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(57) Giai phap hiru ich dé cap dén quy trinh bao quan miu tinh tring s lugng it bang

phuong phéap thay tinh héa, khong nhiam muyc dich phong ngira, chian doan, diéu tri bénh,

quy trinh ndy vé co ban bao gdm cac budc:

i) chuan bi mau tinh tring trudc khi bao quan;

ii) xtr Iy Iy tim mau tinh tring;

iii) chuan bi dung dich bao quan chtra méi truong co ban F12, glyxerol, albumin va
sucroza;

iv) bo sung dung dich bao quan trén diy vao éng chira phan cin tinh trung di duoc ly
tam;

v) tién hanh phéan chia hdn hop thu dugc trong budc iv) vao trong cac 6ng PCR;

vi) tién hanh nhiing 6ng PCR ma di duoc xép trudc vao gia d& trong nito 1ong; va

vii) luu trit trong binh bao quan c6 chira nito long.

Quy trinh theo giai phap hitu ich cho phép trit dong mau tinh trung sd luong it (thiéu
tinh), cu thé 1 cho phép trit dong mau tinh tring c6 mat dé nho hon so v6i miu tinh tring
thong thudng theo tidu chuan cta To chirc Y t& Thé gidi 2010 (WHO 2010) véi két qua sau
rd dong cai thién ty 18 tinh trung di dong va sbng.

Ngoai ra, quy trinh theo gidi phap hiru ich khong can thiét bi ha nhiét do, tiét kiém nito
long, tiét kiém (rat ngin) thoi gian, cho phép sir dung moéi trudng tu pha dam bao chét
luong va tiét kiém chi phi, tir 6 s& gitp ting hiéu qua trong cac chu ky thu tinh trong 6ng
nghiém.
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Linh vuc ky thuit dé cap

Giai phap hiru ich thudc linh vuc cong nghé y sinh, cu thé giai phap hitu
ich dé xuét quy trinh bao quéan mau tinh tring sd luong it bing phuong phép
thiy tinh héa nhim muc dich st dung trong cac chu ky thu tinh trong ong

nghiém.

Quy trinh theo giai phép hiru ich khong nham muc dich phong ngira, chén
doan, diéu tri bénh va cho phép trir ddng mau tinh tring s luong it (thleu tinh),
cu thé 13 cho phép trix dong mau tinh trung ¢6 mat do nho hon so v6i mau tinh
trung thong thuong theo tiéu chuin cia TS chirc Y té Thé gi61 2010 (WHO
2010) véi két qua sau ra dong cai thién ty 1€ tinh trung di dong va séng so vdi
quy trinh thong dung hién hanh.

Ngoai ra, quy trinh theo giai phap hitu ich khéng can thiét bi ha nhiét do,
tiét kiém nito 16ng, tiét kiém (rat ngan) thoi gian, cho phép stir dung mdi trudong
tu pha dam bao chét hrong va tiét kiém chi phi, tr d6 tang hiéu qua trong cac
chu ky thu tinh trong ong nghiém.

Giai phép hifu ich con mé ta quy trinh rd dong mau tinh tring dugc luu
trit trén dy nham xac dinh c4c dic tinh cta tinh trung sau khi dugc luu trir theo
quy trinh luu trit cda giai phap hitu ich.

Tinh trang ky thuat cda giai phz’lp hitu ich

0] con nguoi, tinh trung la giao tir duc, mang bo nhiém sic thé don boi véi
23 nhlem sic thé. Khi thu tinh, 23 nhiém sic thé cda tinh trung két hop voi 23
nhiém sic thé cua trimg dé tao thanh hop tir vi 46 nhidm séc thé va phat trién
thanh mét c4 thé hoan chinh. Tinh trung duoc biét hoa cao do dé thuc hién chuc
nang sinh san cda nd, do la di chuyen trong duong sinh duc ni, nhén biét va thu
tinh v6i tring. Dé thu tinh, ching bat budc phai boi qua cb tir cung, sau do di
xuyén qua tir cung dé tiép can dugc véi voi trimg va budng trimg cua ngudi phu
nt.

Phan 16n tinh trung khong thuc su boi thang. Thong thuong, toc do di
chuyén cta tinh tring dugc phan thanh mot trong ba nhém sau:

1. Tich cuc di chuyén theo dudng thang hodc vong tron 16n
2. Di chuyén ¢ moi md hinh nhung khong tién vé phia trude
3. Bat dong khong di chuyén.

Tinh tlung chi c¢6 thé sdng trong mot thoi gian ngan sau khi duoc phong
ra. Tudi tho cia tinh trung con phu thudc vao noi tinh tring “ha canh” sau khi
xuat tinh. Ban thén tinh trang sau khi xuat tinh vao 4m dao c6 thé song dén nam
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ngdy. Piéu nay 1 do tac dung bao v¢ cua chat nhdy cb tir cung. Nhung 1 néu tinh
trung bi kho, chung s& chét. Tinh tring xuét tinh roi vao céc vat thé khd, lanh cé
thé chét sau vai phut, mic du rat hiém khi chiing c6 thé kéo dai dén tan 30 phut.
Tham chi chiing ¢ thé chét nhanh hon trong bon nudc néng hay do nhiét hodc
héa chét trong nudc.

Ngay nay, tinh trang hlem mudn ngay cang gia tang, nén viéc luu gitt, bao
quan tinh trung da va dang rat duoc quan tdm. Tinh trung thuong dugc bao quan
bang phuong phép dong lanh dé bao tdn chung dé st dung trong tuong lai. Bing
cach str dung cong nghé dac biét va sau d6 gift tinh trung trong nito 1éng & nhiét
d6 am 196°C va né c6 thé duoc luu giir trong nhidu nim véi chét luong duoc
dam bdo. Trit lanh tinh trung cho phép tinh trung dugc sir dung trong twong lai
trong ho trg sinh san, nhu bom tinh tring vao budng tir cung (IUI) hodc thu tinh
trong bng nghiém (IVF).

Hién nay cdc mau tinh tring dugc bao quéan bing quy trinh dong lanh la
dong lanh chdm va thuy tinh héa. Diém chung cua hai phuong phép deu 1a ha
nhiét do mau tinh tring dugc chira trong dung cu luu trit xudng nhiét d6 rét thip
va bao quan trong nito 1ong. Sur khac biét chinh cua hai phuong phéap nay d6 1a
¢ hay khong ¢6 su hinh thanh tinh thé dé ndi bao cling nhu ngoai bao.

Trong phuong phép déng lanh cham, mau tinh trang dugc 1am lanh véi
téc do ha nhiét cham, tir nhiét do sinh Iy xudng nhiét do rat thip trude khi dua
vao luu trit trong nito léng. MAu tinh tring dugc chira trong céac 6ng Cryotube
(Cryovial tube) trit lanh. Trudc khi ha nhiét 6, mau trit s& dugc thém chat bao
quan & nhiét do phong va dé can bang trong muoi (10) phut. Trong qua trinh
nay, mot lugng 16n nude trong t& bao s& bi mat ra ngodi. Nhuge diém cua
phuong phap ndy s& hinh thanh tinh thé d4 ndi bao ciing nhu ngoai bao.

Thuy tinh héa la phuong phéap trit lanh dya trén nguyén ly khong <O su
hinh thanh tinh thé d4 bén trong va ngoai té bao. Toan bo vét chat (bao gdm ca
phén tir nude) bén trong va moi trudng bén ngoai té bao s& chuyen thanh dang
kinh va hoan toan khong c6 su hinh thanh tinh thé d4. Ban chét cta qua trinh
ndy doi héi ha nhiét do rat nhanh véi thé tich nhé cho phép. Mau tinh tring dugc
luu trit trong dung cu chta nhu mang trong subt, hé thong dong lanh kin
(cellsleeper), dung cu trit phdi (cryotop), dung cu cryoloop. Chat bao quan yéu
cau ndng do hop ly.

Mang trong subt (ZP — zona pellucidae) tir nguoi va dong vat dugc su
dung cho viéc déng lanh céc tinh trung don lé. Noan dugc loai bo té bao chét
bén trong va tinh trung duoc chuyen vao ZP bang kim ICSIL Trudc khi dong
lanh, ZP dugc giir can bang vdi chit bao quan lanh (cryoprotective agents —
CPA) thanh phan glycerol, sau d6 chuyén ZP c6 chira tinh trung vao cong ra va
nhing vao nito 16ng bao quan. ZP ¢6 kich thudc 16n nén 1a vat chira duoc nhidu
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tinh tring va dé quan sat dudi kinh hién vi. Tuy nhién, gi6i han cia ZP 13 vat
liéu sinh hoc. Khi loai b té bao chét tir nodin, cac manh v& ADN c6 thé chua
dugc loai bo hoan toan, luu lai va dugc chuyen vao noan cho lan tiém tinh trung
vao bao tuong trimg (ICSI) sau d6. Mot s6 nguyén cltu cho rang viéc trir lanh
tinh trung bang ZP cho ty 1¢ phuc héi chét luong tinh trung sau 13 dong va ty 1&
thy tinh thap do tinh trung gan vao ZP3 trén ZP ciing c6 thé gy ra phan ung
acrosome anh hudng dén chat luong tinh tring. Ngoai ra, viéc st dung ZP trén
ngudi con lién quan dén vén dé dao dirc & mot sb qudc gia; vi vay, trong tuong
lai cac nha khoa hoc dang dan tim kiém vat liéu phi sinh hoc thay thé tuong tu
nhu ZP.

Cell-sleeper 12 hé dong lanh kin, cho phép déng lanh tinh tring s& luong
it.

Cryotop dugc st dung pho bién & khoang 40 quéc gia. Vat liéu tao ra
cryotop tir nhyra cting, c¢6 thé chéng lai su pha hiy co hoc vat Iy va chéng nhiém
virus tir binh chira nito 1ong nén an toan cho mau chtra. Vi vdy, cryotop duoc sir
dung chii yéu trong cac trung tAm diéu tri IVF hién nay. Tuy nhién, khi dong

lanh bang cryotop v6i cac hoa cht dong lanh khac nhau cho ty 1€ tinh trung di
dong khac nhau.

Cryoloop 1a dung cu bao gébm mét vong tron réng bang nhua mém, gin
vol can nhya hodc kim loai. Dung dich thuy tinh hoa tao thanh mot 16p mang
méng trong phan réng clia vong trong va tinh trung/phdi duoc dat 1én trén mang
mong nay, sau do toan bd dung cu chira dat trong nito l6ng. Cryoloop gitp béo
quan duoc tinh trung sd luong it, don gian, loai bé cac budc rira tinh tring va c6
thé thay thé cho viéc trit tinh tring bang ZP. Tuy nhién, déy la h¢ thng dong
lanh h& nén nguy co Iay nhiém chéo dé x4y ra cho cac mau dong lanh.

Cac dung cu va chat bao quan trén doi hoi chi phi cao, k¥ thuét thuc hién
phirc tap. Vi thé ¢6 nhu cau ddi véi viéc t6i wu dung cu chira mau tinh tring sb
luong it, cht bao quan mau va k§ thuat thuc hién.

Ban chit ky thuat cia giai phap hiru ich
Muc dich cta gidi phap hitu ich 1a khic phuc cac nhuoc diém néu trén.

Muc dich khdc ctia giai phép hitu ich 1a dé xuét quy trinh khong nham
muc dich phong ngura, chan doan, diéu tri bénh ma cho phép trlt dong mau tinh
tring s luong it, cu thé 1a cho phép trir déng mau tinh trung c6 mat do nho hon
so v&1 mau tinh tring thong thuong theo tiéu chuan cia To chire Y té Thé gisi
2010 (WHO 2010) voi két qua sau rd déng cai thién ty 18 tinh trung di dong va
song so v6i quy trinh thong dung hién hanh.

Muc dich khac nira cua giai phép hitu ich 1a de xuat quy trinh cho phép
khong can thiét bi ha nhiét do, tiét kiém nito long, tiét kiém (rat ngan) thoi gian,
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va cho phép str dung mdi trudng tu pha dam bao chét luong, tiét kiém chi phi, tir
d6 tang hiéu qua trong cac chu ky thu tinh trong dng nghiém.

De dat duogc cac muc dich trén ddy, theo mot khia canh, giai phap hitu ich
dé xuat quy trinh bao quan trlr dong v6i1 dung cu luu trir va néng do chét bao
quéan phi hop v6i méu tinh tring sé luong it bang phuong phap dong lanh bing
thuy tinh héa, khong nhdm muc dich phong ngira, chan doén, diéu tri bénh, quy
trinh ndy bao gom céc budc:

i) chuan bj mAu tinh tring trudc khi bao quan, trong do:
tién hanh thu nhan mAu tinh trung,

danh gia chat lugng 1 mau tinh tring dé chon mau truée khi tién
hanh bao quén, trong d6 mau tinh tring dugc chon 13 mau tinh tring c6
mét d6 nhoé hon 15x 10%mL (< 15x 10%mL);

i) xir Iy ly tdm mau tinh trung, trong do:

tién hanh ly tAm méu tinh tring véi tbc d6 ly tdm 1a khoang 1500
vong/phtt trong thoi gian khoang 10 phut, va

loai b6 dich ndi dé thu duge phén can tinh trung da duoc ly tam;
iii) chuan bi dung dich bao quan, trong do:

dung dich bao quan dugc chuan bi tir cac thanh phan bao gdbm dung
dich F12, glyxerol ndng d6 99,99% (theo khéi lugng), dung dich sucroza
0,1M, albumin 20% (theo khéi luong), va

ty 1& thé tich cua dung dich sucroza 0,1M/albumin20%/glyxerol
99,99%/dung dich F12 1a khoang 50/5/10,01/34,9;

iv) bb sung dung dich bao quan trong budc iii) vao phan cin tinh tring
trong budc ii), trong do:

ty 1& theo thé tich cta phan cin tinh tring/dung dich bao quan 1a
khoang 7/10, va

tién hanh trén déu, sau d6 dé ¢ nhiét do phong trong khoang 10
phut;
v) chia hdn hop thu duoc trong bude iv) vao trong cac 6ng PCR;
vi) xép cac dng PCR trong budc iv) vao gia da, dat cach bé mit nito long

khoang 3cm trong 2 phut, sau do nhung V2 (nua) phan day ong vao trong nito
16ng dé tranh nito 16ng tran vao dng trong thoi gian khoang 10 gidy;

vii) cho cac éng PCR vao 6ng Cryotube trit lanh, day nap kin ma da duoc
ghi ma s6 luu trft, luu trir ong Cryotube trong binh bdo quan chtra nito 1éng.
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Theo mdt phwong 4n, trong budc i) miu dugc bao quan trong lo dung vo
trung.

Theo phuong an khac, trong budc ii) mau dugc chia trong 6ng Falcon
ddy tron vo trung dung tich 5mL dé tién hanh ly tAm.

Theo phuong an khéc nira, trong budc iii) dung dich sucroza 0,1M dugc
chuan bi bang cach pha sucroza dang hat vao nuée cét theo ty 1& khoang khdi
lwong (g)/thé tich (mL) clia sucroza/nude cit 1a khoang 3,42/100.

Theo phuong an khac nita, trong budc iii) dung dich bdo quan dugc chuan
bi tir cac thanh phan bao gdm dung dich F12, glyxerol ndng d6 99,99% va dung
dich sucroza 0,1M bang cach pha tron 50 mL ciia dung dich sucroza 0,1M, 5mL
albumin 20%, 10,01 mL glyxerol 99,99% va 34,9mL dung dich F12.

Theo phwong 4n khéc nita, trong budc iv) ty 18 theo thé tich dung dich béao
quan/ phan can tinh tring 1 khoang 7/10.

Theo phuong an khac nira, trong budc v) hdn hop thu duge trong budc iv)
duoc chia vao trong cc éng PCR véi luong khoang chira 5ul hdn hop nay.

Theo phuong an khac nita, trong bude vi) ba ¢ 6ng PCR duoc cho vao mot
| 6ng Cryotube trit lanh dé tién hanh bao quan.

Theo khia canh thit hai, gidi phap hiru ich con mé ta quy trinh rd dong tinh
tring bao gdm céc budc:

i) b6 sung nhanh dung dich Sperm Rinse vao éng PCR luu trit tinh trung
ma da dugc luu trlt trong nito 16ng theo quy trinh nhu néu trong khia canh
thtr nhat hodc phuong 4n bat ky cua khia canh nay va tién hanh tron déu;

i1) tlen hanh ly tdm & t6c do khoang 1000 vong/phut trong khoang 10

phit, trong d6 ty 1é thé tich cia mau trong éng PCR/mdi trudng Sperm

Rinse 1a khoang 1/50;

iii) bé dich néi, thu ldy can ling sau khi duogc ra dong.

Theo mdt phuong 4n cua khia canh thir hai, quy trinh nay con bao gém
budec:

iv) tron déu san phdm thu dugc trong budc iii), sau do6 tién hanh danh gia
mat d6 va chét luong tinh trung sau 3 dong.

Theo phuong an khac, trong budc 1) 2mL moi truong Sperm Rinse dugc
b6 sung vao 25u] mau trong mdi éng PCR.

Theo phuong 4n khac nifa, trong budc iii) lwong cin ling thu duoc la
khoang 100pl.
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Quy trinh theo giai phdp hitu ich cho phép trir dong mau tinh tring sb
luong it (thleu tinh), cu thé 13 cho phép trir déng mau tinh trung c¢6 mat do nhod
hon so v6i mau tinh trang thong thudng theo tiéu chuan cta T6 chirc Y té Thé
gi61 2010 (WHO 2010), cu thé 14 cho phép luu trit tinh trang v6i mat do nho hon
15x 10%/mL, véi két qua sau rd dong cai thién ty I¢ tinh trang di dong va s6ng so
v6i quy trinh théng dung hién hanh ma s& dugc mo ta chi tiét hon dudi day.

Ngoai ra, quy trinh theo giéi phép hitu ich khong can thiét bj ha nhiét do,
tiét kiém nito 1ong, tiét kiém (rat ngan) thoi gian, cho phép str dung méi truong
tu pha dam bao chét luong va tiét kiém chi phi, tir d6 tang hi€u qua trong cac
chu ky thu tinh trong ong nghiém.

M0 ta chi tiét giai phap hiru ich

Sau day, gidi phap hiru ich con dugc md ta thong qua cac phuorng an cu
thé dugc wu tién theo theo giai phap hitu ich. Can phai hiéu rang, giai phép hitu
ich khong chi giéi han chi & cac phuwong 4n ndy. Nguoi c6 hiéu biét trung binh
trong linh vuc nay, trén co s¢ thong tin duge boc 19, b thé thuc hién cac thay

d6i, bién ddi dé tao ra cac phuong 4n tuong duong va/hodc hién nhién so véi cac
phuong an dugc boc 16 trong ban mé ta nay.

Trong ban m6 ta ndy, thuat nglt “khoang” trude cac gia tri s6 duoc ding
dé chi chinh cac gia tri so do, cling nhu cac gia tri s0 nam trong khoang + 10%,
+ 5% gia tri s6 d6. Theo phuong an dugc uu tién, t6t hon néu thuét nglt nay
dugc dimg dé chi chinh céc gia tri sb do.

Can luu ¥ rang, giai phap hitu ich thuc linh vuc cong nghé y sinh va dé
xuat quy trinh bao quan mau tinh trung s6 lugng it bang phuong phép thuy tinh
hoéa v6i muc dich bao gom sir dung trong cac chu ky thu tinh trong 6ng nghiém.
Quy trinh theo gidi phdp hitu ich khong nhim muc dich phong ngra, chan do4n,
diéu tri bénh va cho phép trlr ddng mau tinh triung s6 luong it (thleu tinh), cu thé
la cho phép trit ddng mau tinh trung c6 mat do nho6 hon so véi mau tinh tring
thong thuong theo tiéu chuan cta T chic Y té Thé gi61 2010 (WHO 2010) véi
két qua sau ra dong cai thién ty 1é tinh tring di dong va séng so véi quy trinh
thong dung hién hanh.

Theo tiéu chuan ctia T6 chirc Y t& Thé gisi 2010 (WHO 2010), lién quan
dén tinh tring, can luu y cac thuat ngit va cac ndi dung sau day.

pH mau

pH cua tinh dich phan anh su can bang gitra gia tri pH cta dich tiét tur cac
tuyén sinh duc phu khac nhau: dich tiét tir tai tinh mang tinh kiém va dich tiét
ctia tuyét tién 1iét 6 tinh axit. pH nén dLrO’c do sau khi mau ly giai, thuong la
khoang 30 phit sau khi xuét tinh. Néu d¢& mau qua lau s& ¢6 su thay ddi nong do
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CO, trong mau, vi vy thoi gian do pH nén trong khoang 30 dén 60 phut sau khi
xuat tinh.

Gia tri 7,2 duoc st dung 1a ngudng tham khao t6i thiéu cho gia tri pH cta
tinh dich. Nhiing truong hop mau ¢6 pH c¢6 tinh axit (<7,0) thudng nghi ngo
khong c6 tinh tring hodc ¢6 rét it tinh tring trong mau.

Thé tich méu

Thé tich ctia miu xuét tinh c6 ngudn géc chinh tir tai tinh va tuyen tién
liét v6i mot lugng nho tir tuyén hanh niéu dao va mao tinh hoan. The tich tinh
dich cho phép tinh tong s tinh tring trong mbi 14n xuét tinh va céc té bao khong
phai tinh tring trong mau. Thé tich mau dugc tinh bang cach 14y c4n ning cua lo
chtra tinh dich trir di c4n ning cia lo ban dau. O day, ty trong cua tinh dich 1a 1
g/mL. '

Mt d¢ tinh tring va tong tinh trimg trong méu

Téng sb tinh trung va mat do tinh trung trong mot 1an xuét tinh deu duoc
ching minh 1a co s¢ dé tién luong kha nang c6 thai. Trong nhiing trudong hop
Xuat tinh binh thuong, hé thng dng dan tinh khong bi bé tic, thoi gian kiéng
xuat tinh ngén, tong tinh tring trong mot 1an xuét tinh twong quan v6i thé tich
tinh hoan.

Mat d9 tinh trung la sd tinh tring trén mot don Vi thé tich tinh dich. Téng
s6 tinh tring 13 téng s6 tinh tring trong mot 1an xuét tinh toan bd, duoc tinh
bang mat d6 nhén véi thé tich tinh dich. Pé tinh mat do tinh trung, co thé sir
dung budng dém Neubauer cai tién. Chi dém nhitng tinh trung cé day da dau va
dudi rd rang.

Gi6i han t6i thiéu ciia mat d¢ tinh tring 14 15 x 10° tinh tring/mL tinh
dich.

G101 han t6i thiéu cua tdng tinh tring trong mau 1a >39 x 10°tinh trung.
Mot mau duge danh gid la c6 mat do tinh trung binh thuong khi c6 dong thoi
mat d9 tinh triing va tong tinh tring trong mau déu 16n hon gidi han t6i thiéu.
Do di dong cua tinh tring

D¢ di dong cua tinh trung dugc phén loai nhu sau:

- Tinh trung di dong tién t6i (PR): tinh trung di chuyen tich cuc, hodc la
tuyén tinh hodc trong mot vong tron lon bat ké tdc do.
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- Tinh tring di dong khong tién t6i (NP): ¢6 kha ning di dong trong céc
truong hop nhu boi trong vong tron nho, di dong tai chd hodc dudi cir
dong nhe.

- Tinh tring bat dong (IM): tinh tring khéng di dong.

Khi xem xét d6 di dong cua tinh tring, can xac dinh tong ty 18 tinh tring
di dong (PR+NP) hodc ty 1€ tinh trung di dong tién t6i (PR). Theo tiéu chuin
WHO 2010, nhimng mau c6 PR > 32% hodc PR + NP = 40% duoc cho la nhing
mau c6 d6 di dong trén ngudng gidi han tbi thidu.

Ty 1é song
banh gia tinh trung sdng qua viéc x4c dinh tinh nguyén ven cta mang té
bao. Ty 1€ tinh tring song thuong cao hon ty 1€ tinh trung di dong. Ty 1€ nay

quan trong ¢ nhitng mau c6 s6 lugng tinh tring di dong thap hon 40%, dic biét
& nhitng trudng hop tinh tring bat dong 100%.

Ty 1é tinh tring séng duoc dénh gid bang céch xac dinh tinh nguyén ven
clia mang té bao thong qua kha ning khéang thuoc nhuom hay phan img trong
mdi trudng nhuge trwong. Panh gia kha ning sdng biang thubc nhudém Eosin-
Nigrosin la k§ thuat nhugm két hop Nigrosin gitip tang sy tuong phan gitta nen
tiéu ban va dau tinh trung, lam cho ching dé phan biét hon. Gi4 tri tham khao t6i
thiéu cho tinh tring séng 13 58%. '

Hinh dang binh thuong cia tinh trung

Hinh dang tinh tring rat da dang lam cho viéc dénh gia tr& nén kho khan.
Nhimg quan sat trén tinh trung thu duoc ¢ co quan sinh duc nit, dic biét la trong
chat nhay ¢ tir cung sau giao hop cling nhu bé mit mang trong sudt ctia nodn
giup xac dinh hinh dang cia céc tinh trung c6 kha ning thu tinh (hinh dang binh
thudng). Viéc dénh gia nghiém ngit cho thiy ty 1¢ tinh tring c¢6 hinh dang binh
thuong c6 thé gitp tién lwong kha ning mang thai tu nhién va trong hd tro sinh
san.

Nhimg tinh trang dugc dénh gia la binh thuong khong duge c6 bét ky bét
thudong nao & dau, cd, than va dudi tinh tring. P& danh gi4 hinh dang tinh trung,
nguoi ta st dung quy trinh nhudm Papanicolaou.

Nhudm Papanicolaou con duoc goi la “nhudm PAP”, 1a mot loai k¥ thuét
té bao hoc nhudm da sdc, dung dé phén biét té bao trén phlen d6 duoc lay tir cac
dich hodc tu té bao bong cua co thé. Cho dén nay, co ché nhudém cua k¥ thuat
van chua dugc hiéu mot cach ddy du. Tuy nhién, dang kinh dién cua nhudm
PAP gdm 5 loai phdm mau, duoc pha thanh 3 dung dich.
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| Hematoxylin (pham nhudm base): nhudém nhan té bao

Orang G (gdém axit photphotungstic va 0G-5, OG- 8): nhudém chét keratin
¢6 trong té bio.

Phim EA (Eosin Azure): gdm 3 loai pham (EA-36, EA-50, EA-65). Eosin
Y nhudm céc té bao vay bé mit, hat nhan, hdng cau. Xanh 14 cay nhat SF (Light
Green). Anh vang dung dé nhudm bao tuong clia cac loai t& bao khac (t& bao
vay khong stmg hoa). Nau Bismarck 'Y do khong nhu¢m thanh phan nao nén
trong cong thirc nhudm hién tai, mot s6 phong xét nghiém da bo

Phuong phép nay cho phép tinh trung va cac té bao khéc bét mau tot voi
thubc nhudm. Theo tiéu chun cia WHO (2010), ngudng gidi han t6i thidu cua
hinh dang tinh tring binh thuong & ngudi 1a 4%.

S hién dién cdc té bao khéng phdi tinh trimg

Su hién dién cua cac té bao khong phai la tinh trung trong tinh dich
thuong la dau hiéu cta bénh ly Ve t6n thuong tinh hoan (hién dién cac te bao
mam chua trudng thanh), bénh 1y 6 éng dan tinh hodc viém nhiém céc tuyén phu
(hién dién cac bach cau). Viéc danh gia céc té bao nay glong nhu cach déanh gia
d6i véi tinh tring. O ‘mat do thp, su hién dién cia céc t& bao nay khong can ghi
nhan lai, tuy nhién néu mat d6 ctia chung vuot qua ngudng 1x10° t& bao/mL tinh
~ dich thi day 1a dau hiéu ctia bénh ly.

N6i cach khéc, mau tinh tring duoc bao quan thudng c6 théng s6 nhu
duoc thé hién trong Bang 1 sau day

Bang 1
Théng s6 WHO 2010
Thot gian ly giai 15— 60 phut
" Thé tich tinh dich > 1,5mL
Do pH >17.2
Mat d9 tinh tring > 15x 10°
Téng s6 tinh trung >39x10°
Do di dong Ty 1é tién t6i > 32%
Ty 18 tinh tring tién t&i + tinh tring di
dong tai chd (PR+NP) > 40%

-10-




3607

Hinh théi binh thuong >4%
Ty 18 séng | >58%
Té bao la <1 triéu té bao/mL

Giai phap hitu ich, theo cach nguoc lai va linh hoat, cho phép Iuu trit tinh
tring véi mat do nho hon tiéu chuan trén déy, cu thé 13 cho phép luu trit tinh
tring véi mét do nho hon 15x10°/mL.

Cu thé hon, theo mét khia canh, giai phap hitu ich dé xuét quy trinh trir
dong voi dung cu luu trir va ndng d6 chat bao quan phi hop v6i mu tinh trung
sb luong it bang phuong phap dong lanh bang thily tinh hoa, khong nham muc
dich phong ngira, chan don, diéu trj bénh, quy trinh nay bao gdm céc buéc:

i) chuan bi mau tinh tring trudc khi bao quan, trong dé:
tién hanh thu nhan mau tinh trung,

danh gia chat luong | mau tinh tring dé chon méu truée khi tién
hanh bao quén, trong d6 mau tinh tring dugc chon 1a mau tinh tring cé
mét d6 nhé hon 15x 10%/mL (< 15x 10%mL);

i) xtr Iy ly tdm mdu tinh trung, trong d6:

tién hanh ly tdm mau tinh tring vé6i tbc do ly tdm 1a khoang 1500
vong/phut trong thoi gian khoang 10 phut, va

loai bé dich ndi dé thu duge phan can tinh trung da duoc ly tam;
iii) chuan bi dung dich bao quan, trong dé:

dung dich bao quan dugc chuan bi tir cac thanh phan bao gdm dung
dich F12, glyxerol néng do 99,99% (theo khdi luong), albumln 20% (theo
khéi Iugng) va dung dich sucroza 0,1M; va

ty 1& thé tich cta dung dich sucroza 0,1M/albumin20%/glyxerol
99,99%/dung dich F12 1a khoang 50/5/10,01/39,99;

- iv) b6 sung dung dich bao quan trong budc iii) vao phan can tinh tring da
dugc ly tam trong budc ii), trong do:

ty 1¢ theo thé tich dung dich bao quan/phan can tinh tring da dugc
ly tam la khoang 7/10, va

tién hanh tron déu, sau d6 dé & nhiét do phong trong khoang 10
phut;
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v) chia hon hop thu dugc trong budc iv) vao trong cac dng PCR véi thé
tich 5pL;

vi) xép céc ong PCR trong budc iv) vao gia do, dat cach bé mat nito long
khoang 3cm trong 2 phut sau do nhung Y, phan day & ong vao trong nito 16ng dé
tranh nito 16ng tran vao ong trong thoi gian khoang 10 gidy;

vit) cho céce 6ng PCR vao 6ng Cryotube (Nunc — ThermoFisher Scientific)
trir lanh, ddy nap kin ma da duoc ghi ma sé luu trit, luu trit éng Cryovial trong
binh b4o quan chira nito 16ng.

Theo mét phuong 4n, trong bude i) mau dugc bao quan trong lo dung vo
trung.

Theo giai phap hitu ich, mau tinh trang con dugc ly tdm. Muc dich cta
viéc ly tAm mau tinh tring 13 1am ting s6 luong tinh trung trong mot thé tich nho
khi trit dong dé dam bao khi ra déng thu hdi duoc sb luong t6i da, giam sb luong
dung cu luu trt tinh trung.

Céc tac gia giai phap hitu ich da tién hanh ly tAm mau tinh tring trong ong
5ml Falcon-BD, ma 1a 6ng day tron v0 trung ¢6 do chinh xé4c cao, chuyén dung
trong phong thi nghiém duoc san Xuat tir nhya, thuong la Polypropylen hoac
Polystyren ¢6 do tinh khiét cao, ddy tron, nip lam bang Polyetylen nip kiéu
chup, t6t hon 13 ¢6 dung tich 5 mL. Lyc ly tam ¢6 thé chiu duge 1én téi 3000
vong, thir nghiém néi doc t6 Endotoxin < 0,1 EU/ml, ong dugc déng gobi tiét
trung timg cai, do d6 gitip daém bao an toan tuyét d6i cho mau dugce luu trit bén
trong. Ngoai ra, éng con c6 ving rong dé danh dau va ky hiéu mau & trén than
cua 6ng, thudn lgi cho qua trinh van hanh, thuc hién.

Qud trinh ly tdm trong budc ii) t6t hon 13 duoc thyc hién véi téc do ly tam
1a 1500 vong/phut trong thoi gian 10 phit, sau d6 tién hanh loai bo dich ndi dé
thu dugc phan cin tinh tring da duoc ly tam.

Trong budc iii) chuin bi dung dich bao quan can luu ¥ ring céc tac gia
gla1 phap hiru ich ciing da thuc hién rat nhidu cac tong hop, nghién ctru thong tin
nham chu dong pha ché tao ra dung dich bao quan thich hop va hiéu qua hon
dung dé luu trit mau.

Theo mét phuong 4n cu thé, dung dich bao quan theo giai phép hiru ich
duoc pha ché tir cac thanh phan sau day:

a) dung dich F12;
b) dudng sucroza dang hat;

¢) albumin 20%; va
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d) dung dich glyxerol 99,99%.

Trong ban md ta nay, thuédt nglr "dung dich F12", "méi trudng co ban

F12" dugc dung thay thé cho nhau va d& chi hén hop dinh dudng Ham's F-12
(Ham's F-12 nutrient mixture) c6 thanh phan va ham luong, ndng d6 nhu duoc

mo ta trong Bang 2 sau day.

Bang 2
Thanh phin K;ﬁ;l“’fl’,r“g l\éi"g%f)‘:’ mM
Amfil_;q» = | = -

Glycin 75,0 7,5 0,1
L-Alanin 89.0 8,9 10,099999994

L-Arginin hydroclorua 211,0 211,0 1,0
L-Asparagin-H,0O 150,0 15,01 10,10006667

axit L-Aspartic 133,0 13,3 0,1
L-Cystein hydroclorua-H,O 176,0 35,12. 0,19954544

Axit L-Glutamic 147,0 14,7 0,1

L-Glutamin 146.0 146,0 1,0

L-Histidin hydroclorua-H,0 210,0 21,0 0,1
L-Isoleucin 131,0 4,0 0,030534351

L-Leucin 131,0 13,1 0,1
L-Lysin hydroclorua 183,0 36,5 0,19945355
L-Methionin 149.,0 4,5 0,030201342
L-Phenylalanin 165,0 5,0 0,030303031

L-Prolin 115,0 34,5 0,3

L-Serin 105,0 10,5 0,1
L-Threonin 119,0 11,9 0,099999994
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Khéi lwong

Nong dd

Thanh phin phan i (mg/L) mM
L-Tryptophan 204,0 2,04 - 0,01
L-Tyrosin mudi dinatri - 262,0 7,81 0,02980916
dihydrat
L-Valin 117,0 11,7 0,1
e .
Biotin 244,0 0,0073 2,9918034E-5
Cholin clorua | 140,0 14,0 0,1
D-Canxi pantothenat 477,0 0,5 0,001048218
Axit Folic 441,0 1,3 0,0029478457
Niacinamid 122,0 0,036 2,9508196E-4
Pyridoxin hydroclorua 206,0 0,06 2,9126214E-4
Riboflavin | 376,0 0,037 9,8404256E-5
Thiamin hydroclorua 337,0 0,3 8,9020777E-4
Vitamin B12 1355,0 1,4 0,0010332103
i-Inositol 180,0 18,0 0,1
Mudi vé vo
Canxi Clorua (CaCl,) (khan) 111,0 33,22 0,2992793
Pdng sulfat (CuSO4-5H,0) 250,0 0,0025 1,0E-5
Sit sulfat (FeSO4-7H,0) 278.,0 0,834 0,003
Magie Clorua (khan) 95,0 57,22 0,6023158
Kali Clorua (KC1) 75,0 223,6 2,9813335
Natri Bicarbonat (NaHCO3) 84,0 1176,0 14,0
Natri Clorua (NaCl) 58,0 7599,0 131,01724
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Thanh phén Kl;ﬁ;lwf;lg Tﬁ:;g/f)@ mM
N?ﬁiﬁ%’gﬁiﬁ;’m 142,0 142,0 1,0
Kém sulfat (ZnSO4-7H,0) 288.,0 0,863 0,0029965276
: : . ‘ Thanhphﬁn = : . : . :
D-Glucaza (Dextraza) 180,0 ’ 1802,0 10,011111
Hypoxanthin Na 159,0 4,77 0,03
Axit Linoleic 280,0 | 0,084 2,9999999E-4
Axit Lipoic 206,0 0,21 0,0010194174
Phenol do6 (Phenol Red) 376,4 1,2 0,0031880978
Putrescin 2HCI 161,0 0,161 0,001
Natri Pyruvat 110,0 110,0 1,0
Thymidin 2420 0,7 0,002892562

Hon hop dinh dudng nay, céc héa chat va nguyen lidu 13 da biét dbi voi
nguoi co hiéu biét trung blnh trong linh vuc nay, do d6 viéc md ta thém 1a khong
can thiét. Thong tin v& hdn hop nay c6 thé tham khao tai, vi du,
https://www.thermofisher.com/vn/en/home/technical-resources/media-
formulation.64.html.

Dung dich bao quén la rat quan trong (1‘01 vO1 quy trinh luu trlt bdi dung
dich nay 1a mot trong céc yéu td anh hudng quyét dinh dén ty 1& séng sau khi ra
dong. Dé x4c dinh ty 18 thich hgp nhim tao ra dung dich bao quan hiéu qua, cac
tac gia giai phap hiru ich da thyc hién pha dung dich chat bao quan véi cc thanh
phan duoc khuyén céo dua trén cac héng san xuit mdi truong bao quan va mot
s0 nghién ctu khac dua ra, cu thé, ndng do glyxerol khoang tur 8% dén 15%
duoc 4p dung pha trong mét s moi truong chét bao quan da dugc sir dung rong
rdi trén thi truong. Cu thé, cac tac gia dd pha moi trudng véi ndng do glyxerol
khéc nhau & cac ty 1€ lan luot 15%, 14%, 13%, 12%, 1%, 10%, 9% va 8% cung
v6i sucroza 0,1M va 0,05M sur dung cung mot mau tinh tring dong lanh v6i hai
loai chat bao quan dé 1a loai tu pha ché va mét loai chit béao quan c6 sin trén thi
truong Spermfreeze, Vitrolife (Thuy Pién) dé lam nhém ching.
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Sau khi rd dong kiém tra mau qua kinh hién vi va sir dung phén mém SCA
(Sperm Class Analyser) dé danh gla ty 1€ tinh trung di dong, va tlen hanh nhuém
bang k¥ thudt nhudm eosin-nigrosin dé danh gia ty 1& séng. Két qua cho thay
dung dich chét bao quan chita dung dich F12, sucroza 0,05M, albumin 1% va
glyxerol 10% cho ty 18 di dong, sbng cao nhét. Do d6, theo mot phuong an cu
thé dugc wu tién, dung dich bao quan ding cho budc iii) trong quy trinh theo
khia canh thtr nhat bao gém dung dich F12, sucroza 0,05M, albumin 1% va
glyxerol 10%. '

Ngoai ra, tac gia giai phap hitu ich con nghién ctru phat hién ra rang dé
~thich hop trong phuong phap thiy tinh hoa tinh trung, ndéng do chat bao quan
can nong do glyxerol cao phu hop voi tbc @6 1am lanh nhanh. Theo mot phuong
an cu thé dugc uu tién, dung dich bao quan dugc chuén bi tir cac thanh phan bao
gbém dung dich F12, glyxerol néng d6 99,99% va dung dich sucroza 0,05M, va
ty 16 thé tich cia dung dich sucroza 0,1M/albumin20%/glyxerol 99,99%/dung
dich F12 1a khoang 50/5/10,01/34,9 dé tao ra dung dich bao quén gilp, sau ra
dong, cai thién ty 1€ tinh trung di dong va séng so v6i quy trinh thong dung hién
hanh, ddng thoi cho phép sir dung méi trudng tu pha dam bao chat lwong va tiét
kiém chi phi, tir 6 ting hidu qua trong cac chu ky thu tinh trong dng nghiém.

Theo phuong an khac nira, trong budc iii) t6t hon néu dung dich sucroza
0,1M ducyg chuén bi bang cach pha sucroza dang hat vao nudc cat theo ty 1€
khoang khoi luong (g)/thé tich (mL) cua sucroza/nudc cat 1a khoang 3,42/100.

Theo phuong an khéc nira, trong budc iv) t6t hon néu ty 1& theo thé tich
ctia dung dich bdo quan/ phan cén tinh trung 1a khoang 7/10.

) Trong budc v) hdn hop thu duoc trong bude iv) duge chia vao trong cac
ong PCR.

Can luu ¥ rang, céc ty 18 va gia tri s6 trén ddy duoc xem 14 ty 18 va gid tri

s6 cu thé dugce uu tién theo g1a1 phap hiru ich. Tuy nhién, g1a1 phap hiru ich

khoéng chi gioi han cac ty 1€ va gia tri sd nay. Cu thé, ty 1é va gia tri ndm trong

khoang + 10% 1a ty 1& va gia tri sd cu thé nay déu duoc xem 1a thich hop sir
dung theo gidi phap hitu ich.

Ong PCR

Giai phap hitu ich theo mot phuong an cu thé st dung loai dng PCR. Ong
nay ¢6 mau tring duc, duoc 1am tir nhua polypropylen. Pay la loai nhua an toan,
cb do bén véi nhiét cao, c6 thé su dung trong cong nghé thuc pham. Ong PCR
c6 than hinh try day nhon, c6 nip phang, c¢6 thé dé dang ghi thong tin 1én trén
vo. Cac 0 ong nay chiu dugc nhiét d6 4m séu -196°C, khong bi nut v va duc. Cac
bng nay chu yéu duogc str dung trong sinh hoc phan tir trong ki thuat PCR dé
chtra dung cdc manh ADN.
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Loai ng PCR nay c6 thé tich nho, chat liéu an toan, day nhon duoc st
dung dé Iuu trit thé tich tinh triung s6 lugng nho.

Theo m(f)g phuong an cu thé duoc wu tién, gidi phap hfr}l ich l,ua chon st
dung giot c6 the tich 5ul vi day 1a dang vi giot phu hop véi thé tich 6ng PCR va
phuong phap thity tinh hoa theo giai phap hiru ich.

Theo phuong an khéc, trong budc vi), sau khi xép cac dng PCR trén day
vao gia 3, tién hanh nhing 2 phan day vao trong moi truong nito 1ong trong
thoi gian khoang 10 giay. Can luu y rang, chi can nhing }2 day 6ng PCR dé murc
dich chura tinh trung trong 6ng thap hon so véi mirc nito léng bén ngoai éng
trong 10 gidy du dé mau tinh trung chuyén sang trang thai ran dam bao nito 16ng
khong tran vao trong ong PCR.

- Theo phuong an khac, trong budc vii) 6ng Cryotube trit lanh duoc ding
deé tién hanh bao quan.
Ong Cryotube ( Nunc - ThermoFisher Scientific)

Ong Nunc sir dung theo giai phap hiru ich Ia bng duoc thiét ké str dung
trong IVF cho viéc bao qua.n va luu trit mAu tinh tring tir tinh dich hozc tir phau
thuat. C6 thé tri trong céc ti déng su.

bac tinh k¥ thuat cta ong Nunc 1,8mL trit lanh:

« Nép day thiét ké kiéu ren vin xoay véi dém silicone, gitp dng duoc
dong chat dam bao an toan tuyét doi cho mau dugce luu trit bén trong

» Thiét ké c6 ving ghi dit liéu trén than ng
= Thiét ké d& dang ding mot tay dé mé va déng nip

= Chan 6ng thiét k& hinh sao gitip d& dang dat éng thing dung trén bé mat
thao tac

» Thiét ké c6 vach 1am dau 1,8mL, tao thuit loi cho nguoi thao tac
* Chiing nhan khong chira DNase, RNase, ATP va Pyrogen

= Thiét ké chiu nhiét xuéng dén -196°C

Thong sb ky thuat

= Thé tich: 1,8 mL

= Chat liéu: Polypropylen

* Buong kinh ngoai: 13mm

» Chiéu cao: 49mm
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Theo mét phuong 4an, trong budce vii), 3 6ng PCR duoc cho vao 1 ong
Cryotube day nap kin, ghi mi sb luu trit vao sb luu trit va trén bé mit éng. CAt
ong luu tr&t vao binh trit tinh tring cé chura nito 16ng.

Theo khia canh thir hai, giai phap hiru ich con mo ta quy trinh rd déng tinh
trung, sau khi dugc luu trit bang quy trinh theo khia canh tht nhét, quy trinh nay
bao gdm cac budc:

i) 14y 6ng Iuu trir tinh tring da dugc luu trit trong nito 1éng, cho ngay
20uL dung dich Sperm Rinse vao va trdn déu;

-~ ii) hiit trén mau dugce chira trong ong PCR cua khia canh thtr nhét trén day
vao mdi trudng Sperm Rinse, sau d6 tién hanh ly tim & tdc do khoang 1000
vong/phut trong khoang 10 phut, trong d6:

ty 18 thé tich ciia mau trong éng PCR/moi truong Sperm Rinse 13
khoang 1/50;

iii) bo dich ndi, thu 14y can lng.
Sperm Rinse — Vitrolife — Thuy Dién

Sperm Rinse 1a m6i truong duge st dung theo gidi phap hitu 1ch Mbi
trudng ndy thuong ding dé chuan bi tinh tring trong céc phuong phap TUVIVF.
Moi truong nay chia dém bicarbonat, HEPES, albumin huyet thanh nguoi
(Human Serum albumin - HSA) va gentamicin. Bdo quéan & 2 dén 8°C, tranh 4nh
séng. Can bang trong ti cdy & 37°C, 6% CO, hodc & nhiét do phong trude khi str
dung. Thoi han st dung tir khi mé chai méi truong: 14 ngay.

‘Hoa chat nay c6 thé thu mua tlr cac ngudn c6 ban sin trén thi trudng.

Theo mét phuong an cla khia canh thir hai, quy trinh rd doéng tinh tring
con bao gbém budc:

iv) tron déu san pham thu dugc trong budc iii), sau do tién hanh danh gia
mat d6 va chat luong tinh tring sau ra dong.

Theo phuong an khac nifa, trong bude ii) 25ul trong céc éng PCR duoc
hut cho vao 6ng Falcon-BD 5SmL ¢6 san 2mL méi truong Sperm Rinse.

Theo phuong &n khéc nita, trong bude iii) lugng can lang thu duoc 1a
khoang 100ul.

Quy trmh theo giai phap hitu ich cho phép trit dong mau tinh trung so
luong it (thleu tinh), cu thé 13 cho phép trit déng mau tinh trung ¢6 mat do nho
hon so véi mau tinh tring thong thuong theo tiéu chuan cta T chic Y té Thé
gi¢i 2010 (WHO 2010), cu thé 1a cho phép luu trit tinh tring véi mat dé nhéd hon
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15x 10°/mL, vé6i két qua sau rd dong cai thién ty 1é tinh trung di dong va sbng so
v6i quy trinh théng dung hién hanh ma s& dugc mo ta chi tiét hon dudi day.

Ngoai ra, quy trinh theo gidi phap hitu ich khong can thiét bi ha nhiét do,
tiét kiém nito long, tiét kiém (rut ngan) thoi gian, cho phép str dung moi tru’ong
tu pha dam bao chét Iu’O’ng va tiét kiém chi phi, tir d6 ting hiéu qua trong cac
chu ky thu tinh trong 6ng nghiém.

Vi du thwe hién giai phap hiru ich

Sau déy, giai phap hiru ich con duge mé ta thong qua céc vi du cu thé chi
v6i muc dich minh hoa chi tiét hon nita cho giai phép hitu ich ma khéng lam
gidi han giai phap hitu ich theo bat ky cach nao.

Vi du 1: Pha ché dung dich bao quan

Can hwu y rang, giai phép hitu ich hudéng dén viéc chu dong tao ra dung
dich bao quan tir cic hoéa chét bang cach tir pha ché.

Céc dung dich bdo quan dugc pha ché tir cac thanh phan sau day:
a) Dung dich F12;
b) Buong sucroza dang hat;
¢) Albumin 20%; va
d) Dung dich glyxerol ndng d6 99,99%.
Céc buéc pha dung dich chét bio quan
Budc 1: Pha 100mL dung dich sucroza 0,1M
Viéc pha dung dich nay duoc thuc hién dya trén cong thirc sau:
m=MxVx0,1=342x 0,1 x0,1 =342 g

Do d6, tién hanh pha 3 ,42g sucroza vao 100mL nuéc cat dé thu duoc
dung dich sucroza 0,1M mong mudn.

Budc 2: Pha ché 100mL dung dich chat bao quan

100mL dung dich bao quan dugc chuan bj tir 4 thanh phan bao gdém dung
dich F12, sucroza 0,05M, albumin 20% va glyxerol 10%.

Hé s6 pha lodng cua sucroza: 0,1M/0,05M = 2

Do d6, thé tich (mL) cta sucroza 0,1M can s& 1a 100mL/2 = 50mL
Hé s6 pha lodng cta Albumin: 20%/1% = 20

Do d6, thé tich (mL) cta albumin 20% can sé& 12 100mL/20 = SmL
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Hé s pha loding cia Glyxerol: 99,99%/10% = 9,99

Do d6, thé tich (mL) cia glyxerol 99,99% can s& 1a 100mL/9,99 =
10,01mL

S6mL ctia F12 can s&1a =100 — (50 + 5 + 10,01) = 34,9 mL

Nhu viy, dé pha dugec 100mL dung dich chat bio quan bao gém: F12,
sucroza 0,05M , albumin 1% va glyxerol 10%, qua trinh dugc thuc hién nhu sau:

Cho 50mL sucroza 0,1M, SmL albumin 20% va 10,01mL glyxerol
99,99% vao cde thity tinh 100mL v tring, bo sung thém 34,9mL dung dich F12
vao cde trén thu dugc dung dich bao quan can pha.

Luuy

Trude khi xac dinh duoge ty 18 t0i uu trén ddy, céc tac gia giai phap hiru
ich da thyc hién pha dung dich chat bao quan vdi cac thanh phan duoc khuyén
cao dua trén cac héng san xuit moi truong bao quan va mot s6 nghién ctru khac
dua ra, cu thé, ndng do glyxerol 8% dén 15% duoc ap dung pha trong mét sb
mdi trudng chét bao quan da dugc st dung rong rai trén thi truong. Cu thé, cac
tac gia did pha moi truong véi ndng do glyxerol khac nhau & cac ty 18 1an luot
15%, 14%, 13%, 12%, 11%, 10%, 9% va 8% cung vai sucroza 0,1M va 0,05M
sir dung ciing 1 mAu tinh tring déng lanh véi 2 loai chét bao quan do 1a loai tu
pha ché va mot loai chat bao quan c6 sin trén thi truong Spermfreeze dé lam
nhom ching. |

Sau khi luu trit va rd déng, kiém tra mau qua kinh hién vi va sir dung phan
mém SCA dé danh gié ty 1é tinh tring di dong. Két qua cho thiy dung dich chat
bao quan chira F12, sucroza 0,05M, Albuminl% va glyxerol 10% cho ty 1¢& di
dong cao nhat.

Vi du 2: Ly miu tinh tring theo tiéu chudn ctia WHO 2010, trit dong va ra
dong theo quy trinh st dung phuong phap dong lanh chadm thong thuong

Vi du nay duoc tién hanh véi cac cap vo chéng hiém muén dén kham tai
Vién Mo Phoi 1am sang Quan doi. Sau khi thuc hién cac budc kham theo quy
trinh kham bénh thong thuong. Trudong hop chdng c6 két qua tinh dich d: thiéu
tinh (theo tiéu chuan cia WHO 2010).

Sau do, dugc chi dinh thuc hién k¥ thuat thu tinh trong 6ng nghiém
IVF/ICSL

Nguoi chong khé thuc hién liy mau tinh dich ¢6 chi dinh trit lanh tinh
trung ¢ lan lay duge mau. Tinh trung duoc luu trir theo phuong phap dong lanh
cham, cu thé nhu sau.
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Chong: 30 tudi;
Vo: 28 tudi.

Cap ddi tugng ndy duoc kham, xét nghlem chan doan: vo sinh I (2 nam)
do chong thiéu nang tinh trung. Tién sir kho 14y rnau tinh dich. Cé chi dinh luu
mau tinh tring dé thuc hién k¥ thuét thu tinh trong éng nghiém (IVF/ICSI).

Két qua xét nghiém tinh dich d6 duoc thé hién trong Béng 2 sau dy.

Bang 2 — Két qua xét nghiém tinh dich dd

Thong s6 Két qua WHO 2010
Thoi gian ly giai 30 phut 15 — 60 pht
Thé tich tinh dich 1,2ml >1,5mL

Do pH 7,5 >17.2

Mt d6 tinh tring 10 x10° > 15x 10°

Tong sb tinh tring 12x10° >39x 10°

Do di dong 15% PR > 32%

30% (PR+NP) > 40%
Hinh théi binh thuong 10% >4%
Ty 1é song 50% >58%
Té bao la 0,66 <1 triéu té bao/mL

Mau tinh dich dugc luu trit theo phuong phép dong lanh chém sir dung
mdi trudng bao quan Spermfreeze — Vitrolife — Thuy Dién.

Cac budec luu trit nhu sau.

Mau tinh dich va méi trudng bao quan Spermfreeze dugc cho vao dng
Nunc (tube Nunc) theo ty 1&: 1ml tinh dich/0,7ml Spermfreeze, dé can
bang trong 10 phit;

bt tube Nunc dung mau vao gid inox cua may Nikool c6 nito long;
Pit s6 5 trong 5 phut, so 10 trong 20 phut;

Quay vé s6 0, r01 c4t mau vao binh luu ¢6 nito 1ong;

Sau 1 thang mAu duoc rd dong dé thuc hién k§ thuat thu tinh trong éng
nghiém IVF/ICSI.

Céc budc rd dong nhu sau.
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- Mau sau khi iy ra khéi binh nito 16ng dugc dé ra dong & nhiét do
phong cho t6i khi tan hoan toan va dugc soi trén lam kinh, dénh gia két
qua o phan mém SCA (cling phan mém trudc trit);

- Két qua mau tinh dich ghi nhén ¢ céc thoi diém trudc trit, sau ra dua

trén céc chi s6 duoc xac dinh theo cac cong thirc sau day:
a8 di d8ng cda tinh {ring san rd dén

CSF i ong (%) = = 5 5 £ x 100
% d6 di dong cda tinh tring frwée triv

% tinh tring séng sau ri déng

CSFing (%) = x 100

% tinh tring séng trode tri

%6 hinh thal tinh tring binh thwong sau riding
CSFimn i (%) = 2= E = E X 100
% hinh thai tinh trung binh thudng truedc tré

trong d6, CSF: hé s sng s6t sau trir lanh (Cryosurvival factor).

Qua trinh déanh gid tinh trung sdng dua trén hinh thai: ty 1& tinh trung bt

mau trang sau khi nhuém bang Eosin-Nigrosin theo tiéu chudn d4nh gid cda
WHO 2010.

* Qua trinh danh gi4 hinh thai tinh trung bmh thuong dua trén phuong phép
nhudm Papanicolaou.

Bang 3- Két qua danh gia

Chi sb Truwéce triv Saura Ty 1€
CSF i gong 45 20 45%

CSF g 50 23 46% |
CSFomn i 10% 10% 100%

Théo luan

Tu két qua bang trén, c6 thé thdy rang ty 1& sdng sau ra dong chiém 45% so véi
trudc trit, ty 1€ song chiém 46% so véi trudc trir dong. Téng thoi gian thuc hién
quy trinh tir lac mau da duoc xu ly dé luu trit tinh tring khoang 40 phut cho mot
lan thuc hién trir dong mAu tinh tring.

Vi du 3: Thuc hién trir dong va ra dong theo quy trinh cta giai phép hitu ich

Tuong tu nhu vi du 2 ngoai trr viéc luu trit va rd dong duoc thuc hién
theo cac quy trinh ctia gidi phap hiiu ich nhu da dugc md ta trén day.
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Quy trinh thuc hién kham va chin doan tuong tu vi du 2, két qua xét
nghié€m tinh dich d6 cia bénh nhan nhu trong bang 4 sau.

Bang 4
Théng so Két qua WHO 2010
Thoi gian ly giai 35 phat 15 — 60 phut
Thé tich tinh dich 1,0ml > 1,5mL
Do pH 7,3 >17,2
Mat db tinh tring 9 x10° > 15x 10°
Téng so tinh tring 9 x10° >39x 10°
D6 di dong 14% PR >32%
28% (PR+NP) > 40%
Hinh thai binh thuong 9% >4%
| Ty 1¢ séng 48% >58%
Tébaola 0,86 <1 triéu té bao/mL

Quy trinh trit va rd dong duoc thuc hién theo gidi phéap hitu ich nay, ket
qua thu duoc két qua nhu duoc thé hién trong bang 5 sau day.

Bang 5
Chi s6 Truée triv Sau ra Ty 18
CSFarame 42% 25% T 59%
CSFing 48% 28% 58%
CSFhiuh i 9% 9% 100%

Thao luan

Tién hanh so sanh véi két qua trong Bang 4 cua Vidu 2, ¢6 thé thay rang
giai phap hitu ich khong chi cho phép luu trit mau tinh trung v6i mat do thap
hon, ma ty 1€ tinh tring va ty 1€ tinh trung di ddng theo giai phap hitu ich 1a cao
hon, cu thé ty 1 tinh tring di dong chiém 59% so v&i trude trit lanh, chi sé séng
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chiém 58% so v6i trudce trit dong. Thoi gian thyuc hién quy trinh trir dong tinh tir
thoi diém méu da duoc xt Iy va mdi truong da cé san theo giai phap hitu ich la
khoang 15 phut, thoi gian ngan hon so véi quy trinh trit lanh bang dong lanh
cham. Luong nito 1éng can dé thuc hién quy trinh giam so V41 quy trinh dong
lanh cham. Bén canh d6, thé tich méi trudng bao quan can sir dung ciing it hon
so v&i phuong phap dong lanh cham.

Do d6, c6 thé thay rang, giai phap hitu ich d4 tao ra hiéu qua k¥ thuat bat
ngd & viée cho phép trir dong mau tinh tring ¢6 mat d nho hon so véi mau tinh
trung thong ‘thuong theo tiéu chuan cta T chic Y té Thé gi6i 2010 (WHO
2010) véi két qua sau ra dong cai thién ty 18 tinh tring di dong va song so véi
quy trinh thong thuong hién hanh.

Hiéu qua dat dwgc cia giai phap hiru ich

Quy trinh theo giai phap hitu ich cho phép trit dong mau tinh tring s6
lugng it (thleu tinh), cu thé 1a cho phép trit dong mau tinh trung c¢6 mat do nho
hon so véi mau tinh tring thong thudng theo tiéu chuin cia T6 chirc Y té Thé
gi¢i 2010 (WHO 2010) v&i két qua sau 1 dong cai thién ty 18 tinh trung di dong
va sbng.

Ngoai ra, quy trinh theo giai phap hitu ich khong can thiét bi ha nhiét do,
tiét kiém nito léng, tiét kiém (rut ngan) thoi gian, cho phép str dung moi truong

tu pha dam bao chat lugng va tiét kiém chi phi, tir d6 tang hiéu qua trong céc
chu ky thu tinh trong ong nghiém.
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Yéu cau bao ho

1. Quy trinh bdo quén mau tinh tring s6 luong it bang phuong phap thiy tinh
héa, khong nham muc dich phong ngira, chan doén, diéu tri bénh, quy trinh nay
bao gom cac budc:

i) chuan bi mau tinh tring trude khi bao quan, trong do:
tién hanh thu nhan mAu tinh tring,

danh gia chat luong | mau tinh tring dé chon méu trude khi tién

hanh bao quan, trong d6 mau tinh tring dugc chon 1a mau tinh trung co
mét d§ nhé hon 15x 10%/mL (< 15x 106/mL)

i) xtr ly ly tim mdu tinh tring, trong d6:

tién hanh ly tdm mau tinh tring véi toe do ly tam 1a khoang 1500
vong/phut trong thoi gian khoang 10 phut, va

loai bo dich ndi dé thu duoc phén_ can tinh trung d& dugc ly tam;
1i1) chuén bi dung dich bao quan, trong dé:

dung dich bao quan dugc chuén b tir c4c thanh phan bao gom dung
dich F12, glyxerol nong d6 99,99% theo khdi lugng, albumin nong do
20% theo khdi lugng va dung dich sucroza 0,1M; va

ty 1& thé tich ctia dung dich sucroza 0,1M/albumin 20%/glyxerol
99,99%/dung dich F12 1a khoang 50/5/10,01/34,9;

iv) b6 sung dung dich bao quan trong budc iii) vao phan cin tinh trﬁng da
duoc ly tdm trong budc ii), trong d6:

ty 1& theo thé tich ctia phin dung dich bao quéan/can tinh trung da ly
tam la khoang 7/10, va

tién hanh trén déu, sau d6 dé & nhiét do phong trong khoang 10
phut;

v) chia hén hgp thu dugc trong buée iv) vao trong cac dng PCR;

vi) xép cac dng PCR trong budc iv) vao gia do, dat cach bé mit nito 16ng
khoang 3cm trong 2 phut, sau d6 nhing ' (nura) phan day éng vao trong nito
long dé tranh nito long tran vao 6ng trong thoi gian khoang 10 giay;

vii) cho cac éng PCR vao 6ng Cryotube trit lanh, day nap kin ma da duoc
ghi ma s luu trit, luu trit dng Cryotube trong binh béo quan chira nito long.
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2. Quy trinh theo diém 1, trong d6 trong budc i) mau duge bao quan trong lo
dung vo trung, .

3. Quy trinh theo diém bat ky trong s cac diém néu trén, trong dé trong buédce 1i)

mau duoc chira trong éng Falcon-BD ddy tron vo tring dung tich SmL dé tién
hanh ly tam.

4. Quy trinh theo diém bt ky trong s céc diém néu trén, trong d6 trong budc
iii) dung dich sucroza 0,IM duoc chuan bj bang cach pha sucroza dang hat vao
nudc cat theo ty 18 khoang khéi lugng (g)/thé tich (mL) ctia sucroza/nuéc cét 1a
khoang 3,42/100.

5. Quy trinh theo diém bét ky trong sd cac diém néu trén, trong do6 trong bude
ii1) dung dich bao quan duoc chuan bi tir c4c thanh phan bao gdm dung dich
F12, albumin 20%, glyxerol ndng d6 99,99% va dung dich sucroza 0,1M bing
cach pha tron 50 mL cta dung dich sucroza 0,1M, SmL albumin 20%, 10,01 mL
glyxerol 99,99% va 34,9mL dung dich F12.

6. Quy trinh theo diém bét ky trong sb cac diém néu trén, trong do trong budc v)
hén hop thu duoc trong budc iv) dugc chia vao trong cac ong PCR véi lugng
khoang chtra 5ul hdn hop nay.

7. Quy trinh theo diém bét ky trong s6 cac diém néu trén, trong d6 trong budc
vii) ba dng PCR dugc cho vao mot ong Cryotube trit lanh dé tién hanh bao quan.
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