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(54) KIT NHUOM LIPIT TE BAO VA PHUONG PHAP NHUOM LIPIT TE BAO
BANG KIT NAY

(57) Sang ché dé cap dén kit nhu¢m lipit té bao va phuong phap nhudm lipit té bao bang
kit nay. Theo do, bang cach cai tién hé dung dich ¢ dinh tiéu ban va dung dich nhudm trén
nén thudc nhudm 1 dung dich Sudan Black B va dung dich Giemsa, kit theo sang ché cho
phép nhudm lipit té bao truc tiép bang mdt budc nhudém duy nhat ma khong can budc téy
etanol. Kit theo giai phap hitu ich cho phép rut ngan dang ké thoi gian xét nghiém véi két
qua rd rang. Gia tri phan loai dong té bao dé xac dinh thé bénh phu hop véi cac phuong
phap khac theo tiéu chuan FAB 14 93,33%.
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Linh vie k§ thuit dwoc dé cip

Sang ché thudc linh vuc hoa sinh va y hoc, cu thé 1a sang ché gé cap dén kit
nhudm lipit t& bao va phuong phap nhudm lipit t& bao biang kit nay dé tmg dung trong
chén doan ung thu nhu phén loai dong té bao tiy trong bénh bach cu cip, ung thu té
bao mad.

Tinh trang ky thuét ciia sang ché

K§ thuit nhudém lipit bang thubc nhuém Sudan Black B (SBB) thudng dugc
ding dé nhudm lipit ¢6 trong té bao va da duoc Gmg dung trong xét nghiém phén loai
dong té bao tay trong bénh bach cu cip, ung thu té bao md trong nganh giai phiu
bénh. Quy trinh nhudm lipit bing SBB duoc nhiéu tic gia nhu Shechan, Storey va
Hayhoe phat trién. Hién nay nhiéu hang nhu Merck, Sigma... déu dwa trén quy trinh do
Hayhoe dé thwong mai héa thanh c4c kit nhudm thwong pham.

Quy trinh nhudm theo Hayhoe va cac han ché cia céc phwong phép nhudm lipit
hién nay:

Kit dwa trén quy trinh ctia Hayhoe thudng bao gdm 6 loai dung dich: Cb dinh,
SBB 6,3% trong etanol va dém, etanol 70%, Giemsa ddm dédc va dém Giemsa. Quy
trinh nhudém gdm 5 budc:

Bude 1: CH dinh tidu ban: bang hoi formaldehyt: 10 phit.

Buéc 2: Nhudm lipit bing dung dich Sudan Black B, trong d6 dung dich Sudan
Black 6,3% trong etanol, sau d6 phéi véi véi dung dich bao gbdbm 16% phenol trong
etanol 70% theo ty 1& 6:4 sau d6 phu dung dich nay 1én ving bénh phim ciia tiéu ban
da ¢ dinh trong thdi gian 60 phut.

Budc 3: Ty dung dich Sudan Black B hip phu trén té bao ciia tidu ban bing
cach rira bang dung dich etanol 70% trong thdi gian 3 phuit.

Budc 4: Rira tiéu ban: bing nudc thuong 2 phit, dé kho.

Buéc 5: Nhuém nhan bang dung dich Giemsa 7% trong thoi gian 20 phut.

Quy trinh nhudm nay kha phuc tap, trai qua nhiéu budc (5 bude) va dung dich
nhom Sudan Black B cin pha lai sau mbi 14n nhudém. Dung dich thira phai loai bé.

Viéc trai qua nhiéu budc s& 1am k¥ thuat vién d& khong tuan thit diing quy trinh bdi vi
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dé chin doan dinh danh t& bao ung thu thuong miu bénh phdm phai nhuém cing lic
nhidu k§ thuat ma cic k§y thuat nay thuong khong ddng bd vé mit thoi gian va cac
buéc tién hanh.

Pic biét budc tiy cdn d& giy dwong tinh gia khi tdy chwa di hoic 4m tinh gia
néu tiy qua mirc. Két qua am tinh hodc duong tinh gia anh hudng 16n dén chét luong
chin doan dic biét 1a chin doan dinh danh té bao ung thu c6 vai trd quyét dinh st
dung thudc huéng dich trong diéu tri.

Thoi gian nhudm khé dai, téi 85 phut. Thoi gian nhudm dai s€ lam bénh nhan
phai cho doi didu tri anh huéng dén Kkét qua diéu tri thAm chi de doa dén tinh mang
bénh nhan nhu treong hop bénh bach ciu cip tién tiy bao 1a thé xuit huyét manh cin
phai diéu tri cang sém cang tdt.

Hau hét cac kit nhudém té€ bao hién nay déu yéu cau pha ché dung dich nhudém
Suban B black B v6i dém ngay tai thoi diém nhudm, do sb luong ti€u ban nhudm it
nén phai bé di phan dung dich thira gy lang phi va 6 nhiém moi trudng.

San phdm nhudm tao thanh khong bén, dé bi tan trong dau soi kinh hién vi nén
viéc hoi chén gifra cac tuyén c6 thé bi anh huong dén két qua.

Ngoai quy trinh nhudm Hayhoe, mot s6 tic gia khac nhu: Sheehan va Storey,
Chiffelle va Putt hodc Gutierrez va Lillie nhung ciing déu di qua tir 4 dén 6 bude
nhudm, thoi gian tir 80-100 phut. T4t cic cdc quy trinh cia cic tic gia déu str dung
ndéng d0 SBB cao tir 1-7% trong dung moi 1a etanol, diethylen glycol (DEG) hoic
axeton trong axit axetic. Hau hét cac quy trinh déu yéu cau pha ché dung dich SBB
ngay truée khi nhudém va pha thira ddu bo di. Tat ca cac quy trinh déu c6 bude thy
Sudan Black B sau khi nhudém, st dung chinh cidc dung mdi pha dung dich nhudém
Sudan, nhung & néng 9 thip hon.

Theo do6, cac quy trinh hién nay c6 nhidu yéu diém cén cai tién vé mit quy trinh
nham: giam s6 budc nhudm, rat ngén thoi gian, gidm néng d6 cac hoa chét, kéo dai
doi séng thudc nhudm dé k¥ thudt nhudm tré thanh don gian, giam gia thanh, bao vé

moi truong nhung c6 do tin cdy va ket qua rd rang, chinh xéc.

Ban chit k§ thuét ciia sang ché
Sang ché nham giai quyét cac vAn dé néu trén, cu thé 13 sang ché dé cap dén kit

nhudm lipit t& bao va phuong phap nhudm lipit t& bao bing kit nay. Kit va phuong
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phap theo sang ché hitu ich ding trong chin doan bénh v& méau va nhudém phat hién

ung thu t& bao m&.

Theo khia canh thir nhét, sang ché d& cap dén kit nhudm lipit t& bao bao gdm

dung dich ¢6 dinh tiéu ban va dung dich nhudm, trong dé:

a) Dung dich c§ dinh tiéu ban bao gdm céc thanh phin theo ty 18 % thé tich thé

tich nhu sau:

- Formol 37%:
- Axeton 99,5%:

7,0-9,0
30-34,0

- Bém xitrat néng d6 0,35 - 0,4 M, pH=5,2-5,4: 57-63,va

b) Dung dich nhudm bao gdm cac thanh phin theo ty 18 % thé tich nhu sau:

- Sudan Black B:

- Diethylen Glycol (DEG):
- Etanol:

- Na,HPOy:

- Phenol:

- Dung dich Giemsa:

- Nuéc cat 2 lan:

0,007 - 0,012
1,0-2,0

40,0 - 48,0
0,09 - 0,15
5,0-6,0
7,0-11,0
37,0 - 45,0

Theo mot phuong 4n wu tién, trong d6 dung dich nhudém bao gdm cac thanh phin

theo ty 1& % thé tich nhu sau:

- Sudan Black B:

- Diethylen Glycol (DEG):
- Etanol:

- Na,HPOy:

- Phenol:

- Dung dich Giemsa:

- Nude cat 2 1an:

0,008
1,5
43,0
0,1

5.4

9,0
40,992

Theo mot phwong 4n vu tién, trong d6 dung dich nhudm bao gdm cac thanh phén

theo ty 18 % thé tich nhu sau:
- Sudan Black B:
- Diethylen Glycol (DEG):
- Etanol:

0,01
1,7
45,0
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- Na,HPOy: 0,12
- Phenol: 5,6

- Dung dich Giemsa: 10,0
- Nuéc cét 2 lan: 37,57

Theo mot phuong &n wu tién, trong d6 kit ndy dugc bao géi & dang hai thanh
phan dung dich riéng biét va kém theo huéng din str dung.

Theo khia canh thtr hai, sang ché @& cap dén phuong phép nhudém lipit t& bao
bang kit theo diém bt ky trong sb cc diém tir 1 dén 3, trong d6 phuong phép nhudm
nay bao gdm hai budc:

a) cb dinh té bao 1én tiéu ban bang cach trai mau bénh pham 1én lam kinh va phi
dung dich ¢6 dinh tidu ban 1én toan bd ving bénh phidm trong thoi gian tir 5 dén 10
gidly va rira bang nudc cat trong thoi gian 1 phit; va

b) nhudm lipit té bao bang cach phi 1én ving bénh phdm trén tiéu ban sau khi da
duoc ¢ dinh dung dich nhudm va dé trong 10 phut, sau d6 rira bing nudc cét trong

thoi gian 1 phut, sau khi d& kho tidu ban va doc két qua nhudm lipit trén kinh hién vi.

Theo mdt phuong 4n wu tién, phwong phap nhudm lipit té bio theo sang ché sau
khi ¢6 dinh t& bao, tién hanh nhudm lipit t& bao ngay ma khong cin phai dé kho tiéu
ban.

MBS ta vin tit cic hinh vé

Hinh 1 14 4nh chup két qua nhudm lipit t& bao bach cidu miu méu ngudi binh
thuong trén kinh hién vi quang hoc c6 d6 phong dai 1000 lan. Hinh 1A 13 anh nhudém
lipit bach cdu bang kit theo sang ché. Hinh 1B 1a 4nh nhudm lipit bach cdu theo k§
thuit nhuém SBB ctia Hayhoe. Cac td chirc lipit trén té bao bach ciu binh thuong bét
mau tir xanh dén den.

Hinh 2 1a &nh chup bach bach cAu mau trong tiy sinh mau bénh nhan bach cau
cAp thé M4 nhudm lipit bing SBB dwoc soi dudi kinh hién vi quang hoc vé6i dd phong
dai 1.000 14n. Hinh 2A 13 két qua nhudm bang kit theo san xuét, hinh 2B 1a két qua
nhudém bang k§ thuat nhudém ctia Hayhoe. Céc t6 chirc lipit trén bach cdu ung thu bit
mau xanh dén den.

M5 ta chi tiét sang ché

Sau day, sang ché mo ta chi tiét cac phuong 4n thuc hién cu thé, cac phuong an
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nay chi nhdm muc dich boc 16 sang ché chi khong nhim muc dich han ché pham vi
yéu cdu bao ho cia sang ché.

Trong tiy sinh mau binh thudng c6 bbn dong t& bao chinh 13: bach cau dbhg tay,
lympho, mono, hdng cau va tiéu ciu. Khi bj ung thu con goi 12 bach ciu cip thi dong
nao ciing c6 thé bi ung thu don doc hodc hdn hop 2 dong t€ bao cung lac tao ra céc
bénh canh khéc nhau va dugc Hi€p hdi cac nha khoa hoc Anh - Phap - M¥ (ti€u chuén
FAB) phan ra thanh 7 thé bénh tir MO d¢én M7 va tir L1 dén L3.M3i thé bénh dugc md
ta boi triéu ching 1am sang, cdn 1dm sang va thdm chi st dung thudc diéu tri khac
nhau nhét 13 céc thube hudng dich.

Pé phén biét dugc dong té bao thuong dya trén t6 hop két qua cta ba phuong
phép hinh théi hoc - héa hoc té bao, mién dich va di truyén.

Nhudm Sudan 13 mot trong 5 k¥ thuat cia phuong phép nhudm hoéa hoc té bao va
twong d6i dic hiéu cho dong tiy. Bach ciu dong tily ¢6 chira nhidu bio quan va mang
clia cac bao quan thudng cdu tao mang lipit kép 1én dwong tinh manh, cac dong té bao
mono duong tinh yéu; cac dong t& bao khac: hdng cau, tidu cau va bach cu lymphd
am tinh.

Sang ché dé cap dén kit nhudm lipit t& bao va phuong phap nhudm lipit té bao
bang kit nay. Kit va phuong phap theo sang ché hitu ich diing trong chin do4n bénh vé
mau va nhudm phat hién ung thu t€ bao m®.

Theo khia canh tht nhét, sang ché d& cap dén kit nhudm lipit t& bao dua trén nén
tang 1a quy trinh nhudm theo phuong phap Hayhoe, trong d6 kit nhu¢m nay bao gdm
dung dich c¢b dinh tidu ban va dung dich nhudm, trong d6 dung dich c¢b dinh tiéu ban
bao géln cac thanh phén formol, etanol, axeton va dém xitrat 0,35-0,4M va dung dich
nhuém bao gdm céc thanh phidn Sudan Black B, dietylen glycol (DEG), etanol,
Na,HPO,, phenol, nuéc cit va dung dich Giemsa.

Kit nhudm lipit té bao bao gdm dung dich ¢b dinh tiéu ban va dung dich nhudm,
trong do:

Dung dich ¢ dinh tiéu ban: nhim dé ¢6 dinh té bao trén lam kinh, tranh bi rira
tr6i khi nhudém. Céc thanh phin dung dich nhudm tiéu ban, cc thanh phén formol,
etanol, axeton va dém citrat 0,35-0,4M 1a cac dung dich chuén c6 thé mua dugc ngoai

thi trudng.
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Céng thirc pha ché theo ty 18 % thé tich cu thé nhu sau:

— Formol 37%: 7,0-9,0
— Axeton 99,5%: 30 - 34,0
— DPém Citrat néng d6 0,35 -0,4 M, pH=5,2-5,4: 57-63

Etanol duoc biét dén nhu mét chét ¢b dinh tiéu ban méau ngoai vi phd bién nhét vi
tinh it doc hai. Nong d6 thuong sir dung tir 70-100%, cb dic tinh dé bay hoi va héo
nude manh. Dua vao tinh chit ndy, cac ancol ding trong cb dinh s& rit nudc trong céc
mb va té bao tir d6 ¢ dinh bénh pham theo co ché gy dong tu cac protein. Yéu diém
ctia dung dich etanol 14 do qué trinh rit nuéc manh nén d& gay co té bao.

Formol hay con goi 1 formaldehyt, d& bay hoi, nhung 14 mot chét doc dbi véi co
thé séng do tic dong manh vao protein. Co ché clia qua trinh c¢b dinh 1a formol phan
{ing v&i cac protein hinh thanh cac lién két chéo tao ra mét bd khung méi dam bao giét
chét t& bao ddng thoi gitr nguyén hinh thai, cu triic cling nhu thanh phan héa hoc cia
té bao. P4y 1a mot chét ¢b dinh t6t va phd bién nhit ding cho muc dich ¢ dinh céc
loai bénh phim. K¥ thuét sir dung dang tinh khiét thuong 13 ding dang bay hoi. Diéu
can Iuu y khi st dung aldehyt dé ¢6 dinh cin phai rira k§ vi gbc -CHO c6 kha ning
hoat ddng manh nén dé giy ra cac phan tmg dwong tinh gia khi nhudm.

Axeton véi dic tinh 1a dé bay hoi, tde do thAm vao thanh té bao va cac td chirc
nhanh 1am giam thoi gian ¢b dinh. Nhuoe diém cia axeton 13 c¢6 kha ning hoa tan t6t
céc lipoprotein 1am mét di cac cdu tric hoa hoc té bao nhu khi con sdng.

Tuy vay, khi két hop etanol - formandehyt - axeton trong mdi truong dém s& tao
thanh mét dung dich c¢b dinh theo c4 ba nguyén ly: dng tu, tao 40 nudc va tao lién két
chéo. Kha ning thdm sau nhanh cho phép rut ngan thoi gian ¢b dinh.

Dung dich nhudm lipit dé nhudm té bao sau khi dugc ¢b dinh trén lam kinh, theo

sang ché, dung dich nhudm bao gdm céc thanh phan theo ty 1& % thé tich nhu sau:

- Sudan Black B: 0,007 - 0,012
- Diethylen Glycol (DEG): 1,0-2,0

- Etanol: 40,0 - 48,0

- Na,HPOy: 0,09 - 0,15

- Phenol: 5,0-6,0

- Dung dich Giemsa: 7,0-11,0

- Nuée cit 2 14n: 37,0 - 45,0
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Pé tao thanh dung dich nhudm 6n dinh, tién hanh phéi tron thanh phin Sudan
Black B, Diethylen Glycol (DEG), etanol tao thanh dung dich dong nhit (dung dich
A). Phéi tron céc thanh phan Na,HPO,, phenol va nuéc cét tao thanh dung dich ddng
nhét (dung dich B). Sau d6 tron hai dung dich nay véi nhau rdi bd sung dung dich
Giemsa va khudy tron déu cho dén khi thu dugc dung dich déng nhéit, bén mau. Dung
dich Giemsa theo séng ché 14 dung dich d4m dic.

Co ché cua phan tmg nhudém Sudan rit khic nhau, bao gém khuéch tan vat Iy
don thuén va lién két hoa hoc truc tiép. VE mit k¥ thuét, Chayen (1968) cho réng, muc
d6 bit mau chon loc cia céac thudc nhuém dbi véi lipit phu thudc rat nhidu vao ban
chét lipit, ddc tinh cda thuéc nhudm, thudc didu tri va diéu kién tién hanh nhudm.
Trong céc loai thudc nhudm, Sudan den 14 mot nhom phém nhudm cho két qua nhudm
15 rang nhét do tinh chit hoa tan manh trong lipit va mau den thuin khiét. Dua vao
tinh chét nay c6 thé phat hién thanh phn lipit c6 trong té bao.

Phan tmg nhuém Sudan Black B theo co ché khuéch tan vat 1y va lién két hoa
hoc nén thanh phan dung dich pha ché Sudan Black B ¢6 vai trd quan trong. Céc yéu
t6 anh hudng dén qua trinh nhuém bao gbm:

Tuong quan cdc nhom chirc ki nudce va wa nudce: Néu ty 1€ nhém ki nude/ua nude
cao thi SBB s& khong khuéch tan vao trong cac td chire lipit (c6 chtra chu yéu 1a nh(’)rﬁ
ki nuée) va nguoc lai. Vi vy, cn phai didu chinh ndng d6 cac chét ¢6 trong dung dich
d8 t81 wu hoa nham lam ting qua trinh khuéch tan ctia Sudan Black B vao lipit;

Nodng d6 ion va Sudan Black B ¢6 trong dung dich c6 vai trd thic ddy thube
nhudm nay khuéch tén tir noi c6 ndng d6 cao dén noi c6 ndng dod thip vao cic td chirc
¢6 ham lugng lipit cao nhu c4c hat dic hiéu ciia cac té bao dong tiy va té bio md.

O c4c quy trinh da biét, cac tac gia khac déu st dung ndng d6 Sudan Black B &
mtrc bdo hoa hodc gin bdo hoa dé thudc nhudém nay d& dang khuéch tan vao t chirc
lipit, nhing bét loi & chd no ciing hdp phu trén bé mit cic té bao séng khac (hdng ciu,
tiéu cau, lympho...) do ban chit mang cac t& bao nay ciing dwgc ciu tao tir 16p mang
kép phospholipit. Khi hdp phu nhu vay s& dan dén dwong tinh gia nén dé tranh két qua
nhudm bi sai, nén cin c¢6 budc ty rira Sudan Black B bang chinh c4c dung mdi pha
ché v6i ndng d6 thip hon (nhim khéng 1iy di SBB hép thu trong cac td chirc lipit).
Chinh vi vdy, buéc rira nay thudong rit khé kiém sodt chét lugng do tinh chat khac

nhau vé& ciu tric lipit ctia cdc té bio trén timg tiéu ban nhudém ma cé thé gy duong

-8



29902

tinh gia néu tiy khong hét hozc am tinh gia néu tiy qua mirc. Viée t6i wu hoa ndng do
ion va SBB ¢6 trong dung dich s& vira thiic ddy Sudan Black B khuéch tan vao tb chuc
c¢6 chtra ham lugng lipit cao (t€ bao md, cac bao quan cia bach ciu dong tiy, mono...)
ma khong hdp phu trén cic mang kép c6 chira phospholipit s& gitip cho viéc loai bé
buéc tdy SBB thira do hip phu trén bé mit t& bao.

Diéu chinh pH t6i vu nhim thiic ddy phan tmg gin két gitra Sudan Black B véi tb
chirc lipit c6 trong t& bao nhdm chuyén thanh cac lién két chinh thirc bén viing hon so
v6i lién két hip thu do khuéch tan vat 1y don thudn. Khi chuyén tir qué trinh hép thu
sang lién két hoa hoc con gitp cho phAm mau den ciia Sudan Black B khong bi tan
trong dau soi kinh hién vi va c6 thé hoi chin dugc nhidu 14n 1am ting ddng nhit két
qua chin doan cta k¥ thuat nhudém gitta cic tuyén kham chita bénh. Ngoai ra, viéc
didu chinh pH phil hop ndm trong khoang 6,5 - 7,5 con gitip cho qué trinh nhudém nhan
va hdng ciu bing giemsa bt mau rd rang hon tir d6 bé dwgc bude nhudm nhan.

Chinh vi viy, tic gia da nghién ctru va bt ngd phat hién ra, véi ndng do thanh
phin dung dich nhudm lipit theo sang ché, cu thé 12 ndng d Sudan Black B tir 0,007
dén 0,012% trong dung dich nhudm lipit theo sang ché cho phép nhudm nhan, nhung
khong nhudm mang té bao, nghia 1a bo qua dugc bude rira tidu ban dé ty mau mang
té bao. Dung dich nhudm theo sang ché con cho phép két hop véi dung dich nhuém
Giemsa tao thanh dung dich 6n dinh, bén va cho phép nhuém ddng thoi Sudan Black B
va Giemsa trong mot budc nhudém duy nhit.

Theo mdt phwong an uu tién, kit nhudém lipit t& bao theo theo sang ché c6 dung

dich nhudém bao gdm cac thanh phén theo ty 1€ % thé tich nhu sau:

- Sudan Black B: 0,008

- Diethylen Glycol (DEG): 1,5

- Etanol: 43,0

- Na,HPO,: 0,1

- Phenol: 5,4

- Dung dich Giemsa: 9,0

- Nuér ct: 40,992.

Theo mdt phwong 4n wu tién, kit nhudém lipit t& bao theo sang ché c6 dung dich
nhudm bao gdm cac thanh phan theo ty 1& % thé tich nhu sau:
- Sudan Black B: 0,01
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- Diethylen Glycol (DEG): 1,7

- Etanol: 45,0

- NapHPOu: 0,12

- Phenol: 5,6

- Dung dich Giemsa: 10,0

- Nudre cat 2 lan: 37,57.

Theo mét phuong an wu tién, kit theo sang ché duogc bao goi & dang hai thanh
phén dung dich riéng biét va kém theo huéng din sir dung. Cuy thé, mdi dung dich cia
kit dugc dugce dong gbi trong chai nho giot, bang tha tinh mau nau dé tranh 4nh séng,
c6 dau nhé giot. Chai nay dam bao khi nho giot bang cach up nguoc theo chiéu thang
dtng thi s& nho giot va mdi glot c6 thé tich 13 25 - 50 ul. '; |

Theo khia canh thir hai, sing ché d& cap dén phwong phap nhudom 11p1t té bao
bang kit theo sang ché, trong d6 phuong phap nhudém nay bao gdm hai bude: a) cd
dinth t bao 1én tiéu ban; va b) nhudm lipit té bao.

Trong budc ¢ dinh té bao 1én tiéu ban, tién hanh trai mau bénh phém lén lam
kinh va phu dung dich ¢6 dinh tiéu ban 1én toan b ving bénh pham trong thoi gian tir
5 dén 10 gidy va rira bang nudc cét trong thoi gian 1 phit.

Trong budc nhudm lipit t& bao, tién hanh phu 1én ving bénh pham trén tiéu ban
sau khi da dugc ¢b dinh dung dich nhudm va dé trong 10 phut, sau do rua béng nudc
cét trong thoi gian 1 phat. Sau khi d& kho tiéu ban, tién hanh doc két qua nhudm lipit
trén kinh hién vi. |

Theo mot khia canh wu tién, phuong phap nhudm lipit té bao theo sang ché sau
khi ¢é dinh té bao, tién hanh nhudm lipit t& bao ngay ma khong cin phai dé kho tiéu
ban. |

Pé kho tiéu ban trong khong khi va doc tiéu ban & vat kinh dau véi do phéng dai
1.000 1an. Két qua thu dugc:

Phan tng duong tinh: Néa o lipit trén nguyén sinh chét cua té bao thi s& xuét
hién mau tr xanh den dén den do Sudan black B khuéch tan vio cac td chirc lipit ctia
té bao. Nguyén sinh chét clia t& bao khong c6 lipit bt mau xanh va nhan céc té bao c6
nhén bat mau do tim.

Phan tng am tinh: Tuc 1a khong c6 lipit trong té bao thi nguyén sinh chét bat
mau xanh va nhan bat mau do tim.

Theo mot phuong an vu tién, quy trinh theo sang ché c6 2 budc nhudm, thoi gian
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nhudm trong 10 phut 10 gidy va khong cAn budc tiy mau.

Theo mot phuong &n uu tién, nhudém ddng thoi lipit bing Sudan Black B va nén
tiéu ban (nhan, hdng ciu) bing Giemsa trong ciing mdt dung dich.

Theo mot phuong an uu tién, kit duoc ing dung @8 nhudm té bao bach cau ding
trong phan loai thé bénh trong bénh bach cdu clp; té bao m& ung thu trong nganh giai
phiu bénh va té bao.

Két qua nhuém dugc danh gia theo bang tiéu chuin FAB, day 1a mot tiéu chun
dugc dung dé danh gia dong té bao bach cdu va 1a da biét ddi véi ngudi c6 k§ ning
trung binh trong linh vuc k¥ thuét nay. Bang ti€u chuén FAB c6 thé duoc tim thdy
trong cac tai liéu k§ thudt chung trong linh vuc k¥ thuat nay.

Vi du thwe hién sang ché
Vi du 1. Sin xudt kit nhugm lipit té bao
a) San xut dung dich c¢b dinh:

Pé pha ché 20 ml dung dich c6 dinh té bao, chuin bi cic thanh phin bao gdm

formol 37%, etanol, axeton va dém citrat 0,35 - 0,40 M, pH = 5,2 - 5,4 v6i lugng nhu

sau:
— Formol 37%: 1,6 ml;
— Axeton 99,5%: 6,4 ml;
— Pém xitrat ndng d6 0,35 - 0,4 M, pH=5,2 - 5,4: 12,0 ml.

Trong mot lo thity tinh mau ndu cé thé tich 20 ml, dung pipet tw dong hit cho lan
luot cac dung dich & trén vao, 1ic déu, dong bang niit nhyra mau tréng c6 nip nho giot.

In nhan ghi rd tén thudc thir: Dung dich ¢b dinh; Thé tich 20ml; L6 san xuét: 1a
ngay pha ché; Han st dung: 12 thang; Ki hiéu lo thude thtr 1a R1 va nhan QR code.

b) Thubc thir R2: Dung dich SBB 0,008%

pé pha ché 50 ml dung dich SBB 0,008%, chuén bi c4c héa chit nhu sau:

Can 4 mg Sudan Black B cho vao 1 l¢ thity tinh mau néu thé tich 50ml, b sung
0,75 ml DEG (ham lugng 99,9%) bing pipet tw dong. Lic k§ dé tan hoan toan. Thém
22,5 ml etanol tuyét dbi, tiép tuc lic s& thu duoc dung dich d(“)ng nhit mau xanh nhat.

Can 50 mg Na,HPO, va 2,7 g phenol tinh khiét, khan cho vao 1 cbc thiy tinh
sach ¢6 mo6 50 ml, bd sung thém 22,25 ml nuée ct hai 14n bing pipet tu dong. Lic k§
cho tan hoan toan, khi d6 dung dich c6 thé & dang nhii twong va trong subt.

D toan b dung dich pha ché trong cbe thiy tinh vao trong lo thuy tinh mau &
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trén, 1ic k¥ khi d6 thu dugc hdn dich déng nhit hoan toin mau xanh nhat. Tiép tuc bd
sung thém 4,5 ml Giemsa dam dac (con goi 1a giemsa me) vao lo thity tinh khi d6 thu
dugc dung dich R2 véi thé tich 13 50 ml. Lic déu va déng bang nut nhya mau den c6
nép nhé giot.

In nhan ghi 1 tén thudc thir: Dung dich Sudan Black B 0,008%; Thé tich 20ml;
L6 san xuit: 12 ngdy pha ché; Han st dung: 12 thang; Ki hiéu lo thudc thir 1a R2 va
nhan QR code.

Déng goi 2 lo thude thir vira pha vao trong mot hdp carton c6 tAm 16t bé va cit 6
tron vira v6i duong kinh cia hai lo thude thir R1 va R2. In nhan hop véi cac thong tin:
Kit nhudém lipit bing Sudan Back B; Thanh phan hop kit: Gdm 2 lo R1 thé tich 20 ml
va R2 thé tich 50 ml; L6 san xuét: 13 ngay pha ché; Han sir dung: 12 thang; Ki hiéu
thubc thir 1a R2, nhin QR code va Hudng dan sir dung.

Vi du 2. Thiv nghiém dinh gid hiéu qud nhuém té bao ciia kit theo sdng ché

Chét lwong cua kit duge danh gia dua trén 2 tiéu chi: D6 nhay va do dic hiéu cia
kit sang ché va kit thuong mai nhudm theo quy trinh cta Hayhoe.
a) Péanh gia do nhay:

Tién hanh nhudém lipit bach ciu méu ngoai vi ctia 30 miu mau ciia ngudi hién tur
nguyén khée manh, thu dugc két qua nhu sau:

Bang 1: Két qua danh gia do nhay

Loai Két qué7chay Diém qhuc}m li Diémrli DPiém nhudém | Piém nhudém
bach cu may tong thuyét theo thuyet SBB theo quy | kit SBB cai

phén tich phén do trinh Hayhoe tién

Trung tinh 60,00+0,89 4 240+3,66 220,8 223,4

Ua axit 3,84+0,29 2 7,68+0,58 7,06 7,15

Ua bazo 0,21+0,03 1 0,21+0,03 0,19 0,19

Té bao 29,04+0,84 0 0 0 0

lympho

Té bao don 6,91+0,14 2 13,82+0,28 12,71 12,85

nhéan

Téng cong 261,7+4,53 240,9 243,4

Hiéu suit 100% 92,3% 93,1%

Xir 1y théng ké cho thdy hai gia tri trung binh 13 khong khac nhau (p>0,95). Nhu
vay ki thudt nhuém SBB cai tién cho két qua nhudm tuong dwong vai ki thuit cta

Hayhoe. Anh nhudém lipit cia hai b kit dugc thé hién trén hinh la va 1b.
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b) DBénh gid do dac hiéu cua kit

Nhudm ddng thoi ca hai b kit sang ché va kit theo quy trinh cla Hayhoe trén 30
mau thy clia bénh nhan, thu dwoc két qua: ca hai kg thuét nhudm déu duong tinh trén
cac té bao dong tay tir tién tiy bao dén céc t& bao trudng thanh, con dong monocyte
chi duong tinh nhe & té bao truéng thanh. Cac dong té bao khic déu Am tinh. Anh
nhudm lipit cia hai bo kit dugc thé hién trén hinh 2a va 2b.

Két luan: Do dic hidu cua kit sang ché trong duong véi kit nhudm theo quy trinh
cua Hayhoe.
Vi du 3. Bdnh gid tinh phit hop trong chin dodn dong bénh bach ciu cip theo tiéu
chuin FAB

Nhuém 30 mAiu tay léy tir thy sinh méau ctia bénh nhén bach ciu cép da duoc
phan loai theo ti€u chuén FAB bing t& hop két qua cua ba phuong phéap hinh thai hoc-
héa hoc té bao, mién dich va di truyén. Két qua so sanh phan loai dong té bao theo tieu
chuin FAB thé hién & bang:

Béng 2: Két qua phan loai thé dong té bao bénh

v Két qua ky t.l;ug'it Ch:’”in.f\ioa’m xiic dinh Mikc d§ phit hop
Thé dong SBB c4i tién theo tieu chuan FAB
S6 lwgng | Ty 18 (%) | Sb lwong | Ty 18 (%) | S6lwong | Ty 18 (%)
Dong tiy 19 63,33 21 70 19 63,33
Dong lympho 9 30,00 9 30 9 30
Khong xac dinh 2 6,67 0 0 0 0
Téng cong 30 100 30 100 28 93,33

Két qua cho thay c6 sw phit hop 28/30 (93,33%) bénh nhan.

Két luan: Kit séng ché c6 thé gitp phan loai ding 93,33% dong té bao theo tiéu
chuén FAB. 6,67% truong hop thudc thé MO 1a thé bénh ma t& bao bach ciu ung thu
con chua biét héa nén khong xuét hién céc bao quan c6 chira lipit nén cho phéan ng
am tinh. P4i v6i thé bénh nay phai dung k¥ thuat marker dé tiép tuc phan loai dong té
bao nhung gi4 thanh dit gép khoang 10 14n so v6i k§ thuat nhudm hoéa hoc té bao. Ty
1€ nay ciing ciing phu hgp v6i Marie-Christine Béné (2002) cho ring chi c6 duéi 3%
cac t€ bao blast trong mau tiy cta bénh nhan thé MO cho két qud duong tinh véi

phuong phép nhudm peroxidaza hodc sudan B.
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Vi du 4. Ddanh gid thoi gian on dinh ciia kit

Tién hanh san xuét kit véi 100 1dn nhudm béo quan & nhiét do phong thi nghiém.
Pé danh gia mirc d6 én dinh cia kit, cdc thanh phéan cua kit duoc pha ché bao quan
theo yéu cu va tién hanh thir nghiém trén 36 méu tiéu ban. Mdi thang tién hanh
nhudm 13p 3 tiéu ban vao ciing mdt ngdy trong thang. Sau d6 danh gia két qua duong
tinh bing phuong phép phan do tinh diém dé thu duoc diém trung binh ciia ba tidu

ban. Két qua thu duoc thoi gian 6n dinh cta kit 14 12 thang.
Hiéu qua dat dwoc ciia sang ché

Kit nhudm lipit theo sang ché trén co s& két hop nhuém Sudan Black B va
Giemsa cai tién da khic phuc dugc tit ca cac han ché ciia cac quy trinh nhudm clia cac
tac gia khac. Cu thé nhu sau:

Kit chi con 2 thude thir R1, R2 déng goéi sin diing dn dinh trong thoi gian 1 nim
thun loi cho ngudi str dung va tranh phai db di phan dung dich nhudém giy 6 nhiém
moi trudong.

Quy trinh nhudm chi con 2 buée, st dung don gidn nhu mot test nhanh, rat ngén
thoi gian. Quy trinh khong can budc tdy cdn hodc propylen glycol gitip cho két qua xét
nghiém khong nhitng c6 do 1ap lai cao hon con loai trir dwgc 4m tinh va duong tinh gia
do budc nay gay ra.

Kit c6 thé tng dung dé nhudém chin doan dong té bao trong phan loai thé bénh
bach ciu ca”ip theo tiéu chudn FAB dat d nhay 93,33% va do dic hiéu tuong duong
v6i cac k§ thuét kinh dién. Trién khai kit ndy s& gop phan tich cuc vao viée chan doan

va diéu tri cho cac bénh nhan mac bénh vé mau.
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YEU CAU BAO HOQ

1. Kit nhudm lipit t& bao bao gdm dung dich cb dinh tiéu ban va dung dich nhudm,
trong do:
a) Dung dich ¢b dinh tiéu ban bao gdm céc thanh phan theo ty 1¢ % thé tich nhu sau:
- Formol 37%: 7,0-9,0
- Axeton 99,5%: 30-34,0
- Pém xitrat ndng d6 0,35 - 0,4 M, pH=5,2-5.4: 57-63,va
b) Dung dich nhudém bao gdm cac thanh phan theo ty 1& % thé tich nhur sau:

- Sudan Black B: 0,007 - 0,012
- Diethylen Glycol (DEG): 1,0-2,0

- Etanol: 40,0 - 48,0

- Na;HPOu: -~ 0,09-0,15

- Phenol: 5,0-6,0

- Dung dich Giemsa: 7,0-11,0

- Nuéc cat 2 lan: 37.0 - 45.0.

2. Kit nhudm lipit t& bao theo diém 1, trong d6 dung dich nhudm bao gbm cac thanh

phén theo ty 18 % thé tich nhu sau:

- Sudan Black B: 0,008

- Diethylen Glycol (DEG): 1,5

- Etanol: 43,0

- NaoHPOu: 0,1

- Phenol: 5,4

- Dung dich Giemsa: 9,0

- Nudrc cét 2 lan: 40,992.

3. Kit nhudm lipit té bao theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1-2, trong d6 kit nay
dugc bao goi ¢ dang hai thanh phan dung dich riéng biét va kém theo hudng dan str
dung.

4. Phuong phap nhudm lipit té bao bang kit theo diém bét ky trong sO cac diém tir 1

dén 2, trong d6 phuong phap nhudém nay bao gbm hai budc:
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a) cb dinh té bao 1én tiéu ban bang cAch trdi miu bénh pham 1én lam kinh v phu dung
dich ¢ dinh tiéu ban 1én toan bd ving bénh phdm trong thoi gian tir 5 dén 10 gidy va

rira bang nudc cit trong thoi gian 1 phit; va

b) nhudm lipit t€ bao bang cach phu 1én ving bénh phim trén tiéu ban sau khi da duoc
c¢b dinh dung dich nhudém va dé trong 10 phit, sau d6 rira bang nude cét trong thoi
gian 1 phut, sau khi dé khé tiéu ban va doc két qua nhudm lipit trén kinh hién vi.

5. Phuong phép nhudm lipit té bio theo diém 4, trong d6 sau khi cd dinh té bao, tién

hanh nhudm lipit té bao ngay ma khong can phai dé kho tidu ban.
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