hién mau nhéan dao.

3. Bién phap thuc hién
3.1. Bién phdp va té chire

~ Phai thanh lap Ban chi dao hién mau nhan dao ti Trung ucng dén dia
phuong va phap ché thanh: Uy ban truyén mau quoc gia (UBTMQG) theo so db sau:
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Ban chi dao
HMND - TW

\

Ban chi dao
HMND tinh - thanh

Y

Ban chi dao
HMNDB quan - huyén

Ban chi dao
HMND phudng - xa

— Thanh lap lién doan nhitng ngudi cho méau nhan dao ti Trung uong dén
¢d sd, dé su dung c6 hidu qua nhiing ngudi cho mau ty nguyén an toan.

- T& chitc mét hé thdng mang ludi tuyén truyén vién (T'TV) § cac ¢d sd, co
quan phuéng xa, trudng hoc. Cac tuyén truyén vién nay phai duge dao tao mot
cach chu d4o vé cong tac van déng hién mau nhan dao (VDHMND).

3.2. Cong tdc tuyén truyén gido dyc (TTGD)

¢ Cong tac tuyén truyén gido duc phai duge tién hanh réng khap trén binh
dién quang dai quén chiing lam cho ho hiéu sdu séc hon phong traoc HMND vé
tAm quan trong ctia né, nhdt 1 ¥ nghia dao li clia né @61 v6i dai biu Quéc hai, vi
chi nhitng ngudi nay méi dua ra dude nhitng luat trén binh dién qudc gia.

¢ Cac bién phap truyén théng gido duc.

— Bao chi: '

+ Phai ¢6 mot td bAo chuyén trach vé HMND
+ Ta bao cha chit thap dd

+ Bao sfic khoé caa Bo y té.

— Dai phat thanh vé hoi dap HMND, trude hic phat thanh c¢6 nhac, nhac dac
trung cho chudng trinh (nghe nhac, ngudi nghe ¢6 thé doan dude chueng trinh).

— Pai truyén hinh Trung tong:

+ Méi tuan cé 10 phit phat hinh néi vé HMND ciia cac ¢d s8 - ¢6 nhac dic
trung cho chudng trinh kiéu nhu truyén thanh.

+ C6 nhiing bai hat, ban nhae do nhiing nhac si ¢6 tiéng sang tac va céc ca
s1 ndi tiéng hat nhdm déng vién nhitng ngusi HMND, thi chic chin sé ¢6 tinh hip
dan va di vao long ngudi.
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- CAn bién soan tai liéu, gido trinh va xuédt ban tai liéu su pham dua vao
chuong trinh giang day trong cdc trudng.

— T8 chite cac budi d8i thoai véi thanh nién, sinh vién, hoc sinh d6 12 tiém
lde cho mau rat quan trong.

— Cén c6 nhiing cudn phim néi vé& méi lién quan dén mau, trong d6 nhéc
dé&n ngudn gde, cac khé khin, nhu clu, thanh céng va sy cin thiét phai hién mau
tu nguyén nhan dao.

Phim nay ciing cAn nhd cac tac gia cb tén tudl viét kich ban va mot nhém nghé
* §1 quen biét sim vai va dao dién. Viéc nay phai duge bio trg do cac cip ¢6 uy tin.

— Cin c¢6 nhiing chiéc xe tuyén truyén khip dudng phd phan phat cac tai
lidu bo tui to rai vé HMND.

— Duang loa phéng thanh dé théng bao nhiing budi 14y mau. Cac trung tAm
viin hoa, du lich nén c6 ap phich, bang-rén, khau hiéu v&8 HMND.

4. Thai dd tiép xdc véi ngusi cho mau

— Thai d6 vui vé niém nd, hoa nhd thé hién long ton trong va kinh mén véi
ngudi HMND dé 1am vui 1dng ngudi hién mau lic dén va lac ra vé.

— Noi tiép ddén phai thuan 1gi cho viéc di lai, noi gui xe.

~ Ngay gid ti€p xiic vao tit ca cic ngay trong tudn (tU 7 giv 30 dén 22 gio).

— Dién thoai thugng tri 24/24 gid dé vita ti€p dén, giai dap, vita tu van cho
ngudi cho mau.

— Nhén vién 14y mau phai an méc lich sy ¢on gang ding véi quy ché
phong xét nghiém 14y mau.

— Nhan vién ldy mau tré khoé, cé k¥ thuat tay nghé cao (14y méu la dude
ngay), tranh gay dau cho ngudi hién mau.

— V4&i ngudi hién mau 1a nam gidi thi nén b& tri ni k¥ thuat vién 14y mau
va ngude lai néu 14 nit thi nén bé tri nam ky thuit vikn 14y méau.

~ Ghé& 18y méau phai 1a loai ghé chuyén dung, phong riéng biét tung nguci
dé ddm bao thodi mai va yén tinh. Trudc lic 14y mau, k¥ thuat vién nén c6 161 xin
phép “Xin 15i cho phép duge 18y mau”. Sau ldc 1dy mAu xong ¢6 10i cam on vi da
hién nhiing giot mau minh cho dong loai than yéu, ti€p d6 mdi &n nhe, udng nude
mat va mong gip lai 1an sau.

TUYEN CHON NGUDI CHO MAU

1. Md dau

Tuyén chon ngudi cho mau 14 mdt nhiém vu hét stic quan trong ciia cac cd s@
truyén mau trong viée dam bao cung cdp mau mdt cAch day du va an toan.
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— Ngudi cho mau c6 thé cho mau toan phén, hodc timg thanh phin méau ctia minh.
~ Hién tai 6 nudc ta c¢é ba nhém ngudi cho mau chinh sau:

+ Ngudi cho mau chuyén nghiép

+ Ngudi nha, nguoi than bénh nhan cho mau

+ Ngudi cho mau nhan dao, khéng 13y tién

Mdt nhém niia trong ngudi cho méu 14 ngudi cho mau tag than khéng dé cap dén
trong bai nay. Muc tiéu cia nganh truyén mau 12 phai sém nhat tién t6i ¢6 mét he
théng ngudi cho mau thudng xuyén, tinh nguyén, nhin daoc va khong 18y tién.

2. Nguyén tic
Viée tuyén chon ngudi cho mau phai dat dude nhitng muc tidu va nguyén
tée sau:

- Nguot cho mau 14 ngudi hoin toan ty nguyén, khoé manh, khéng thudc
cac d61 tudng c¢6 hanh vi nguy cd cao.

- Phai dam bao duge sitec khoé ngudi cho mau, khéng gay bt ky anh hudng
x4u téi sitc khoé hoidc cie bénh 14y nhidm do qua trinh cho mau.

— C6 duge cac don vi mau c6 chat lugng dé€ dam bao duge hidu qua didu tri tét,
ddng thoi khong gay ra cac bénh 14y truyén qua dudng truyén mau cho bénh nhan.

— Viéc tuyén chon ngudi cho mau dude tién hanh ddng thii tai cac co s
truyén mau, 14y mau luu ddng theo quy dinh chung

— Quan 1§y ngudi cho mau: ngudi cho mau phai dude 1ap hd so theo ddi cdn
thén véi ndi dung sau:

2.1. Nhén thdn (Iy lich ngudi cho mau): Khi mét ngudi dén cho mau ta phai cé
duge cac thong tin v& ho mot cach cu thé va chinh xéc gm:

— Ho va tén

- Gidi

— Ngay thang nim sinh

— bia chi

~ 8546 dién thoai néu cé

— Nghé nghiép

— Noi cong tac

— Tién st bénh tat

— Tinh trang stc khoé hién tai

V41 nhitng ngudi mdi, ho dén dé tham gia vio nhém ngudi cho mau chuyén
nghiép ching ta phai lap s8 hé so va thé ngudi cho mau, vay cin b sung thém:

+ Anh chup gin nhét
+ Dic diém nhan dang
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Qua hdi v& tién sit bénh tat va tinh trang sic khoé hién tai cta ngudi cho
mau, mdt vin d€ quan trong l1a xdc dinh xem ngudi cho mau ¢6 thugc nhém nguy
¢o cao hay khong ?

Pé xac dinh than nhén ngudi cho mau, néu ¢b thé duge ta nén tham khao
thém gidy tJ tuy than cia ho dé khing dinh duge tinh chinh xéac vé cac théng tin
c6 duge. Vi ngudi cho mau ho dén dé trd thanh ngudi cho mau chuyén nghiép thi
viée didu tra ndy véi 14n dén ddu tién 1a rdt cdn thiét.

2.2, Dién bién stic khoé qua méi Ian cho mau

D& c6 thé dat duge yéu cAu nay, chiing ta cin ¢6 va luu gilt edc thong tin vé
kham lam sang, k&t qua xét nghiém, ngay kham va cho mau, lugng mau duge lay
sau moi lan cho mau.

2.2.1. Cac két qua kham lam sang

— Trudc mdi lan cho mau, dic biét vdi 14n cho mau ddu tién, ngudi cho mau
cAn dude trao d6i cdn than véi thdy thudc clia co s¢ 14y mau. Qua dé cb thé thiy
duge hodc khéng d ngusi dén cho cac hanh vi nguy cd cao trude khi dén cho mau
hosc gitta hai 14n cho mau), cac chOng chi dinh tam thoi ho#c vinh vién. Pong thoi
giao duc cho ho vé sy cAn thiét cia mau trong diéu tr1 song song vdi né 14 sy an
toan etia méau duge cho ¥ nghia cua giai doan cda sé chia cac bénh lay truyen qua
dudng truyén mau. Ching ta cin cb céc ndi dung didu tra cu thé duge chudn bi
trude mat cach k¥ ludng, cé thé vira hoi trao ddi vita ghi nhan hodc ngudi cho mau
sé ty ghi sau khi duge hudng dan cén than. Dé thuc hién duge mot cich hidu qua
cdng viée nay, chung ta pha1 dam bio duge nguyén tac bi mat riéng tu cha ngudi
cho mau va phai lam sao dé ho tin cay va tra 101 mét cach trung thue. Diéu nay
rat khé thue hién duge vl ngutcn cho mau chuyén nghiép, chi ¢6 thé lam tdt khi
mot ngudi dén vdi chang ta dé cho mau mot cach hoan todn tu nguyén, nhan dao
va khong 14y tién,

— Tinh trang chung vé stc khoé:

+ Chiéu cao |

+ Céan nang

+ Da, niédm mac

+ Céac bidu hién cd ning sau mdi 14n cho mau

+ Tinh trang hé théng tim mach trude mbi lan cho

— Khoang thdi gian gilta hai 14n cho mau

2.2.2. M6t s6 cac xét nghiém vé strc khoé ngudi cho mau
— Huyét séc té
— DPudng niéu, protein niéu
- X quang tim phdi
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2.2.3. Cac xét nghiém sang loc cac bénh lay truyén qua dudng truyén mau
— Cac bénh do virus:
+ Viém gan B
+ Viém gan C
+ HIV
— Céac bénh do virus va ky sinh triing:
+ S6t rét
+ Giang mai
Tuy theo cac diéu kién c6 thé vé nhan lye, k§ thuft va kha nang tai chinh, ting

cd 80 truyén mau cbé thé tién hanh thém mdt s xét nghiém & mic d6 chinh xac cao
hon, khi da ¢6 thi cling can luu giil cae két qua nay trong hd s ngudi cho mau.

Ciing tuy theo nhu ciu, kha ning k¥ thuat, nhan lue va tai chinh, dé hu gitt
cac théng tin néi trén vé ngudi cho mau ca vé 1y lich nguoi cho, cac theo ddi vé ldam
sang va xét nghiém, ching ta ¢6 thé phéi hgp hodc st dung mét trong cic hinh
thic sau:

— Béng hd so
— Bang phiéu 15
— Ho#c tin hoc

Can luu ¥ cac thong tin vé€ ngudi cho mau phai duge cap nhat kip thoi, chinh
xac dé c6 thé theo d6i dién bién siic khoé ngudi cho qua méi 14n cho mau va tu van
cho ho mét edch kip thoi. Mat khac theo ddi duge chat lugng va sy an todn cha
don vi mau duge 14y dé ¢ bién phap xi 1§ phit hop.

~ Vige quan ly hé so ngudi cho mau phai dam bao nguyén téc bi mat cho ngudi
cho mau. Cac thong tin thu duge chi nhdm muc dich chuyén mén, tu vin ngud cho
mau, tranh tuyét déi gy ra su hiéu 1Am va nhiing phién phic d6i v6i ngudi cho.

3. Cac tiéu chuan cho mau

Céc tidu chuin sau day chii yéu van dya theo quy ché& truyén mau do B§ Y
t& ban hanh nam 1992

3.1. Tuér: D61 véi nam:  18-60 tudi

D6l véi nd: 18-55 tudi
3.2. Can ndng: D61 v6i nam: > 45 kg

D61 véi nit: > 42 kg

3.3. Khoang cdch gida hai Ian cho madu: 13 2,5 thang. Tét nh4t nén 4p dung thém
mdt yéu cdu 12 khéng qué 5 14n/ nam déi v6i nam, va khéng qua 3 lan/ nam doi
vl ni.
3.4. Thé tich mau dugc 1dy: Khong vugt qua 7 ml/ 1 kg thé tfc_mg; hodc khéng qua
13% thé tich méau udc tinh.
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3.5. Cdc tiéu chudn vé 1dm sang
— Ngudi cho mau phai hoan toan tinh nguyén, khoé manh.

- La nhitng ngudi khong ¢6 biéu hién vé cac hanh vi nguy cd cao (khong thude
nhém ngudi nguy cd cao).

— Khéng cé céc chdng chi dinh cho mau tam thgi ho#c vinh vién
- Hé théng tim mach:

+ Mach: 60 nhip < Mach < 100 nhip/ phat

+ Huyé&t ap: 90 mmHg < Huy#ét 4p t61 da < 140 mmHg

3.6. Cdc tiéu chudn vé xét nghiém
3.6.1. Cac xét nghiém huyét hoc
Huyét sfc t6 >110g/1 d6i v6i ca nam va nit, t6t nhat 1a duge >125g/1 ddi véi ca
nam va nd
3.6.2. Cac xét nghiém sang loc cac bénh virus
— Viém gan B: 4m tinh
— Viém gan C: 4m tinh
- HIV : Am tinh
3.6.3. Cac xét nghiém sang loc cac bénh vi trang va ky sinh traung
— .86t rét: 4m tinh
- Giang mai: 4m tinh
3.6.4. Cac xét nghiém khac
— Pudng niéu, protein nidu: 4m tinh
— X quang tim phdi: binh thudng
4. Tiéu chuin ngudi cho huyét tucng va t& bao
Tri cdc trudng hdp dic biét thi ngudi cho huyét tuong hoic cho t& bao cing
phai ¢6 cac tidu chudn theo théng 18 nhu ngudi cho mau toan phén binh thudng vé

tuyén tron, quan 1y ngudi cho.

4.1, Cho té bao: nguti cho mau ciing phai duge kiém tra

|

-2 ~ -
Kiém tra 1am sang

Mach, huyét ap

Dudng, protein niéu

Cac x6t nghiém sang loc cac bénh lay truyén

Cac xét nghiém huyét hoc, sinh hoa:

242



+

Dém s6 lugng hdng cdu, bach cdu, tifu clu

+ Protein huyét thanh, protein toan phén

+ Dién giai 6

+ Binh lugng mdt s8 protein huyét thanhvi du: albumin, IgG..)

Cac xét nghiém trén phai c6 két qua binh thudng. V& s& 14n cho té& bao
khéng qua 2 l1an/ nam. Trit cac trudng hgp hét siic dac biét can thiét vi du trong
cac trudng hgp mién dich dic biét hodic ngudi cho mau cé quan hé rudt thit véi
ngudi nhan, thi s& 1an ¢6 thé ting 18n tdi da 1a 4 14n/ nam.

CAn chi ¥ rding viéc cho t& bao chi thue hién véi ngudi cho dudi 50 tudi.

4.2. Cho huyét tuong: ngudi cho cin phai duge kiém tra

Kiém tra ldm sang

Mach, huyét ap

—  Huyét sic td hoac hematocrit

Cac xét nghiém sang lgc cac bénh lay truyén

- Céac xét nghiém sinh hoa: phan tich protein huyét thanh (protein toan
phan hodc dinh lugng mdt s8 protein nhu albumin va IgG).

— Dé&m sé lugng tiéu_cﬁu > 150 G/1
Cac két qua trén phai ndm trong gidi han binh thudng.
Khi cho huyét tucng ngusi cho ¢6 thé cho t&i da:

+ 10 lit trong 1 nim

+ 2 lit trong 1 thang

+ Khéng qua 500ml trong 1 1an

Théi gian t6i thidu dé c6 thé cho mau toan phén sau khi cho huyét tudng 1a
48 gio.

KY THUAT THU GOM MAU

I. KY THUAT LAY MAU BANG TUI CHAT DEO
1. M& dau

Vide st dung tdi déo trong truyén mau la moét phuong tién phl hgp rat tot
cho hién tai va lau dai. Tai nhuya véi nhiéu vu diém cda né tao diéu kién thuan 1gi

cho viéc 1dy mAau, san xuft cac ché pham mau, cling nhu trong viée bao quan va
phan phéi.
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Tii 14y méau cting cac dung cu kém theo sit dung mét lan tao sy dé chiu va
an toan cho ngudi cho mau, khdng gay cac tac hai do qia trinh cho mau.

2. Nguyén tic

— L&y mau bing tai 1a 14y mau theo mét quy trinh kin do vay khong doi hdi
phai ¢é budng vd trung, ¢6 thé thuc hién dude 6 nhiéu noi (vi du nhu trong ldy
mau luu dong).

— P& dam bdo dude tinh nang va cac uu diém cia tai ldy mau deéi hoéi k¥
thuat phai dude thuye hién theo mdt trinh tit chat ché, chinh xac.

3. Vj tri t& chic 1y mau

Vi viée st dung tii déo trong 18y mau, ching ta ¢& khong cAn dén budng vé
triing nhu d81 véi 14y méu bang chai nhu truée ddy. Tai cac co s6 1dy mau ¢ dinh
chi can ¢6 mot bubng to phtt hop véi nhu cAu ella minh. Véi 14y mau luu dong ta co
thé tién hanh tai nhidu ndi nhu hoi trudng, 16p hoc...tham chi ¢6 thé thuc hién
dugc ca ¢ vuon hoa, trong c¢dng vién..v.v

Nhung ciing can chii § vi tri t6 chitc phai dat tar mdt noi réng rii, thoing
mét, sach s&, khong khi trong lanh, ddy 44 anh sang, dé c6 thé thyc hién duge ky
thudt mdt cach chinh xée, tranh cdc 14y nhifm va tao duge sy thodi mai dé chiu
dé1 véi ngudi cho mau trude, trong va sau khi cho méau.

4. Phuong tién, dung cu: & day ching ta chi dé cap dén nhitng phuong tién va
dung cu phuc vu truc tiép cho k¥ thuat 14y mau.

1. Giudng 1ay méau: Dude san xuét chuyén dung cho 14y méau, v8i cac noi
khong c6 didu kién 6 thé sit dung giudng phing ngang thay thé. Di 1y mau luu
ddng néu khéng st dung 6 to 14y mau chuyén dung thi nén dung giudng gip dé dé
van chuyén va l4p dat.

2. May lac mau: Vita ¢6 tac dung trén 1an chat chéng déng vdi méu vira ¢6
tac dung xac dinh thé tich mau duge 1dy.

3. Dung cu x&c dinh thé tich mau dinh 14y: Néu khong ¢6 may lic mau, phai
thuc hién dong tac nay bang tay thi can ¢é cdc dung cu xac dinh thé tich mau
dinh 14y nhu: cdn bing, c4n treo hodc hdp 16ng.

4. Tai 18y mau: don, ddi, hodc tiii ba tuy theo nhu ciu cd sd.
5. May han day (néu c¢6 thé) c¢6 hai loai dé ¢4 dinh va di dong.
6. Kim vuét day 18y mau

7. Khoa nhém

8. Kep hodc panh nhua

9. Bong gac vo6 trung va hdp dung

10. Bang dinh

11. Dung cu sat trang
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— Con lod hoac ¢dn 70° sat triang chd 14y ven.

— Nude Javen: lau va tdy u& nhitng vét méau day, dinh ra khu vyc 18y mau.
12. Panh, kéo kim loai

13. DAy gard

14. Qua ném cho ngudi cho ndm khi 14y mau

15. Bit da

16. Ong nghiém va gia dé 6ng nghiém

17. Ban 14y mau

18. Dung cu dung rac thai: hdp, thung, tdi nilon

5. Xac dinh thé tich mau dinh Igy
5.1. Surdung mdy lac mau

Thuong thi cac may lic mau cé kém tinh ning xac dinh thé tich mau dinh
14y (theo nguyén ly thé tich ho#c trong lugng). May sé tu dong khoa diy, bao hiéu
nging 18y khi lugng mau dinh 14y dd duge 14y da. Can diéu chinh may theo luong
mau dinh 14y trudc khi tién hanh 14y mau.

5.2. Hép i6ng

Dung cu nay cg cdu tao don gian, ré tién, d& bae quan. Cing phai chd § kiém
tra va diéu chinh thé tich hgp ldng bing cac miéng nhya (adapter) tuy theo thé
tich mau dinh 18y trude khi tién hanh k¥ thuat. Khi tdi mau ndm chat trong hop
16ng, tic 1a lugng mau dinh 14y da di thi mau cing khong vao thém duge niia.

5.3. Can

C6 thé st dung can ban hogc cdn treo, chd § phai sit dung loai can dang dé
cdn cac vat ¢ trong higng nhd (nén tir 500-1000g) d€ dam bao dude dd chinh xac
cao cua can. Véi dung cu nay xac dinh thé tich mau dinh 14y bing trong lugng cla
nd, dya theo cach tinh toan sau:

- Ty trong mau = 1,01g /ml.

- Trong lugng tai = Trong lugng bao bi + trong lugng dung dich chéng doéng
- Trong lugng mau = 88 ml mau dinh 14y x 1,01g.

Yay:

Trong lugng cudi cing = Trong lugng tai + Trong lugng thé tich mau dinh 1&y
Vidu: Gia sit tdi 18y mau 250ml c6 trong lugng 75g

Thé tich méau dinh 14y 12 250ml vay trong lugng sé 1a: 250ml x 1,01g = 252,5¢
Do d6 tdng cong sé 1a 7,5g + 252,5g = 327,5g

Khi trong lugng tiil méau dat hodc treo trén cin dat té1 327,5¢g tic la da 14y
d1 86 lugng mau dy dinh 1& 250ml.
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6. Chuan bi trudc khi 1dy mau: (Khéng @8 cap dén viée chuéin bi khu vye
ldy mau)

- Kiém tra dung cu 14y mau: da diy @4 vé ching loai, s& lugng va chat
lugng. Sap xép dung cu da ngan nap va thuan tién.

~ Kiém tra tai 14y mau: kiém tra vé ching loai, s& lugng luu ¥ chi mé cac
hép dung tdi 14y mau sat véi s6 lugng don vi mau dinh 1dy) d8 toan ven cua céc
tii 14y mau. Kiém tra thanh phin dung dich chéng d6ng trong tdi dé xac dinh
duge han luu giit bao quan mau. Xac dinh trong lugng cta loai tii duge dang.

— Cho ngudi cho mAu ndm lén trén giudng trude khi 14y mau khoang vai phut.

- Bang viéc héi tryc tifp ngudi cho mau dé kiém tra sy pha hop vé cac
théng tin ngudi cho mau so sanh véi thé hodc phidu cho méau ciia ho (ho tén, tudi,
dia chi, nhém mau..). Né&u ¢6 bdt ky mét syt khéng phir hdp ndo cin ngiimg ngay
lai d€ tién hanh kiém tra xéc dinh nguyén nhén va ¢6 bién phap x 1y pha hgp.

— Xac dinh lugng mau dinh 14y, y&u ciu lidy mau nhdm muc dich gi khac
théng 1é khéng, dé chudn bi tii 14y mau tuong dng.

Vidu: + Lay mau bing tiii d6i hay ba?
+ Thé tich mau dinh 18y 250m], 350ml hay 450m]?

+ Né&u lugng mau dinh 14y it hon, cin diéu chinh lugng dung dich
chéng d6ng, thi tinh toan dé loai bé bét mét phan tuong ting dung
dich chéng d6ng c6 sin trong tui.

— Dién cac théng tin duge yéu cu 1én nhin cla tdi nhya:
Ho tén v/ ho#c s6 ngudi cho mau.

Nhém mau: néu c6

Ngay 1ay mau va / hodc han st dung

Tén k§ thuat vién hodc y ta thuc hién k¥ thuat 18y mau

+ o+ o+ o+ o+

Ké&t qua xét nghiém néu cob.

Né&u la cac trudng hop 14y mau c6 tinh chat dic biét cAn ghi cu thé muc dich,
yéu cdu cu thé 16n nhan tdi va ¢6 danh d&u rd rang.

— Xac dinh trong lugng toan b tdi mau khi ¢ mau nhu d4 huéng dan & trén.
~ Dién thdng tin theo quy dinh 1én 8ng mau mau (pilot) hodc 6ng mau dung
cho xét nghiém.
7. Tién hanh 1ay mau
' 7.1. Ngay trudc khi 15y méu

— Néu th4y cin thiét ¢6 thé kiém tra lai cic théng tin ngudi cho mau da néu
6 trén.

~ Hdi xem ngudi cho mAu c6 thodi mai, dé chiu va da sdn sang cho mau chua.
~ Kiém tra lai tu th& ndm cia ngudi cho da thodi mai hgp 1y chua.
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- Boe 16 that cao cAnh tay nguoi cho d bén dy dinh 14y mau.
— Dat diy gard: 6 chit viva phai, phia trén nép gap khuyu tay khodng 5-7cm.

— Chon vi tri chge ven: chon ven to, céng, it di ddng, thudng nam & giiia nép
13n khuyu tay. Luu ¥ viéc lya chon vi tri choc ven cin rit cdn than dé tranh gay
cac truc tric trong giai doan sau va giy dau cho ngudi cho méu. Néu chua that
thodi mai véi ven d4 chon thi c6 thé so sanh véi ven & tay bén kia d€ chon duge
ven t6t nhat.

— Mbt 14n nita kiém tra lai d6 toan ven cta tdi mau va kim, dung dich
chéng déng, cac ndi dung da ghi.

~ Lam mdt mit that 1dng trén day 14y mau cich kim 14y mau khodng 15-20cm
sau dé dung panh kep chat day 18y mdu lai. C6 thé khéng cin 1&m niat thit nay néu
ta st dung k¥ thuat hai panh kep khi hoan thién qud trinh 14y méu, nhung ky
thuét nay hoi rudm ra va cé mét sd nhuge diém nén ching t6i khong 48 cap & day.

7.2. Tién hanh I8y méu
~ Trong nhiing trudng hgp 14y mau luu déng, s6 hugng ngudi cho nhiéu, c6
thé gidy mét trat tu, ngudi k¥ thuat vién hoéic y t4 phu trach ldy mau nhiéu

giudng nén kiém tra sy phit hgp vé cic théng tin ngudi cho véi cac ndi dung duge
ghi trén thé va tdi 14y mau. Mot 1an niia hdi ngudi cho mau da sén sang chua..

— Tién hanh choc ven, dung con lod hodc c¢én 70° sat trang vi tri dinh tién
hanh choc ven. Dong tée choc ven cdn tién hanh chinh xac, nhanh chéng va dat
khoat. D1 qua da & vi tri canh ven (tranh di thezmg vao vi tri ¢6 ven do dé giy loang
mau ra xung quanh vi tri choe, rat xdu vé mit k§ thuat) sau d6 dua kim vao long -
ven, chi ¥ can dua kim sdu vao trong 16ng ven dé kim duge ¢6 dinh tat tranh gay
" di léch vé sau.

Khi &3 cdm giac dude kim nam trong ven rdi, ta md panh kep day 14y mau sé
thidy mau chay nhanh ti diay ldy mau vao tii.

- €& dinh t8t kim bang bing dinh sau khi theo d5i thady mau chay tat.

— Chd § néu ddng téc choc ven khéng thanh céng, ¢6 thé dd tim tinh mach
(ven) cAn phai ¢8 ging hét sde, tranh gay dau dén cho ngudi cho. Sau mét hodc
hai 1an do khong dude, thi khéng nén ¢ qua ma nén ddi cho ngudi k¥ thuat vién
ho#c y ta khac lam giup. Néu cam gidc khong tin tuéng thanh cong thi nén déi
sang tay khac va cho ngudi cho mau nghi mét lat, Cn luu § trude khi rat kim ra
khéi tay ngudi cho mau can kep lai day 18y méau (théo gard, dat bang vo trang vao
chd choc). Khi rit kim kiém tra xem ¢6 mau déng & ddu kim hay khéng, néu
khong ¢6 cAn day ngay miii kim lai. N&u ¢6 cuc déng 8 ddu kim thi déc nguge tdi
mau, md nhe panh kep diy diing mét ludng rat nhd dung dich chéng déng trong
tii dé ddy cuc dong ra khoi miii kim, sau d6 kep panh day 18y mau va diy mii
kim lai. Thuc hién lai tit ddu véi 14n choc thit hai véi syt cfin théan cao hon.

7.3. Theo déi qud trinh ldy m&u

— Theo dbi tinh trang ngudi cho mau trong qua trinh 18y méau: véi cac biéu
hién vé nét mit, sic da.. Thinh thodng c6 thé héi ngudi cho mau mot s6 chu xa
giao. Néu c6 bidu hién khéng binh thudng thi cAn ngitng ngay qua trinh cho mau,
goi bac s1 phu trach dé ¢6 hudng xit 1y, phti hop, kip thdi.
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— Trén chat chéng déng va mau: déng tac nay khéng phai lam néu 1ay bang
may lic mau. N&u sit dung bing tay thi ¢6 thé lam dong téc xoa bép, nhdi ép hodc
dao chiéu tii mau mot cach nhe nhang. Déng tac nay can duge lam lién tuc trong
phiit dau tién, sau d6 ¢6 thé chi cdn 1am khodng 50ml/1 14n (1-2 phat/1 14n).

— Nén y&u cdu ngudi cho mau ném chat ban tay, hodc co bép ban tay (c6 thé
ding qua ndm) dé mau chay dude t6t hon. Néu thay dong chdy kém, cin kiém tra
lai gard hofc 16ng ho#c chit qua, kiém tra lai vi tri kim duge ¢6 dinh cé t6t khong.

— Theo ddi thé tich mau dudc 14y: nhu da trinh bay & trén.

+ Né&u diing may lic mau: sé tuf ddng khoa day 14y mau va bao déng khi di
htgng mau dinh 1ay.

+ Véi 14y mau bang can: tong trong lugng tii mau da dén trong lugng yéu
cau tie la da 14y &0 mau theo du tinh.

+ V6i ldy mau bing hop 16ng: khi 14y dd mau ta sé thay tdi mau ndm chat
trong hép long, lac tii miu s& cé cam gide chat.

7.4. Hoan thién qud trinh 18y m4u: khi da 1ay d0 lugng mau du dinh,

- Thét chit niat thit 16ng dude 1am lde trude dén khi thay nit thit trang ra
khéng ¢6 mau ndm J nit 1a dat yéu cau.

- Kep day 18y mau sat véi niat thit vé phia kim.

— Kéo panh kep v& phia kim, cAch mit thit khodng 2-3cm. Khi kéo panh ra ta
sé thay phan day gitia nat thit va panh kep lai va khéng ¢é mau & doan d6 12 duge.

— Dung kéo cat day 18y mau & doan gitia nit thit va tay kep tach rdi tai 18y
" mau khoi ngudi cho.

- L&y mau vao dng nghiém: md nhe panh kep 14y mot lugng mau via dq,
sau dé lai kep lai, thao day gard, diat bdng vé trung vao vi tri choc ven, mit kim ra
tit tit (tranh rit kim nhanh giy phan {ng cho ngusi cho mau), phan mau trong
doan day cdn lai cho ndt vao 6ng nghiém thit lai. Pay nadt kim va bd doan day va
kim vao hdp chia d6 thai.

- C§ dinh béng cAm mau bing bang dinh, nhung nén nhic ngudi choHdu(x)i
tay, 14y tay kia 4n béng cdm mau khodng vai phit. Khéng nén gap tay dé gay
chay mau do bong khong ép chat vao vét choc kim.

- Hbi ngudi cho mau c6 d& chiu sau khi cho mau khéng. Nén dé ngudi cho
mAu ndm thém mét vai phat sau khi cho, tra cho ho thé hodc phiéu cho mau sau
khi dién lugng mau da cho. Hudng din ngudi cho mau ra noi an diém t4m nhe sau
khi cho mau. CAn cam on ngudi cho méau,

-~ Dung kim vuét vudt phdn mau trong diy vé tdi miu lam td mot dén hai
1An dé mau trong day dude trdn 1an vdi chit chéng déng.

~ Gia cd thém nut thit trén diy 14y mau bing méay han hodc khoa nhém (6
vi tri sdt vdi nat that da duge lam) .

— Ghi s8 lugng mau dude 14y 1én nhén tdi, hoan chinh nét cac théng tin yéu ciu
néu con thiéu. Chuyén cic tii mau va éng nghiém sang bd phan tiép theo.

I1. KY THUAT THU GOM MAU, CAC THANH PHAN MAU BANG MAY TU DONG
(xem chudng 6)

248



KY THUAT SANG LOC CAC BENH NHIEM TRUNG
TRUYEN QUA BUONG TRUYEN MAU

1. S8ang loc HIV, HBV, HCV

e Hién nay ¢6 ba logi thu nghzem hay duge st dung nhdt dé sang loc HIV,
HBYV, HCV cho ngudi cho mdu la:

— Thi nghiém mién dich gan men (ELISA: Enzyme-Linked Immuno-Sorbent-Assay).
— Thit nghiém ngung két hat.
— Thi nghiém nhanh.

e Khi lua chon s dung mot trong ba thi nghiém trén, cé mét s6 diém cén
chit ¥ nhu sau:

— Nguyén Iy k¥ thuat

~ 8d phtc tap cua thi nghiém

— Thai gian phan dng

- Dé nhay

— Do déc hiéu

— Kha nang thich hgp clia timg phong xét nghiém

~ Su tién lgi |

- Gidca

o Nguyén ly cua thw nghiém: Ca ba thit nghiém trén déu dya trén cing mot
nguyén ly sinh hoe, bao gém hai bude co ban:

~ Su ¢6 mit caa khang nguyén hay khéang thé dic hiéu Jtrong méiu mau can
xét nghiém thé hién bang phan Ung mién dich v6i khang thé hay khang nguyén

tuong dng da dudc gin trén pha rdn dé tao thanh phiec hgp mién dich khang
nguyén- khang thé.

- Nhan biét phitc hgp mién dich khing nguyén-khang thé nhd hé théng chi
thi mau.

e Mdu xét nghiem:

Hién nay, hau hét cac thit nghiém c6 thé s& dung huyét thanh hoac huyét
tuong, tuy nhién phai tuin thia theo st huéng din clia nha sin xuit 1a dang
huy&t thanh hay huyét tuong.

» Dung cu va thuéc tha:
— Dung cu:
+ May ly tdm
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Tu lanh

Hé théng may ELISA ti déng hodc ban ty dong
Pipetman

Tua say

Binh cach thuy

~ - - - - 4 > -
Pau ¢bn cac loai, gia dé dau ¢bn

+ + + + + +

+

6ng nghiém tan mau

+ Gia dé gan giéng nhua

+ Budng t6i dé U trong giai doan hién mau
— Thude thii:

+ Cac giéng nhua da duge gin sin khang nguyén HIV1 va HIVZ, khéng
nguyén loai IgG va IgM.

+ Dung dich hoa loang mau

+ Cong hop (Khéng thé khang y-globulin ngudi gén enzym hodc khang thé
dic hidu gdn enzym hodc khéng nguyén da bist gin enzym).

+ Dung dich co chét

Dung dich acid dé ngiing phan ing
Dung dich ria

Chilng 4m

Chitng duong

Chiing ngudng

Nude cat

+ o+ + o+ o+ o+

1.1. Thar nghiém ELISA

— Day 14 loai thi nghiém phic tap nhat trong ba leai thu nghiém, tuy nhién
néu da ndm dude nguydn 1y cia thi nghiém ELISA thi sé nhanh chéng hiéu duge
nguyén 1y ciia thit nghiém ngung két va thi nghiém nhanh.

— Hién nay c6 nhiéu loai thi nghiém ELISA dé phat hién khang thé, hiu
hét cac thi nghiém dé dua trén nguyén tic ding khang nguyén cta virus di duge
¢d dinh trén pha ran dé phat hién khang thé c6 trong méiu xét nghiém ho#c gan
KT dé phat hién KN.

- Céc th( nghiém ELISA c¢6 thé lam bing tay, trén cdc hé théng may
ELISA ty ddng hodic ban ty déng.

1.1.1. Thiy nghiém ELISA loai khéng y-globulin
a. Nguyé‘n ly cia phan ting

— Sy c¢6 mit cta khang thé? dac hidu trong mau mau cin xét nghiém Ehé’ két
hgp vé1 khang nguyén d& biét gin trén pha rin dé tao thanh phtic hgp mién dich
khang nguyén- khang thé.
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— Nhan biét phttc hgp mién dich (khang nguyén-khang thé) nho hé théng
chi thi mau.

b. Cdc bude tién hanh thit nghiém

Buée 1: Kiém tra may rita, 0 vd may doc, dua sinh phdm va thudc thit vé
nhiét d6 phong thi nghiém (22°C), chuén bi dung dich ria.

Budc 2: Lap so d6 xét nghiém (Vi trf cac giéng nhé ching, nhd miu xét nghiém).
Buédce 3: Lay cac giéng nhuya da duge gin ban khang nguyén HIV ra khdi tdi
giay bac va gén vao phién nhya (Hinh 6.1).

2\ Khéang nguyén

Hinh 6.1: Khang nguyén HIV dugc gan trén phién nhua

Bugéc 4: Nhé dung dich hoa loing mau vao tat ca cac giéng

Budc 5: Nho chiing va huyét thanh cdn xét nghiém vao cac giéng theo dung
so 46 da 1ap va 4 trong thai gian nhat dinh 6 nhiét d6 xdc dinh. Trong th# gian
nay, cic khang thé dac hiéu c6 trong huyét thanh cdn xét nghiém sé phan ing véi
khang nguyén da bist (HIV, HCV) d& duge gén trén bé mat giéng nhua (Hinh 6.2).

A Khang nguyén

A Khang thé HIV

Hinh 6.2: Khang thé HIV dugc gan vdi khang nguyén HIV
Budc 6: Loai bo KT thita vao cudi giai doan 0, ria giéng dé loai bo KT thita
va huyé&t thanh, chuén bi cho budc tiép theo (Hinh 6.3). C6 thé tién hanh ria trén
may rua ty dong hoidc ban tu déng, 1an riia cubi ciing cdn 1am khé day giéng.

A Khang nguyén

A Khang thé HIV
mau thir

Hinh 6.3: Loai bd huyét thanh va khang thé thira
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Bude 7: Thém dung dich ¢éng hop vao tit ca cac giéng rdi 0 & nhidt d6 nhat
dinh trong thdi gian xac dinh (Hinh 6.4). Trong giai doan nay cdéng hgp c6 ban
chit 14 mét khang khang thé gdn enzym, céng hgp s& la cdu ndi gifta phiic hgp
khang nguyén —khang thé dic hidu va chit hidn mau. Cong hgp chi gén véi khang
thé ma da dude gin véi khang nguyén gén ban (Hinh 6.4).

A Khang nguyén

A Khang thé HIV

L Cong hop

Hinh 6.4: Cong hop dugc gan vai phifc hgp khang nguyén-khang thé
Bude 8: Cudi giai doan 4, rita giéng loai bd thanh phéan thira, cdng hgp khong

gin va chudn bi budc tiép theo. Qua trinh ria ciing giéng nhu mé ta ¢ bude 6
(Hinh 6.5).

A Khang nguyén

A Khang thé HIV

% Cong hop

Hinh 6.5: Loai ba cong hgp thira

Budc 9: Thém ngay dung dich cd chit vao tat ca cdc giéng va u 6 nhiét d§ xac
dinh, thudng 1a tit 18 - 25°C, trong thdi gian nhat dinh. Dung dich cd chat chia
mot chit hoa hoc 13 chat hiéu mau. Khi thém dung dich co chét vao giéng ¢ chita
cac thanh phan gén céng hdp, enzym sé hoat hoad c¢d chit va do vAy hinh thanh
chat mau trong giéng. Cac giéng khong chita thanh phin gin céng hgp sé khong
thay d6i mau khi thém co chit vao giéng (Hinh 6.6). Cac giéng c6 phan ing (giéng
ban ddu chita huyé&t thanh HIV dudng tinh) thi ¢6 mau, trong khi giéng khéng
phan iing (giéng ban diu chita huyét thanh &m tinh) thi khéng mau. Cac giéng
nhd chitng Am, chiing dudng thi ¢6 mau khac nhau.

Khéng mau A Khang nguyén

A Khang thé HIV

2 Conghap

Hinh 6.6: Enzym hoat hod co chat
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Buéde 10: Cudi giai doan v, thém dung dich acid hoa lodng vao tat ci céc
giéng dé dimg phan ing. Acid ¢6 tac dung bat hoat enzym va ¢§ dinh mau.

Buéc 11 : Doc mat d6 quang (gia tri OD) cua dung dich trong giéng va danh
gia k&€t qua thi nghiém.
1.1.2. Thir nghiém ELISA canh tranh

a. Nguyén ly phan ing

Thi nghiém ELISA canh tranh ciing gidng nhu kiéu ELISA khang globulin.
Khang thé gin véi kh&ng nguyén cd dinh va sau dé sy c6 mat ciia khang thé duge
phat hién, k&t qua nguge lai v6i ky thuat trén phan dng (+) khéng ¢ KT dic hiéu,
phan ting (-) ¢6 KT déc hiéu, ké&t luan: két qud (+).

b. Cdc bude tién hanh

Budc 1: Chuan bi : Kiém tra may riia, 4 vd may doc, dua sinh phAm va thude
thit vé nhigt d6 phong thi nghiém (22°C), chuén bi dung dich ria.

Budc 2: Lap so do xét nghiém (Vi tri céc giéng nhé chitng, nhd miu xét nghiém)
Budc 3: LAy cac giéng nhya da duge gin ban khang nguyén déc hi¢u ra khoi
ti gify bac va gin vao phién nhua (Hinh 6.1).

Bude 4; Nho chitng va huyét thanh cin xét nghiém vao cac giéng theo diang
so d& da lap va a trong thoi gian nhit dinh & nhiét 6 xac dinh. Trong thcn gian
nay, cic khang thé dac higu cé trong huyet thanh cdn xét nghiém sé gin véi
khéng nguyén di biét gén trén bé mat giéng nhuya.

Bude 5: Thém dung dich ¢dng hgp KT dic hidu vé6i KN da gén men vao tat ca
cac giéng réi 4 6 nhigt d6 nhit dinh trong thai gian x4c dinh.

Bude 6: Cac giéng dem u 8 nhiét d6 xéc dinh trong thdi gian nh4t dinh.
Trong thoi gian nay, khang thé dac hiéu nao co mat trong huyét thanh can xét
nghiém sé canh tranh véi khéng thé dic hiéu gdn men cdng hop vé vi tri gdn vdi
khang nguyén virus (Hinh 6.7)

A Khang nguyén

A Khang thé

2 Conghop

Hinh 6.7: Canh tranh gilra cong hgp va khang thé HIv

Bude 8: Cubi g131 doan 1, rita gi€ng loai bd huyét thanh, cong hop khong gan
va chuin bi budc tiép theo.

Budc 9: Thém ngay dung dich co chat vao tat ca cac giéng va 6 & nhiét do xac
dinh, thudng la tir 18 - 25°C, trong thoi gian nhat dinh.
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Budc 10: Cudi giai doan @, thém dung dich acid vao tdt ca cic giéng 48 ding
phan tng. Acid ¢é tac dung bat hoat enzym vi ¢8 dinh mau.

Budc 11 : Poc mat dd quang (gia tri OD) cta dung dich trong giéng va danh
gla két qua thi nghiém.

Néu khéng ¢6 khang thé dac hidu trong miu xét nghiém, thi khang thé cong
hgp sé& gén véi khang nguyén trong giéng va su c¢6 mit cua enzym s€ hoat hoa co
chit thanh sin pham c6 mau. O giéng ¢6 khang thé ddc hiu trong miu xét
nghiém, su ¢6 mit clia khang thé s& ngan can khang thé céng hgp gin véi khang
- nguyén va vi vay ¢6 it hoac khdng c¢6 miat enzym trong giéng va din dén c6 it hoac
khéng hoat hoa cg chit va khéng ¢6 mau (Hinh 6.8).

A Khang nguyén

A Khang thé
o8 < o8 NS
2 N 7 g R
A *‘3\\'— —f)’? i‘i\o* I Conghop
+
Khong mau Codmau

Hinh 6.8: Loai b huyét thanh va cdng hop thia

1.1.3. Thir nghiém ELISA ki€u banh kep (sang loc khang ﬁhé nhu HIV hoidc khang
nguyén nhu HBsAg).

Hién nay phdn 1én cac thit nghiém phat hién anti-HIV va HBsAg caa cac
hang san xuit qudc t& 1a loai nay.

a. Phdt hién khdng thé (khdng thé HIV)

o Nguyén ly phdn itng: Nguyén 1y co ban cua phuong phap ELISA kep gita
giong v6i ELISA khang globulin: khing thé HIV gin véi khang nguyén cd dinh va.
sy ¢6 mat cua khang thé duge phat hién. Thi nghiém nay khéc vé cach phat hién
khang thé HIV. Khang nguyén HIV (thuong 1a céac peptld tong hgp) dugc gan trén
bé mat giéng. Thém huyét thanh xét nghlem vao giéng va 1. Cudi giai doan 1, ria
loai bo huyét thanh, thém céng hgp rdi & tiép tuc. Cong hgp la khang nguyén tong
hop gén enzym, chit khéng phai la khang thé khang IgG ngudi gin enzym (nhu
trong ELISA khang globulm) Trong thdl gian 4, khiang nguyen cdng hgp gén véi
phite hgp khang thé khang HIV d4 gén véi khang nguyén ¢6 dinh trong giéng.
Mot phitc hgp “kep”: khang nguyén - khang thé - khang nguyén dugce tao thanh.
Réa bé cong hop thita va thém chét hién mau vao giéng nhu trong thi nghiém
khang globulin. Tién bd cha loai thit nghiém nay 1a tinh déc hiéu cha né va ty 1§
duong tinh gia giam di.

e Cde bude tién hanh:

Buée 1: Kiém tra may rda, 4 va may doc, dua sinh ph&m va thudc thi vé
nhiét d6 phéng thi nghiém (22°C), chuén bi dung dich ria.
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Buéc 2: Lap so d6 xét nghiém (Vi tri cac giéng nhé chimg, nhé miu xét nghiém)

Budc 3: LAy cac giéng nhua da duge gdn ban khang nguyén HIV ra khdi tui
gidy bac va gin vao phién nhya (Hinh 6.9).

2\ Khangnguyén

Hinh 6.9: Khang nguyén duoc gén trén phién nhua

Buéc 4: Nhé dung dich hoa loAng mau vao tat ca cac giéng

Buédc 5: Nhé chitng va huyét thanh can xét nghidm vao cac giéng theo diing
s¢ d6 da lap va 1 trong thdi gian nhat dinh d nhiét d6 xic dinh (Theo quy dinh cha
ting hang sin xuat). Trong thdi gian nay, cidc khang thé dic hidu c6 trong huyét
thanh edn xét nghiém s& gn véi khang nguyén déc higu dd duge gdn trén bé mat
giéng nhya (Hinh 6.10).

A Khang nguyén

A Khang thé HIV

Hinh 6.10: Khang thé dac hiéu dugc gén vdi khang nguyén (+),
khéng ¢é KT dac hiéu (-)

Bude 6: Vao cudi giai doan 0, ria giéng dé loai bd huyét thanh va chuin bi
cho budc tiép theo (Hinh 6.11). Cé thé tién hanh ria trén may rua tu dong hoic
ban ty déng, 14n ria cudi cling can lam khd day giéng.

A Khang nguyén

A Khang thé HIV
{MAu thir)

Hinh 6.11: Loai bé huyé&t thanh va khang thé thira

Bude 7: Thém dung dich c¢ong hdp vao tét ca céc giéng réi i 6 nhiét do nhat
dinh trong thai gian x4c dinh (Theo quy dinh cda titng hing san xuit). Trong giai
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doan nay cong hop c¢6 ban chit 12 mét khang nguyén gin enzym, cdng hap sé la
ciau ndl gitta phitc hop khang nguyén - khang thé dic hiéu va chit hién mau. Cong
hgp chi gan vé khang thé da dude gin vdi khang nguyén gin ban (Hinh 6.12).

A Khang nguyén
A Khéng thé HIV {Mau thir)
O

¥ Khang nguyén HIV gin enzym
(Céng hap)

Hinh 6.12: Céng hap dudc gan vdi phirc hgp khang nguyén - khang thé
~ Budce 8 Cudi giai doan 1, rta giéng loai bé thanh phan thia, cong hgp khoéng
gan va chudn bi bude tigp theo. Qua trinh ria cling gidng nhu mé ta & bude 6 (xem
hinh 6.183).
A Khang nguyén

A Khang thé

g Khang nguyén gan enzym
(Cang hop}

Hinh 6.13: Loai b cdng hop thita

Bude 9: Thém ngay dung dich cd chat vao tat ca cic giéng va U & nhiét dd xéc
dinh, thudng 14 ti 18 - 25°C, trong thai gian nhit dinh (Theo quy dinh cua tiing
hang san xuit). Dung dich ¢ chit chia mot chit hoa hoc 1a chat hiéu mau. Khi
thém dung dich co chit vao giéng c6 chita cac thanh phan gin céng hop, enzym sé
hoat hoa cd chét va do vay hinh thanh chit mau trong giéng. Cac giéng khéng
chita thanh phan gén ¢dng hop s& khdng thay d6i mau khi thém cd chit vao giéng
(Hinh 6.13). Cac giéng c6é phan (ng (giéng ban dau chda huyét thanh HIV dudng
tinh), thi ¢6 mau trong khi giéng khéng phén ting (giéng ban diu chita huyét
thanh d4m tinh) thi khéng mau. Cac giéng nhé chitng Am, ching dudng thi ¢ mau
khac nhau (Hinh 6.14).

A\ Khang nguyén
A Khang thé
O

¥ Khang nguyén gin enzym
(Cong hop)

Khong hién mau

Hinh 6.14: Enzym hoat hoa cg chét

2566



Bude 10: Cudi giai doan 1, thém dung dich acid hod loing vao tdt ci céc
giéng dé ditng phén ting. Acid ¢6 tac dung bat hoat men va ¢ dinh mau.

Bude 11 ; Doc mat dd quang (gia tri OD) cta dung dich trong giéng va danh
gn két qua thit nghlem Trong cac giéng chiia mau c6 khang thé, cong hop dugce
gédn véi khang thé va men hoat hod co chat dé tao thanh san ph&m mau.

b. Ky thudt phat hién khang nguyén (HBsAg) (banh kep)

e Nguyén ly cua phdn #ng : Nguyén 1y cd ban cua tht nghiém ELISA phat
hién khang nguyén tudng Ly nhu thd nghiém ELISA phat hién khang thé nhung
§ day, vai tro cha khang nguyén va khang thé nguge nhau, khang nguyén dic
hiéu gén véi khang thé ¢d dinh va phat hién s c¢6 mat cia khang nguyén.

o Cde biude tien hanh:

Bude 1: Kiém tra may rda, 0 va may doc, dua sinh phdm vi thude thit vé
nhiét d6 phong thi nghiém (22°C), chuén bi dung dich rda.

Buéc 2: Lap so d6 xét nghiém (Vi tri cac giéng nho chitng, nho miu xét nghiém)

Budce 3: LAy céc giéng nhua da duge gin ban khang thé HBs ra khoi tdi gidy
bac va gan vao phién nhya (Hinh 6.15)

Y Khang thé Hbs

Hinh 6.15: Khang thé HBs dugc gan trén phién nhua

Bude 4: Mau nghiém dé nguyén hodc hoa loing duge cho vao cée giéng theo
ding sd d6 da lap va duge u ding nhiét dd va ding thai gian (Theo quy dinh cla
tiing hing san xuil). Trong thoi gian nay, khang nguyén dac hiéu (néu ¢b) sé& gin
v&i khang thé (Hinh 6.16).

Y Khang thé Hbs

+ Khang nguyén
(M3u thiy)

Hinh 6.16: Khang nguyén sé dugc gan véi khang thé HBs

Bude 5: Sau khi a, cdc gidng dude rita dé loai bd khang nguyén thia.

Buéc 6: Dung dich céng hop dude thém vao mdi giéng. Sau d6 céc giéng d&dc
u ding nhiét dd va da thoi gian (Theo quy dinh cua ting hing san xuit). Trong
thdi gian nay, ¢6ng hop két hop véi khang nguyén dic hiéu da gén trén giéng.
(Hirth 6.17).
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Y Khang thé Hbs
o Khang nguyén (mau tha)

R Khang thé Hbs gén men
{cong hap)

Hinh 6.17: Cong hgdp két hdp véi phlrc hgp khang nguyén-khang thé

Buée 7: Cudi giai doan 1, cic giéng duge dem rita dé loai bo cong hgp khéng gén.

Buée 8: Dung dich ¢6 chat nén dude thém vio méi giéng va lai duge & @ nhiét
d6 xac dinh. Khoang 18 - 25°C va ddang thoi gian.

Bude 9: Cudi giai doan 1, dung dich acid duge thém vao dé 1am ngiing phan tng.

Bude 10: Poc mat dd quang (OD) ctia dung dich trong giéng va danh gia két
qua thd nghiém.

Bude 11: Trong cac giéng ¢é khang nguyén dic hiéu thi ¢céng hop duge gan
vdi khang nguyén va men hoat hod c6 chat dé tac mau (Hinh 6.18).

Khang thé HBs
Khang nguyén HBsA (mau th(t)

Khang thé HBs gin men
(cong hgp)

Khéng mau

Hinh 6.18: Enzym hoat hoa ¢ chat

1.1.4. Danh gia két qua thar nghiém ELISA

¢ (Gia tr; OD va gia tri ngudng

Mat d6 quang (gia tri OD) chia- méi giéng duge xac dinh khi chiim 4nh sing &
bude séng nao d6 chidu qua day giéng va do mic d6 hdp thu 4nh sing cua dung
dich. P& lam viéc nay ngudi ta dung phudng tién dic biét goi 14 may doc phién,
thye chit 1a mdt quang phd k& phitc hgp nhidu bude séng. May doc phién doc cac
gia tri OD theo titng hang 8 giéng va doc ddng thdi & giéng mot lic. K&t qua nay
in ra truc tiép hodc ndl sang mdt may vi tinh dé xi 1y s lidu.

Két qua cudi cing cua thi nghiém ELISA 1a tap hdp cac gid tri OD hodce
danh gia ludn 14 4m tinh va dudng tinh. Bang 6.1 cho thiy két qua thu duge tir
thi nghiém tim khang thé HIV 6 cic mAu huyét thanh ngudi cho mau.

Pé st dung duge cac gia tri OD, ngudi ta phai so sanh ching véi két qua
chuén di biét. K&t qua nay gdm tap hop cac ching va miu xét nghiém. Cé nhiéu
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cach tinh két qua khac nhau, t6i thiéu cdn xac dinh 3 diém cho méi thi nghiém,
ELISA. Trong d6 2 diém la gia tri trung binh caa chitng 4m va chitng duong - dé
xac dinh xét nghiém 14 ¢é ¥ nghia va chiing phai nam trong khodng quy dinh cua
nha san xuat. Cudi cang, dé danh gia két qua phan tng hay khéng phan tng,
phai tinh toan gia tri ngudng.

Trong kiéu ELISA1 (khang globulin va banh kep gia tri OD cao sé ¢6 mau,
va cho két qua “phan ng”, ¢con gia tri OD thdp hay khéng mau 14 két qua “khéng
phdn dng”. Vi vy, cic gia tri trén ngudng 14 phan tng va gia tri dudi ngudng la
khéng phan ing.

Trong kiéu ELISA2 (canh tranh) gia tri OD cao hay ¢6 mau 1a két qud
“khéng phan itng”, gia tri OD thap hay khong mau 14 k&t qua “phan dng”. Vi vay
cac gia tri dudi ngudng 12 cic két qua “cé6 phan ng” con cac gia tri trén ngudng 1a
cac két qua “khdng phan ing”.

Chon gia tri ngudng ding rat quan trong dé1 vdi thi nghiém ELISA. Tinh
todn gid tri ngudng thudng cin cit gia tri OD ching 4m. Gia tri trung binh duge
tinh tit méi chitng 4m - trung binh ching 4m (Ncm) va don gian hoa bang cach
tinh gi tri ngudng thyc t& cho phién phan ng theo cong thitc sau:

(G14 tri ngudng = Nem + 0,2

Trong thi du dudi ddy (Bang 6.1), gia tri trung binh cta chitng Am 14 0,16.
(Gia tri ngudng vi vay sé 12 0,36 (0,16 + 0,2). Cac gia tri OD nao trén 0,36 thi duge
coi 14 ¢6 phan {ing va cac gia tri OD nao dudi 0,36 dude coi 1a khong phan ting.

Bang 6.1: Vi du két qué thu dugc tir kiéu ELISA khang globulin/ kep.

1 0,141

2 0,158

3 0,903

4 0,161

5 0,148

Chiing am 0,156

Chimg am 0,167

Ching am 0,157

Ching duong 1,352

Chiing duong 1,283
A. Gi4 trj OD cla mau va ching.
B. K&t qua tuong (mg duong tinh va am tinh {bay gid chua can ghi).
C. Ty s6 dau hidu/ngudng (bay gid chua cén ghi).
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Mat khac, gia tri ngudng ¢6 thé bao gém cach tinh tit gia tri OD clia chiing
duong va chiing Am ho#c tham chi gia tri ngudng c6 dinh ctia nha san xuit. Tuy
nhién, edng thie dé xac dinh gia tri ngudng dugde 4p dung tuong td nhu nhau.

1.2. Tha nghiém ngung két hat
1.2.1. Nguyén ly cta phan ung

Thd nghiém ngung k&t hat phat hién sy ¢6 mat cia khang thé HIV nhd sy
ngung két cac hat gelatin hodc latex da gan khang nguyén HIV. Thi nghiém nay
¢6 thé duge stt dung dé phat hién HBsAg. Thit nghiém thyc hién trong cac giéng,
nhung gidng nhu thi nghiém oin trén bi, cac giéng chi don gian 1a noi thuye hién
_phén dng chit khéng gin gi ca.

Mot vu diém chung cta loai thit nghiém nay 1a khéng cAn céc dung cu dat
tién. Thu nghlem nay chi qua it giai doan, khéng cin rlia gleng phan ing va cd
thé doc bang mit. Hat ngung két khang nguyén va khang thé duge san xudt ciing
mot kidu.

a. Phdt hién khdng thé: Nguyén tic cia xét nghiém 1a 6 dinh khang nguyén
HIV trén hat vi lugng, tuong tu nhu trén giéng hay bi duge md ta trude day doi
véi thd nghiém ELISA. Ngudn va loai khang nguyén ciing giéng nhu d6i véi
ELISA mic da khéng dung cac peptid tong hgp (Hinh 6.19).

A Khang nguyén

Hinh 6.19: Khang nguyén dugc gan trén hat vi tugng

b. Phdt hién khdng nguyén HBsAg: Co sd cua xét nghiém ngudge vl xét
nghiém phat hién khang thé: Khang thé dac hiéu duge c6 dinh trén bé mat hat.
Ngudn va loai khang thé cdn thiét giéhg nhu trong thi nghiém ELISA (Hinh 6.20).

-

Y Khéng thé

Hinh 6.20: Khang thé dudc gén trén hat vi lugng

1.2.2. Céc budc tién hanh (Hinh 6.22)

Budc 1: MAu xét nghiém va ching dude hoa lodng bang dung dich hoa loang
mAu (T4t ca cac thit nghiém ngung két hat déu yéu cAu phai hoa loing méu trude
dé han ché& dén mic th&p nh&t phan ng dudng tinh gia). Trong mft sb thi
nghiém dung dich hoa lodng rit phitc tap va ludn luén duge cung cdp trong hop
sinh pham.
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Budc 2: Thuc hién qua trinh hod lodng trong cac giéng. Chuyén ra khéi
phién phan tng theé tich mau hoa loang & giéng cudi cling.

Budce 3: Thém cac hat vao miu dd hoa lofing va 4, thudng 14 ¢ nhiét do
phong (18 - 25°C) trong thdi gian khoang 1 - 2 git 30 phiit. Trong thdi gian q, céc
hat ngung k&t Jai tudng tu nhu phén @ng giita héng cdu vd khiang huyé&t thanh
dinh nhém mau do ¢6 khang thé HIV trong méu (Hinh 6.21).

A Khéng nguyén
Y Khang thé

Hinh 6.21: Khang thé két hgp v8i khang nguyén tao phan (ng ngung két

Trong mét & thi nghiém, miu duge kiém tra kép bang céc hat ¢6 gin va
khéng gan khing nguyén. Nhing hat khéng gan khang nguyén dung dé xac dinh
phan tng khoéng dac hiéu.

Bude 4: Cudi giai doan 0, doc két qua xét nghiém. Thit nghiém ngung két néi
chung dude doc bang mét thudng va két qua ghi lai 1a dudng tinh hay am tinh,
Boc bing mat thich hop cho nhitng thd nghiém nay vi ngung két cua cac hat ¢6
thé nhin thiy rd rang bdng mit duge. N&u dung héng cidu gan khang nguyén thi
" su ngung két hoan todn ¢6 thé thay dude trong giéng.

Néu dung céc hat gelatin géin thi cling thady duge nhd mau xanh nhat. Con
néu dang hat latex thi cling thay ré duge cdc hat mau trdng khi dat trén nén den.

Két qué cta phan ng ngung két duge trinh bay trong hinh 6.22. K&t qua “c6
phan dng” & xuit hitn mdt mat phing md, trai déu cac hat ngung két ho#c tao thanh
bd nham nhd d day giéng . Két qua “khdng phan {ng” sé xuit hién hinh nit hoac binh
vong nhan cua cac hat khéng ngung két lang xuéng day giéng (Hinh 6.22).
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Hinh 6.22: Cac budc ti€n hanh va nhan dinh két qua trong phan (tng ngung két hat
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1.3. Cdc thiurnghiém nhanh

Loai tht 3 cua thut nghiém duge quan tdm 1a thd nghiém nhanh, céc thi
nghiém nay chi dung mdt 14n va cho két qua nhanh véi do nhay cao. Thit nghiém
nay duge si dung dé phat hién ca khang thé (khang thé HIV, HCV) va khang
nguyén (nhu HBsAg). Thit nghi¢m don gidn ¢6 mét s& kiéu khac nhau. Co s8 1a
khang nguyén hay khang thé (tuy thudc vao thi nghiém), duge bat hoat trén
mang thdm ho#c mang ban tham, hodc trén mdt dai bang. Loai nay cung cAp chc
dang don gian dé d8 dang cho mau th hodc cac chit thu’ khéic thém vao. Phan l6n
cdc thit nghiém don gian duge chiia trong mét bd kit gém t&t ca cic chit thi can
thist d€ tién hanh k¥ thuat, cac thi nghiém nhanh nay cé thé dung huyét thanh
hodc huyét tudng va trong mot s& trudng hgp c6 thé ding cd miu toan phéan. Cae
thii nghiém nay cé thé chia thanh 3 nhém theo nguyén téc sau day. Nhin chung
cAc nguyén téc nay bao gbm sut trinh bay cua k¥ thuat.

- Mién dich sic ky
— Loc mién dich
- ELISA théng thuong

Sau ddy la cac vi du vé nguyén tdc chung, phuong phap va tng dung ctia ba
nhom khéc nhau. Sy khac nhau ctia ba nhém duge phan anh trong thiét ké va xay
dung bdi cac nha san xuit han 1a su khac nhau vé nguvén téc duge chap nhan.

1.3.1. Thir nghiém mién dich séc ky (D€ phat hién khang thé HIV, HCV, HBsAg)

a. Nguyen Iy cua phdan iéng: Thit nghiém mién dich sdc ky dua trén nguyén
tdc dong miu thi di theo mdt chidu tham dac biét ¢ chita céc chat thit hoa tan,
v6i sy ldng dong cac chét va quan sat dugc céc phitc hgp mién dich & cac vi tri doc
theo thanh thit. Loai thit nghiém nay phén 16n dang ¢6 ban sin hién nay.

b. Cde bude tién hanh

Bude 1: MAu thd duge thém vao va hdp thu qua mét t&m dém & ddu thanh
thit. MAu di chuyén doc theo thanh thii.

Budc 2: Thanh thi ¢6 chita cdng hgp khd, céng hgp khang nguyén virus két
hgp v6i mudi vang, hodc luu huynh hoa tan trong méu doc theo thanh thit. Mudi
vang ho#c luu huynh (yéu td khéc ciing c6 thé duge st dung) 12 sy chuén bi cda
vang hodc luu huynh bao gém cac hat xac dinh dang trong dung dich c6 thé bi hoa
chat k&t hgp thanh phén ti 16n hon nhu la khang nguyén va khang thé. Trong
khi cac hat riéng cé thé qua nhd dé nhan biét bing mat thudng, cic ngung tap va
ngung két clia cac hat ¢6 thé xem dé hon.

Bude 3: Khang thé dic hidu trong miu k&t hop vdi cdng hop va tiép tuc di
doc theo thanh thi nhu 14 phac hdp mién dich.

Budce 4: Khang nguyén virus dugc c6 dinh ¢ mdt vach xa hon cac thanh thu.
Mau thi chay qua vach nay, khang thé dic hidu c6 mat két hop véi khang nguyén b
dinh. Nhut phén 1dn c4c khang thé dac hiéu sin sang két hdp véi né, mot vach xudt
higén ngang thanh thi nhu 12 mudi vang hode luu huynh duge tao ra & vi tri d6.
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Bude 5: Nhan dinh két qua (Hinh 6.23).

{

O kiém chiing

O doc phan (ng

Duong tinh Amtinh  Khéng gia tri

Hinh 6.23: Nhan dinh két qua cta thir nghiém sic ky mién dich

. 1.3.2. Céc thr nghiém loc mién dich

a. Nguyén ly ky thudt: Thi nghiém loc mién dich dua trén nguyén ly mau
thi va hoa chat duge loc qua mang loc trén d6 c¢6 ¢d dinh khang nguyén va khang
thé trong mét dia phan tng. Khi ¢6 khang nguyén hodc khang thé dac hiéu trong
mau sé gin véi mang qua viéc tao phitc hgp mién dich. Khi thém cong hgp, sé két
hgp v6i phiic hgp mién dich, mau sé xuat hién & dia phan tng.

b. Cdc budec tién hanh

Bude 1: Nhé méu vao dia phan tng va khang thé ¢6 trong mau thi sé gan
v6i khang nguyén duge ¢6 dinh sin khi thAm qua mang.

Buéc 2: Sau khi @ miu, mang phan tng dude riia bang dung dich ria duge
cung cdp sdn, khi qua mang sé 14y di cac khang thé thita trong mau. Mot vai loai
sinh phdm khéng cin budc nay.

Buée 3: Cong hgp duge thém vao sau d6, chat nay duge cung cdp 6 dang kho.
ChA&t téng hop cta cdng hgp khac nhau tuy theo ky thuat. Nhung dung protein A
gdn v6i mudi vang 1a cach phd bién. Protein A 12 mét protein dude san xuét bdi vi
khuin Staphylococcus aureus. Protein A c¢6 phan gén véi Fe (gén v6i bd thé) cha
phan ti IgG. Khi cong hdp duge thém vao, protein A sé két hop véi khang thé dic
hiéu c6 méat trong mau thi. Su két hgp nay sé xudt hién mau ndi mang phan tng
khi c6 khang thé dic hiéu gan (Hinh 6.24).
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Buéc 4: Doc két qua

qg

Két qua &m tinh : Két qua duong tinh

Hinh 6.24: Thir nghiém loc mién dich phat hién khang thé HCV

1.3.3. Thit nghiém nhanh loai ELISA théng thudng

a. Nguyén ly: Thi nghiém nhanh don gian nay dua trén nguyén ly cuaa
phuong phap ELISA thong thudng bao gdm mét khay phan tng trén dé c6 mau
thit va cac hoa chit khac. Théng thudng, chdt 16ng ngdm chidm qua mang roi
chuyén sang bd phan thai qua vat liéu th&m hogic duge 14y ra khéi dia phan tng
sau mdi bude ctia k§ thuat. Su két hgp khéng thé hodc khang nguyén trong miu
thit v6i khang nguyén ho#c khang thé ¢6 dinh xuét hién, sau d6 1a su két hgp vdi
cdng hgp, c6 chat duge thém vao va mau séc sé xut hién néu cb cac marker dic
hiéu trong mau.

b. Cdc budc tién hanh:

Bude 1: MAu thit duge nhd vao giéng phan tng khang thé sé két hgp vdi
khang nguyén c¢d dinh sdn. Dung dich hoa lodng m&u c¢6 thé duge cung cdp trong
mot lo riéng dé hoa lodng mAu thi trude khi nhd vao giéng phan dng.

Buée 2: Sau khi @1, mAu thi thita dude loai bé bing cach ria giéng phan dng.
Mét vai loai kit khéng cdn buée nay.

Budc 3: Cong hop s& duge thém vao, cac k§ thuat khac nhau thi céng hop
khac nhau. Mgt vai ky thuat st dung cong hgp khang globulin ngusi (IgG) giéng
nhu trong ky thuat ELISA.

Budc 4: Sau khi thém cong hgp, rita lai dia phén @ng va thém chromogen,
rﬁi doc két qua bang mat thudng. C6 chit hoat hoa rdi ling dong trén mang tao
mau thich hgp.

1.3.4. Mot s6 diém vé sir dung thir nghiém nhanh don gian

— Khi xuét hién vach hay diém dic hiéu (két qua dudng tinh). Phén 16n cac
thi nhiém nhanh hién nay déu c6 phin tu kiém soat di kém, dung dé phét hién
protein hay albumin trong mau. Diéu nay ching té ring kit hoat dong tat.

~ Két qua 1a Am tinh khi ¢6 vach hodc diém & 6 kiém chitug ma khéng c6
vach hay diém & 6 thit nghiém. K&t qua duong tinh khi ¢6 mit ca hai vach hoic
diém & 6 thit nghiém va 6 kiém chting. N&u vach & 6 kiém chitng khong ¢6 coi nhu
xét nghiém khong c6 gia tri (Hinh 6.23).
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- Mac du khéng cin chitng kiém tra bén ngoai, nhung ¢dn chuén bi ching
duong y&u cho médi mé th{, 1y tudng hon can ¢6 ching 4m cho k§ thuat. St dung
mau da biét két qua 1a cdn thiét trong vai trudng hop cin d6i chidu két qua. Vi du
nhu mau khéng rd rang.

—~ Nhin chung, toan bd quy trinh xét nghiém ti khi nhd mAu thi dén khi ¢6
k&t qua 1a 10 -15 phit. Tuy nhién, thoi gian cia nha san xuét phai dude chip
hanh, tranh G qua thdi gian cé thé din dén két qua duong tinh gid trong mot s&
trudng hgp. Ching ta via xem xét cac nguyén ly cia ba loai thi nghiém chinh
sang loc HIV, HCV, HBV. Mic du ¢6 thé chi dung mét trong s8 cac thit nghiém,
. nhung diéu quan trong 13 hiéu nguyén 1y clia t4t ca ba loai d6 va cdn tu danh gia
loai nao cho ph hep. ]

2. Sang loc giang mai

2.1. Tdc nhan nhiém trung: Téac nhin giy bénh giang mai 1a xodn khufn
Treponema pallidum 14 thanh vién cta nhém xoén khuén da biét 1a Spirochaete.
C6 bon nhém chinh ¢6 lién quan chit ché duge mé ta 1a dudi nhom cua T, Pallidium.

- Treponema.Pallidum - pallidum
— Treponema.Pallidum - perteneve
— Treponema.Pallidum - carateum
- Treponema.Pallidum - endemicum

O day ching ta chi cAn quan tdm d&n nhém giy bénh do Treponema.
Pallidum - pallidum (goi tat 1 T. Pallidum) dude coi 1a tic nhén gdy bénh quan
trong nhait.

2.2. Y nghia trong thuc hanh truyén méu

Giang mai 13 tAc nhan 1ay nhiém d4u tién duge phat hién 14 1ay nhiém qua
dudng truyén mau (1910), trude day cé rat nhidu trudng hgp bi lay nhiém giang
mai qua dudng nay. Hién nay, nhitng trudng hop nhu vay thinh thodng van xuit
hién d cac nude ¢6 ty 1& nhiém giang mai cao. Tuy nhién, chua bao gid truyén mau
12 nguyén nhan chinh efia vide lan réng bénh giang mai. G cde nude ¢6 it trudng
hop bi méc giang mai, phin 1én cac ca bi nhiém dude xac dinh trong s ngudi cho
mau 1a do bi 14y nhiém ti trudc va da duge diéu tri thanh cong va khéng cé dau
hiéu nguy cd 1y nhidm qua dudng truyén mau. Tuy nhién véi viée loai trit ngudi
cho mau ¢6 nguy co, sang loc giang mai va bao quan mau ¢ 4°C trudc khi truyén
thi nguy ¢d nhidm giang mai sau truyén mau la rat thdp & nhiéu nuéc.

2.3. Ngdn ngua fay lan

Viéc ngin ngiia 1ay nhiém giang mai cha yéu bing gido duc va viée xay dyng
phét trién céc chuong trinh didu tri va sang loc hiéu qué. Bénh lay nhidm qua
dudng tinh duc 13 nguyén nhan chinh 1y bénh. Viéc sang loc tit cd mau, ché
phim m&u, md v cac cd quan 14 rdt quan trong, truyén mau chi 12 mdt con dudng
rat nhé 1y nhiém giang mai.
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2.4. Sang loc giang mai
2.4.1. Phuong phap soi truc tiép
C6 thé diing kinh hién vi nén den dé quan sat tryc tiép xodn khuén tit dich

18y ¢ vét xudc, diéu nay chi ¢é thé tién hanh & giai doan nhidm trang chic chin.
Do vay, huyé&t thanh hoc 1a phuong phap chin doan chinh.

2.4.2. Phuong phap huyét thanh hoc
C6 hai loai: Xét nghiém khong dac hidu va xét nghiém dac hidu.

* Xét nhiém khong ddc hiéu (VDRL hode RPR): Sit dung cardiolipin dé phat
hién khéng thé chéng Treponema pallidum. Cardiolipin 12 mdt thanh phén binh
thudng ciia md, do viy ¢6 khodng 1% ngudi trudng thanh binh thudng san xuit
khéng thé khéng dac hiéu chéng lai khang nguyén nay nén cé thé cho két qua
phan ing VDRL (+) gid. Ky thuat nay hién nay dang duge st dung réng rai 6 nude
ta dé sang loc giang mai cho ngudi cho mau vi ddy 12 mt thd nghiém cho két qua
nhanh, ¢6 thé ding ca huyét thanh ho#c huyét tudng, k¥ thuat don gidn, két qua
dude nhan dinh dé dang bang mit thudng.

— Nguyén ly k§y thuat: Hat latex ¢6 gin khang nguyén Cardiolipin sé& bi
ngung két néu trong huyét thanh, huyét tudng clia ngudi cho mau hodc bénh
nhan ¢é khing thé giang mai.

- Dung cu va thude thi :

+ Pipette nhd giot

+ T&m Kline

+ May lic Kline

+ Kinh hién vi

+ Khéng nguyén Cardiolipin duge pha sén trong cac chai nhé giot
+ Ching am

+ Ching duong

Méiu huyét thanh va huyét tuong khéng duge lan t& bao, khéng nhiém
khuan, khong tan mau, khéng van due.

— Céc buéc tién hanh:

Buge 1: Dua bg thude thit vé nhiét d6 phong thi nghiém 10 phit va lic déu
trude khi sit dung, '

Budc 2: Nhé 1én mét tdm Kline 30ul mAu thit, ching Am va chiing dudng
Buée 3: Nho tiép mot giot VDRL - latex

Buéc 4: Trén déu huyét thanh cdn thi, chiing dusng véi hat khang nguyén
VDRL-Latex bing mét que nhya.

Bude 5: Lic 6 phiit trén may lic Kline
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Buée 6 : Doc va nhan dinh ké&t qua bing mét thudng va trén kinh hién vi
+ Céc hat latex phan bd dong nhat (Khdéng ngung két) : Phan dng 4m tinh
+ Céc hat latex ngung két : Phan itng duong tinh

o X6t nghiém ddc hiéu(TPHA): Dung xoén khuén Treponema pallidum lam
khang nguyén dé phat hién khang thé diic hidu khang lai xoin khuén giang mai
trong huyét thanh hoic huyét tusng.

Ky thuat ELISA cling duge ap dung dé phat hién khang thé dac higu nhung
chi phi so v4i thi nghiém ngung k&t hat thi dit hon, do vay phén 16n cac nude
" dang phéat trién vAn ding th nghiém ngung két hat dé sang lgc giang mai cho
ngudi cho mau.

3. Sang loc sot rét

S6t rét giy ra do nhiém triing mét trong cac loai dfng vat nguyén sinh goi 1a
ky sinh tring. Haing nam c6 khoang 150 triéu ngufji bi nhiém sdt rét va khoang 2
triéu ngudi chét vi s6t rét. Nhidm trung truyén qua vét cdn clla mudt Ancpheles
cal. C6 trén 200 loail Anopheles va khoang 60 loal la yeu t§ gay bénh s6t rét. Ban
than con ngLIcn 13 céc 6 nhiém tring, mot con mudi cin mdt ngudi bi sdt rét cd thé
truyén sodt rét sang cho ngudi khéng bi nhiém khi dét ho.

3.1. Tdc nhén nhiém tring

Ky sinh trung 1a mot loai ddong vat nguyén sinh truyén bénh theo nhiéu
cach, nhtrng ching d&n k¥ sinh trén mot hodc nhiéu dong vat khac. Pang chu y 1a
ching can hai vat chi khac nhau d& hoan thanh chu ky sinh sdn : ngudi va mudi.

Co bén loai ky sinh trung 13 nguyén nhén gy sot rét

Plasmodium vivax

— Plasmodium ovale

Plasmodium malariae

{

Plasmodium falciparum
Nhiém do P.falciparum thudng giy ra td vong d nguoi

3.2. Sang loc sot rét

Cach chan doan chéc chén nhdt 13 sol miu tim k)’r sinh tring s&t rét trong
héng cAu. Tuy vay khéng thich hgp cho sang loc s& lugng 16n ngudi cho mau.
Nhuém lam mau va quan sat la phé bi€n, phuong phap nhuém khang thé gin
huynh quang duge ding 6 mdt vai phong thl nghiém.

Nhitng nam gin diy, k¥ thuit phat hién khang th8 chéng mdt protein bé
mat da dude san xudt, phdn 16n 13 k¥ thuat ngung két hat, mic diu d& ¢6 mot vai
ky thuat ELISA.

3.3. Y nghia trong thuc hanh truyén madu

Nhiéu tu liéu néi vé truyen mAu 12 nguyén nhéin giy sot rét, chu yéu la
P falciparum. Mite 8 1ay truyén do truyén mau tuy thudc hodc ndi c6 ty 18 cao s6t
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rét luu hanh ¢ s ngudi cho mau. 3 cac nubce cb s6t rét lan tran, phan 16n c6 ca thé
bi nhidm & tudi tré. Viée truyén sdt rét do truyén mau khdng that sy c6 § nghia
bdi vi phén 16n bénh nhan d3 bi nhiém trude. 3 cac nude ty 1& s6t rét thdp, sang
loe trd nén quan trong han.

Thit khéng may, thit nghiém sang loc thich hgp khéng duge phd bién réng
rai. GAn day, cach sang loc hiéu qua nhat 12 hdi ho ¢6 du lich dén vang c6 sOt rét
va cach dé phong sét rét cia ho. Viée tri hodn ngudi cho mau da dén vung sot rét
14 bién phap hiéu qua nhit dé ngan truyén sét rét do dudng truyén mau. Ngutdl
cho mau c6 thé cho mudn hdn tuy theo chinh sach cua ting dia phudng hoéc qudc
gia, tuy thudc vao tién st bénh va cach phong cua ho, t6t nhat 14 tam hodn khéng
1dy mau d d61 tugng nay trong 46 thang. Trong vai trudng hgp, c6 thé dung diéu
tri phang st rét sau truyén mau.

KY THUAT DINH NHOM MAU ABO VA PHAT MAU AN TOAN

1. Nguyén ly

Nhém mau hé ABO duge xéc dinh nhd sy ¢6 mit cia khang nguyén trén bé
mat héng cAu va khang thé trong huyét thanh. Hai thanh phan nay khi gép nhau
s& xay ra phan tng ngung két dic hiéu (bang 6.2)

_ Tudng tu nhu viy, khang thé chdng A va chéng B khi gip héng cdu mau A,
B ciing s& xay ra phan dng ngung ké&t héng ciu dic hiéu.

Bang 6.2 : Su c6 mat cla khang nguyén va khang thé nhém mau ABO trong mét ca thé

Nhém mau Khang nguyén hang ciu Khéng thé trong huyét thanh
A A Chéng B
B B Chéng A
AB AB Khéng ¢6 khang thé chéng A va B
O Khéng ¢é khang nguyén A va B €6 khang thé chéng Ava B

2. Dung cu va hoa chat

2.1. Dung cuy

May ly tAm

Kinh hién vi
Pipette Pasteur
Phién da 12x12cm
Que thuy tinh
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— Ta lanh dé sinh phdm
~ Binh cach thuy 37°C

- Kéo

- Panh ¢6 méu, khéng méu
- 6ng nghiém tan mau

- Lam kinh

— Qua bép cao xa

- Cé&c md thuy tinh

— Béng thdm nudc

— Tu dm 37°C

— Ta say khé

- Giay thdm

— Ba c¢dc thuy tinh 500ml

— Biit viét trén kinh
2.2. Thudc thu

— Huyét thanh mau: khéng thé chéng A, chéng B, chéng AB (Duge san
xuit theo phuong phap khang thé don dong).

— Héng cAu miu A 10%, 5%
- Hodng cdu miu B 10%, 5%
—~ Nude mudi 9%o

Nudc cit

2.3. Mdu madu xét nghiém

— Mbt 8ng nghiém 14y 5ml méu tinh mach khéng c6 chéng déng, mot dng
khac 14y 2m! ¢6 chéng d6ng bing ACD theo ty 1& 1/5 thé tich méu. Ong méu nay
dang 14y hong clu.

— Ly tdm tach huyét thanh 6ng mau khéng chong déng
o Rita héng ciu bénh nhin bing nudec mudi 9%o 3 l4n, pha thanh dung dich
hong cau 5% trong nude mudl 9%o.
3. Quy trinh k¥ thuat : C6 3 ky thuat
— Dinh nhém mau ABO trén phién (d4, nhya, thuy tinh)
— Dinh nhém méau trong éng nghiém

— DBinh nhém mau trong gelcard
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3.1. Dinh nhom mdu trén phién: Tién hanh hai phuong phap: huyét thanh miu
va héng ciu mau.

— Uu diém: nhanh, don gian, d& doc két qua.

- Nhuge diém: khé danh gia khi gap khang thé y&u, hodc khang nguyén 4n
phan ing ngung két khéng ré rang.
3.1.1. Phuong phap huyét thanh méu

- Trén phién da sach md, khé nhé 1 giot huyé&t thanh miu (khéng thé
chong A, chdng B, chéng AB) vao 3 vi trf khae nhau trén phién : 1,2,3.

— Thém 1 giot dich treo héng cdu e¢in dinh nhém 10% vao 3 vi tri 1,2,3

— Trén déu huyét thanh miu véi hong cdu cdn dinh nhém bing cac que
thuy tinh dé cé mét vong tron cé6 dudng kinh 20-30cm 1c nhe lién tuc trong vong
2 phiit réi doc va ghi lai k&t qua.

3.1.2. Phuong phéap hong cdu méu

— Trén phién da nhé mot giot hong cdu miu A va mét giot hdng cAu miu B
10% vao vi tri 4,5.

- Thém hai giot huy&t thanh can dinh nhém vao vi tri 4,5.

- Tron déu huyét thanh cin thd véi héng cAu mau lam thanh mét vong
tron c¢6 dudng kinh 20-30cm. Léc nhe lién tuc trong vong 2 phiit rdi doc va ghi lai
két qua.

3.2. Phuong phdp dinh nhom trén 6ng nghiém

La mét phuong phap tét cho cac trudng hop dinh nhém trén phién da khoéng
rd rang va trong céc trudng hdp mudn xic dinh nhanh nhém mau, day 1a phudng
phap xac dinh nhém mau hé ABO hién nay hay dugc sit dung nhét.

3.2.1. Phuong phap huyét thanh méu

- Nhé mot giot huyét thanh miu khang thé A, khang thé B, khang thé AB
vao 3 éng nghiém da dude chuédn bi § trén.

— Thém vao méi éng nghiém mét giot hdéng cau cédn dinh nhém da duge hoa
loang (5% trong nudc 9%o).

— Trén déu va ly tAm 1000 vong/phit/1 phit

- Nghiéng nhe thanh &ng, doc ngung ké&t va hién tugng tan miu bing mat
thudng vé trén kinh hién v

- Ghi lai két qua.
3.2.2. Phuong phap h6ng cdu méu

— Nhé mét giot héng cidu miu A (6%), mot giot héng cAu miu B (5%) vao
hai éng nghiém
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— Thém vio mbi 6ng nghiém mét giot huyét thanh bénh nhéan

— Trén déu, ly tAm 1000 vong/phat/1 phiit.

— Nghiéng nhe thanh éng, doc hién tugng tan mau va ngung k&t bing mait
thuong va trén kinh hién vi.

— Ghi lai két qua (bang 6.3).

3.2.3. Nhén dinh két qua dinh nhom mau hé ABO: Két qua duge xac nhan theo bang 6.3

Bang 6.3: K&t qua dinh nhém mau ABO

. Phugng phap HTM Phugng phap HCM
Chua biét -
Héng cdu xét nghiém Huyét thanh cén xét nghiém
Pa biét Chéng A Chong B Chéng AB Héngciu A | Héngcdu B
Nhom A {(*) {-) (+) (-} (+)
Nhom B {-) (+) (+} (+) (-)
Nhém O ) (=) {-) (+) {+)
Nhém AB (+) {+) {+) ) (=)

Chu thich: (+): Ngung két
{-): Khéng ngung két

3.3. Phuong phdp dinh nhom ABO trong cét gelcard

Day 1a mét k¥ thuat ¢6 46 nhay va d6 dac hiéu cao, cho két qua ngung két rd
rang, thdi gian 0 ngin, cé6 quy trinh tién hanh k¥ thuat chuin, dé& dang luu gid
két qua va sit dung, an toan cho ngudi 1am xét nghiém.

3.3.1. Nguyén ly ky thuat: Trong mot cdt gel c6 bubng phan dng, ¢6 sdn khang
huyét thanh chufin dé dinh nhém, ¢6 cic vién bi thuy tinh 1dm mang ngin dam
ngung két. Néu ¢6 phan ing khang nguyén - khang thé dac hiéu xay ra sé tao
thanh cac dam ngung k&t va héng cdu tyt do khéng con dé lot qua ké cac vién bi
thuy tinh di xudng day c6t gel (phan d@ng dudng tinh), néu khéng ¢6 phan dng
khang nguyén - khang thé dic hidu xay ra, cac hdng cdu sé lot qua ké cac vién bi
thuy tinh dé di xudng day ¢dt gel (phan iing am tinh).

3.3.2. Dung du va thudc thir

— Dungcu

+ May ly tAm chuyén dung

+ May ly tAm thudng d& tach huyét thanh
+ May 1 chuyén dung

+ Gia dung gelcard

+ Pipettman

— Thudc thu
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+ Gelcard, da c6 sdn céac khang huyét thanh chuéin (khang thé A, B, AB)

+ Dung dich dé pha hdng ciu

— Chudn bi: Pha héng cdu thanh huyén dich 0,8% trong dung dich pha
héng cau.

3.3.3. Céc budc tién hanh

— Ghi ho tén bénh nhéin cin dinh nhém vao gelcard

- Nho 50 dich treo héng ciu vao cac giéng c6 ghi khang thé A, B, AB.
— Ly tdm 900 vong/phit/10 phat

Nhan dinh két qua: Trinh bay trong hinh 6.25.

Phan tng duong tinh: héng cAu ngung két ndm trén cot gel

Phan dng 4m tinh: héng cAu ling toan by xudng cay cot gel

Hinh 6.25: K&t qua dinh nhém mau ABO béng gelcard néu c6 phan (mg ngung két thi
cac hat ngung két sé dugc gilr lai trén cot gel (+); néu khdng co ngung két héng cau ldng
xuéng day hoan toan (-). Mifc d6 ngung két dugc danh gia bang 4+, 3+, 2+, 1+, (%), ()
dua vao hat ngung két gilr lai trén bé mat cot gen (A va AB (4+); D (1+, 2+).

4. Nhimg nguyén nhan sai 1am trong dinh nhém mau ABO

4.1. Do cédc thu tuc hanh chinh: nhiAm tén ho#c trung tén bénh nhén, 14y nhim
6ng mau, ghi tén sai..

4.2. Nham 1an huyét thanh hoc

- Ngung két khong dic hi¢u: do hong cAu méu, hodc huyét thanh miu da
cli, nhiém trung, bién chat.

- Mau méu xét nghiém c6 hién tugng két dinh hdng cAu chudi tién gip @
mot s6 bénh tu mién, myeloma.
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- Ty 1& huyét thanh méu, héng cdu mau khéng tudng dng
— Pé qua lau méi doc k&t qud (miu phan ing khd).

4.3. Cdc nguyén nhan khac

Dung cu khéng sach, tay nghé cia ngust xét nghiém vién chua thanh thao,
ho#c thidu can thén.

5. Nhimg khé khin trong dinh nhém mau ABO, giai phap

5.1. Do khéng phil hop két qua giifa hai phuong phdp: huyét thanh méu, héng
cdu mau.

Gidi phdp: phai tim nguyén nhén bing cac budc sau:

— Rua héng cdu bénh nhéan va héng cdu nhém O (cé ddy dG khang nguyén
héng cdu ngoai hé ABO) bing nudc mudi 9% ba 1in, pha thanh dung dich hdng
cau 5%.

— Tién hanh ba ching:

+ Chung tu than: phan ¢ng gifta huyét thanh bénh nhan va hdng ciu cua
bénh nhan da ria 3 l4n.

Nhd vao dng nghiém tan méau 2 giot huyét thanh ciia bénh nhéin va 1 giot
héng cAu bénh nhan da riia pha thanh 5%. Trén déu, ly tAm 1000 vong/phat/l
phit, doc két qua bing mit thudng va trén kinh hién vi

+ Chitng AB: (Phén Ung gita huyét thanh AB va héng cdu bénh nhén)

Nhé vio 6ng nghidm tan méu 2 giot huyét thanh AB va 1 giot hong cidu bénh
nhin da ria pha thanh 5%.Trén déu ly tAm 1000 vong/phat/ 1 phit, doc két qua
bang mit thudng va trén kinh hién vi. N&u phan ung 4m tinh thi phuong phap
dinh nhém biang huyét thanh miu 1a ¢6 gia tri.

+ Ching déng loai: (Phan ng gitia huyét thanh bénh nhan va héng cau 0):

Nhd vao 6ng nghiém tan mau 2 giot huyét thanh bénh nhén va 1 giot héng
cdu O da rita pha thanh 5%. Trdn déu, ly tdm 1000 vong/phit/1 phut, doc két qua
bang méit thudng va trén kinh hién vi. Néu phan ting 4m tinh thi phuong phap
dinh nhém bing hong cdu méau duge bao dam.

Duya vio k&t qua 3 chiing: ty than, déng loai v AB & trén ta c6 thé chia céc
trudng hgp khé khin trong dinh nhém méau hé ABO thanh hai nhém chinh dé tim
nguyén nhan.

Khi ca 3 chiing néi trén déu Am tinh: trudng hop nay céd thé do cac nguyén
nhén sau:

(D C6 tiéu huyét to:

Vi du:

Khang 8 khang A KhangthdkhangB Khangthé khang AB Hdng cdu A Hong cau B Chung Allo {-)
-) ) (-) {+) +++ Chiing AB (-)
Chimg Auto (-)
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Nhén xét:

— Bénh nhén cé thé ¢6 nhém mau O nhung khéng c¢é sy phi hgp gita 2
phuong phap huyét thanh maiu va héng cAu mau vi khang thé khang A cia bénh
nhan nay rat yéu hodc am tinh,

— Bénh nhan c6 thé c6 tidu huyét 6 khang A

— Tiéu huyét t6 chi x4y ra khi ¢6 mat b thé

Cach gidi quyét:

Khit b thé c6 trong huyét thanh ca bénh nhan § 56°C / 30 phut

~ Thit lai phuong phap hdng cAu méu, nédu c6 tiéu huyét t§ thi sau khi khit bs
thé phan {ng sé trd lai binh thugng nhu sau:

Khang thé Khang thé Khang thé Héng cdu A Héng cdu B
khang A khang B khang AB
{-) (-} (-) ++++ +++

(2) C6 hai quan thé héng ciu

Vi du:
Khang thé Khang thé Khang thé Héngcau A HéngcduB Ching Allo(-)
khang A khang B khang AB

I+

(-) + (-) it Ching AB(-)
Ching Auto(-)

Nhén xét: Nhém mau cia bénh nhan ¢é thé 1a nhém A, nhung héng ciu cla
bé&nh nhan ngung két v4i huyét thanh mau khang A, khang AB khéng hoan toan,
con nhiéu héng ciu ty do.

— (6 thé gip hién tuong hai quan thé hdng ciu trong nhiing trudng hgp sau:

+ Nhitng ngudi duge truyén mau, truyén tuy khac nhém hé ABO.

+ Nhing ngudi c6 nhém mau A yéu, B yéu

+ Bénh nhén da u tuy xuong, leukemia

+ Thé kham ho#c ghép cac gen cha hé nhém mau ABO

Cdch gidi quyét:

+ Hdi tridu chitng 14m sang chia bénh nhéan, chin doan l1am sang ca bénh nhan
+ Hoi tién s{ truyén mau, truyén tuy caa bénh nhan

+ Tim chdt ABH trong nudc bot

+ Xac dinh kiéu hinh trong céc trudng hgp kham hodc ghép caa gen bang
nghién citu di truyén.

+ Xac dinh cac trudng hdp A yéu, B yéu
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@ Do khang thé yé&u (suy gidam mién dich bdm sinh hosc méc phai):
Vi du:

Khang thé Khang th& Khang thé Héngcdu A HéngcauB Ching Allo(-)
khang A khang B khang AB

+++ -) +4++ -) ) Chimg AB(-)
Chimg Auto{-)
Nhén xét:

— Bénh nhén c6 thé ¢c6 nhém méau A, nhung ¢6 khang thé khang B rit yéu
hodc Am tinh.

- Nhiing trudng hgp nay ¢ thé gép 6 tré so sinh dudi 6 thang tudi do khang
thé khang A, khang B chua duge hinh thanh mot cac day du.

— Thi&u hut mién dich bim sinh

— Thiéu hut mién dich méc phaiLeukemia cip. ngudi gia..)
Cdch giai quyét:

— Dién di mién dich dé khéng dinh

N - - - I ~ - .
— Lam cac xét nghiém dé chan doan leukemia

5.2. Do khdng thé lanh

Vi du:
Khang thé Khang thé Khangthé  Héngcdu A HOngcduB Chimg Allo +++
. khang A khang B khang AB
+++ +++ +++ +++ +++ Chimg AB +++
Chiing Auto +++
Nhdn xét:

- Bénh nhan c¢6 thé c¢6 khang thé lanh khi nhiét d0 cia mdl trudng giam
dudi 20°C.

— Khi dé hédng ciu bénh nhén vao binh cach thuy 37°C thi hién tugng
ngung k&t mat dan

Cdch giai quyét:

— Ria héng cAu bénh nhan bing nude mudi 0,9% da duge dé am 37°C.

- Dinh nhém trén phién kinh néng 37°C hoic trong éng nghiém & 37°C.

5.3. Do c0 khdng thé tyr mién

Vidu:
Khang thé Khang thé Khang thé Héngcdu A HéngcduB Chimg Allo +++
khang A khang B khang AB
+++ + ++4+ +++ +++ Chimg AB +++

Chimg Auto +++

276



Nh@n xét: Bénh nhan ¢é thé ¢6 khang thé tu midn. Céc khang thé nay da
dude g dinh trén bé mat héng cdu, thudng gip & nhitng bénh nhén thidu mau tan
mAau mién dich bénh nhan bi bénh hé théng.

Cdch giai quyét:

— Xem lai chéin doan 14m sang cha bénh nhan

— Riza héng cau bénh nhén nhiéu l4n béng nudc mudi 9%. da dugc dé &
37°C, r61 dinh lai nhém mau cho bénh nhan.

5.4. Hién turong héng cdu chudi tién

Vi du:
Khang thé Khang thé Khang thé Hongcdu A HongcduB Chimg Alio +++
khang A khang B khang AB
+++ +++ +++ +++ +++ Ching AB +++
Chilng Auto +++
Nhin xét:

- Bénh nhén c6 sy ting bat thudng cta protein trong huyét thanh thudng
gap 6 bénh nhan da u tuy xudng, tang sdi huyét.

~ C6 su ngung két tAng nhanh clia héng cdu gidng nhu moét ngung k&t va
n6 sé duge phén tan rat nhanh khi ta nhd vao héong cdu bénh nhéan 1 giot nudc
mudi 1,5%.

Cdch gial quyét:

Ria hdng cAu bénh nhéan bing nudc mudi 0,9%, réi dinh lai nhém mau
bang phucong phap huyf“ft thanh mau hoidc pha loéing nhe nhang huyét thanh bénh
nhéan trong nude mudi sinh 1y 0, 9% cho d&n khi néng d4 protein trong huyé&t thanh
khong du dé két dinh cac hdng cAu miu thanh hinh chudi tién thi dinh lai véi
phudng phap héng cdu mau.

KY THUAT DINH NHOM MAU HE Rh

1. Nguyén ly

Hé nhém mAu Rh ¢6 tAm quan trong trong thiyc hanh truyén méu chi sau hé
nhém mau ABQO. Sau khi hé théng nhém mau hé ABO duge phat hién, viée xay ra
cac tai bién truyén mau dude gidm nhiéu so véi trude day, tuy nhién ngudi ta vin
gip nhiing tai bién truyén mau méc di d& lam xét nghiém hoa hgp nhém mau hé
ABO. Nim 1940, Lanstainer va Wiener di tién hanh mét thuc nghiém trén khi
Macacus Rhesus, va ¢& phat hién ra hé nhém mau Rh. Sy phat hién ra nhém mau
hé Rh di giai thich dude nhiing trudng hgp vang da tan mau ¢ tré so sinh. Khac
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vl hé nhém méau ABO, hé Rh chi ¢6 KN ma khéng ¢6 KT tu nhién. KT dic higu
KN hé Rh chi ¢6 mat do ¢6 s man cam KN tif ngoai vao, vi vy con goi 1a KT
mién dich. Khang nguyén ddu tién cha hé Rh duge phat hién la khang nguyén D,
ngudi c6 khang nguyén D trén bé& mit hong cdu duge goi 1a ngudi cé nhém mau Rh
duong va ngudi khéng cé6 khang nguyén D trén bé mit hdng cau duge goi 1a ngudi
¢6 nhém méau Rh 4m,

Cac khang nguyén chinh ciia hé Rh bao gdm 6 khang nguyén chinh 1a D d,
C,c,E,e. Cac khang nguyén nay duge tén tai va di truyén theo cap Dd, Cc, Ee.
Trén thyc t& khang nguyén d chi 1a gia thuyét vi cho dén nay ngudi ta van chua
rd cdu tric cua khang nguyén d.

2. Cac ky thuat xac dinh nhém mau hé Rh

Hién nay c6 nhiéu k¥ thuat xac dinh nhém mau hé Rh, tuy thudc ting loai
sinh phAm cia cic¢ hdng ma ta cé cac k¥ thuat xdc dinh nhém mau hé Rh khac
nhau. Tuy nhién ¢é bon k¥ thu4t hién hay dude sit dung nhat 1a:

2.1. Ky thuét xdc dinh nhom mau hé Rh trén phién kinh ndng (40°C): La ky
thuat hay dude sit dung nhét.

— Khang thé ctia hé Rh thudng 13 khang thé thiéu do vAy né rat thich hop hoat
dong trong mdi trudng 37°C, mdi trudng dai phéan ti, hodic méi trugng albumin.

— Dung cu va thuée thu:

+ Thuéc thit: khang thé chéng D- Albumin

+ Phién kinh

+ Que trén

+ Hop sang dé dinh nhém hé Rh

— Tién hanh k¥ thuat:

Buée 1: Dit hai giot thuée thi anti-D - albumin vao mét phién kinh sach, c6
nhan d 3 vi tri.

Budc 2: Thém vao bén canh giot thudc thit anti-D - albumin mét giot dich
treo héng ciu 40-50% caa bénh nhén, cla ngudi Rh(+), ctia ngudi Rh (-)Cac héng
cAu nay c6 thé treo trong dung dich nude mudi 0,9% hodc trong huyét tuong cha
bénh nhan).

Buge 3: Trdon anti-D - albumin vdi dich treo héng cdu dé c6 dudng kinh
khoang tit 20 mm trén phién kinh néng, lic phién kinh néng tif trude ra sau cho
dén khi xuat hién ngung két.

Budc 4: Quan sat hién tugng ngung két va doc két qua trong vong 2 phuat
Bude 5: Danh gia va ghi lai két qua

— Danh gia két qua:

+ Phan dng ngung két: Chi ra 1 ngudi d6 ¢6 nhém mau Rh duong tinh
+ Phan tng khéng ngung két: Chi ra 13 ngudi dé nhém méau Rh (-)
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2.2. Ky thudt xdc dinh nhom mau hé Rh trén 6ng nghiém trong méi trudng albumin

Khang thé cta hé Rh thudng 13 khang thé thidu do vAy né rat thich hgp hoat

dong trong méi trusng 37°C, moi trudng dai phan t, mdi trudng albumin.

+

+ + + o+ 4+ o+

+

nhém 2-

Dung cu va thude thu:

Thudc thi anti - D

6ng nghiém

May ly tAm

Pipette Pasteur

Nudce mudi 0,9%

Albumin bo 20-30%

2ml mau chéng déng

Tién hanh k¥ thuat:

Budce 1: Nho mot giot thude thi anti-D vao mdt 6ng nghiém sach, ¢6 nhin

Budc 2: Thém vao 6ng nghiém trén mot giot dich treo héng cdu cdn dinh
4%.

(Héng ciu nay c6 thé treo trong huyét thanh AB hodc trong huyét thanh
cua bénh nhan).

Bude 3: Trén déu anti-D véi dich treo héng cdu, & & 37°C tit 45-60 phuit.
Budce 4: Thém 1 gigt albumin bo 20-30% vao dng nghiém trén

+ Bude 5: U thém 15 phiit § 37°C.
+ Budc 6: Doc va ghi iai két qua

+

+

Panh gia két qua:
Phan dng ngung két: Chi ra la nguoi d6 ¢c6 nhém mau Rh dudng tinh
Phan ing khong ngung két: Chi ra 12 ngudi dé nhém mau Rh ()

2.3. Ky thudt dinh nhom D yéu

Khi cin xac dinh nhitng trudng hop D y&u, bang cic bién phép théng thudng
khé xac dinh. Trong nhiing trucng hgp d6 c¢6 thé xac dinh khang nguyén D yéu
bang nghiém phap Coombs gian tiép, k¥ thuat xi l¥ enzym.

+

+

Dung cu va thudc thii:
6ng nghiém tan mau
May ly tdm

Binh cach thuy 37°C
Pipette Pasteur

Nuéde mudi 0,9%

Huyét thanh Coombs
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— Cac budc tién hanh

+ Budc 1: Trong 6ng nghiém tan méu, nhd 1 gigt dich treo héng ciu 2-4% va
thém vao éng nghiém dé 2 giot anti-D.

+ Buée 2: U 37°C trong 30 phit
+ Budce 3: Quan sat hién tugng ngung két

+ Budc 4: Néu dudng tinh ghi lai két qua, néu 4m tinh thi ria héng clu 3
1an bang nude mudi 0,9%.

+ Budc 5: Thém 2 giot huyét thanh Coombs

+ Bude 6: Ly tAm 1000 vong/ phut/ 1 phiit

+ Buée 6: Poc k&t qua phan fing trén kinh hién vi
2.4. Ky thudt xdc dinh nhom médu hé Rh trong 6ng nghiém bdng khdng thé dic
hiéu khang nguyén D dugc sdn xuédt theo phuong phdp don dong

~ Hién nay hAu hét cic anti-D déu duge san xudt theo phuong phap don
dong do vay rdt thudn tién cho viéc xae dinh nhém mau hé Rh vi né c6 d6 nhay va
dd dac hiéu rat cao va ¢é thé duge san xuit véi s8 lugng 16n.

-~ Dung cu va thudc thi:

+ Anti-D duge sdn xuat theo phuong phap don dong
+ Nudc mubi ¢,9%

+ 6ng nghiém tan mau

+ May ly tAdm

+ Kinh hién vi

+ Pipette Pasteur

+ Que thuy tinh

+ MaAu mau : 2 ml mau c6 chéng dong

— Tién hanh k¥ thuat :

+ Budc 1: Nho mét giot anti-D vio mét 6ng nghiém sach da duge ghi nhén.

+ Bude 2: Thém vao éng nghiém trén mét giot héng cdu (Dich treo héng
cau dude quy dinh theo ting loai sinh phidm va dugc treo trong huyét tudng ctia
bénh nhéan).

+ Buée 3: Tron déu anti-D va héng cdu cdn dinh nhém hé Rh(D).
+ Buée 4: Ly tAm 1000 vong/phat/1 phat
+ Budc 5: Quan sat hién tugng ngung két va ghi lai két qué
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KY THUAT BINH NHOM MAU CAC HE KHAC

Trong mét vai trudng hgp ngoal vige dinh nhém mau ABO va Rh, ngu’dl ta
phai xac dinh thém khéng nguyén ciia céc hé nhém mau khac c¢ia hong cau.

1. Cac trudng hgp ¢an dinh nhém mau khac ngoai hé ABO

Bénh nhéan sé& phai truyén méau nhiéu 14n:

Ngudi ta khuyén cidn xic dinh nhém mau cia nhing hé dé gay mién dich
nhat nhu hé Rhésus, hé Kell, hé Duffy, hé Kidd

+

-+

+

Nghién ciiu di truyén:

Xac dinh sinh déi cung tring hoac khac tring

Nhiing truong hgp bat thudng ctia nhiém sic thé

Xac dinh hong cAu cta nhitng ngerl cho méau thudng xuyén (Rh,Kell,

Dufly, Kidd, Lewis) dé xay dung panel hong ciu.

+

+

Nghién eu quan thé
Nghién cGu pha hé

2. Nhimg thudc thir thudng diing dé dinh nhém mau khic cta hé héng cau

+

+

Cac thube thit ¢6 nguén gde tit ngudi: Phan 16n 1a céc khang thé midn dich
Hé Rh: anti D, anti C, anti ¢, anti E, anti e
Hé Kell: anti K

Hé Duffy: anti Fya, anti Fyb

Hé Kidd: anti Jka, anti Jkb

Hé S;s:anti S, anti s

Hé Lutheran: anti Lua, anti Lub

Nhiing khang thé t nhién (hi€m gip hon)
Hé Lewis; anti Lea, anti Leb, anti Lex

Hé P: anti P1

Nhiing khang thé ¢6 ngudn gdc déng vat:
Hé M,N: Anti M, anti N ¢6é ngudn goc tif thd
Hé P: anti P1 ¢6 nguén géc tir Ign va ngua

Hé Lewis: anti Lea, anti Leb ¢6 ngudn gdc tir dé
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Khéng c6 mét nguyén tic chung nao cho viéc st dung nhiing thudc thi nay.
Moi thude thit déu cé su chi dan st dung riéng ca tiing hang san xuft. Cac ky
thuat khac nhau ¢6 thé duge st dung nhu: dinh nhém trén phién kinh ho#c trong
&ng nghiém, dinh nhém trong méi trudng nudc mudl hodc dinh nhém trong méi
trudng enzym, hoac st dung nghiém phap Coombs. Tuy nhién c6 mét diém rat
quan trong 1a phai luén thyc hién phan Ung kém theo mdt ching 4m va chiing
dudng cho m&i mét hé théng nhém mau.

Viée dinh nhém c6 thé ciing duge thuc hién trén may dinh nhém méau ty
déng hoac bing tay.

PHAN UNG CHEO (PHAN UNG HOA HOP)

1. Nguyén tac

Pé kiém tra sy hoa hop nhém méu gidia ngudi cho va ngudi nhin, ngudi ta
tron huyét thanh ngudi nhan vdi héng cdu ngudi cho hodc héng ciu cua ngudi
nhan véi huyét tusng cia ngudi cho rdi xem xét hién tugng ngung két.

2. Dung cu, phuong tién,hoa chat
6ng nghiém tan mau

Lam kinh

Pipette Pasteur

Kinh hién vi

May ly tAm

Nuée mudi 0,9%, nudc cat

Huyét thanh mau, héng cdu méiu
3. Mau mau xét nghiém: gém hai éng

— L&y 5ml mau tinh mach vio mét 6ng nghiém sach khong chéng déng dé
14y huyét thanh 1am xét nghiém.

~ L&y 2ml mau tinh mach vido mét 6ng nghiém nhya sach da c¢6 sén chit
chong déng dé 18y hdng ciu lam xét nghiém.
4. Tién hanh k¥ thuat

- MaAu ngudi cho va ngudi nhan tach thanh hai phén riéng bidt: huyét
thanh va héng cdu. Pha hdng cidu ngudi cho va hong ciu nguti nhan 5% bing
nudce mudi 0,9%(1 giot hong cdu khéi + 19 gigt nudc mudi).

— Dinh lai nhém mau ngudi cho va ngudi nhan bing hai phudng phap huyét
thanh mAu va héng cdu mau xem c¢6 phi hgp khéng.

282



— Danh s dng nghié¢m 1, 6ng nghiém 2 va ghi tén ngudi nhan, khoa phong
lén 2 ong nghi¢m dé. Ong nghiém 1 cho: 2 giot huyét thanh ngudi nhan va 1 glot
héng cdu ngudi cho 5%. Ong 2 cho: 2 giot huyét thanh ngudi cho va 1 giot héng cdu
ngua] nhin 5%. Lic déu 2 éng, ly tam 1000 vong/phiit/1 phut. LAy ra doc kél qua
bang mat thudng va trén kinh hién vi.

5. Panh gia két qua
- Néu dca dng 1 va 2 khong c6 hién tugng ngung két thi mau ngudi cho va
nguot nhan pht hap. :

— Trudng hdp ca 0ng 1 va 2 déu ngung két hodic dng 1 ngung két (khi truyén
khoi hong cau), 6ng 2 ngung két khi truyén huyét tudng déu khéng truyén dugc.

Chu y:
— Trudng hgp truyén mau toan phan phai lam diy da ca 2 éng chéo nhu trén.

- Néu Lruyen khél hong cAu chi ein lam chéo 6ng 1, néu truyén huyét
tuong va khéi tiéu cdu chi cdn lam chéo & dng 2.

~ Héng cAu ngudi cho va bénh nhan duge pha ding ty 1é

— MA4u mau bi nhiém trung

6. Cac yéu té anh hudng
— Lam kinh, 6ng nghiém ban c6 thé gy ngung két gia
— Ly tAm vdi t8c d6 qua cao.
- Ngung két lanh chd ¥ dAm bao nhiét d§ phong thi nghiém)
— MA4u mau 14y khéng diing quy cach hosc bi déng day

Chii y: phai luu 6ng mau chéo giita ngudi cho va ngudi nhan § 4°C, sau 24
gid md1 duge huy.

PHUONG PHAP HIEU GIA KHANG THE MIEN DICH

1. Nguyén tic: Khang thé mién dich thudng két hop véi khang thé tu
nhién.Vi vy mudn hiéu gia khang thé mién dich phai tién hanh qua hai
gial doan:

~ Trung hoa khang thé tu nhién bing chit Witebsky hoic khit khang thé tu
nhién bang cach dun néng & 70°C trong 10 phut.

~ Hiéu gia khang thé mién dich ¢6 thé thuc hién bing mdt 56 k¥ thuat sau:

+

Phuong phap hiéu gia ¢ méi trudng albumin.

+

Nghiém phap Coombs gian tiép.

+ Ky thuat xi1 1y hdng cAu bang emzym papain, trypsin, bromelin.
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2. Chuan bj
— Dung cu: 6ng nghiém nho, lam kinh, pipette.
—~ Huyét thanh xét nghiém 5 ml.

- Héng cdu nhém A va B méi dude 18y vao 6ng nghiém sach di c6 sdn dung
dich chéng déng

Huyét thanh nhém mau AB.
Chat Witebsky.
Huyé&t thanh khang globulin ngudi loai ¥ globulin
— Huy#ét thanh chiing 14y & ngudi binh thuong khéng c6 khang thé mién dich.
3. Phuang phap tién hanh
3.1. Ky thudt trung hoa khang thé tu nhién

|

— Loai trit khang thé ty nhién bang nhiét: trong dng nghiém da duge ghi
nhan (s6 1) cho:

+ 0,5ml huyét thanh xét nghiém.

+ 0,6ml dung dich nuéc muédi 0,9%.

Trong dng nghiém thi 2 cho:

+ 0,5ml huyét thanh ngugi binh thuéng (1Am chiing).

+ 0,5ml dung dich nuge muéi 0,9%

Léc d8u hai 6ng nghiém, dit vao binh cach thuy ¢6 nhiét d§ 70°C trong 10 phut.

Kiém tra xem di khi hét khang thé ty nhién chua, bing cich nhé huyét
thanh trén véi héng cdu A va B (gidng nhu hiéu giid khang thé ty nhién) O. Néu
dng 2 khong thay ngung két, ching to da loal trit dude khang thé ty nhién.

— Hit khang thé tu nhién béng chit Witebsky: trong ng nghiém thit 3 cho:
+ 0,5ml huyét thanh xét nghiém.

+ 0,5ml chit Witebsky.

Trong 6ng s8 4 cho:

0,5m! huyét thanh nguoi binh thudng (1am chiing).

0,5m] chét Witebsky. '

Lic déu 2 6ng trén, dé td lanh 4°C trong mét dém, tuy theo quy dinh cta
hing san xuat chit Witebsky, kiém tra xem da hit hét khang thé tu nhién chua
(gibng nhu trén). Sau dé hiéu gia huyét thanh da khi khang thé ty nhién ma da
duge hut bdi chit Witebsky.

3.2, Ky thudt higu gid khdng thé mién dich khang A va khdng B
Tién hanh theo ba phuong phap sau day:

3.2.1. Phuong phép trong 6ng nghiém
— Chuén bi: Huyét thanh AB.

284



~ Tién hanh: Rita hdng cdu A va B 3 1dn bing dung dich nudc mudi 0,9%.
Sau lan rita cudi cung thi hidt hét nude & trén ra va pha thanh dung dich héng ciu
5% v61 huyét thanh AB.

Dung 20 8ng nghiém, chia lam hai ddy, pha lodng huyé&t thanh AB €& c6 d6
pha lodng 1/1, 1/2, 1/4, 1/8... 1/512, mbi 6ng c6 4 giot huyét thanh AB da duge pha
lodng. Sau dé cho hai gigt dung dich héng cdu 5% vao mdi 6ng. D6i vdi day A nhd
hong ciu nhém A. D&i véi day B nho hdng cdu nhém B.

Lic déu. Dé tit cd hai day 6ng nghiém vao trong binh cach thuy 37°C/1gig.
Quay ly tAm 2000vong!phuu1phut trong diéu kién nhiét d6 cia phong thi nghiém.
Sau khi ly tAm xong, phai dé nhiing dng nghiém d6 8 nhiét dé 37°C trong 3 phut.

~ Doc két qua: quan sat hién tugng tan mau va ngung két bing mat thudng.

3.2.2. Ngh!ém phap Coombs gian tiép: Huyét thanh xét nghlem da dudc tc ché
khang thé ty nhién hé ABO bang chit Witebsky hodc bing nhiét. Phuong phap
tién hanh nhu sau:

- Trong 10 6ng nghiém pha loéing huyet thanh cin xét nghiém & ndng 46
1/1,1/2,1/4...1/512 bang dung dich nuéc mudi 0,9% (mai ong cé 4 giot huyét thanh
da duge pha loding bing nudc muéi 0,9%).

— Cho thém vao médi 6ng 2 giot dung dich héng cdu 5% (héng cAu nhém A va
B da duge rda 3 14n va duge pha bing dung dich nude mudi 0,9%).

— Quay ly tdm lan thi nhat 10 6ng xem con khang thé tu nhién khéng (thudng
khéng quéa 1/4). Lay nhiing 8ng khéng ngung két dé vao thing cach thuy 37°C/1 gw
14y ra quay ly tdm 2000 vong/phit/1phit. Quan sat hién tugng ngung két bang mit
thuong. Néu thily ngung két, chitng té ¢4 khang thé midn dich loai da.

— Lai ldy nhing 6ng khong ngung k&t dem ly tdm & téc dd 2000 vong/
phuth phiit. Hat hét dich néi ¢ trén, rdi rda héng cau 3 Ian bang dung dich nude
mudi 0,9%. Sau 14n rita cudi cung thi hit hét dich ndi, réi nhd vao mbi éng 2 giot
huyét thanh Coombs, l4c déu ly tdm 1000 vong/phat/1phit. Réi quan sat hién
tugng ngung két. Hién tugng ngung két & nghiém phap Coombs ching to su co
mat clia khang thé mién dich loai thiéu.

3.2.3. Phuang phap dung enzym: dé xéac dinh khéng thé mién dich chong A va B.
Héng cdu da duge xit ly bang enzym cho tiép xde véi khang thé mién dich loai
thleu (khang thé A va khang thé B). N&u xuit hién hién tugng ngung két vcn héng

cAu tuong {Ung c6 nghia trong huyét thanh cla bénh nhéan c¢6 khang thé mién dich
chéng A hodc B.

— Phuong phap tién hanh: chuén bi ngay dung dich papam va khé hong
cau rita (A va B). Trong mot s6 dng nghiém nho: khéi hong cdu 0,5 ml; dung dich
papain 0,5 ml.

Lac déu rdi dé vao binh cach thuy 37°C, thdi gian tuy thude ting loai papain
ma cac hang san xuat quy dinh.

Rua hong ciu 3 lan bing nudec mudi 0,9% dé loai trit hét papam (R61 kiém
tra héng cdu sau khi x ly enzym xem cé bi ngung két khéng, néu c6 ngung két
phai xem lai cac khau trén).
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Pha dung dich hdéng ciu da xit 1y bang papain 3% trong dung dich nudc
mudi 0,9%.

Huyét thanh xét nghiém da duoe khit khang thé ty nhién dem pha loang
1/1,1/2,1/4...1/512. Sau d6 cho vao mdi 6ng 2 giot dung dich héng cdu da xi ly
bang papain 3%.

Lic déu, dé & binh cach thuy 37°C/ 1gis.

Quan sat hién tugng ngung két ngay & di€u kién &m, khéng quay ly tAm.

— K&t qua: Hién tugng ngung k&t héng cAu xi tri bing papain chitng td cé
mit cia khang thé mién dich loai thiéu.

Xéc dinh khang thé mién dich hé ABO bing nghiém phap Coombs gian tiép

va bing héng ciu da duge x 1y biing men, thudng duge tién hanh cing mot lic dé
d6i chiu v6i nhau cho thém phan chinh xac, két qua thudng gidng nhau.

PHUONG PHAP TACH KHANG NGUYEN

1. Nguyén ly

Khi nghiép phap Coombs truc tiép duong tinh, ta phai tién hanh ky thuat
tach khang nguyén dé xac dinh ban chit cla khang thé. Tach khang nguyén la
_ phuong phéap tach cic khang thé da duge cdm nhidm ra khdi khang nguyén tudng
ing trén bé mit hdng cdu. K¢ thuat tach khang nguyén c¢6 hiéu qua cé nghia la
1am cho lyc lién két giita khang nguyén va khang thé dic hiéu d6 bi pha v hodc
dao nguge. Cé6 nhiéu phuong phap tich khing nguyén nhu phuong phép tach:
bang nhiét, chloroquin disphosphat, acid citric, séng siéu 4m, lam tan déng, ether.
C6 hai phudng phéap hay duge st dung 1a tach khang nguyén bing nhiét va ether.

2. Dung cu va thudc thu
2.1, Dung cu

May ly tAm
Kinh hién vi
Pipette Pasteur
Binh cach thuy
- Lam kinh

1

- 6ng nghiém tan mau

2.2. Thudc thu

- Ether
- Huyét thanh Coombs
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- Nude mudi 9%e
— Huyét thanh AB

3. Quy trinh ky thuat
3.1. Phuong phdp tdch khdng nguyén bdng nhiét

~ Trong mét 6ng nghiém tan mau. Nhd mét thé tich khdi hong cdu di rita 6
lan bang nude mudi 0,9%. Gid lai dich néi cia 14n r&a cudi ciing d8 tién hanh thi
nghiém song song vdi nudce tach.

~ Thém vao &ng nghiém 1 thé tich nudc mudi 0,9% hoic huyét thanh AB
Pé 15 phit 8 56°C

Ly tdm 6ng nghiém trong diéu kién néng & 56°C

—~ Thu héi nudc tach cé chita khang thé
3.2. Tdch khang nguyén bang ether

- Trong mdt Sng nghiém nhé mot thé tich khéi hdng cdu da rda 6 1l4n bing
nude mudl 9%e. Gilt lai dich néi clia 14n rita cudi cung dé tién hanh thi nghiém
song song v nudc tach,

— Thém vao 8ng nghiém 1 thé tich nudec mudi 0,9% hodc huyét thanh AB

— Thém 2 thé tich ether vao 6ng nghiém trén

— DAy nuit 6ng nghiém va lac manh tir 3 dén 4 phat

- MG niit va dat éng nghiém & 37°C/15 phiit.

— Ly tAm t8c do 1000 vong/phut/5 phat

— Dung pipette Pasteur chuyén phin nudc tach sang mdt 6ng nghiém sach

— Pé & 37°C va diung pipette Pasteur hit bd phin ether thita ndi bot trén
phéan nude tach.

— Khi hét mui ether, quay ly tAm 1000 vong/ 5 phit thu 18y phan dich néi  trén.
3.3. Ky thuét tim khang thé ddc hiéu cda nudc tich

— Mot thé tich nude tach

|

Mbt thé tich héng cAu ma ta biét trudc cic nhém hé héng ciu panel

U & 37°C trong 1 gids

— Ly tam, doc trén kinh hién vi va ghi lai két qua
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Chuong 7

SAN XUAT, BAO QUAN VA PHAN PHOI MAU,
CAC SAN PHAM MAU

CACH SAN XUAT HONG CAU MAU VA BAO QUAN

1. Héng ciu mau

La nhiing héng cau mang khang nguyén cé do déc hiéu, dé nhay cao da dugc
xac dinh trude. Vi du: Hong cAu mau A 1a héng cdu mang khing nguyén A, hong
cdu mau B la hdng cdu mang khing nguyén B dd dude chon loc tif nhiéu ca thé dé
¢6 hong clu c6 d6 nhay, dd d4c hiéu cao nhit.

Dung cac hdng cdu mang khiang nguyén di biét trudc (khang nguyén A,
khang nguyén B) dude chudn bi sin dé xac dinh huyét thanh chua hiét.

2. Nguyén tac: Cac hdong cAu miu trong mdi truong nudi dudng dac biét
van giil nguyén dac tinh khang nguyén.

3. Dung cu, phuong tién, hoa chat

— Ong nghiém to nhon day - Complexon I11

~ Pipette Pasteur — Na HPO.2HO

— May ly tdm - Cloramphenicol

— Nuée mudi 0,9% —  Albumin huyét thanh bs (BSA) 30%
~ Héngcdu Ava héngcdu B - Nuéc cit

— Huyét thanh AB — NaOH 1N.

— Glucose

4. Tién hanh ky thuat
4.1. Pha dung dich bado quan
C4n chinh xac
— 17,44g complexon III - 33,3ml BSA 30%
- 3,56g Na HPO.2HO — 200 ml huyét thanh AB

— 1g cloramphenicol
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— Nudc cat viva dia 1000ml
— 17,5g glucose
Sau d6é diéu chinh bing NaOH 1N dén pH=7.

4.2. Chon héng cdu miu

Tuyén chon ngudi cho mau: khoé manh, tudi 18-40, khéng cé bénh man
tinh, HIV, HCV, HBV(.)

— L&y mau tir 10 ngudi hong cAu nhém A va 10 ngudi hdng edu nhém B vao
cac ong nghiém nhon day cé chdng dong ACD ho#c CPD. Ly tadm hit bd huyét

tuong. Rita héng cdu 3 14n bang nude mudi 0,9%.Sau 14n rita cudi cing hit kist
nuée mudi dé c6 duge khéi hdng cau.

— Tiép theo 1a tim héng cdu ¢6 d6 nhay cao bing khang huyét thanh khang
A, khang B pha loang din theo ty 1& 1/2, 1/4.... 1/512. Chon cac héng cdu c6 dd
nhay tir 17128 trd 1én lam hdng cdu mau.

4.3. Bdo qudn

— Trén cac héng chu A dd duge chon loc vdi nhau, cac héng cdu B d& duge
chon loc vc’}i_nhau (pool) réi phan phéi vao cac 6ng nghiém siy vb trung da danh
d&u nhoém sin. Thém dung dich bao quan vao dé duge dung dich hdng cau 5% (ty
1&: 1 giot khéi hong cdu thém 19 giot dung dich bao quan). Dung dich héng cdu
nay c6 thé gilt duge 4 tudn & 4°C. Khi 14y ra st dung: ly tdm, hit kiét dung dich
bao quan va thém nudc mudi dé c6 dung dich hdng cdu 10-20%.

- 5. Cac yéu té anh hudng
- Dé& tranh nhiém trang héng ciu miu

+ Duyng cu (6ng ly tdm, 6ng nghiém dyng héng cAu mAau, pipette...) phai say
tiét trang.

+ Hap tiét trung nudc cat trude khi pha dung dich bao quan

+ Thao tac k¥ thuat phai nhanh, chinh xac, t6t nh4it 13 tién hanh trong
budng vb trung.

~ Hong cdu miu mudn phat hién duge cac khang thé trong huyét thanh cin
xac dinh phai duge chufin bj tit nhidu ngudi (t6t nha't 1a 10 ngudi) dé cé mat da céc
khang nguyén can thiét.

KY THUAT BIEU CHE xHO1 HONG CAU

1. Nguyén tic

Khéi hong cdu thu dude sau khi tach huyét tudng tif mau toan phin da ly
tam hoac dé lang.
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2. May méc, dung cu, vat liéu

~ MaAu toan phan duge 18y v6 trung vao bd tii déo c6 gdn thém mot hodc
nhiéu tdi chuyén.

-~ Ban ép huyét tudng

- Kim vuét day

- Kéo

— Kep hoic khda nhya

— May han diy hodc vong nhém han day

-~ May ly tdm lanh
- Can dia thing bing
— CAan ban hodc can 16 xo

3. Quy trinh thyc hién

— X€p cac tii mau vao 8ng ly tdAm. Can bang titng cap &ng ly tAm va dat vao
may ly tim & céc vi tri 461 xing. Ly tAm manh & 4°C. Né&u tii mau toan phin da
dé lang vai ngay thi khong cAn phdi ly tam,

— D4t tii mau toan phén di ly tdm hodc dé ldng rd thanh hai 18p héng cdu
va huyét tuong 1én ban ép huyét tuong. Cha ¥ dé mat tai khong dan nhan quay ra
ngoai. Théo cAn ham 15 xo nén tAm ép vao b& mat tdi mau.

— M4 thong day néi tdi mau toan phdn véi tdi chuyén bing cach bé khoa &
dau day néi véi tdi méu toan phan dé huyét tuong chiy sang tdi chuyén.

— Kho4 day néi tii mau chita khéi héng cdu va tii chia huyét tuong bang
kep hodc khoa nhya khi tach da lugng huyét tuong yéu ciu.

~ Ngitng ép bang cach ha cin ham 16 xo va théo tdi khéi héng cdu khoi ban ép.

— B6 sung ti tai chuyén chita dung dich bao quin hdng ciu (néu c6) vao tuai
kh&i héng cau.

— Han day néi giita tdi khél héng cidu va tdi huyét tudng & hai vi tri cach
nhau 0,5 em.

— Dién day dn théng tin 6 nhin tdi khéi hong cdu va tii huyét tuong

- Cét rdi day néi & gilia hai vi tri han
4. Bao quan va cach dung

— Bao quan khéi héng cdu & th lanh nhiét 45 2 - 6°C

— Thai gian bao quan:

+ Néu khéng bé sung dung dich bdo quan héng cdu, difu ché vd trung,
hematocrit < 75%: thoi gian bao quan nhu mau toan phan.

+ Né&u c¢é bd sung dung dich bdo quan héng cdu trong hé théng kin: thdi
gian bao quan theo quy dinh ctia nha san xuit.

+ Né&u c6 b sung dung dich NaCl 0,9% va/hodc ky thuat diéu ché khéng bao
dam v6 tring: thai gian bao quan td1 da 24 gid sau khi diéu ché.
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— C6 thé b6 sung 50 - 100 ml dung dich natri chlorua 0,9% vao khéi héng ciu
ngay trude khi truyén mau 1am sang (khong tiép tuc bao quan thém). Khéng duge sit
dung bat et dung dich nao khac dé pha tron véi khéi hdng ciu.

— St dung bd day c6 bau loc voi dudng kinh 15 loc 170 - 200 um dé truyén.
Cé6 thé sit dung bd loc vi ngung két vdi dudng kinh 15 loc 20 - 40 um, ho#c bd day
truyén kém bd loc bach cau.

5. Chi dinh 1am sang

Cac trudng hop thidu hdng cdu cfp va man tinh do cac loai nguyén nhéan.

6. Mot s6 thong s6 tham khao

Mot don vi khéi hdng cdu didu ché& tir don vi mau todn phan 250 ml bd sung
dung dich bao quin héng ciu hodc NaCl 0,9% c¢6 mdt s6 dic tinh sau:

— Thé tich kh& héng cdu: 190 + 30 ml
— Hematocrit: 0,60 + 0,10

7.Luu y
— Tuong quan giiia lyc ly tAm va téc d6 ly tAm:
Lycly tam (g) = 1,118 x 10° x N% r
g: Bon vi do luc ly tdm
N: Téc d6 ly tim (vong/phut)
r: Ban kinh ré6to may ly tdm (cm)

- Ly tAm manh: Ly tdm véi 8¢ d6 cao vashodc thoi gian dai nhiam lam léng
moi loai t& bao. Dé diéu ch& khoi hdng cAu, théng s6 tham khao ¢6 thé 1a:

+ 5000 x g trong 5 phitit.
+ 3000 x g trong & phat 30 gy

KY THUAT DIEU CHE KHOI HONG CAU NGHEO BACH CAU

1. Nguyén tic

Tuy phudng thifc ly tAm, bach ciu s& ndm & 16p trén cling vdi huyét tuong hodc
6 mat phan cach huyét tuong - héng cdu, Khoi hong cdu thu duge sau khi tach bo
bach cau ciing véi huyét tuong tit mau toan phan hoic bing thao tac bd sung.

2. May moc, dung cu, vat liéu

— Mau toan phan dude 18y mdt cach vé tring vao bd tai déo c6 gin thém
mot hodc nhiéu tui chuyén.
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— Dung dich bao quan héng cdu c6 sdn trong bd tii 14y mAiu hodc dung dich
mudi ding truong natn clorua 0,9%.

— Ban ép huyét tuong

- Kim vubt day

- Kéo

— Kep hodc khéa nhua

— Kep ngoai khoa canh dai 20 - 30 ¢cm

— May han day ho#c vong nhém han day
- May ly tdm lanh

— Can dia thang bang

— €CAan ban hoac cédn 10 xo

3. Quy trinh thyc hién: Theo hai phudng phap
3.1. Tdch bach cédu béng cdch tdch huyét tuong giau bach céu, tiéu cdu

~ L&y mAu ngudi cho vao hé thong tai déi (tdi 14y mau va 1 tdi chuyén),
hoae tidi ba (tai ldy mau va 2 tdi chuyén).

— X&p cac tii mau vao ong ly tdm. Can bang titng cip éng ly tdm va dat vécz
may ly tAm 3 cac vi tri d6i xidng. Ly tAm nhe & 22°C. Néu ti m4u toan phan da dé
ling 2 - 12 gid thi khong can phai ly tam.

— D4t tdi mau toan phdn da ly tAm hoidc dé ling ré thanh hai 16p hong cdu
" v& huyét tuong 1én ban ép huyét tuong. Chd § dé mit tii khong dan nhin quay ra
ngoai. Thao cAn hdm 16 xo nén td&m ép vao bé mat tui mau.

- MS4 thong day néi tdi mau todn phin véi tdi chuyén bing cach bé khoa &
dau day ndi v8i tul mau toan phin dé huyét tuong gidu bach céu, tiéu cdu chay
sang tii chuyén.

- Khoa diy néi tdi mau chita khéi hdng ciu va tii chita huyét tudng bang
kep hosic khoad nhya khi mat phdn cich héng ciu - huyét tuong déng lén sat
thanh trén tii mau.

— Ngitng ép bing cach ha cdn ham 16 xo va théo tdi khdi héng cidu khéi
ban ép.

~ B8 sung tit tii chuyén chita dung dich bao quan héng cdu (néu cé) hodc tix
binh chita natri clorua 0,9% vao tii khéi héng cau. Lugng dich bd sung 50 - 75 ml
cho 1 ddn vi khéi héng cdu tit 250 ml mAu toan phén.

— Han day néi gilta tai khéi héng cdu va tai huyét tuong & hai vi tri cach
nhau 0,5 cm.

- Dién ddy du théng tin 6 nhan tai khéi hong cdu va tiai huyét tudng.
— C4t rdi day ndl & giita hai vi trf han
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3.2. Tdch bach cdu bang céch loai bd buffy coat

— L&y mau ngudi cho vao hé théng tdi ba (1 tdi 14y mau va 2 tdi chuyén),
hode tdi bén (tdi 14y mau va 3 tai chuyén). Trong hé théng tui cdn ¢6 1 tdi chuyén
chita dung dich bao quan héng cau.

- X@&p cac tdi mau vao 6ng ly tAm. Can bing ting cdp 6ng ly tAm va dit vio
mAy ly tAm 0 cac vi tri dd1 x(ing. Ly t4m manh & 22°C.

- Dat tii mAu toan phén da ly tAm thanh hai 16p hdng cfu va huyét tuong
lén ban ép huyét tuong. Chu y dé mit tai khéng dan nhan quay ra ngoai. Thao
cAn ham 1 xo nén tAm ép vio bé mat tii mau.

— MG thong day néi tdi méu toan phan véi tdi chuyén bing cach bé khoa & ddu
diy ndi vdi thi mAu toan phan dé huyét tudng nghéo t& bao chay sang tGi chuyén.

— Kho4 didy néi tii mau chia khéi héng cdu va tii chita huyét tuong bang
kep ho#c khoia nhya khi m#t phan cach hong cdu - huyét tuong ding 1&én sat
thanh trén tii mau.

— Dung kep ngoai khoa canh dai ludn dudi mit phan cach héng cdu - huyét
tuong khoang 1 em.

— 8iét kep dong thdi véi viée:

+ Ha cén hiam 15 xo,

+ Nhéc tidi mau khéi ban ép,

+ Quay kep mot gée 90°,

+ Néi khoa nhya md thong day néi tdi mau va tai chuyén thit 2.

+ D& 16p buffy coat (gdm phéin lén bach ciu, tiéu cdu, mét phan nhd héng
cAu va huyét tuong) chay sang tii chuyén tudng tng.

— Dung kep nhua khoa day néi tii mau va tdi chuyén chita buffy coat.

- B4 sung ti tdi chuyén chita dung dich béo quén héng ciu (néu c6) hoic tit
binh chia natri chlorua 0,9% vao tdi khdi hdng cdu. Lugng dich b6 sung 50 - 75
m] cho 1 ddn vi khéi héng cdu tir 250 ml mau toan phan.

- Han day néi gita tai khdi hong cdu va tdi huyét tuong 8 hai vi tri cach
nhau 0,5 ecm.

— Dién ddy dd théng tin & nhan tdi khéi héng ciu va tai huyét tuong.
- Céat rdi day néi d gitia hai vi tri han
4. Bao quan va cach ding
- Bao quan khéi héng cdu ¢ ti lanh nhiét 43 2 - 6°C
— Théi gian bao quan:
+ N&u ¢6 b8 sung dung dich bao quan hdng ciu trong hé théng kin: thai

gian bao quan theo quy dinh ca nha san xuét.
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+ Néu bd sung dung dich natri chlorua 0,9% hodc b sung dung dich bao
quan hdng cau trong hé théng hd: thdi gian bao quan 12 24 gid ké tit lde diéu ché.

— 81 dung bo day c6 bAu loc véi dudng kinh 18 loc 170 - 200 um dé truyén.
C6 thé stt dung bd loc vi ngung tap véi dudng kinh 18 loc 20 - 40 um, hoac bd day
truyén kém bd loc bach cau.
5. Chi dinh 1am sang

Bénh nhan thi&u héng cdu cép va man tinh do nhiéu nguyén nhén cin
truyén mau nhiéu 1an va / hodc c¢é nguy cd gap cac phan tng s6t, ngda, ndi man,
mé day do bach cau.

6. Mot s6 théng s6 tham khao

Mdt don vi khéi héng cdu nghéo bach cdu diéu ché tit don vi mau toan phin
250 ml ¢6 mét s8 dac tinh sau:

Thé tich khéi hdng cAu: 190 + 30 ml
Hematocrit: 0,60 £ 0,10
— 86 lugng bach cau: < 0,67 x 10°.

|

88 lugng tiéu cdu: < 10 x 10°.

7.Luu y

— Ly tAm manh: Ly tam vi tdc dd cao va/hodc thdi gian dai nhdm lam lang
moi loai t& bao. Diéu ché& khéi héng cdu tit don vi mau thé tich 250 ml, théng s6
tham khéo c6 thé la:

+ B000 x g trong 5 phat.
+ 3000 x g trong 8 phat 30 gidy

— Ly tdm nhe: Ly tadm véi téc d6 thap va‘hodc thdi gian ngin nhidm lam
lang mot loai té€ bao trong khi mét hodc nhiéu té& bao khac chua bi lng. Diéu ché
khéi héng cdu tit don vi mau thé tich 250 ml, théng s tham khao c6 thé 1a:

+ 2000 x g trong 3 phit.
+ 1000 x g trong 6 phiit.

KY THUAT BIEU CHE KHO1 HONG CAU RUA

1. Nguyén tic

Khéi hong cau thu duge sau khi loai bé hdu hét protein huyét tuong bang
cach rita hdng cdu nhiéu ldn véi dung dich muéi ding trucng natri clorua 0,9%.
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2. May moéc, dung cu, vat liéu
— Mau toan phéan hoac khéi hong ciu.
— Ban ép huyét tuong
- Kim vudt day
- Kéo
- Kep hoédc khéa nhua
- May han diy ho#c vong nhom han day
- May ly tdm lanh
- Can dia thang bang
— Can ban hodac can 16 xo
-~ Dung dich natri clorua 0,9%
3. Quy trinh thyc hién

— Diéu ché khéi hdng cAu: xem ky thuat diéu ché khéi héng ciu.

— N&i day vb tring va b sung 150 - 200 m] dung dich natri clorua 0,9% vao
tii chita khéi hong ciu, lic déu.

— X&p cac tdi mau vao 6ng ly tAm. Can bing ting cép Sng ly tAm va dat vao
may ly tAm & céc vi tri d61 xting. Ly tdAm manh & 4°C.

~ L&y tdi khéi hong cdu da ly tam khéi may ly tdm. Thuc hién néi vd triing néi
tdi mau va binh chia chat thai. Khoa day néi tam thdi bing khoa nhuya.

— Dat tai khéi hong cdu 18n ban ép huyédt tuong. Chid ¢ dé mit tai khong dan
nhan quay ra ngeai. Thao cdn ham 1 xo nén t&m ép vao bé mit tdi mau.

— M3 théng ddy néi tdi mau véi binh chiia chat thai bing cach md khoa
nhya dé nudc trong trén chay sang binh chifa chét that.

— Khoa day nd1 khi mat phan cach hdng cdu dang sat thanh trén tii mau
bang khoa nhua.

— Ngitng ép bing cach ha cin him 16 xo va thao tdi khéi héng cAu khdi
ban ép.
- Lap lai cac bude thém 2 - 5 14n nia.

— N&i day v6 trung va bd sung 1dn cudi 50 - 75 ml dung dich natri clorua
0,9% vao tai chita khdi hong cau.

— Dién diy d0 théng tin é nhéan tdi khai héng cdu ria.
- Han day va cit rdi day ndi & gitta hai vi trf han
4. Bao quan va cach dung
- Bao quan khéi héng ciu rita & t lanh nhiét d6 2 - 6°C
— Thdi gian bdo quan: Cén st dung sém, bao quin t&i da 24 git ké tir lac

diéu ché.
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8t dung bd day c6 bau loc véi dudng kinh 16 loc 170 - 200 um dé truyén.
C6 thé st dung b loc vi ngung tap véi dudng kinh 16 loc 20 - 40 pm, hosc bg day
truyén kém bd loc bach ciu.

5. Chi dinh l1am sang
— Céc trudng hop thifu héng cdu cip va man tinh do cic loai nguyén nhén §
bénh nhan ¢6 min cam véi cac protein huyét tuong.

— Thifu mau tan méau phu thudc bd thé (thi du: bénh dai huyét sic t& kich
phat ban dém).

— Chi dinh tuyét d61 6 bénh nhan min cam véi IgA (c6 nguy cd giy sdc phan
vé) & ngudi thifu hut IgA bam sinh.
6. Mot s6 thong s6 tham khao

Mot don vi khai héng cau diéu ché tit don vi mau toan phin 250 ml eé mt s6
tinh chét:

— Thé tich kh&i héng cau: 210 + 30 m!

— Hematocrit: 0,60 £ 0,10

— Protein ngoai hdng cdu: < 0,5 g / don vi khdi hdng cdu.

7. Luu y

_ Ly tam manh: Ly tam véi toc dé cao va/hodc thoi gian dai nhim lam lang
moi loai t& bao. Piéu ché& khéi hdng cdu riia tit don vi mau 250 ml, théng s tham
khao c6 thé la:

+ 5000 x g trong 5 - 6 phut.

+ 3000 x g trong 8 phiit 30 gidy - 9 phat.

~ Do nguy c¢d nhidm khuén cao nén ché& phdm cin duge st dung cang sém
cang tot.

— Khéng dugde bé sung bat cit dung dich nio khac vao khéi hdéng cdu (tri
dung dich bdo quan héng cdu da dude chudn hod).

KY THUAT BIEU CHE KHOI IEU CAU

1. Nguyén tac

Khoi tiéu cAu didu ché ti huyét tuong gidu tiéu cAu hosc tit buffy coat sau
khi loai bo phén 16n hdng ciu, bach cdu va huyét tuong.

2. May moc, dung cu, vat liéu

— MAu toan phén tudi (thdi gian trong vong 8 gié ké tit lic 18y mau) bao
quan & nhiét d6 phéng (22 - 24°C) trude khi tach tiéu cdu. Mau toan phin duge 18y
trong hé théng 3 hodc 4 tui.
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— Ban ép huyét tudng

- Kim vudt day

- Kéo

— Kep hoédc khéa nhuya

— Kep rudt ngoai khoa canh dai 15 - 20 ¢cm
— May han day hodc vong nhém han day
- May ly tdm lanh

— Céan dia thang bang

— Can ban hodc can 1o xo

3. Quy trinh thyc hién: Theo hai phuong phéap
3.1. Diéu ché khdi tiéu céu tar huyét tuong giau bach cau, tiéu céu

- L&y mau ngudi cho vao hé théng tdi 3 (tdi 18y mau va 2 tii chuyén), hoac
tui 4 (tai 18y mau va 3 tdi chuyén).

— X&p cac til mau vao éng ly tAm. Can bing tiing cip Sng ly tAm va dit vao
may ly tAm 6 cac vi tri d6i xting. Ly tAm nhe & 22°C.

— Dit tii mau todn phan da ly tAm 1én ban ép huyét tuong. Chu ¥ dé mit tai
khéng dan nhin quay ra ngoai. Thao cAn hiam 10 xo nén tdm &p vao bé mit tii mau.

~ M4 théng day ndi tdi mau toan phén véi tii chuyén thi nhit bing cach
beé khoa ¢ dau day ndi caa tdi mau toan phan dé huyét tuong giau bach cau, tiéu
ciu chay sang tdi chuyén.

- Khoa day néi tui mau chda khéi héng cdu va tdi chia huyét tuong giau
bach cu, tiéu cdu bang kep ho#c khoa nhya khi mit phén cach héng ciu - huyét
tuong dang lén sat thanh trén tii mau.

- Ngitng ép bing cach ha cdn him 15 xo va thao tdi khéi hdng cdu khdi
ban ép.

- Xit 1y tii chita khéi héng cdu nhu k§ thuat diéu ché& khéi héng céu.

— Han day ndi gitta tui khéi hdng cu va tai huyét tudng giau tiéu cdu, bach
cau & hai vi tri cach nhau 0,5 cm.

— Dién day da théng tin & nhén tdi khéi hdng cdu va tdi huyét tudng gidu
tidu cdu, bach cau.

- Cét roi day nédi & giita hai vi trf han

— Xé&p cac tdi chita huyét tudng gidu tiéu ciu vao &ng ly tdm. Can bing ting
cdp Ong ly tAm va dit vio may ly tAm & cac vi tri @61 xing. Ly tAm manh & 22°C.

~ L&y nhe nhang tdi huyét tudng gidu tiéu ciu, bach cdu ghdi may ly tdm
va dat 1én ban ép huyét tuong.

- ThAo c4n him 16 xo nén tdm ép vao bé mit tGi mau.
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- M6 khoé cho phan huyét tudng trén nghéo t& bao chay sang tui chuyén
tha hai.

— Khi lugng huyét tuong trong tdi e¢dn 30 - 50 ml, ngitng ép bang cach ha
can ham 16 xo va thao tdi khoi ban ép.

— Dién ddy @0 théng tin & nhan tai khéi tiéu cdu.

— Han day ndi giita hai tii va cét rdi day néi gitia hai vi tri han.

— Dung cac ngén tay hodic vat mém cha sat cin dé tai huyén dich tidu cdu va

dé tui khéi tiéu ciu 1 gid khéng lae trude khi truyén cho bénh nhéan hoic bao quén.

3.2. Diéu ché khoi tiéu cédu tir buffy coat

— L&y mau ngudi cho vao hé thong tdi 4 (tdi 14y méau va 3 tui chuyén). Trong
hé théng tdi cdn c6 1 tii chuyén chita dung dich bdo quin hdng ciu.

— Xép céc tiii mau vao ong ly tAm. Can bang titng cap ong ly tAm va dit vao
may ly tAm J cac vi tri d&1 xing. Ly tdm manh & 22°C.

- D4#t tdi mAu toan phin da ly tAm thanh hai i6p hdng cdu va huyét tucng
1én ban ép huyét tuong. Chi ¥ d€ mit tai khéng dan nhin quay ra ngoai. Thao
cAn ham 156 xo nén t&m ép vao bé mit tdi mau.

— MJ thong day néi tdi mau toan phan vdi tdi chuyén bing cach bé khoa &
dau diy néi véi tdi mau toan phin dé€ huyét tuong nghéo t& bio chiy sang tdi
chuyén tht nhat.

— Khi m#t phan cach héng cu - huyét tuong dang 1&n cach thanh trén tii
mau khodng 2,5 - 3 cm, khoa day ndi tdi mau chita khdi héng cdu va tidi chia
huyét tuong bang kep hoic khoa nhya.

— Dung kep ngoai khoa canh dai ludn dudi mét phan cach hong ciu - huyét
tuong khoang 0,5 - 1 cm.

— Siét kep dong thoi véi viée:

+ Ha can ham 16 xo

+ Nhéc tai mau khéi ban ép

+ Quay kep mdt géc 90°

+ Néi khoa nhya md thong day ndi tii mau va tii chuyén thit 2

+ D& 16p buffy coat (gdm phén 16n bach cdu, tiéu cdu, mét phan nhd héng

cdu va huyét tuong) chay sang tdi chuyén.
— Dung kep n'hua khoa ddy ndi tdi mau va tdi chuyén chia buffy coat.

— B& sung ti tdi chuyén chita dung dich bao quan hdng cdu (néu ¢6) hodc ti
binh chida natri clorua 0,9% vao tai khoi héng cdu nhu ky thuat diéu ché khéi
hdng ciu.

~ Han va cit day ndi véi tdi khot héng cdu va tii huyét tuong.
— Dién day @0 théng tin ¢ nhan tai khéi héng ciu, tdi huyét tuong va tdi
chita buffy coat.
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— Cit rdi cAc day ndi § giita hai vi tri han trong khi vin dé tdi chta buffy
coat ¢dn ndi véi tai chuyén tha 3.

— Xép céc tii chita buffy coat vao 8ng ly tdm. Can bing ting cip dng ly tAm
va dat vao may ly tdm & cac vi tri d6i xitng. Ly tAm nhe & 22°C.

- L&y nhe nhang tai buffy coat khdi may ly tdm va dit 1én ban ép huyét tucng.
— Théo cAn ham 16 xo nén tAm ép vao bé mat tai buffy coat.
- Mg khoa cho phén khéi tidu cdu chdy sang tdi chuyén thi 3.

— Khi can hong cau dang sat miéng tdi, ngiing ép bing cich ha cdn ham 16
x0 va thao tai khoi ban ép.

- Dién day 4G théng tin & nhan tdi khéi tiu cdu.
- Han day néi giita hai tdi va cét rdi dy ndi giita hai vi trf han.
4. Bao quan va cach dung

— Khéi tiéu cdu diéu ché trong hé théng tai kin bao quan & 22°C ¢6 lac trong

3 dén 7 ngay ké ti ngay 14y mau (thdi gian tuy theo loai tiii déo va loai may léc
bio quan tidu cdu).

~ Khéi tiéu cdu diéu ché trong hé thing hd bdo quan § 22°C trong 24 gid ké
ti hic diéu ché.

— Trude khi truyén cho bénh nhan: cac don vi khéi tiéu ciu cdn duge pool
lai du liéu theo yéu cdu cia diéu tri 14m sing. S6 lugng don vi tiéu cdu cho 1 pool
‘thay déi tuy thude nhu cdu didu tri tiing b&dnh nhén cu thé.

- Su dung b day ¢6 bau loc véi dudng kinh 18 loe 170 - 200 pm dé truyén.
C6 thé truyén bang day truyén kém bo loc bach cdu.

5. Chi dinh lam sang

— Céc trudng hgp giam tidu cAu giy xuédt huyst nguy hiém gip trong cac
bénh leukemia cdp, suy tuy, Dengue xudt huyét...

- Cac rdi loan déng mau c6 gidm tiéu ciu ning.
6. Mot so théng s tham khao

Mot don vi mau toan phén 250 ml diéu ch& duge 1 don vi khéi tidu ciu vai
mét s6 dic tinh sau:

— Thé tich: 45 + 15 ml

- 86 lugng tiéu cdu: 2 3,0 x 10" / dv (néu Pool > 1,3x10')

— 88 lugng bach cau: < 0,1 x 10° trong 75% mAu kiém tra (néu Pool < 0,4 x 10°).
- S6lugng hong caw: < 2,2 x 10° trong 75% mau kiém tra (néu Pool < 0,01 x 10),
- pH26,5
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7.Luu y

— Ly tdm manh: Ly tdm véi t6c d6 cao va/hodc thot gian dai nhiam lam ling
moi loai t& bao. Diéu ch& buffy coat tit don vi mau thé tich 250 ml, théng s8 tham
khao cé thé la:

+ 5000 x g trong 5 phiit.
+ 3000 x g trong 8 phut 30 gidy

- Ly tdm nhe: Ly tdm véi téc 40 thap va/hodic thdi gian ngdn nham lam
“ldng mot loai t& bao trong khi mot hodc nhidu t& bao khac chua bi ling. Diéu ché&
huyét tudng giau tidu cdu ti don vi mau thé tich 250 ml, thong s6 tham khao c6
thé ia:

+ 2000 x g trong 3 phut.
+ 1000 x g trong 6 phuit.

KY THUAT BIEU CHE HUYET TUONG

1. Nguyén tic
Huy#ét tudng duge tach khdi cac thanh phim t& bao dé bao quan lanh dai ngay.
2. May moéc, dung cuy, vat lieu

— Mau toan phan duge 14y mét cach vé tring vao bd tii déo c6 gin thém
mét hode nhidu tdi chuyén.

- Ban ép huyét tuong
— Kim vudt day
- Kéo
— Kep hoéc khéa nhua
— MaAy han day hodc vong nhém han day
— May ly tdm lanh
— Can dia thang bang
— C4n ban hodc cin 16 xo
3. Quy trinh thyc hién
3.1. Diéu ché huyét tuong khi diéu ché khéi hdng cdu théng thuong
Xem k¥ thuat diéu ché& kh&i héng ciu
3.2. biéu ché huyét tuong khi téch buffy coat
Xem k¥ thuat didu ch& khéi tidu cdu (phin difu ché khéi tiéu cdu tit buffy coat).
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4. Bao quan va cach dung

- Ngay sau khi diéu ché&, huyét tuong duge dong lanh va bao quan d nhiét
dd thap hon - 18°C hodc t6t nhat 1a dudi -35°C. Thdi gian bao quan 1a 24 thang ké
tif lic didu ché.
— Huy#ét tuong tuoi: 1a huyét tudng duge diéu ché trong vong 8 gid ké tir lac
ldy mau. '

- Huy#t tuong tudi déng lanh: 13 huyét tuong tudi duge diéu ché va dong lanh
trong vong 8 gio ké tit lde 14y méu va bao quan ddng lanh trong vong 12 thang.

- Sau khi pha déng, huyét tudng can duge truyén trong vong 6 - 8 gid.
— SU dung bd day ¢6 bau loc véi duding kinh 16 loc 170 - 200 pm dé truyén.

5. Chi dinh 1am sang

— Diéu tri thay thé trong cac hoi chitng réi loan déng mau bidm sinh hojc
maic phai ¢6 suy gidm céac y&u t& déng mau. Huyét tudng tudi va huyét tuong tudi
déng lanh c6 thé dung diéu tri hemophilia A.

- Bong ning
- Truyén nhiéu khéi héng ciu trong mit mau cap.
- Diéu tri thay mau, thay huyét tuong.
6. Mot s théng sd tham khao
— Thé tich: 120 + 15 ml
— Protein huyét tuong: = 50 g/l.
7.Luu y

~ Phéa dong huyét tuong déng lanh & nhiét 46 37°C trong binh cach thuy.
- Tranh d6ng lanh va pha déng huyét tuong nhidu lan.

KY THUAT BIEU CHE TUA LANH GIAU YEU TO vil

1. Nguyén tic

E\’é’u t6 VIII (y&u t& chéng hemophilia A) ¢6 thé duge didu ché tit huyét tuong
tuoi bang cach déng lanh nhanh va phé déng cham & nhiét &6 thap.

2. May méc, dung cu, vat fiéu

~ Huyét tuong tuci déng lanh (xem phén ky thuat diéu ché& huyét tuong).
- Ban ép huyét tudng
— Kim vuét day
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- Kéo

- Kep hodc khéa nhuya

- May han day hodac vong nhém han day

- May ly tAm lanh

- Can dia thang béng

— Cén ban hoac cin 16 xo
3. Quy trinh thuc hién

1. Pha déng huyét tuong d 1 - 6°C trong binh cach thuy 45 - 90 phit hodc
trong ta lanh 15 - 18 gio.

2. Khi huyét tuong tan déng gin hoin toan va cén mét s6 cuc d4 nhd, tia
lanh hinh thanh duéi dang cdc vaAn nhé nhu khéi thude. Tach tda ¢6 thé thye hién
tiép tuc bing 1 trong 2 cach sau.

3. Tach tia lanh:

Cach 1:

— Ly tAm manh tii huyét tuong tuci pha déng 8 nhiét d6 5°C.
— L&y tai huyét tuong dit 1&n ban ép.

N&i v6 triing tdi huyét tuong véi 1 thi chuyén.

Théo cAn ham 16 xo nén tdm ép vao bé mit tii huyét tuong. Phan huyét
tudng tan déng ndi phia trén duge chdy sang tdi chuyén, dé lai tia lanh & day tai.

— Gid lai 10 - 15 ml huy&t tudng 48 hoa tan tha lanh.
o Cdch 2:

- Treo tdi huyét tuong trén ban ép

— N&i vb trung tdi huyét tudng véi 1 tdi chuyén.

- MJd thong day ndi dé huyét tuong tan ddng chdy sang tdi chuyén. Cac
mau da chua tan ndl trén bé mit c6 tic dung nhu t&m loc ngin can tua lanh trdi
cung huyét tuong.

- Khoa day ndi khi phén 16n huyét tudng chdy sang tdi chuyén. Lugng
huyét tudng con lai trong tii khoang 10 - 15 ml.

4. Hoa tan tda bing cach dé ti tha trong binh cach thuy 37°C trong 1-5 phiit

5. Pool tia lanh: Tuy theo yéu cdu didu tri, ¢ thé pool tit 4 - 16 tGi tda
thanh mot pool

6. Han day néi cta tdi chita pool taa lanh.
4, Bdo quan va cach dung

— Ngay sau khi diéu ché, tia lanh duge déng lanh va bao quan & nhigt b
th&p hon - 18°C ho#c tét nhat 1a duéi -35°C. Thai gian bdo quan 14 12 thang ké ti
ldc diéu ché.

~ S{ dung bd day ¢6 bdu loc véi dudng kinh 18 loc 170 - 200 pm dé truyén.
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5. Chi dinh 1am sang

~ Diéu trj thay thé trong bénh hemophilia A, von Willebrand

- Diéu tri b8 sung trong mét s6 roi loan déng mau nhu déng mau ndi mach
rai rac, tidu sgi huyét cip.
6. Mot s6 théng s& tham khao: Tit 1 don vi huyét tuong 120 ml

~ Thé tich: 10 + 5 ml.

— Noéng d6 yé&u t6 VIIIL: 2 2,5 dv VII/ m] tiia

7.Luuy

~ Ly tAm manh: Ly tdm véi t8c d9 cao va/hodc thdi gian dai nhdm 1am ling

moi loai t& bao va/hoic cac tia protein. Didu ché tia lanh, thong s0 tham khao c6
thé 1a:

+ 5000 x g trong 6 phut.
+ 3000 x g trong 9 - 10 phiit.

- Tua lanh hinh thanh trong qua trinh pha déng chim rat dé hoa tan trd lai,
do vay cén thao tac nhe nhang véi tai huyét tuong pha dong trude khi tach tia.

KY THUAT LUU TRU, BAO QUAN VA PHAN PHOI MAU

1. Mé diu

Luu trit mau 12 céng doan cudi ciing, né quyét dinh toan bd qua trinh, cong
sic cla mt cd 8§ truyén mau. C6 luu trit mau va cac ché phim mau t6t néu cb
thé dam bao duge chat lugng, hiéu qua st dung cha mau va cac ché pham tit mau.

2. Nguyén tic

- MaAu toan phan hodc ché pham mau phai duge bdo quan trong nhiing diéu

kién quy dinh cho mdi loai d€ d4m bao dudge ch&t lugng cha chiing qua qué trinh
bédo quan.

— Phai ¢6 phuong phap, hé théng theo dai, quan ly cac don vi mau hoic ché

phdm mau mét cach quy cu, rd rang, chinh xac dé c6 thé tranh duge nhim 1an, sai
s6t, luén chuyén mdt cach hdp Iy nhat.

3. Kho mau

- Mot gian phong dude st dung 1am kho mau ddi héi mét s§ yéu ciu sau:
+ Réng rai, sach s&, thoang mat, khéng khi luu thong
+ Phai ddy dh 4nh sang, ngudn dién phai thudng xuyén én dinh
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+ HAu hé&t cac phuong tién bao quan mau va ché phdm 13 cic may méc lam
lanh viée trao ddi nhiét 13 rat 1én. Vi vﬁy nén trang bi cac may diéu hoa nh1et do,
dé tranh tinh trang hoat déng qua tai clla cAc may mée ddt xudt giy mit 6n dinh

nhiét do bén trong ma hiu qua la gy hu hdng cic don vi mau hoéc ché& phdm
dang duge luu git.

+ La khu vyc danh riéng cho nhén vién phuy trich cong viéc cldla ngd kin
d4o, han ché t8i da sy ra vao ciia nhiing ngudi khéng c¢6 trach nhiém.

~ Chc may méc trang thiét bi trong khé mau cdn duge giit 8 tu th& én dinh,
- viing chdc. Nén ké cach nhau va cach tudng khoang 40-50cm. C6 nhan ghi mue
dich stt dung cla tiing cai, ¢d s8 sach theo doi hoat dong clia may mdt cach diy dua.

4. Dung cu va trang thiét bi

~ Ta lanh chuyén dung, lyu trit mau & nhiét d¢ 2-6°C

— Ta lanh -35°C
— May lic tidu cdu +22°C

— N&u cén thidt tuy tiing ¢d s6 c6 thé c6 thém:

+ Ta dm +20°C

+ Dung cu lanh —150°C hoic -196°C

— H4 s0 86 sach

5. Nhiét do va thai gian bao quan mau toan phin va ché& pham mau

O day ching tbi chi xin trinh bay mét s8 nguyén téc chi yéu va vdi mét 56

ch& pham chinh:

Tén Nhigt dd bao quan Thdi gian bao quan
1. Mau toan phan
- Bdo quan bang ACD 2°C dén 6°C 21 ngay
- Bao quan bang CPD 2°C dén 6°C 21 ngay
- Bdo quan bang CPDA, 2°C dén 6°C 35 ngay
2. Cac loai khéi tiéu cau (trong may | 20°C dén 24°C 3-5 ngay
lAc lién tuc)
3. Huyét tuang tugi déng lanh <-30°C 12-24 thang
tir -25 dén -30°C < 12 thang
tir -18 dén -25°C < 6 thang
Huyét tuong tuai 2°C dén 6°C < 24 gio
4.Huyét tuong déng lanh dé tan déng | 2°C dén 6°C < § ngay
5. Huyét tudng tach t& mau toan phén | 2°C dén 6°C < 1 thang
6. Cryo ' <-30°C 12 dén 24 thang
-25 dén -30°C < 12 thang
-18 ¢én -25°C < 6 thang
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Liu v:

— Vi cac khéi héng cdu duge san xuat theo hé théng kin vao cé dung dich
bao quan thi nhi¢t do va thdi gian bao quan tuong tu nhu mau toan phan.

— V6i khéi héng cdu san xuit theo hé théng hd thi nén s dung ngay sau
khi san xudt.

6. Quy trinh luu trir

Khi mét don vi mau riéng le hodc mdt 16 tdil mau dude dua dén ngudi ky
thuat vién chiu trach nhiém ¢ kho mau sé thuc hién qua cac bude sau:

6.1. Nhdp kho
Ngudi chiu trach nhiém cin phan loai ngay dudc cac tii mau duge dua dén.

6.1.1. Mau vira mai 18y vé chua lam xeét nghiém
- Kiém tra s6 lugng don vl mau la bao nhiédu tdi
— Kiém tra cac ndi dung ghi trén nhin tai e6 ddy da khong
+ Ho tén hodc s6 ngudi cho
+ 86 lugng ml mau trong tui
+ Ho tén nguoi ldy mau

~ Vi cdc don vi mau nay con lién quan dén nhifdu vdn dé nhu xét nghiém
nhom mau, xét nghiém sang loe, mau huy, sl dung trong san xudt ché phim
thanh pham. Vi vay nén vao mdt s6 riéng, ghi lai cac ndt dung ghi trén nhan tai.
Déng thdi can thém mét s& ndi dung:

+ Ngay giét ldy mau

+ Ngay gid nhan mau

+ Noi ldy mau

+ Ky nhan ban giao gitta ngusdi mang dén va kho mau

- Cang vi cac ly do nén trén ma cac tii mau nay phai duge xép vao mjt ti
lanh bao quan riéng (t6t nhat 1a ¢6 khod) ¢é ghi rd chite nang dic biét cla td lanh
nay, vi du: “Mau chua xét nghiém - khéng duge sit dung”.

Ngudi phu triach cin c6 trach nhiém nhéc nhé cac bd phan lién quan thuc
hién sém nhat nhiém vu cda ho vdi cac don vi mau nay. Khi cAn phai ban giao cho
ho, phai ¢é giao nhan rd rang.

6.1.2. Mau huy

~ - P - - . - ~ . ~ ~ — o - E
Can nhap s6 ligu vé cic don vi mau ndy vao mot sé theo doi riéng ciing véi
cac nél dung néu & trén va nén bd sung thém:
— Ly do huy

~ K&t qua xét nghiém



— Phai ghi rd rang trén ting tdi mau véi bit mau dé dé nhan biét véi noi
dung “Mau huy, khéng si dung, 1y do huy”.

— Céc tii mau nay nhat thidt phai dé vao ti lanh riéng biét, c6 ghi rdé noi
dung “Méu huy, khéng sii dung”, ¢in ¢6 khoa dé dam bdo an toan.

— V&i cac tai mau dac biét ¢6 thé si’I dung cho muc dich khac (vi du huyét
thanh viém gan B diing cho san xuét...) cAn tap trung thanh ting nhém tuy theo
hudng st dung trong ti nay (néu cé diéu kién thi ¢ thé xép trong mot ta khac).

— Luu §: da r&t hi€m gip song ¢b thé c6 trudng hgp mau hét han st dung,
cing xu 1y theo cac bude trén.

— Téng két bao cao két qua véi ngudi phu trach co s4 truyén mau hodc nhiing
ngudi khéc cé lién quan dé lam sdm xu 1y cac tii mau theo quy dinh.
6.1.3. Mau di tiéu chudn, duge luu trif cho st dung

Day la phan chinh trong cdng viée. ddi hdi ngudi chiu trach nhiém dau tu
nhiéu thdi gian va chap hanh dang cae quy dinh.
— Phéan loai

+ Phéan loai theo ndi dung bén trong tdi mau: cac don vi mau dude dua dén
kho mau véi nhidu ndi dung khae nhau, ngudi chiu trach nhiém (tha kho) can sém
phan loai theo titng loai nhu mau toan phan, khéi héng ciu, huyét tusng, huyét
tudng tudi déng lanh thanh tung 16 riéng biét, dé tach bist nhau.

+ Phén logi theo nhém ABO: véi méi loai trén can Lié’p tuc phan thanh ting
nhém A, B, O hoidc AB. Song song le viéc phan loai c¢in kiém tra vé sd ludng,
"kiém tra céic ndi dung ghi theo yéu cdu trén nhin tii c6 day du hay khong, kiém
tra sy todn ven cfia tai, luu ¥ cae thdi han st dung hoac dac biét cac yéu cdu huu
trit d& ¢6 su chuén bi cho cac bude ti€p theo, Néu khdng eé van dé gi khéac thubng
sé tién hanh k¥ nhéan glua ngudi ban gigo va kho mau. Viée ky nhan can tién
hanh nghiém chinh, ¢6 88 sdch riéng, theo tiing loai mau hodc tung ché pham véi
cac nhém mau clia titg loai, dong thoi ghi rd ngay thang giao va nhan.

— Nhap s8 sach: dé thuan lgi cho viée theo doi, luan chuyén, cap phat nén
theo cac yéu ciu sau:

+ M&i loai mau hoac ché phidm vao mot sé nhap riéng
+ Mbi nhém (A,B.O,AB) cta titng loai theo mdt 88 riéng
+ Nai dung can nhap:
Ho tén nguoi cho hodc sd cua tai mau
Tén clia thanh phén trong tdi (6 thé can hoac khéng)
S& lugng trong tui
Tén ngudi 14y mau hodc san xudt

Tén nguoi dinh nhém mau
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Noi ban giao

Ngay nhan

Han sd dung

Cac két qua xét nghiém sang loc

Ngay phat ra

Ndi nhin (noi su dung)

Ky nhan gitia kho va noi su dung
Can luu y:

— (Giai doan nay cin tién hanh ngay khi nhap mau vao kho, thyc hién mot
cach nhanh chong. khan truong dé 6 thé dua eac don vi mau ho#c ch& pham vao
nol bao quan sém nhat nham dam bao chat lugng cua né.

— Véi ciac ddn vi mau nhan duge tif cac cd s0 truyén mau khac duge coi la
mAau bo dé st dung cling thue hién theo quy trinh nay.

— 8ap xé&p: cdn tién hanh ngay mdt cach lidn tuc véi cac giai doan trén vi
mau hoic ¢hé pham chi dam baoc duge chat lugng khi dude bao quan theo dang
dicu kién dugde véu cau cua nd.

+ Sap x&€p theo tha tu thoi gian, nhitng tdi méi d€ trong, tdi lau dé ra ngoai

+ Cac tul mau toan phan cdn dat trén gia dé tul duge & tu thé ding cé
khoang cach gilia cic tdi dé dam bdo luu théng khong khi va nhiét dé.

+ Tung loai mau hoac ché& phdm vao ting ti lanh hodc tiing ngan riéng biét

+ Tung loai mau hoac ché phiim lai x&p theo titng nhém (ABO) hay ting
ngin hodc ting day riéng biét. Vdi tling ndi dung, tiing nhém phai ¢é nhan in chi
to, rd dé dé tim, hoidic tim dugec nhanh nhit tranh md dung cu bao quan qua lau.

+ Sau mdi 14n nhap hodc cidp phat cAn ludn chuyén thay d6i vi tri cac tii
theo nguyén tac nhu trén.

Luu y:

~ Phai thuding xuyén kiém tra hoat déng ciia may moéc trang thiét bi trong
kho mau.

— Dinh ky 1am vé sinh trong va ngoai cac trang thiét bi luu trit

- Tuyét 461 khéng dé nhiing thi khéng phai 14 mau hodc cac ché phdm mau
vio trong cac thiét bi nay, ngay ca cac sinh phim.
6.2. Phat va phan phéi mdu

-~ Moi qua trinh cAp phat phdi ¢6 sy déng ¥ cia ngudi phy trach ¢d sd
truyén mau.

- Khi ¢é yéu cau linh mdu trong va ngoai vién: ngudi phu trach kho mau
cAn kiém tra phi€u yéu cdu vé cac néi dung:



+ Noai linh

+ Ho tén bénh nhéan

+ Nhém mau bénh nhian

+ Nbi dung xin linh; mau toan phan, khét hdng cau

+ Nhém mau cua thanh phan xin linh, 86 lugng

+ Don vi yéu cau: khoa, phong, hodc bénh vién

+ Chit k¥ cia nguoi phu trach don vi yéu ciu su dung
+ Chit ky cua ngudi phu trach co 8 truyén mau

— Lua chon cac don vi mau hodc ch& pham phat ra phi hdp véi yéu cau
thanh phan, nhém mau, s6 ludng va thdi han st dung (réu c6).

~ Kiém tra chit lugng don vi méau duge phat ra bing mét thudng, phat hién
nhitng bién @61 bat thuong xudt hién trong qud trinh bao quan. Chi phat ra
nhiing don vi ¢6 thé tin tudng vé chat lugng. Né&u c6 bat ky sy e ngal nio tii mau
phai duge giit lai, bao véi ngudi phu trach dé cé bién phap kiém tra x(t 1y kip thoi.

— Ddn vi phat mau ra phai dugde ghi vao s6 cua kho mau
+ Ngiy gio phat mau

+ Noi nhan

+ Ky nhan cta ngudi linh

Luu y: Khi ndi nhidn mau la cd s6 truyén mau cua mot bénh vién khac khi
- don vi mau phat ra s& khong qua bd phan phat mau an toan mién dich ca don vi
¢6 kho mau thi can:

-~ Ngudi nhan méau phai 13 nhan vién y té phéng truyén mau cua bénh
vién do.

- Phai ¢6 phudng tién bao quan van chuyén theo quy dinh dam bao duy
tri dugec nhiét dd trong quéa trinh bao quan tranh nhiing tiac ddong gay tén
thuong tdi mau hodc anh hudng chat lugng ciia thanh phén trong tai mau.

— Dinh lai nhém mau bang moét phuong phap HTM dé mét 14n cudi cang
han ché& nhitng sai sét da rat hi€m khi xay ra.

- Kho mau sé gii lai phiéu linh mau ¢tia bénh vién nhan mau

Ngoai cac nhiém vu trén ngudi phu trach kho méau con phai c¢é trach nhiém
béo cdo theo quy dinh: s& lugng mau, ché pham nhap vao va phat ra hang ngay;
hang thang; tinh hinh hoat d6éng clia cac trang thiét by trong kho mau. Thong ké
s6 lugng don vi mau huy véi moi nguyén nhan (hét han, bién ddi chat lugng, tén
thuong tdi mau do bao quan hodc tan déng...), dinh k¥ véi ngudi phu trach.
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Chuong 8

MOT SO VAN DE CO BAN TRONG
XET NGHIEM HUYET HOC - TRUYEN MAU

PHUONG PHAP LAM SACH VA KHU TRUNG DUNG CU LAM XET NGHIEM

16 chinh xac cua xét nghiém phu thude vao nhiéu yéu t8, trong d¢6 dung cu
dé lam xét nghigm etang 13 mdt véu t6 can dude quan tam, ddc biét 1a cie dung cu
hang thuy tinh. bao gom nhiéu loal nhung déu ¢6 dac diém chung:

Trung tinh.
Kho sach.

Khong st mé hoae bién dang.

Do dé rua. sav, hilp dung cu phai bao dam cdc yéu ciu trén, nhu vay méi su
dung lau dai va khong gay sat s6t vé két qua.

1. Rira lam kinh va la kinh

1.1. Voi lam kinh va 4 kinh chua dang hodc d dung cho bénh pham khdéng mau

Rita sach bitng nude thudng.

Neam vao dung dich sulfocromic trong 24 gia.

Ria lai bang nude thudng that sach.

Trang lai bing nude cal.

Ngam vio bocan thuy tinh dung ¢on 99° |, day kin, khi diing méi vét ra.
L.au kho bang gac hoie vai mém.

Xé&p vao ti &m 56"C cho khé hodc dé khé tu nhién, chd ¥ day dé tranh bui.

1.2. V6i lam kinh d4 dang ¢d dinh dau hodc pham nhudém

Ngam vao nude xa phong 24 g0 (ed 100g xa phong hoa trong bHlit nude).
Vat ra lav ban chai hoac chéi dudl ngua co sach.

Ngam vao dung dich sulfocromic hode NaOH trong 24 gio.

Rita bang nudc thuong 3.4 14n cho sach.

Trang lai 1.2 14n bing nude cit.
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— Ngém vao bocan thuy tinh dung cén 99°C, day kin, khi ding mdi vét ra.

— Lau kho bang gac hoac vai mém.

— X&p vao ti &m 56°C cho kho hoac dé khd tu nhién (chd ¥ day tranh bui).
2. Rira cac loai dng nghiém
2.1. Ong nghiém chua dung

— Dung chéi dubi ngya rita sach bang nude thudng vai lan.

- Trang lai bang nudc cat.

- Déc hét nude trong 6’112; ra x&p vao sot nhém cé 16 o day.

— D&t &m 56°C cho khd ho@ic phai khé ty nhién (chid ¥ day tranh bui).

2.2. Ong nghiém da diang roi

— Dung chéi dudi ngya rita sach bang nuée thugng vai lan.

— Rua lai bang xa phong.

— Rita lai bing nudc thudng.

— Ngéam vao dung dich sulfocromic hode NaOH trong 24 gic.

— Rua lai bang nudc thudng.

— Trang lai bing nudc cat.

- Déc hét nude trong 8ng ra va x€p vao sot nhém cé 16 ¢ day.

— Dé ta &m 56°C cho khé hoac dé kho tu nhién.
3. R{ra cac ong hut {(potain) héng cau, bach ciau, dng mau lang, pipette
huyét sic to

— Théi bé hét hén dich mau trong 6ng hat.

— Rita vai ldn bang nuédc thudng.

— Tréng lai bang nudc cit,

- Riia bang con 99°.

— Ria bang ether.

— Dé ta &m 56° cho kha.

Mét tudn ngdm dung cu mét lan vao dung dich sulfocromic trong 24 gid.

— Rda lai vai lan bang nudc thudng.

Trang lai biang nudc cat,
— Rita bang con 99°.

- Rda bang ether.

~ Dé td &m 56° cho kho.
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4. Cac loai buéng dém
- Ngam vao dung dich sulfocromic 2-3 gid.
~ Rua bang nude thudng vai ldn.
— Trang lai bang nudec cAt.
~ Lau sach.

- Dé trong hoép ¢6 16t gac mém hoac gidy loc.

PHA CAC HOA CHAT, DUNG DICH SU DUNG
TRONG XET NGHIEM HUYET HOC

1. Cach thir nudc cat trung tinh dé lam xét nghiém
1.1. Tha bang dung djch dé trung tinh

- Nude cat 100ml.

— Dung dich do trung tinh 1% vai giot.

Néu nude acid s& ¢6 mau vang chanh, nhd ting gict natri bicarbonat 1% vao
cho dén khi nude ¢6 mau héng 1a nude trung tinh.

Néu nude kiém s8 ¢6 mau héng, nhé tliing giot acid acetic 1% vao cho dén khi
nude chuyén thanh mau da cam 1a nude trung tinh.
1.2. Thir bang gidy do pH

Cho vao ¢6e thuy tinh hodc 6ng nghiém lugng nuéc dinh thit. Lay gidy do pH
nhing vao nude trong 5 phit. Lay gidy ra dem so sanh v8i mau chuidn quy dinh,
doc két qua.

Néu mau gidy thi khéng diing véi mau chuin thi cho acid acetic 1% viao néu
nude ki€ém hodc natri bicarbonat 1% vao néu nudc acid. Ly gidy thit lai cho dén
khi dat duge mau quy dinh ehia pH trung tinh.

1.3. Do bdng pH met (pH ké)
— Cho mau nudc dinh thit vao céng, dit vao may pH ké.
— Bat nit dién quy dinh trong may, dé 6n dinh trong 5 pht.
~ Kim pH ké& sé chi cho biét nudc dinh thit 1a kiém, trung tinh hay acid.

— Cho i tit acid acetic 1% vao (néu nude kiém) hoac natri bicarbonat vao
(néu nudc acid), diéu chinh dén khi may pH chi nuée dat tri s8 trung tinh.



2. Cach bao quan va pha loang con
2.1. Cdch bdo quan cén tuyét doi
Muén gid dude con tuyét do1 thi et 1000ml cén cho thém vao 50g kali
carbonat hoac 50g déng sulfat khan, sé giit duge db con dé 1am xét nghiém.
2.2. Cdch pha loang cén
2.2.1. Phuong phap Lowi
_— Cho véo ¢de nude chia do s6 luong mililit ¢én dung dé pha loAng bing s6
dd con dinh pha lodng.
— Cho thém nudc ¢at vao cho dén khi s6 mililit bing s6 d6 con dem pha loang.
Thi du: Pinh pha ¢én 953° thanh con 60"
- Cho vao céc chia dé 60ml con 95°.
o Cho thém nude ¢t vio cho dén khi dung dich ¢ thé tich = 95 ml thi duge
con 60°.

2.2.2. Phuang phap Gay-Lussac

Cén dinh pha Thé tich nude th?m vao 100 ml | Thé tich nudc th;’em vao
con 90°(ml) 100 ml c&n 95°(ml)
85° 6 13
80° 14 21
75° 22 29
70° 31 39
65° 42 50
60° 54 65
55° 68 78
50° 85 96
45° 105 117
40° 131 144
35° 163 178
30° 206 224
25° 266 287
20° 352 382
159 500 540
10° 605 655

3. Dung dich chéng déng
3.1. Dung dich natri citrat 3,8%

— Natrt citrat 3,8g
- Nudc c4t vita du 100ml



3.2. Chéng déng heparin

- Heparin 5000 don vi
— Nuéc cat 10m]

3.3. Dung dich complexon

— Muéi dipotassic cla acid ethylen diamin tetra acetic (EDTA): 1,5g
— Nudc eat viia du : 100ml

3.4. Hén dich amoni oxalat va kali oxalat

Dé kigm, ré tién, it lam thay déi hinh thai t& bao mau vi amoni oxalat 1am
no té bao con kali oxalat 1am co té& bao.

- Amom oxalat 1,2¢g
— Kali oxalat 0,2¢
- Nudc eat 100ml

Dung dich (3), (4): Pha xong loc k¥, ding ddn. C6 thé lam thanh dang déng
khé dé khdi lam anh hudng dén thé tich mau. Cach 1am: cho 0,1 ml dung dich

trén vao dng nghiém tan mau, cho vio td Am 56° trong 6 gis. Dung dich khé di. Cé
thé chéng déng cho 1ml mau.

4. Cach pha Giemsa dam dic (Giemsa me)

- Giemsa bét 0,75¢
- Glycerin 35ml
— Cén methylic 65ml

Cho Giemsa bt vao ¢61 bing su cho tif tit glycerin vao va dung chiy bang
s nghién that min. Tlep tuc cho ¢dn vao hoa déu. Dung dung dich vao lg mau,
nut lo that kin. Boc lo bang giay den hodc dé § chd 6, ngay léc 3 14n, trong 4
ngay lién. Giemsa me dé trén 6 thang mdi dem diing 1a t6t nhét. Co thé thay bot
Giemsa bang bt Wright theo cing thie:

— Wright b6t 1,3g
— Glycerin 3ml
— (6n methylic 97ml

5. Hon hgp sulfo-cromic ngam dung cu va lam
~ Potassium bicromat K,Cr,0, 100g
— Nuée 1000ml
Quay cho tan déu. Sau db tit tit thém vao: acid sulfuric nguyén chat H,80, 100ml
Dung dich phai day kin,
6. Dung dich nhudém héng ciu Iudi
6.1. Xanh cresyl trong cén

— Xanh cresyl anh 1g
— Cén tuyét déi 100ml
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6.2. Xanh cresyl trong dém mudi citrat va clorua (OMS)

~ Xanh cresyl anh 1g
— Natri citrat 3% 20ml
— Natri clorua 9% 80ml

Léc cho tan déu rdi loc. Dung trong 1 thang

7. Dung dich dém so lugng hong cau
7.1. Dung dich Hayem

— Natri clorua lg

— Natri sulfat 5g

- Sublimat 1,5
— Nudc cit 200ml

7.2. Dung dich Marcano

— Natn sulfat 50g
— Formol 40% 5ml
— Nudc cat 1000ml

7.3. Dung dich nudc muéi sinh 1y
- NaCl 85 ¢
- Nuéc cat vira d0 1000ml

8. Dung dich dém s lugng bach cau
8.1. Dung djch Lazarus

- Acid acetic H50ml
- Xanh methylen 1% 20 giot
— Nuée cat vira da 1000ml

8.2. Dung dich Hayem

-~ Acid acetic 5ml
— Xanh methylen 0,25¢
— Nudc cat vita du 1000ml

8.3. Dung dich xanh acetic
— Acid acetic 10ml
- Xanh Toludin 0,25% 10ml
- Nudc cdt vira da 1000mi



9. Dung djch dém s& lugng tiéu ciu
9.1. Dung dich giif nguyén cd héng cdu va tiéu ciu

Dung dich Marcano:

— Natri sulfat olg
— Formel 40% 5ml
— Nudec cat vita di 1000ml

9.2. Dung dich lam vé héng cau va giir nguyén tiéu cdu
9.2.1. Dung dich uré

— Uré nguyén chat 0,7g
— Nude mubi 9%, 7ml
— Nudc cat 3ml

8.2.2. Dung dich cocain

— Cocain clohydrat 30g
— Natri clorua 2g
- Nude edt vira da 1000m1

9.2.3. Dung dich hén hop
— Dung dich A giit 6 4°C  Clohydrat procain 24,3g

Nudc cat vira dn 100ml
— Dung dich B gitt § 4°C  Clorua natri 200g
Nude cat via du 100ml
Trudc khi dung thi pha nhu sau:
— Dung dich A Iml | Khéng dé 14u

— Dung dich B 9ml

9.2.4. Dung dich amonium oxalat 1% trong nudc cat
Giit 8 nhiét dé lanh, trude khi dung phai loc.

CACH SU'DUNG VA BAO QUAN KiNH HIEN VI

Kinh hién vi 1 céng cu quan trong ¢ mdi phong xét nghiém huyét hoe. N6 ¢6
tac dung phéng dai anh clu vat cdn soi bdi mét hé thong thiu kinh,gidp cho ta
quan sat vat dudge chi tiét hon.
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1. Cau tao (hinh 8.1)
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Hinh 8.1: Cac bd phan ciia médt kinh hién vi phirc hop dién hinh
. éng truc chinh

. Thau kinh (1&ng kinh) ddu kinh nghiéng

. Mam quay gan vat kinh

. Vat kinh

. Mam soi {mam kinh)

. Tu quang dudi mam kinh v&i man chan sang
. Guong

. Dé (chan)

9. Thi kinh

10. Tay c&m

11. Oc dai cap (didu chinh thd)

12. &c vi c8p (diéu chinh tinh)

C ~ O AWk =

1.1. Ong tryc chinh: Cé hai loai
- Loal ¢6 mét éng truc chinh mang mdt thi kinh(kinh mét mat)
- Loai c6 hai 6ng truc chinh mang hai thi kinh (kinh hai mét)
1.2. Déu kinh

Hinh tron hoac da giac. Trong dau kinh chita cac thfu kinh hinh lang tru
tam giac, c6 tac dung hit Anh ctia vat tit vat kinh 1&n thi kinh khéng bi ddo ngugc .

1.3. Ban xoay
Ban xoay c6 thé xoay tron 360° gitp cho thay déi vat kinh dé dang
Ban xoay c6 4 16 mang 4 loai vat kinh khac nhau
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1.4. Vat kinh

Cé tac dung phéng dai dnh cha vat 1én nhidu 14n. Cé nhiéu loai vat kinh véi
hé s8 phéng dai khac nhau: x 4, x 6, x 8, x 10, x 17, x 40, x 100, nghia 14 cac vat
kinh dé cé thé phéng dai dugc 4 dé€n 100 lan. Vat kinh c6 hé s phéng dai 100 la
vat kinh dau.

1.4.1. V&t kinh c6 hé s6 phong dai nhé thi kich thudc ngdn. Vat kinh c6 hé sé phéng
dai to: kich thude dai

1.4.2. Khodng céach giira vat kinh voi mat phdng (tiéu bén)

- Vit kinh x 10 : khoang cach xa = 15,98 mm
- Vat kinh x 40 : khoang cach gan = 4,31 mm
- Vit kinh x 100 : khoang cach rat gin =1,8]l mm

1.4.3. Cira s 4nh sang va kha nang phan ly cac loai vt kinh

~ Vat kinh x 10: ctfa sé 4nh sang 16n, kha néng phén ly nho, ¢6 kha ning
nhin hai vat xa nhau

— V‘lt kinh x 40: kha nang phan ly tudng déi 16n, ¢ kha ning nhin hai vat
tuong déi gdn nhau

~ Vat kinh x 100: clta s6 4nh sang rit nhé, kha ning phén ly 16n, 6 kha
nang nhin duge hai vat rit gan nhau. Do kha nang phén ly 1én, 4nh sang khéng
tap trung nén khi st dung phéi dung 4nh sang t&i da va diu soi dé tang do chiét
quang, nhin vat rd nét hon

1.5. Mam kinh
Cé tac dung néng 48 miu vat (tidu béan)
Trén mam kinh cé;
— Mot 16 dé cho anh séng di tit gudng qua tu quang 1én vat kinh
— Mét hé théng kep giit tiéu ban
~ Mot b phan di chuyén tiéu ban goi 14 xa chuyén c6 tac dung dua tidu ban
lén xuéng, sang phai hoac sang trai
— Mt b phén thude do (duxich)
1.6. Tu quang
La hé théng thau kinh ¢6 tac dung tap trung, hél tu Anh sang lén vt dinh soi
— N&u g thap thi anh siang nhd '
— Néu g cao thi 4nh sang duge tap trung cao
Tu quang ¢6 gan hai by phan: 14 chin sang va loc sang

- L& chén sang la nhitng 14 nhya xep theo hinh dong tdm. Mudn anh sang
manh thi md chén sing. Mudn anh sang y€u thi déng chdn sang.

~ Loc sang dat dudi tu quang, mau xanh, ¢é tac dung lam diu 4nh sang khi
sol kinh.



1.7. Guong
Guong phing dé 14y anh sang gin
Guong 16m dé 14y anh sang xa hon

Hién nay nhiéu kinh st dung ngudn siang la dén dat trong d€ kinh va ¢6 b
phan diéu chinh cudng dd 4nh sang.

1.8. Bé kinh
Git cho kinh ¢d dinh

1.9. Thi kinh
Cau tao bdi hé thong thau kinh ¢6 tac dung phéng dai. Thudng 14 thi kinh ¥10

1.10. Thén kinh - tay cam

Cé tac dung ning d8 6ng kinh va mam kinh. Trén than kinh ¢é 6e dai cip va
¢ vi cdp 6 tac dung diéu chinh khoang cach gifta vat kinh va tiéu ban.

Khi st dung vat kinh x 10 diéu chinh bang dc dai cdp

Khi st dung vat kinh x 40, 100 diéu chinh 8¢ vi ¢ap

2. Cach sr dung
2.1. L3y anh sdng

C6 thé 1a anh sang thién nhién hodc anh sing nhan tao. Néu anh sang thién
nhién thi nén dat kinh & gin clta 8 hodéc cita ra vao.

Muén si1 dung anh sang thi s dyng:

- DPo6ng hodc md chan sang

— Ha hodc nang tu quang

— Diéu chinh gudng phan chiéu hodc dén

2.2. Sudung vt kinh

Luc diu xem khai quat thi dung vat kinh nhd va diéu chinh bang ¢ dai cap.
Khi tim duge khoiang xem thich hop thi chuyén sang vat kinh dau. Nho mot giot
dau soi 1&n tidu ban, sau d6 vita nhin vao thi kinh vita diéu chinh 8¢ vi cép cho
dén khi thay rd chi tiét dinh soi.

2.3. Strdung dc dai cdp va 6c vi cap

Dung ¢ dai cip dé& didu chinh thé, ding 8¢ vi cdp dé diéu chinh tinh. Dung
8c dai cAp dé diéu chinh trude réi méi dung d¢ vi cip

2.4. Strdung ld chdn sang va tu quang

Khi soi bing vt kinh thudng thi déng 1a chin va ha tu quang. Khi soi bang
véat kinh ddu dé xem chi tiét thi md 14 chin va néng tu quang.
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3. Cach bao quan
Phai 1am hang ngay mét cach cin than, ti mi
3.1. Truoc khi soi

Dung chéi 16ng quét hét bui. Dung vai mém min khéng s 1ong hoic gidy
mém dic biét lau sach vat kinh, thi kinh, tu quang, guong..M4t trong cua thi
kinh va vat kinh thi phai duang qua bép théi khéng khi vao va dang chéi 1éng quét
hét bui.

3.2. Sau khi soi

- Ha mam kinh
-~ Nhike tiéu ban ra ngoai

— L&y val mém lau sach dau 6 vat kinh réi tham it xylen lau lai. Cudi ciing
lau lai bing vai mém khde

— Ha tu quang

Biéu chinh céce 6c vé s6 0

Pua kinh vé tu thé& nghi

|

Pha kinh biang chup vai sach

3.3. Nhiing diéu cén trénh
— Lau cac thau kinh bing ¢fn
— Nhing vat kinh vao ¢bn, xylen s& 1am bong cac thiu kinh
— Dung gidy thudng hay béng dé lau kinh
— S0 tay vao mit soi ciua vat kinh
— TLau dé& hosc thau kinh hién vi bing dung méi hitu co (xylen, xing)

- Lau mat trong thiu kinh(ctia thi kinh; vat kinh)bang khan ho#c gidy sé
lam mat I6p phan chiéu

— Bo thi kinh ra khéi kinh hién vi ma khéng c¢6 ndp day

~ Xé&p kinh hién vi vao hép gb déng kin hodic phd kin bing tdi chat déo sé
tao thanh budng 4m lam cho ndm mdc dé& phat trién.

~ Di chuyén kinh hién vi bing mdét tay
3.4. Chong cdc tdc nhan bén ngoai
» Chéng chdn dong khi vin chuyén:

Kinh hién vi eling nhu cac may mdc quang hoc khéac khi van chuyén phai dung
trong hép go duge bat vit chat, chén ky bang vai hodc miéng dém. Kinh hién vi phai dé
¢h6 ¢6 dinh, khong nén di chuyén nhiéu va tranh dé & noi ¢6 nhidu chan dong.
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o Chéng nong va chéng dn mon:

Céac hé théng thiu kinh, cac doan tiép xtc thudng gin bing mét loai nhya
dic biét, néu dé noi nhiét d6 cao thi nhya dé& chay ra giy di léch, gidm d@ chinh
xac. Khéng dé gin cac chit acid hodc kifm manh. Khéng dé anh sang mit trdi roi
thing vao kinh.

o Chéng xwde: Khi lau chii nén dung qua bép thdi khéng khi cho hét bui,
dung chdi 16ng quét va vai mém sach hodc gidy dic biét dé lau, khong dung vai
cing hoac gidy thudng dé lau dé lam xudc va md hé thdng quang hoc.

e Chéng &m: dé kinh & phong kho réo, c¢6 diéu hoa nhiét db, ¢6 hat 4m, néu
khong cé diéu kién phai bdo quan trong chup bang thuy tinh ¢é chit hit Am thay
hang ngay.

e Chéng méc:

Khong dé kinh & noi ¢6 do 4m cao vi dé tao diéu kién cho n&m méc phat
trién. May méc quang hoc chi chiu duge d6 &m khéng khi khodng 65% nén dé
kinh hién vi trong phong ¢6 diéu hoa nhiét d6 vA may hit &m hoac dé trong ti ¢6
béng dién thap sang ca ngay dém véi nhiét dd cac hon nhiét 46 phong khoang 5°C.
Né&u khéng ¢é dién thi dé kinh 3 chd ram, thoang, gén vi tri ¢ 4nh sang, dat canh
tii dung silicagel ¢6 tac dung hut 4m. Silicagel khi ¢én tac dung thi ¢6 mau xanh
19, néu chuyén sang mau héng thi hét kha nang hap thu nudc, lde dé cho silicagel
vao th Am say kho réi diing lai

» Lau moc

Méc thudng phat trién tit ngoai vao giia do cac bao tld ndm rdi vao cac khe.
Muén biét cic hé théng thau kinh ¢ bi mée hay khéng ta di chuyén (xoay) céac thi
kinh hay vat kinh, néu vét md xoay theo thi ding 14 mée.

~ Céc phudng tién lau méc:

+ Qua bép cao su

+ Chéi 16ng mém

+ Béng hiit nude, vai mém

+ Nuéc cdt, xylen, con, ether

+ Tudc no vit cac cd, khoa mad chot

- Lau chiii: trude khi lau ngudi lam phai rita tay sach, lau tay khé, trai mét
miéng vai sach dé dung cac bd phan thao ra. Ding nude cit lau qua mdt 1an, 1ay
vai mém lau kho, diung xylen hoic aceton lau lai, cudi cing dang ether lau cho
that kho.

Chi y: Khi lau nén chon ngay khé réo, néu vao ngay Am ubt sé gy moc
thém. Di chuyén kinh phai ding hai tay, mdt tay dd d& kinh, mét tay cAm tru
(thén kinh) hién vi.
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Chuong 9

DAM BAO CHAT LUONG XET NGHIEM
HUYET HOC VA TRUYEN MAU

Cong nha cae hoat dong khic. hoat dong truvén mau va xét nghiém huyvét
hoe cung ¢6 =an pham.

San pham cla mot hoat dong 1a két qua cudi cung do hoat déng dem lai. Dgi
vl cae hoat dong =an xuit thi san pham c6 chat lugng cé nghia 1a dap dng mot
cach 1ot nhat muce dich s dung san phiam dé. Dai véi cong tac xét nghiém huyét
hoe thi <an pham la két qua xér nghiém. Chat luong xét nghiém duge ddm bao ¢b
nehin 14 két qua phan anh kip thdi. chinh xac va ré rang cac chi sé huvét hoc o
henh nhan ma Iam =ing véu cau.

Céang the truven mau dudge dam bao chat luong ¢6 nghia 1A mau va thanh
pham truvén cho hénh nhan dap Gng tot nhat yéu cdu diéu tri va han ché dén
miie thap nhat cie két qud khong mong mudn.

1. Mot s6 khai niém vé dam bao chat lugng
1.1. Chinh sdch vé chiét luong

Bar kv mor hoat dong gi muén 6 chat lugng phai ¢ chinh sach phu hgp, do
ta chinh sich quan tim dén chat lugng, Chinh sach cé tac dung chi dao va dinh
hudne vu tén dén chit lugng, chat lugng ctia san phéim con c6 gia tri bao vé
thudng hi¢u ¢l cg s san xudt.

1.2. Quan Iy chat luong hay hé théng chat luong

Bao gom it ea cae hoat dong nham c6 san pham dat chat lugng tdt. Nhing
hoat dong nay duge soan thao bang van ban gém ca nhitng quy dinh vé quy trinh
va qua trinh hoat dong. Viée xem xét chit ludng san pham hay chét lugng két qua
xet nghiém duge coi Ly quan trong dya trén cac hoat ddng tit diu tu, dio tao... dén
ha tet nhan e

1.3. Dam bao chat luong

Nhimg hoat déng kiém tra, xem xét va danh gia cac guy trinh, qua trinh
nhim k&t qua o chat lugng, tie 1a sin phdm dap ung tét muc dich san xudt né,
buo gom viee dé ra cac bién phap. cac khau dé chat lugng cla san pham dugc coi
L1 tat nhat, hay phai ¢é ticu chuan rd rang vé chit lugng cia méi sanu pham.



1.4. Kiém tra chét luong

(ém cac kiém tra. danh gia dinh kv hay dot xuat viée thue hién quy trinh,
kiém tra chat lugng cla phuong tién san xuat. cta dung cu hay nguyén lig¢u cho
dén san pham. Bao gébm kiém tra chit lugng néi bé va dinh g chilt luong tlit ngoal.

1.4.1. Kiém tra chat lugng néi bd

Kiém tra dinh kv ¢é ké hoach. ¢6 hién phip va kiém tra viéc thuc hién kiém
t. Kiém tra trinh do nhan vién, kiém tra thue hién quy trinh. Kiém tra chat
luong san pham (kiém tra két qua xét nghiém. cha {t ludng mau hoac phé& pham)
theo tiéu chuan da quy dinh.

1.4.2. Danh gia chéat lugng tu ngoai

S dung mét trung tam doée lap gui mau xét nghiém dén nhiéu phong xét
nghiém. sau d6 thu thiap két gua va xu ly bang thuat toan, dé danh gia chat hugng
¢ cac phong xét nghiém khae nhau. Hode mot trung tam hén ngodi dén cac cd so
<an xudt 18y san pham ngau nhién va phin tich chat lugng.

1.5. Ghi chep va théng ké

Viée ghi c‘nep két qua ¢6 tinh khoa hoc, thang ké két gua xét nghl(,m hang
neav, hang tuan. hing thang cing giup phat hién nhing =a1 =0t ¢o thé xav ra.

1.6. Viéc thanh tra, kiém tra

Ciang la mot hinh thite ¢é dam bao chat lugng xét nghié¢m hodc chat lugng
sin pham mau qua danh gia thue trang to chite. danh gid vige thye hign cac quy
rrinh. quy dinh. kiém tra san pham tai cho.

1.7. Tu ddnh gid i

LA viée ty xem xét lai qué trinh thyc hién hoac xem xét lal wung khau da
dude tién hanh 6 trao déi dé phat hién nhing khiu 6 the < =0t

Néi tam lai. chdt lugng cda thanh phian mauw. hay thuc t& hon 1a két qua cua
hoat don;,r truvén mau (bao gom tit tuyvén chon. sng loc. thu gom mau. chiét tach,
haio quan v truyén mau lam sang) va két qua cua xét nghiém cing nhu mot san
pham cua mét qu'i trinh san xuit phu thudce vio nhiéu yéu to: tit nang luc to chtic

vit chinh sach eia toan hé théng dén chat hugng cua nguven liéu. loal quy trinh ky
thuat duge ap dung. chat luong cua trang bi. nang lue cia nhan cong... Do do hoat
dong d& dam bao chat luong bao gdom tif nhing hoat déng 6 tinh vi mé dén viéc
thuc hién cac bién phap cu thé cho quy trinh cy thé.

2. Dam bao chat ludng xét nghiém huyét hoc

Mue tiéu cua xét nghiém la dap dng duge yéu cau tam sang. Do vay cong tac
dam bao chat IUGng xét nghiém huyét hoc 1a thuc hién nhing viéc can thiét dé
dam bio k&t qua kip thdi. eé6 dd tin cay cao. Trong cong tie xét nghiém huyét hoc
¢6 bon hoat déng dam bao chat lupng.
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2.1. Kiém tra chat luong ndi b (ndi kiém tra)
f.a cae hoat dong cda labo nham dam bao xét nghiém c6 dé tin cay.
Kiém tra o6 xac thue: Vi dg st dung mau chuan (véi may ¢€m té€ bao).
Kiem tea do lap lai:
Vidu:  ~ 1 mau duge kiem tra 2.3 1an (kiém tra tinh én dinh)
+ Nyiav sau xét nghiém Ll cae mau cua ngay trude
Kiém tra phudng tién va sinh pham: vi du may do pH, may li tAm, kinh
hién vi. may dém té bao tg dong va sinh pham cua may...
- Kiém tra bang k¥ thuat khae.
Dé tién hanh ndi kiém tri, ngudl chiu trach nhiém chit lugng xét nghiém
cua fabo phai nehicn cgu kv quv trinh ky thuat, dat ra cac ché dé kiém tra thudng
gquyv ¢o tinh dinh kv, dong thai dé ra cac bién phap gial quyét cdc tinh hudng khac

nhau, Neu su duny cae phuong tién xét nghiém ¢6 quan ly bing phan mém, can
dat ea trong chuong trinh cae biwo dong can thiét dé nhic viée not kiém tra,

V6t cae labo thong thudng nhiéu khi dé bé qua edng tae ndi kiém tra nén cin
dat ra mor nguven tac. vi dyu ngudi chiu trach nhiém chat lugng xét nghiém t€ bao
mau trude khi ky tra két qua xét nghiém phai ky vao to két qua xét nghiém lai
cie mau ngay trude. dong thot khi xayv dung quy trinh cho mét ngay lam viée can
ed mue tiou kiém tra chat haong néi bo.

2.2. Bdnh gia chat luong tu ngoai

(o cd quan chat luong dude thue hién ding quy chuan déc lap to chic kiém
tra dinh ky hoace dot xuat bany cach gui mau xét nghiém dén cac labo trong hé
thong via thu thap, xu ly két qua.

- Tac dung cun danh gia chat lugng tit ngoai la théng nhat duge hé théng
hav not ciach khie lam cho cice phong xét nghiém khac nhau cing dua ra mét két
qui tiong td dot val mot mau nghiém.

- V6i hé théng chat lugng xét nghiém chat ché, ngudi ta yéu cau cac phong
xét nghiem phii tham gin vio hé thong danh gia chat lugng.

VT oda:

Labo tham chiéu
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L.abo tham chiéu dinh ky gui mau dén cac labo 1. 2. 3. 4. 3 va sau dé thu
thap két qua. xu 1y, Labo nao ¢o két qua tach rot xa cac labo khac thi can xem lai.

Cac labo 1. 2. 3, 4. 5 ¢hi dude phép hoat dong néu ¢o giay ching nhan chat
luong dinh ky cua labo tham chiéu.

2.3. Giam sat quy trinh
Mot phong xeét nghiém hoat dong phal ¢6 cic quy trinh:
- Quy trinh té chue. sap xép
- Quy trinh dao tao nhan lye

— Quy trinh thuc hién céng viée: ta sang dén chiéu. i lam gl ai chiu
trach nhiém

- Quy trinh tién hanh ky thuat
Quy trinh luu. ghi chép. tra két qua.

* Vige kiém tra thudng xuyén xem ¢6 theo ding quy trinh nay la diéu can
thiét. can cé6 nhan vién kiem tra thye hién gquy trinh,

* Thudng xuyén phai xem xét lai vi ban bace khau nio chua thyc sy tdt can
sua chua.

Quv trinh té chuc labo tao mot day truyén (hay dusng di) cua moét xét
nghiém sao cho hop 1y, tiét kiém nhan luc. tiet kiém thol gian va tranh mol nham
An. sal sOt quy trinh sap x&p nhan lye dé dam bao két qua xét nghiém duge thuc
hien khach quan va dude ngudi ¢6 trach nhiém kiém tra, dianh gia.

Khi xav dung quyv trinh té chie labo can luu v tat ca cic khau tif dia diém.
hinh thue. diéu kién nhan bénh pham dén tra két qua.

Quy trinh dao tao nhan lue: Dao tao nhan Jue phai duce 1udn cha ¥, vua dé
cung ¢6 kién thic chuvén sdu. vita cap nhat ciac hiéu biét tng dung méi. Thudng o
mét phong xét nghiém cé nhiéu Joai ¢ong viée 1o don gian dén phic tap. Can bé
khi vé nhan cong tac duge bd tri cong vige va sé duge dao tao dan trong ca qua
trinh dé thuc hién nhiing céng viée ngay cang cao.

Quy trinh thue hién eéng viée viv quy trinh tién hanh k¥ thuat ¢é6 méi quan
hé rift chit ché. Tuv nhién. dé thuc hién dung kv thuat mot khoi lugng xét
nghiém 1én lai phai dap Gng vé mat thai gian nén véu cau bo trl eong viée khoa
hoe dé moi 1ao dong déu duge tin dung va ¢é hiéu qua.

Khi xav dung quy trinh k¥ thuat xét nghiém cin luu ¥ dén ciace diéu kién lién
quan nhu cich 1ay bénh pham. thai gian g1t bénh pham téi da. diéu kién van
chuvén. luu git bénh pham...

Sau khi ¢ két qua xét nghiém. viée ghi chép s sich lvu theo mau thong
nhit, khoa hoc dé sao cho ¢6 thé kiém tra danh gia duge. Ngusi ra can clt két qua
tung théng s6 sau d6 1ap 46 thi. Nhiéu khi dua vao dé thi ¢6 thé gitp nhan ra quy
luiit bénh tat hay phat hién sai s6t trong xét nghiém. Vi du may dém té bao trong
mot thai gian dai cho thay tdt cd bénh nhan déu ¢6 MOV (thé tich trung binh
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hong caw) trén 100 fl. Jde dé néu vé do thi cho th&y d6 thi di 1én va duy tri mai ¢
d0 cno dé hoiic cang ngay cing cao. Khi d6 can xem ngay lai chat lugng cua xét
nghiém. chdt lugng cua may dém.

2.4. Tiéu chudn va chuan hod

La dilt ra cAc tiéu chuan cla can bd, cua trang bi, cua ky thuat dé tudn thu.

Tiéu chuin va chuan hea khéng phai giong nhau cho tdt ca cac labo ma tuy
cap. muce do phue vu.

Tuy diéu kién trang bi ma dat ra tiéu chuan cua labo can dat. Chuédn hoa
dat ra véu ciu rat cao, nhiéu théng s6 duge kiém tra chat ché. Tuy nhién da la
Jabo huvét hoe da ¢ miic d6 nao cang phai cé cac tidu chudn chit ché dé ddm bao
két qua xét nghiém dat dé tin cay can thiét.

Chuan hoa la dung cac phuong phap, quy trinh, vat liéu da biét, da duge
danh gia 1o 6t dé ap dung trong cac labo.

Nhiéu thong s& dat ra cho viée chuan hoa ciia labo xét nghiém:

- Chufn tham chiéu: mot chat. mét thiét hi, mot quy trinh duge goi la
chuan khi né dap Gng dude nhiing yéu cAu chit ché vé chat luong, vé do tin cay
khi tinh dén moi véu t6.

- Vat lidu tham gia; vat liéu da duge nhiéu trung tAm nghién citu danh gia
pht hdp cho mét xét nghiém dac thia dung dé lam chuan.

- Phudng phap tham chiéu: ky thuat duge mé ta chinh xée, rd rang cho mot
xét nghiém cu thé duge hdi déng chuyén mén xem xét va xac nhan, phuong phap
nayv ding dé danb gia ca phudng phap labo khac. Phuong phap chuin quéc t& 1
phugng phap duge thiét lap nho hai déng khoa hoc quéc té.

~ Lua chon phuong phap xét nghiém: dua vao phudng phap chuidn tham
chiél, can e vao diéu kién kinh té. trang bi, lac dong d€ lua chon phuong phap su
dung hang ngay thich hgp vita dam bao miic dé chinh xéc can thiét vira tinh dén
véu t§ tiét kiém vi kha thi. Vi du: phuong phap chuin dé xét nghiém thiam do
hénh hemophilia la dinh lugng véu té VIIT hay yéu 16 IX bing céc k¥ thuat nhay,
trife tiép. Mot labo déng mau tuyén tinh cé thé can ci vao difu kién thuc té& xét
thay xét nghiém APTT la hop 1y, vira kinh t€, ¢ thé thue hién duge, lai khéng bo
=6t hénh nhan da khong phai xét nghiém khang dinh. Mgt labo tuyén huyén cb
thé phat chdp nhan sif dung phuong phap xét nghiém théi gian Howell.

- Nhiéu théng s6 duge chuan hoa khac nhu kit chian dodn, diéu kién
chuan... Tat ¢i phai duge tinh dén dé lam can cl che cac théng sé cu thé cua labo
chon lya su dung,

3. Mot s6 bién phap dam bao chit lugng trong truyén mau
3.1. Chu trinh truyén mau

Nyuot che mauw: ngudi cho khoe manh, ty nguyén



— Tuyén chon: kham, tu vén ngudi cho
— L&y mau: k¥ thuat 18y, diéu kién va dung cu lay mau
— Sang loc bénh nhidm trung: cac trang bi, kit va ky thuat dudc 4p dung
- Diéu ché cac thanh phan mau
- Luu trit va phin phdi
— Phat mau cho bénh nhén va thuc hanh truyén mau lam sang
3.2. Yéu céu cua an toan truyén mau
— Khéng lam lay bénh
— Khéng gay phan ung (mién dich va khéng mién dich)

— Khéng lam anh hudng sic khoé cita ngudi nhan méau, ngudi cho mau va
nhan vién truyén mau

— Cé hiéu qua chita bénh.

3.3. Mét s6 bién phdp dam bado chét luong
3.3.1. Xay dung va dam bao quy trinh

Quy trinh ti tuyén chon ngudi cho dén kham va lay mau va phai duge xay
dung va loai trit cc yéu t6 nhim c6 ngudi cho hoan toan manh khoe, ldy mau
an toan.

~ D61 tugng cho méu: quan 1y duge ngudi cho mau, chd y 1y ¢ nhém it nguy
¢o lay nhiém bénh truyén qua dudng mau nhidm an toan cho nguoi nhan, ngudi
cho, nhan vién.

— Quy trinh va tht tuc ghi chép: nham kiém tra dude siic khoé ngudi cho,
quan 1y duge ngudi cho, khong nhdm lan mau ngusi nay vdi nguoi khac nhung
vAn dAm bao thuan tién, tranh phién ha.

— Quy trinh nhan mau vao kho, tha tuc giao - nhan.

~ Quy trinh sang loc: ti t& chitc thifc hién k¥ thuat dén quy trinh dao tao
can b, quy trinh chon kit, quy trinh xit 1y chat thai bo va trd. théng bao két qua.

- Quy trinh san xudt dé khong bi lay nhiém ti ngoai, khéng lan méu nguoi
nay véi mau khac. thanh phan nay véi thanh phan khae. Thanh phan mau phai
dude san xudt kip thai, san pham ¢é cic théng tin cin thiét.

— Quy trinh luu trit, phat mau. quy trinh truyén mau lam sang: lam viéce gi
trude, viéc gi sau, khi linh cdn chii ¥ gi, khi phat cAn yéu c¢Au gi, khi truyén mau
phai theo quy trinh di duge xem xét va théng nhat.

3.3.2. Ap dung mét s bién phap tu kiém tra

- Tu kiém tra phudng tién. dung cu: can, dung cu xét nghiém, dat ké hoach
kiém tra dinh ky cé s6 theo dai.
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— Tu kiém tra kit xét nghiém vi may.

— Ty kiém tra dinh nhém bing ap dung dinh nhém hai phusng phép, hai
nhin vién doc lap. Kiém tra hang ngay cac sinh pham st dung vé tinh dac hiéu,
dd nhay. cé 36, gidv theo dol. ¢6 ngusi chiu trach nhiém ky tén.

- Kiéem tra mau, san pham mau,

Khi ¢6ng tac truyén mau cé s dung hé théng phan mém quan 1y, can dit
cac ché d6 tu kiém tra trong chuong trinh dé lam sao khi ¢6 bat ky mot sai sét nao
26 ¢6 hé théng bao dong. Vi du. ma s8 ciia mot don vi mau tit mdt nguoi cho lai cé
hai nhém khace nhau 6 hai ché pham (vi du khéi héng cau ¢6 nhém A, huyét tucng
cd nhém By thi sé cé bio dong xuat hién.

3.3.3. Tham gia hé thng chét luong
~ Hé théng kiém tra quy trinh
— Heé théng kiém tra san pham méu
~ Hé théng kiém tra chat ludng sang loc.
Dé c6 mau va ché phf“{m mau dat chat lugng tdt cAn c6 mdt trung tAm hoat

dong doc lap, ¢6 nhiém vu t6 chle danh gia chat lugng cla cac trung tdm truyén
miu trony toan hé thong.

(C'an ¢t vao quy trinh. phuong phap chuan di dude xay dyng, hang nam hay
hang quy theo dinh ky. trung tdm nay dén xem xét viéc ap dung quy trinh,
phudng phap. Pong thal hang quy hay hang thang trung tam nay gui cac miu xét
nghiém vi du dinh nhém khé, miu huyét thanh cin sang loc da bidt mat d¢ quang
cu thé (véi ky thuat ELISA sang loc virus) téi cic trung tAm truyén mau,

Sau khi nhan duge két qud. trung tam chit lugng sé thong bao lat va dé
xuat hudng diéu chinh. Trudng hdp nhiéu lan cé sai s6 hay sai s8 c6 hé thong
khong thé diéu chinh thi trung tam chit lugng cé thé yéu cdu cac co quan chiic
ning dinh chi hoat déng cua trung tam truyén mau nay.

3.3.4. Ap dung cac tiéu chuan chat fuong: dat tiéu chuén cu thé (quy dinh cha Nha
nude) dong thdi tiing khu vde yéu cau thém,
3.3.5. Ap dung ky thuat mdi trong sang loc, pho bién kién thite (do tao) si dung mau.

Can c6 k& hoach dao tao cu thé, tit don gian dén phirc tap, dé c6 déi ngir can
bé thiinh thao vita cé tay nghé cao vita ¢6 hiéu biét cdn thiét dé c6 thé xi 1y ¢ moi
tinh huéng.

3.4. Tiéu chudn GMP (Good Manifacturing Practice)

Hién nay trong linh vuc truyén mau ngudi ta nhic nhiéu dén thyc hién tiéu
chuan GMP. Vay GMP 1a gi?

GMP (Good Manifacturing Practice) 14 mot hoat ddng trong ca dich vu nham ¢6
san pham dat dude muc dich san xuat ra né (cé thé goi 1a qua trinh thyc hanh tét).
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Mue dich clia edng tac truyén mau la hiéu qua chita bénh ¢ ngudi bénh.
Muén ngudi bénh diang mau, ché pham mau dat hiéu qua cao (nhan ding cal
minh cAn va an toan) thi phai cé su phdi hadp cla tat ca cac hoat ddng trong ca day
chuvén. cic céng tac ti quan 1y chat lugng. kiém tra chit lugng va tinh thanh
thao cua can béd. dén viéc td chie thyce hién. té chiic dao tao tuyén lya nhin vién
ciing nhu cac can thiép ¢6 tinh kiém tra chat ché, cua dudng 161 chinh sach dau tu
phél hap.

Khong thé kiém tra chat lugng hét cac thong s& cho tit cé cac san pham do
vay danh gid mot co sd séan xuat, mét ngan hang mau tot 1a dua vao viée co sd do
c6d dat GMP hay khong? CAc trung tam truvén mau l6n trén thé giéi hién nay
dang cd gang dat GMP.
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Chuong 10

CAC GIA TRI SINH HOC VE HUYET HOC
VA MIEN DICH HUYET HOC

1. Khang nguyén hé héng cau

1.1. Khang nguyén nhom miu hé ABO

(Giai doan 1995 - 2005)

Dan toc | n A (%) B (%) 0 (%) AB (%)
Kinh | 4025 21,14 28,34 45,08 5,44
Edé 540 29,2 31,9 23,6 15,3
Dao 1122 30,60 21,21 41,71 6,42
San Diu 619 26,60 28,10 37,31 7,90
| Méng 683 33,70 13.6 48 4.7
Phugng phap Ngung két, khang thé don dang cla Sanofi (Phap)

1.2. Khdng nguyén hé Rh (Khang nguyén D)

Khang nguyén (%)

| Dan tée n -
, Khang nguyén D Khang nguyén D
!—
! Kinh 1483 99,93 0,07
—_
! San Diu 300 100 0

Méng 300 100 0

Téng 2083 99,977 0,023

Phudng phap Ngung két, khang thé don dong clia Sanofi (Phap)

1.3. Cdc khang nguyén (gen) hé Rh

. | Khang nguyén {%)
Dan toc n
; D d c c E e
Kinh 320 100 0 95,31 47,5 33,12 94,68

Phuaong phap

Ngung két, khang thé don déng clia Sanofi (Phap)

329




1.4. Ty 1é cap gen hé Rh

-
' X Cap khang nguyén (%)
Dan toc n -
i CcC cc cC EE ee Ee
, Kinh 320 52,18 4.7 41,25 3.4 66,56 2812
| Phudng phap Ngung két, khang thé don dong cla Sanofi (Phap)
1.5. Khdng nguyén hé Kell, hé Duffy, hé Kidd, hé Ss
o] , Kell S5
i Hé Duffy {n=192) Kidd (n=204) (n=181) (n=95)
! Khang | py Fy Fy | Fy K I I X
i nguyén KK Kk Kk 58 Ss 55
] ) | (@b | aeds) | e | qab) | (anb) | fashe) | iab) | ab)
. Knh | 8645 | 1174 0 18 | 1877 | 263 | #4161 | 3699 | 0 | o0 | 160 | 12 | 84 | 804
% Pg::g 4 | Ngung keét. khang thé don dong cla Sanofi {Phap)
2. Cac gia tri sinh hoc vé té bao mau ngoai vi
2.1. Cédc théng s6 hong cadu
. Héngcdu | Huyét Homatocrit MCV MCH MmcHe | fléng ciu
Bhom | Gigi | i sic 3 - Hot 0 ] o mang
(1) Hb {gh} - { (rg g (%)
’6 Nam | 234 4,88+038 | 126410 0.38+0.02 7945 252 332418
Na 218 485:044 | 127+10 0.38:0,03 80+5 2642 333136
Sy | Nam | 39 478+044 | 128:10 | 0,388:0,029 8146 2642 33245
‘ Nir 394 0,80:0.49 12819 | 0,388+0,029 8116 2643 32845
e LT 4673 | 505038 15146 0,44+0,03 884 30+2 339417 | 12404
NI | 3035 | 4664036 | 13545 0.41+0,03 B7+4 2942 336215 1,747
s LT 38 4431036 | 1841413 0,41+0.03 9115 347 347410 | 1,005
Nir 36 4,38+0,26 13248 0,3740,02 8824 3041 3436 | 13404
. . . . Nhus
i Phuang phap May dém té bao ty dang Hycel (Phap), Sysmex (Nhat) xanhk:;-r:sy{

MCV: Mean Cell Volume

MCH: Mean Cell Hemoglobin

{fl: Feltolit)
(pg: Picogam)

MCHC: Mean Cell Hemoglobin Concentration (g/1: gam/lit)
T/1: Teraflit (x10'* t& baoflit)
G/1: Gigadlit (x10” t& bao/lit)

Het: Hematocrit

Hb: Hemoglobin (HST) _
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2.2. Cdc théng sé bach céu

Nhém Gidi i n Bach cdu 3::;: ;i: Bach cdu Bach cdu Bach céu
i tuéi (GN) (%) acid {%) mono {%} lympho
; Narn 234 10,4£3.0 45.0£14,0 44 6195
@ Ne 218 10,1445 42.7410,0 46,690
747 Nam 399 97+2.4 459189 43 847 8
! N 394 9,2+2 1 47 19,4 459480
18.59 Nam 44945 8§0+20 57.4+8,4 3.2+2.6 3.8+0.5 35472
Nu 3326 8.1+20 57 4184 2.8+21 3805 35,6164

Nam 38 §,1£0.8 64, 717.0 3.8+3.0 1.7:1.7 30,5+7.,0

60-80 Nir 35 6,1:1.2 61,7+7.0 28420 1.08+1,09 32,348,0

May dém té bao ty

Phuong phap

déng Hycel (Phap),

Sysmex (Nhat)

Kinh hién vi guang hoc

2.3. Cdc théng sé tiéu cau

) . Do ngung tap tidu ciu
Nhém Gigi $6 lugng tieu cdu
tudi 1ol n (GH) ADP 10umol Collagen 1mgiml
(MA %) (MA %)
Nam 234 344 + 91

| 2-6
| N 218 360+ 98
|
I Nam 399 339+ 1M1
C7 -7
i Ny 394 338 + 103
Nam 4945 263 + 61 66,69 £ 6,25 6597 +7.1
. 18-58
: N 3326 274 + 63 67,26 +68 65,06 + 6,3
; Nam s 233+ 48
. B0-80 67.0+65 655 8,7
i Nu 38 267 + 63
: , May &m 1& bao s ddng Hycel L
!_ Phugng phap (Phap). Sysmex (Nhat) Kinh hién vi quang hoc

G/l o Gigallit (10%1it)

ADP : Adenosine diphotphate

MA : Maximum Agregation

3. Céac gia tri sinh hoc vé té bao tuy ngudi trudng thanh

3.1. S6 lugng té bao cd nhan va té bao géc sinh mau CD,,,

Théng sé

n X +SD
(G)

Phudng phap

Té bao cé nhan tuy

79 57,36 £ 15,50

Té bac géc CD,,, tuy

79 1,219 + 0,798

Mién dich huynh quang truc ti€p, kit
simultest ¢da Becton - Dickinson (M¥)
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3.2. Cdc théng s6 dong héng cdu (n=79)

| Cac thong sé X +SD -

| % S6 iugng (G/)

" HC coé nhan 19,14 £ 3.3

" Nguyén tién HC 0,09 £ 0,11 B
"HC ua base 24+15

{..HC da sac 64+23 o
| HC ua acid 10,7 +3.7

" HC 1uoi 1,25 + 0,31 48,20 + 13,67

Il_ﬁc' trudng thanh | 480+0,50 (T

g Chi 88 trudng thanh dong HC 0,37 £0,15

| Phudng phap
|

'~ May dém t& bao tu ddng Hycel (Phap), Sysmex (Nhat).

- Kinh hién vi quang hoc.

3.3. Cdc thdng sé bach cau (n=79)

: Cac thong so X +SD . —
% S8 lugng (G/) B

i'ac hat ) 59,24 7,5 30,99 + 10,16

{__Lympho 174 +76 9,97 + 3,51

. Mono 0,76 + 0,71 0,44 + 0,44

| Phudng phap Kinh
i - Kin

hién vi quang hoc.

- May dé&m té bao tu ddng Hycel (Phap), Sysmex (Nhat).

3.4. Cdc thong sd bach cdu hat (n=79)

Cac théng sd X'+ 8D -—

! % $& lugng (G/1)
| Nguyén tu} bao 0,69 + 0,69 0,79+0,79
- Tién tuy bao 0,82 +0,82 0,76 £ 0,75

Tuy bao trung tinh 56+%27 4,07 + 3,49

Hau tuy bao trung tinh 8,1+36 529 + 3,70

Dia trung tinh 85137 5,53+ 3,30
' Poan ua acid 22+15 1,66 + 1,47

Doan trung tinh 33,2+£85 22,03 + 1485
| Chi s6 trudng thanh 0,17 £0,13

| Phudng phap
|

- May dém té bao tu dong Hycel (Phap), Sysmex (Nhat).

- Kinh hién vi quang hoc.
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3.5. Cdc duoi nhom lympho (n=79)

Cac théng s % | 36(2;%“9 Phuang phép
Lympho B (CD19) [23.8=897 [ 213120697 ' pign dioh hugnh quang rntc tiép. kit
' Tébao NK (CD16 | 11,86 4,03 | 1,366 + 0,528 ; simultest clla Becton- Dickinson
+ CD 56) | {M§), kinh hién vi huynh quang.
Lympho T(TCD,) | 58,7+ 11,33 | 6,619 + 3,590 ] |
i T CD, 23.82+93 2.451 + 4 261 Mién dich hu}fnh quang trifc tiép, kit
- simultest clda Becton-Diackinson
T CD 31,18 9,14”__ 3,606 + 1,972 {M§), may FACS count.
CD /CD, 1 0.71+0,22

3.6. Cac théng s6 dong mau tiéu cau (n 79}

Cac thong 6 % MTC Phuong phap
“Nguyen MTC 0.72 + 0,69 " |
MTC ua base 9,26 + 4 51
r MT-C_Z_EC:-hat chua sinh tleu cau 45,91- +7.73 ! Kinh hién vi quang hoc
T-MTC co hat dang sinh tleu cau 30,37 £ 945 ,
WTC nhan tro 13,62+ 656 |

4. Té bao gbc sinh mau ¢é dau an CD,,. (Hemopouetlc Stem Cell)

Phudng phap

Mau ngoa| v

. Mién dich huynh quang truc ti€ép, kit

' simultest cla Becton - Dickinson,

Mau xét nghlem " n Gia trj CD,,. (G/1}
. 63 0,22 + 0,07
Mau day ron tré so smh 50 “0‘24 +0,13
79 1,219 + 0,798

. Tuy Xuong

kinh hién vi huynh quang

5. Téc do mau lang, thai gian mau chay, thai gian mau déng

5.1. Théng s6 téc dé mau lang nguoi trudng thanh (n=520)

Gisi Pachenkow (mm/gid) - Westergreen (mm!gid)
Gld thit nhat GiG thar hai Gld thir nhat Gid thua hai
. Ném 4,7 +3,22 16,73 £ 5,31 3.05+2726 15,41 + 9,33
' N(j o ! .q?,35 +3,94 | 19,86 + 15,00 6,12+ 5,25 19,51 + 14,67

5.2. Thong s6'thoi gian mau chdy, mau déng (n=130)

Thong so Gid tri Phuong phap
Th0| gian rnau chay | 3 phut 30 giay Cuke
: 6 phiit - 9 phut 30 gidy Lee - White

Tho; gian mau déng
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6. Cac thong so protein huyét tugng

6.1. Protein, albumin, globulin va ty 1é A/G trong huyét thanh

Théﬁg ‘ Dan vi . e ! - - -
_ P ! do Lua tyou Gigi ! n : Y +«8D Ky thuat
! _ | Ngudi trudng | Nam | 225 | 73,10 + 6,06 | Phudng phap Biure sif dung
Protein g/ thanh NG 1 kit cla Boehringer-
_ i v 89 | 7433+ 4.82 Mannheim trén may 4010
. Albumin : o Ngudi‘tru‘éng Nam 36 | 56.67 = 5.28 | Vert Bromocresol pH 4.2 trén
, o thanh NI | 38 | 53.72+4,26 | May Hitachi 704
: ! 2-5 Chung | 92 | 44,21+ 258
Albumin ' g/l 6-10 Chung | 169 | 4585 + 349 | Vert Bromocreso!
: 11-15 Chung | 112 | 47,27 + 3,41
| | 2-5 . Chung | 92 | 30,87 +3.38
| Globulin g/l 6-10 Chung | 169 | 31,64 + 4,03
' N 11-15 Chung | 112 | 33,45 3,55
; | 25 Chung | 92 | 1,45+ 0,21
Ty e AIG | ! 6-10 Chung | 189 | 1.48:0,30 | Tinhtylé
‘ [EERE Chung | 112 | 1.43:0.19
6.2. Pién di protein huyét thanh
S e ‘ -
Thanh phan Pan vi . 2, Y Y 3 —‘
" protein | o Lura tudi Gidi n X +SD K¢ thuat |
_Albumin % % Ngusi trudng thanh Chung 52 | 5631352
. Globulin «1% % Ngudi trudng thanh Chung 52 25+0,52
| Globulin 2% % Ngu@i trudng thanh Chung 52 | 8,83:1,34 D'@‘”Cg;;{e”
: : - - a
~ Globulin §% % Ngudi truang thanh Chung 52 11,6 1,22 cellulose
, Globulin % % Ngudi trudng thanh | Chung 52 | 20,6+282
| AIG % Ngusi trudng thanh | Chung 52 | 1,31+0,99
7. Cac thong s6 mién dich
7.1. Cytokin
| Théng so6 do Pon vi do n } +SD Ky thuat
i ELISA (kit CLB club) (chudn
!“'.FII\IF(: pg/ml 34 19,5+ 11,3 WHO: 11,7 pg/ml)
LI paimi 34 27,4+ 15,2 ELISA {kit CLB club)
L 1L pg/ml 34 36,0+ 222 ELISA (kit CLB club)
~ TNFu ng/m! 30 0,13:0.14 RIA, kit IMK-480 (CIAE)
; e o . Geoarge B va Clausen M. {(1974)
i MIF 18 Uc ch
MIF [yeuto o cne Chisedi | 30 | 632%:69% |thi véi Con-A cla hang
| c{l tan bach cau) (M) Welcorme - UK)
: _ ELISA; kit Henning Berlin
i NPT (neopterin) nmol/| 30 6.70 £ 2,50 GmBH




7.2. N6éng d¢ globulin mién dich trong huyét thanh
7.2.1. 1gG (mg %)

Nhom tu0| . N Y +SD Cl 95% Ky thuat -
Ng‘{f}‘;{:‘;"”" 223 | 136893 | 13558-1380,2 | Khuéch tan trong thach: Mancini
Ngudi trudng r__56 _[ 1780 + 202 | 17459 - 1814,1 | Khuéch tan trong thagh: Mancini

thanh i 60 17071247 | 16689 - 1745.1 | Do d6 duc mién dich

5 - 10 tudi ! 30 ] 1549 - 392 ! 1432 4 - 1665,6 | Khuéch tan trong thach: Mancini

722 !gA {(mg %]}

Nhemtwdi | n v o.ep | CI95% | Ky thudt
Ngﬁ';r:ﬂd”g 223 32611 324,6-327.4 | Khuch tan trong thach: Mancini

| | . ..

Ngudi trudng |r 56 L 363:30 | 357,9 - 3681 Khuéch tan trong thach: Mancini

thanh 1 g L 263+65 | 2530-273,0 | Do dé duc mién dich
5 - 10 tudi 30 | 32349 3084 -33756 Khuéch tan trong thach: Mancini
7.2.3. IgM (mg %)
Nhémtwsdl = n ¥ Lgp C1 95% Ky thuat
3 Ngﬂf};{:ﬁo”g 223 | 93417 90.8-952 | Khuéch tan trong thach: Mancini
Ngudi trudng 56 238 = 48 2299 - 2461 | Khuéch tan trong thach: Mancini
thanh 60 | 277 +88 263.4-290,6 | Do d6 duc mié&n dich
5-10tdi | 30 172 + 43 1592 - 184.8 Khuéch tan trong thach: Mancini
7.2.4. ng (ng/mi)
Nhom tudi n X +SD Cl 95% K¢ thuat
Ngudi trudng thanh 62 435 + 171 409,8 - 460,2 ELISA

I

7.3. Néng d¢ thanh phédn b6 thé C,, C,va yéu té B

Thong s6 do i n ¥ +8D Ky thuat
Hoat tinh bé thé toan phan 43 1140+ 10,0 | Teresoi Aguado M CH50/1ml)
Hoat tinh C, 43 105,0 £ 19,0 | Mancini (mg/dl}
! Hoat tinh yéu t6 B 38 629.0 £+ 113,0 | Teresci Aguadoe M CH50/1ml
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7.4. Cdc té bao cd tham quyén mién dich

7.4.1. TCD, (re bao/uf)

Nhém tu0| Gigi n | \ +SD ! \ Ky thuat
18.55 Nam 47 1571.0 + 3500
Nit 46 1685.0 + 261,0
19-25 Chung 40 | 164477+ 306,25 | FACS count
60 85 Nam 25 1282,0 + 415,0
: - N 26 1381,0 + 285,0
:\ 19 - 25 i Chung 120 2007,35;1 662.97 | Mién dich huynh quang tryc tiép !
19-25 | Nam 34 1176 1 479 Mién dich huynh quanh gian tiép |
7.4.2. TCD, (t6 bao/u)
© Nhom tudi | Gisi | n T isp Ky thuat ﬁ
18- 55 Nam 47 | 74601710 :
- NG 46 839.0 + 158,0
1925 | Chung 40 781.87 + 176,45 | FAGCS count
60-85 N.Ia.r.n 5 643.0 + 199,0
VoSS Nu . - oo
r']_s;;__ég__m_ Chung | 120 | 1023.08+384.79 | Mién dich huynh quang tryc tiép
19 25 i Chung 20 1247,30 + 434,76 | Mién dich huynh quanh gian tiép
7.4.3. TCD, (t6 bao/ul)
 Nhom tugi | Giai n X +SD Ky thuat
18-55 l Nam 47 636,0 + 1730
A R 46 698.0 « 173.0
19-25 Chung 40 6810+ 1755 | FACS count
60 - 85' Nam 25 601,0 £ 220.0
) NG 26 516.0 + 163,0
) 19 - 25 Chung 126 862,27 + 306,77 | Mién dich huynh quang truc tiép B
19-25 Chung 20 11727 £357,5 Mién dich huynh quanh gian tiép

6



7.4.4. TCO/TCD,

Nhém tudi Gioi n Y +SD Ky thuat

1 18 - 55 Nam 47 1,12+ 0,26
T Nr ] a6 | 125:025
I 19 - 25 Chung 40 1,2+0,34 FACS count

60 - 85 Nam 25 1,36 + 0,57

Nir 26 1,61 +0,52

19-25 Chung 120 1,25 + 0,45 Mi&n dich huynh quang truc ti€p
19-25 Chung 20 1,08+ 0,24 Mi&n dich huynh quanh gian tiép
7.4.5. BCD,, (t€ bao/u)

Gisi | n ¥ +SD Ky thuat
Chung 120 ! 419,02 + 206,99 | Mién dich huynh quang truc ti€p
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PHIEU XET NGHIEM

MS: 32/BV-99

TE BAO MAU NGOAI VI SO e
n: Nam
Thutng O - Capciu 3 Sa:
Ho tén ngudi bénh: ..., TUoL: vvveaen. Nam/Nit
DA chit oo SO BHYT ..o,
S8 gIVONE: vovivveiiiianannnnns Budng: .......... Khoa:  cvveiiiiiiiiieinvaenees
01 Y-8 Y (o3 s EAU U O U OO PO
l] Chi 50 So luong | Két qua Chi so Két qui
O Sé luong HC - n 1254 T/ O S& lugng BC (5-10 G/
- nir 1.0-4.9 7T/ .
'O Huyét sdc 16 - n L30- 160 g/l O Thanh phin bach ciu (%)
- nit 125-142 g/l - T¢ biio mau bt thudng
| Hemuatocrit - n 0.40-0.47 111 + Nguyén tuy bio
- nir 0.37-042 11 + Tién 1uy bao
() MCY ®5-95 1 + Ty bio
n MCH 28-32 pe + Hau tuy bio
0 MCHC 320-360 - Bach cdu ddia
O Héng cu ¢d nhan (G/1) - Poun trung tinh
| Hong ciu ludi 0.5-1.5% - Poan ua acid
o So lugng téu cdu [ 50-500 GA - Douan ua base
O Mdu lang - 1h - Monocyt
- 2h - Lymphocyt
-Chisd 1K (£ 13)
NBAN XEE: oot et
...... gid......ngay......thang ndm 200 e G0 ngay... . thdng. ... .ndm 200...

BAC Si PIEU TRI

Hotén: .
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TRUOGNG KHOA XET NGHIEM

Hotén: ooivireiiiciiienees




PHIEU XET NGHIEM MS: 33/BV-99

g U ~ 86 ..............
HUYET - TUY DO

n: Nam

Sa:
Ho tén ngudi benh: ...ovieiee e, TUBL: vevveenerrreenierennnes Nam/Nit
DA chit v e SEBHYT .o
84 giudng: ....... DEUUTRR Buéng: ....... Khoa: .covievevcvireiiivicnnnns Ceen
Tém tat qua trinh bénh 1y, ching thuc thé (gan, lach, hach) ........oooeeee
ChAn dOAN TAM SANES veiiiviiiieieeeeireraearaeir s eessieanis s ann e ebeanesanrane.
YU CAU XEE NZRIEMT Lottt eeieeiae e e e rs e aana e s s aaarrasaeanenenas

Lam xét nghiém:.. gi.. .ngay.. thang..ndm 200... Ngay...thdng...ndm 200..

Kéi qud fest I}’ll‘)cain 2% BAC Si DIEU TRI
Bac si doc test xvlocain 2%
Ho tén: .oovvvvninininririniinnns
KET QUA
Chi s6 i Két qua Chi s6 Két qua
1 S6 lugng hong cau am S6 1'-‘0“}.— deh céu oh Lo
» Lirong huyct sac 10 {g/h
| Hematoerit am |
MCV U
MCH _ (pg)
I MCHC {g/l)
H(’Sn_g cz‘iu_gc’) nhin  {G/D) )
Héng ciu ludi mau (%) | ot Eslerasc khong ic ché
Hong cilu ludi tuy %) 1 + | E sterase (¢ ché bang N.aF
 Chi 56 truang think HC U I3 % = S
1 So luvfn“ ti¢u ciu (G/1)
DA 1R B N 7O U P PR SRS PRIIT:
K& TUANT oo a s e e
D@ NBREL (oot r s r s ae s

Ngay ...... thdang ...... ndm 200...
TRUGNG KHOA XET NGHIEM

3 (03 723 PO OUOPN
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Tuy¥ binh |

. Két qua
Té bao thudng
(%) Tuy Mau
T¢ bao bil thuding
Myeloblast (Nguyén tuy bio) 0-2
| Promyclocyte (Tién tuy bao) 0-3
, Neutrophil (Trung 1inh) 5-10
| Myclncylc S - ) N T TE—
! . Eosinophil {Ua acid) 0.5-3
;I (TU)’ hil(’l) " ] . - e e L
i Basophil (Uu base)
Neutrophil Trung tinh) 3-12 i
MC[aTﬂ}’Cl()Cyle e (p ] ( . é‘ . ]'
X L Eosinophil {(Ua acid) 0-1 !
: (Hau llly h'd(')} e A
L Basophil (Uu base) _
1 Neutrophil {Trung tinh) 512
' (BC diia) osinophil - (Uaacidy | 003 |
' Busophil {Ua base)
Neutrophil (Trung tinh) 20-30
&gmcn E h‘! [U d) ] 4 ..................
5N Fa aci -
Doun) Eosinophi a acid) B S I
Basophil (Ua hase) -1
Lymphoblast  (Nguyén bao lympho) 001
Protymphacyte (Tién lympho) i 0-0.1
Lymphocyte  (Lympho) 825
Plasmoblast (Nguveén tuong bio)
Proplasmocyte (Tién twong bio)
Plasmocyte (Tuong bao) 0-1 ;
Monoblast (Nguyén bio mono)
Promonocyte  (Tiéamono) | b
Monocyie (Mono} 0-2
| Procrythroblast (Nguyén tién hing ciu) 003 | L
: Ery_!hrobl_q_.ﬂ ba_sophil - (Nguycn hong _L"c_'iu \a basc) 1-4
Erythroblast polycromatophil {(Nguyén héng ciu da sic) 3-10
Ervthraoblast acidophil (Nguyén hong ciu va acid) 7-15
Megakaryoblast - (Nguyén mau ticu ciu) 0-1
Megakaryocyte basophil | (Miu tiéu cau ua busce) 5-14
Megakaryocyte granular - (MTChat chua sinh TC) | - 38-53 | )
Megakarvocyte mature (MTC hat dang sinh TC) 20-40

Duyét mau 29-12-2000

340



PHIEU XET NGHIEM DONG MAU 56 v
O XN thudng:  Ho vAten: .oocoviiiiiiieneeeenneen. TUBL.uuievreiinnees Nam/Nit
O XN cap: SOBHYT: ..ovviiiviniiieinanan, S8 bénh an: ........cceeeeee..
Khoa: .ccooiiiii Phong: ............ Giuong ......
ChAn GOANI ..vvveiiii e eeea e e
] j Tén xét nghiém Két qua Chi s6 binh thudng
' O | Déng mau coban: - PT (%) 70 - 140 %
i l - Fibrinogen (g/) 2.4 gN
! i - APTT: + T.gian (giay) Chiing: ...............
| - Bénh/ching Bich: 0,85 - 1,2
' - 8¢ luong tiéu cau (10°) 150.10" - 400.10%1
| O | Cocye mau dong Co hoan toan
' O | Dau hiéu day that Am tinh
‘0 PT: - Thoi gian (gidy) Chung: ............
- 70 - 140%
-INR
& APTT: - Théi gian (giay) Chitng: ............
- Bénh/chung Bich: 0,85- 1.2
a TT (T/gian Thrombin}: - Thdi gian (giay) Chitng: ............
- Bénh/ching B/ch: 0,85 - 1,15
. O | Nghiém phap rugu (L'Ethano! Test) Am tinh
'D Thdi gian tién Euglobulin {(N.F.Von - Kautla) > 60 phut
a FDPy
a D-Dimer
O | Dinh lugng véu t VIII 30 - 180%
1 g Dinh lugng yéu t5 1X 30 - 150%
. O 1 Dinh ludng véu t8 khac:
O Ngung tap tiéu ciu v6i cac chat khac
(Collagen. ADP) 60 - 70%
| 2 AT 1M (Antithrombin I1I)
= Protein 8
_"i_l-_' Protein C
- Khéang déng luu hanh duing noi sinh
a Khing déng tuu hanh dudng ngoai sinh
) Cac XN khac: o | i | e
INBADN XEt: L. e et et e e e e e e e naneaas
...... gio.......ngay... thang...nam 200... Ngay......thdng......ndm 200...
BAC SI PIEU TRI TRUONG PHONG DPONG MAU
Ho tén: .o, Hotén: ..o,
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NHA XUAT BAN Y HOC

Ky thuat ‘
XET quEM HUYET HOC VA TRUYEN MAU
UNG DUNG TRONG LAM SANG

Chju trdch nhiém xuét ban
HOANG TRONG QUANG

Bién tap: BS. NGUYEN LAN
Sira ban in: NGUYEN LAN
Trinh bay bia: CHU HUNG

Kt vi tinh: TRAN THANH TU

In 1000 cudn, khd 19 x 27cm tai Xudng in Nha xuat ban Y hoc.

Giay phép xuat ban s3: 25 - 2009/CXB/268- 168/YH
in xong va ndp Iuu chiéu quy It nam 2009.



KY THUAT XET NGHIEM

HUYET HOC VA TRUYEN MAU

UNG DUNG
TRONG LAM SANG

Ar
Nghidn c:'r‘ulrng dung 'Huoc

Ap Co Y ngc cé rauvin i A 1 sidyng,
[H:1 m i o e NHUNG BAI THUGC tong «
Ho ra méu Hag 5 ay me
Tran khi mang phoi = : | -

Iron DG phor {\ 3 _ %
| - [e—— 7] [ - Je— :

‘S NHA XUAT BAN Y HOC

Dia chi: 352 Doi Can - Ba Dinh - Ha Noi

Dién thoai: 04.7 625 922 - 7 625 934 * Fax: 04.7 625 923

Website: www.xuatbanyhoc.vn * Email: xuatbanyhoc@fpt.vn

Chi nhanh: 699 Tran Hung Pao - Quan 5 - TP. H6 Chi Minh : 200012347503983
Dién thoai: 08.9 235 648 * Fax: 08.9 230 562 GIA: 96.000D
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