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(76) 1. Tran Thi Huyén Trang (VN)
Trung tam Nghién ctru Ung dung té bao gdc, Bénh vién Trung wong Quan doi 108,
$6 01 Tran Hung Pao, quan Hai Ba Trung, thanh phé Ha No1
2. Vi Van Khién (VN)
Bénh vién Trung wong Quan ddi 108, s6 01 Tran Hung Pao, quan Hai Ba Trung,
thanh ph Ha Noi
3. Lé Hiru Song (VN)
Trung tdm Nghién ctru Y hoc Viét - Buc VG - CARE, Bénh vién Trung wong Quan
d6i 108, s6 1, phd Tran Hung Pao, quan Hai Ba Trung, thanh phd Ha Noi
4. Phan Québc Hoan (VN)
Bénh vién Trung wong Quén doi 108, sb 1, phd Tran Hung Pao, quan Hai Ba Trung,
thanh phd Ha Noi
5. Tran Thi Thanh Huyén (VN)
Trung tdm Nghién cru Y hoc Viét - buc VG - CARE, Bénh vién Trung wong Quan
d6i 108, s6 1, phd Tran Hung Pao, quan Hai Ba Trung, thanh phd Ha Noi
6. Bui Thanh Thuyét (VN)
Bénh vién Trung wong Quén doi 108, sb 1, phd Tran Hung Pao, quan Hai Ba Trung,
thanh phd Ha Nbi
7. Lé Thi Lam Quy (VN)
Trung tdm Nghién ctru Y hoc Viét - Buc VG - CARE, Bénh vién Trung wong Quan
d6i 108, s6 1, phd Tran Hung Pao, quan Hai Ba Trung, thanh phd Ha Noi
8. Hoang Anh Ha (VN)
Trung tdm Nghién ctru Y hoc Viét - Buc VG - CARE, Bénh vién Trung wong Quan
doi 108, sd 1, phé Tran Hung Pao, quan Hai Ba Trung, thanh phé Ha No1
9. Lé Hitu Phuong Anh (VN)
Trung tdm Nghién ctu Ung dung Té bao géc, Bénh vién Trung wong Quan ddi 108,
s6 01, phd Tran Hung Pao, quan Hai Ba Trung, thanh ph Ha Noi
10. Pham Cong Nguyén (VN)
Trung tdm Nghién ctru Ung dung Té bao gdc, Bénh vién Trung wong Quan doi 108,
s6 01, phé Tran Hung Pao, quan Hai Ba Trung, thanh phé Ha Noi

(54) QUY TRINH SAN XUAT MOI TRUGNG BAO QUAN MAU SINH THIET PHUC
VU NUOI CAY VI KHUAN HELICOBACTER PYLORI VA MOI TRUONG BAO
QUAN THU PUGC TU QUY TRINH NAY
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(57) Séang ché dé cap dén quy trinh sin xuit mdi truong bdo quan mau sinh thiét phuc vu
nuéi cly vi khuin Helicobacter pylori, va méi trudong thu duge tir quy trinh nay. moi
trudng bao quan mau sinh thiét theo sang ché t61 wu dugc didu kién, linh hoat trong si
dung dam bao dugc kha nang duy tri va phuc hdi vi khudn Helicobacter pylori trong ca
hai diéu kién xét nghiém thudng quy (trong 48 gi®) véi kha nang phuc hdi trung binh dat
161 82% sau 72 gid va cho phép phuc hdi trung binh khoang 60% sau 10 ngay bao quan &
4°C. Moi trudng bao quan mau sinh thiét theo sang ché con cho phép phuc hdi trong diéu
kién bao quan dong sau 1én tGi 77% sau 2 ndm bao quan. moi truong bao quan mau sinh
thiét phuc vu nudi ciy vi khuan Helicobacter pylori cho phép bao quan mau linh hoat kéo
dai, d& dang van chuyén mau va ting hidu qua trong viéc phén tich cling nhu giam chi phi

xét nghiém.
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Linh vire k§ thuét dwoe dé cap

Sang ché thudc linh vuc cong nghé sinh hoc, cong nghé vi sinh tng dung trong linh
vuc vi sinh vat hoc, y hoc. Cu thé, sang ché dé cap dén quy trinh san xuat moi truong bao
quan mau sinh thiét cho phép bao quan, van chuyén mau dé phuc vu nudi cay vi khuan

Helicobacter pylori va moi truong bao quan thu dugc tir quy trinh nay.
Tinh trang k¥ thuat ctia sang ché

Vi khuén Helicobacter pylori 1a mét loai xoan khuan gram am thudng duoc tim
thiy ¢ trén bé mat va bén dudi 1op nhiy da day. Vi khuan Helicobacter pylori 13 mot
trong nl1trﬁg vi khudn gy bénh viém loét da day c6 ty 1¢ Iay nhiém pho bién nhét trén thé
gi6i, tr 30 dén 50 % & cac nudce phét trién va 85 dén 95 % & cac nudc dang phat trién.
Viéc phat hién ra vi khuan Helicobacter pylori di md ra nhiéu hiéu biét mai vé co ché
bénh sinh cta cac bénh ly loét va viém teo man tinh niém mac da day. Tir do, gitp dinh
huéng chién luge didu tri du phong cac bénh ly da day mot cach hiéu qua. Vi khuan
Helicobacter pylori con duoe xép vao nhém I trong cic tic nhan gy bénh ung thu da
day. Do d6. viéc diu tri triét dé vi khuan Helicobacter pylori khong nhimg diéu tri bénh

dau da day ma con gitp phong ngira bién chimng nhu loét hay ung thur da day.

Viée xéc dinh, chin doan chinh x4c nhiém vi khuan Helicobacter pylori trong lam
sang, giup cho cong tac diéu tri bénh dau va viém loét da day t trang. Hién nay, céc
phuong phap chan doan cé thé chia thanh hai nhém: (1) céc thtr nghiém x&m lan dugc
thuc hién qua ndi soi da day té trang, bao gbm: nudi chy vi khudn, xét nghiém mo bénh
hoc, thir nghiém nhanh ureaza; xét nghiém PCR; va (2) cac thu nghiém khong xam lan,
bao gdm: thur nghiém nhanh ureaza qua hoi tho (UBT), xét nghiém phan (phat hién vi
khuén, khang nguyén, ADN vi khuin), xét nghiém nudc bot, nude tiéu, xét nghiém huyét
thanh hoc (nhdm muc dich phat hién khang thé khang Helicobacter pylori). Trong do.
phuong phap nudi ciy vi khuan duge coi 1a tiéu chuin vang trong chan doan duong tinh
Helicobacter pylori do do dac hiéu 100 % va déy ciing la budc tién dé cho thir nghiém

khang sinh d6 ve sau.
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Tuy nhién, vé mit k¥ thuat, do nhay cua viéc nudi chy vi khuan Helicobacter pylori
lai c6 gia tri dao dong tir 60 dén 90% va phu thudc vao rat nhiéu yéu t6 nhu moi truong
van chuyén, thoi gian tir lic ldy mau dén khi xtr ly, moi trudong nudi cy, diéu kién nuoéi
cdy. Do do. xét nghiém nudi cay vi khuan Helicobacter pylori yéu cau nhidu diéu kién
nghiém ngat ¢ moi khau tu chuan bi miu, van chuyén mau, chuin bi méi truong dén céc

diéu kién nudi cay nhu nhiét dg, nong 46 Oz, COx.

Chinh vi chiu tac dong clia cic yéu t6 nay nén dé dam bao hiéu qua phan tich, thi
mdi mAu sinh thiét phai duoc ldy va nuéi ciy trong khoang thoi gian xac dinh. Do dac
tinh kém 6n dinh cua vi khuén Helicobacter pylori, nén ddi v6i nhitng bénh nhan & xa,
cAc mau sinh thiét budc phai dugce bdo quan trong mdi truong bao quan dé van chuyén
dén co so xét nghiém. Do d6 mdi trudong van chuyén va bao quan méanh sinh thiét, thuong
12 manh sinh thiét da day, 1a mot trong nhiing yéu to dau tién quyét dinh dén kha ning

phuc hoi thanh cong vi khudn Helicobacter pylori trong nudi cay.

Hién nay, trén thi trudng da c6 cic mdi truong bdo quan va vén chuyén mau chia vi
khudn Helicobacter pylori ban ran nhu Portagerm pylori (bioMérieux, Phap), GESA
MEDIUM (Liofilchem, Y), hoic MELAB (Latitec, Viét Nam). Cac moi truong nay cho
phép bdo quan dé van chuyén mau tlr cic noi ldy miu dén co so phan tich v&i thoi gian
lén tGi 10 ngay véi hiéu sut phuc hdi khoang 50%. Tuy nhién, cdc mau ndy cé nhuoc
diém 1a do méi trudong ban rin nén viéc khoi phuc mau, cling nhu bdo quan phai qua

bude chuyén doi qua moi truong dang long, vi vy giam su linh hoat cua moi truong.

Mot nhuge diém khong thé khic phuc dugc cua moéi truong ban ran d6 1a khong thé
str dung dé cap dong (bao quan lanh sau) mau, mic du ching ¢6 kha ning bao quan mau
chtra Helicobacter pylori va cho phép phuc hdi vi khuén nay khi bao quan ¢ 4°C 1én dén
10 ngay, nhung chtiing khong thé bao quan duge mau khi cAp dong mau bénh phém trong
thoi gian dai. Chinh vi thé, nhitng méi trudng ban ran nay bi han ché dbi v6i cac nghién
clru ¢6 thoi gian thu thap dén xtr 1y mAu bi tri hodn, vi du do dich bénh phong tda hodc
nhiing mau nghién ctru, phan tich cAn vAn chuyén xa, bao quan lau. Thém nira, gia thanh
moi trudng nay cao, san xuit phirc tap nén lam ting gia thanh nuo6i cdy, tir do. 1am ting

chi phi phan tich mau nhiém vi khuén Helicobacter pylori cho bénh nhan.

Ciing d ¢6 mot s6 moi trudng bao quan va véan chuyén dang long dugce phat trien

trén co s& sita khong kem va mdi truong cysteine-Albumi bd sung 17-20% glycerol do
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S.W.Han va va cac cong su (1995) phat trién hay nhu moi trudng thir nghiém ureaza ciia
Stuart bo sung thém 0,2g/ml glucoza theo nghién ctru cua Thomas G. Blanchardl va John
G. Nedrud (2012). Cac méi trudng van chuyén dang long néu trén chi duogc chi dinh su
dung dé van chuyén cac manh sinh thiét & 4°C trong thoi gian ngan (dudi 5 gi®), hodc cap
dong ngay lap tire cho muc dich bao quéan lau dai. Tuy nhién, s6 lidu vé kha ning phuc hdi

va tai phuc héi vi khuan Helicobacter pylori sau khi cap dong van chua duoc ghi nhan.

Do viéc phéan biét hai loai mdi trudng va chirc nang rd rang nén khong thé str dung
1an nhau khién cho viéc thu thap, bdo quan va vin chuyén mau kha phtic tap. Vi viy, cin
¢6 quy trinh san xudt moi trudng bao quin miu sinh thiét chira vi khuan Helicobacter
pyvlori dang 1ong cho phép linh hoat trong viéc bao quan mAu dugc thu thap va dé dang
van chuyén mau tir co sé 14y mau dén co s phan tich. Truong hop xét nghiém ngay thi,
t6t nhét 12 dam bao kha nang khoéi phuc miu trong vong 48 giv hodc ¢d thé chuyén doi
sang lam moi trudmg bao quan 1au dai trong moéi truong dong sdu ma khong phai qua
budc chuyén doi méi trudng phirc tap. Méi trudng bao quan mau linh hoat, da ning nay
ginp don gian héa quy trinh thu thip mau, van chuyén va bao quan mau phuc vu cho nudi

cdy vi khudn Helicobacter pylori trong nghién ctru cling nhu trong phén tich bénh hoc.
Ban chit ky thuit ciia sing ché

Muc dich cua sang ché 1a nham khéac phuc cac ton tai néu trén, theo do sang che dé
cap dén quy trinh san xuat mdi truong bao quan mau sinh thiét, tot hon la mau sinh thiét
da day, va moi trudng bao quan mau sinh thiet cho phép bdo quan, van chuyén mau phuc
vu trong nudi cay vi khuan Helicobacter pylori, kéo dai thoi gian bao quan mau tuoi
cling nhu mau déng sdu, giam dugc viéc sinh thiét mau nhi€u lan.

Theo khia canh thit nhat, sdng ché dé cép dén quy trinh san xuat moi truong bao
quan mau sinh thiét phuc vu nudi cay vi khuan Helicobacter pylori, trong d6 quy trinh
nay bao gdm cac budc:

a) Chuan bi nguyén liéu pha ché moéi truong bao gom cac cac thanh phan theo ty 1¢

% trong luong nhu sau:

Cao ndm men: 0,05-1
AXit casamino: 0,1-2
Pepton: 0,1-2



3970 422

NaCl: 0,05-0,5
L-cystein: 0,01-0,1
Dextroza: 0,5-5
Glyxerol: 20-35
Nudc cit: 60-75

b) Pha ché dung dich dudng chit bang cach 1an luot hoa tan cac thanh phan cao
ndm men, axit casamino, pepton va NaCl v6i 4/5 lugng nude cét, sau d6 hap tiét tring &

nhiét do 121°C trong 15 phat, thu dugce dung dich dudng chét;

¢) Pha ché dung dich bao quan bang cach hoa tan L-cystein v6i 1/5 lugng nude cht
con lai, chudn d6 dung dich dén pH=7 bang NaOH 0,5M, 101 bb sung lan luot dextroza,
glyxerol va tron déu. sau do loc dung dich nay qua giéy loc ¢& 0,22 um thu duoc dung

dich bao quan; va

d) Thu méi trudong bao quan mau sinh thiét phuc vu nudi cay vi khuan Helicobacter
pylori bang cach phéi trén dung dich dudng chét v&i dung dich bao quan thu dugc & trén,
sau khi tron déu, lam lanh dén 4°C thu duge moi truong bao quan mau sinh thiét phuc vu
nudi ciy vi khuan Helicobacter pylori dang long ddng nhét.

Theo khia canh thir hai, sang ché dé cap dén mai trudong bao quan mau sinh thiét phuc
vu nudi cdy vi khuan Helicobacter pylori thu duge tir quy trinh theo sang ché, trong d6 moi

trudng bao quan nay ¢ dang long va bao gdm céc thanh phan theo ty 1& % trong luong sau:

Cao niAm men: 0,05-1
Axit casamino: 0,1-2
Pepton: 0,1-2
NaCl: 0,05-0,5
L-cystein: 0,01-0,1
Dextroza: 0,5-5
Glyxerol: 20-35
Nudre cit: 60-75.

MBbi truong bao quan mau sinh thiét trong nudi cay vi khuan Helicobacter pylori
theo sang ché & dang long, tiét trung. San pham nay c¢6 kha bao vé vi khuan Helicobacter
pylori trong mau sinh thiét va cho phép tai phuc hoi vi khuén 1én t61 72 gid khi bao quan
& 4°C hoic t6i 24 thang trong diéu kién bao quan -80°C nén cho phép vén chuyén va bao

quan mau ma khoéng lam suy giam chat lugng mau.
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Sang ché ciing dé cap dén quy trinh bao quan mau sinh thiét, t5t hon 12 mAu sinh
thiét da day, dé nudi ciy vi khun Helicobacter pylori, trong d6 quy trinh ndy bao gbm
budc chuyén mau sinh thiét vao moi truong theo sdng ché va gift & 4°C trong khoang thoi
gian tir 48 dén 72 gid hodc gilt & -80°C trong khoang thoi gian 24 thing trude khi nubi

cay dé tai khéi phuc vi khudn Helicobacter pylori trong mau.

Moi trudong bao quan mAu sinh thiét, tit hon 14 mau sinh thiét da day, trong nudi
cAy vi khuan Helicobacter pylori thich hop dé luu gift, van chuyén va bao quin mau bénh
pham phuc vu trong cong tac nudi chy, phat hién vi khuan Helicobacter pylori cling nhu
cic mau xét nghiém sinh hoc phan ti, Ung dung trong nghién ciru cling nhu diéu tri

nhiém vi khuan Helicobacter pylori.
Mo ta van tat cac hinh vé

Hinh 1 12 anh chup khuan lac Helicobacter pylori trén dia nudi cAy chon loc véi
mau phuc hoi tir manh sinh thiét twoi duge bao quan trong moi truong MELAB (A1) va
mdi truong bao quan theo gidi phap (A2); anh chup khuan lac Helicobacter pylori trén
kinh hién vi tidu ban nhudém Gram phuc hdi tir mau trong moi truong MELAB (B1) va

moi truong bao quan theo giai phap (B2).

Hinh 2 la anh chyp khuén lac Helicobacter pylori trén dia nudi céy chon loc duge phuc
héi tir manh sinh thiét duoc bao quan ¢ -80°C sau v&i mau phuc hdi tir manh sinh thiét tuoi
duoc bao quan trong moi truong bao quan theo giai phap sau 27 ngay (Al); sau 365 ngay
(A2) va sau 695 ngay (A3) ké tir ngdy sinh thiét va anh chup khuén lac trén kinh hién vi tiéu
ban nhuém Gram phuc hoi tir manh sinh thiét bao quan trong moi trudong bao quan theo sang

ché & -80°C sau 30 ngay (B1); 364 ngay (B2) va 695 ngay (B3) ké tir ngay sinh thiét.

Hinh 3 la anh chup khuén lac Helicobacter pylori trén dia nudi ciy chon loc phuc hoi
tir manh sinh thiét bao quan trong moi trudng béo quan theo sang ché voi (A1) phuc héi lan
1 sau khi ndi sot; (A2) phuc hdi 14n 2 sau 4 thang, va anh chup anh chup khuén lac duogc
phuc hoi tir manh sinh thiét bao quéan trong mdi truong bao quan theo sang ché trén kinh hién

vi tiéu ban nhudm Gram véi (B1) phuc hdi sau khi ndi soi, va (B) phuc hdi 1an 2 sau 4 thang.
MG ta chi tiét sang ché

Sau day. sang ché dugc mo ta mot cach chi tiét véi cac phuong an thuc hién va cac

vi du minh hoa cu thé, tuy nhién cac phuong an thuc hién va cac vi du minh hoa cu thé
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nay chi nham lam r3 ban chat cua sang ché chu khong nham giéi han pham vi yéu cau

bao hé cua sang che.

Séng ché d& cap dén quy trinh san xuit méi trudng bio quan mau sinh thiét phuc vu
trong nghién ctu, phan tich mau chua vi khuén Helicobacter pylori. Ngoai ra, sang ché
cling dé& cap dén moi trudng bio quan mau sinh thiét phuc vu nuéi cdy vi khuin
Helicobacter pylori, va quy trinh bao quan miu sinh thiét sir dung moi truong nay phuc

vu nudi cay vi khuan Helicobacter pylori.

Mau sinh thiét theo sang ché dé cap dén miu bénh phém thu dugc tor nguoi hodc
dong vat ma chira hodc nghi ng¢ chira vi khuan Helicobacter pylori. Theo khai niém mé&
rong, mau sinh thiét theo sang ché dé cap dén méiu sinh hoc cé nguén gbc tir mau sinh
thiét da duogc xir Iy so bo hodc duoc phan tach so bo, nhidm x4c dinh sy ¢6 mat cla vi
khuén Helicobacter pylori séng. Theo vi du cu thé, nhung khong chi gi6i han, mau sinh
thiét can duoc bao quan va van chuyén nay 12 miu sinh thiét da day nham x4c dinh su ¢

mit cling nhu kha nang sinh trudng va phat trién cua vi khudn Helicobacter pylori.

Theo khia canh thir nhét, sang ché dé cap dén quy trinh san xudt mdi trudng bao
quan mau sinh thiét phuc vu nudi chy vi khuan Helicobacter pylori, trong d6 quy trinh
nay bao gdm cic bude: a) chuan bi nguyén liéu pha ché moi truong; b) pha ché dung dich
dudng chit; ¢) pha ché dung dich bao quan; va d) thu moi trudng dé bao quan va van

chuyén mau sinh thiét phuc vu nuéi cay vi khuan Helicobacter pylori.

Trong budc chuan bi nguyén liéu pha ché moi truong bao gom céc céac thanh phan

theo ty 1& % trong luwgng nhu sau:

Cao ndm men: 0,05-1
Axit casamino: 0,1-2
Pepton: 0,1-2
NaCl: 0,05-0,5
L-cystein: 0,01-0,1
Dextroza: 0,5-5
Glyxerol: 20-35
Nudc cat: 60-75

Cao nam men la san pham thu duoc tir phan chi€t cia nam men va dugc ban trén thi

truong nhu mot thanh phan st dung trong nudi cay vi sinh vat. Cao ndm men thudng &
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dang bot chiét tir sinh khéi nAdm men di duoc loai nudc va lam kho. Trong cao nAm men
chira céc axit amin cAn thiét cho su phat trién cta vi sinh vat va gidu vitamin B (tri
vitamin B12). Theo sang ché, cao nAm men déng vai trd cung cap dudng chat dé duy tri
su sinh trudng cua vi khuan Helicobacter pylori trong mau sinh thiét. Luong cao nam
men duoc st dung theo % trong lugng moi truong bao quan la tr 0,05 dén 1%. Theo mot
phuong an uu tién cu thé, lugng cao ndm men trong ché pham 13 khoang 0,15% trong

lugng moi trudong bao quan theo sang cheé.

Axit casamino 12 mot thanh phan dinh dudng khac cling c6 ngudn gbe tir dong vat.
Pay 1a hon hop sén pham thu dugc sau khi thity phan protein casein bang axit. Thanh
phan cta hén hop nay gOm tit ca cac axit amin thiét yéu (trlr tryptophan) va mot it cac
doan peptit nhd. Axit casamino khong chira vitamin va axit amin tryptophan do cac chat
nay da bi phan huy trong moi truong axit. Voi dac diém nay, axit casamino tré thanh
ngudn cung cip nito dé hép thu, d& chuyén hoéa cho cac vi sinh vat (chi yéu dudi dang
axit amin tu do), nén thuong dugc st dung trong chuan bi méi trudong nudi cdy. Ham
luong axit casamino dugc st dung theo % trong luong moi truong bao quan la tu 0,1 dén
2% trong lugng. Theo mdt phuong an uu tién cu thé, lugng axit casamino trong ché phdm

14 0,8% trong lugng moi truong bao quan theo sang ché.

Pepton dugc st dung nhu 1a mét thanh phan ho trg ting truong, thu dugc tir qua trinh
thity phan protein bang enzym, chit yéu 13 bang enzym trypsin va pepsin. San pham thu
duge 1a hdn hop cac axit amin tw do (van gitt nguyén dugc tryptophan) va cac doan peptit
v6i chidu dai khic nhau. Do do, day 1a ngudn cung cap ddi dao nito cho sinh truéng cua vi
khuan Helicobacter pylori. Him lugng pepton duge st dung theo % trong lugng moi
truong bao quan la tir 0,1 dén 2% trong luong. Theo mot phuong &n uu tién cu thé, luong

pepton trong ché pham 13 0,8% trong lugng moi trudng bao quan theo sang ché.

NaCl dong vai tro 13 chat phu trg ¢6 tic dung duy tri 6n dinh pH mdi truong trong
sudt qua trinh sinh truéng ctia vi sinh vat. Bén canh do. khi méi truong nudi chy va té bao
chét cua vi khuén c6 su chénh léch néng d6 mudi véi nhau s& dan dén hién twong truong
nude hodc mat nude qua mirc dbi voi té bao, 1am vi khuan bi chét. Do vay, NaCl con co6
tac dung can bing ap suat thim thiu trong moi trudng nudi chy. Ham luong NaCl duge

st dung theo % trong lugng 1a tir 0.05 dén 0,5% trong lugng moi truong bao quéan. Theo
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moét phuong an uu tién cu thé, luong NaCl trong ché phém 1a 0,2% trong lwong mdi

trrong bao quan theo sang ché.

L-cystein 13 axit amin thiét yéu déng vai tro trong viéc bao vé té bao khoi cac tac
nhan oxi héa do day la co chét clia cac enzym chdng oxi hoa. Ngoai ra L-cystein con
tham gia vao qua trinh tong hop glutathion, phan t&r déng vai tro chinh trong qué trinh
chdéng peroxi héa lipit. Nhiéu nghién ctru dd ghi nhan t& bao c6 thé bi chét khi thiéu hut
L-cystein trong moi truong. Ham luong L-cystein duge sir dung theo % trong luong 1a tur
0,01 dén 0,1% trong lugng moi truong bao quan. Theo mét phuwong 4n uu ti€n cu thé,

luong L-cystein trong ché pham 14 0,05% trong lugng ché phim bao quan theo sdng ché.

Dextroza hay con goi 1a D-glucoza 12 mot thanh phan dang bot, mau tring, d& tan
trong nudc. Py cling duge dong vai tro nhu mot chit cung cdp ngudn cacbon cho vi
khuén, tuy nhién, dextroza dugc st dung theo giai phap déng vai tro nhu mot chét gbp
phan bao vé vi khuan Helicobacter pylori do chung gitip vi khuan tao mang bao vé, cho
phép chéng chiu tot hon v6i moi trudng bao quan. Khi gidm nhiét do xubng nhiét do
dong bang, dextroza cho phép giam dugc su mét nuéc cla t& bao vi khuan. Ham luong
dextroza dugc st dung theo % trong lugng la tir 0,5 dén 5% trong lugng moi trudng bao
quan. Theo modt phuong 4n uu tién cy thé, luong dextroza trong ché pham 13 1% trong

lugng mdi trudng bao quan theo sang che.

Glyxerol dong vai tro lam chét giit d6 4m cho mdi truong, day la chét cho phép tao
do nhat dé han ché hoat déng cua vi khuén Helicobacter pylori, gitt 4n dinh stc cing bé
mat té bao, gitp cho té bao vi khuén Helicobacter pylori khong bi v khi luu gitt ¢ nhiét
do am sau (-80°C). Glyxerol cling gitp giam anh huéng xAu do tinh thé dé tac dong 1én
thanh vi khuan Helicobacter pylori. Ham lugng glyxerol duge st dung theo % trong
lugng la tur 20 dén 35% trong luong mai truong bao quan. Theo mot phuong én uu ti€n
cu thé, luong glyxerol trong ché phim 1a tir 25 dén 30% trong luogng ché pham bao quan

theo sang ché.

Méi trudong bao quan mau sinh thiét phuc vu nuéi cay vi khuén Helicobacter pylori
theo sang ché duoc bao ché & dang léng, cho phép duy tri dugc trang thai cua vi khuan
Helicobacter pylori trong mau. Thanh phan nudc st dung 12 nude cét, tot nhat 12 nude khir
ion hodc nude tinh khiét, ddm bao loai bd thanh phan vi sinh cfing nhu tap chat cho phép

hoa tan cac chét dinh dudng, mudi, vitamin, cdc chat bo sung chon loc, giup phén tin déu
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c4c thanh phan dudng chit ciing nhu thanh phén bao quan trong moi trudng, tao diéu kién
cho su hip thu dinh dudng ctia vi sinh vét. Lugng nudc duge st dung theo sang ché tir 60
dén 75% trong luong ché pham bao quan theo sing ché. Theo mdt phwrong 4n wu tién cu

thé. luong nudce trong ché pham 1 70% trong luong ché phdm bao quan theo sang ché.

Tl cac nguyén liéu néu trén, tién hanh pha ché dung dich dudng chét va dung dich
bao quan doc 1ap dé tir d6 phoi trén voi nhau tao nén méi trudng bao quan mau sinh thiét

phuc vu nudi cay vi khuan Helicobacter pylori.

Trong bude pha ché dung dich dudng chét, tién hanh hoa tan lan luot hoa tan thanh
phan bao gdm cao ndm men, axit casamino, pepton va NaCl. Lugng nudc st dung dé pha
ché dugc st dung 13 4/5 Iugng nudce cAt duoc chudn bi o trén. Sau khi hoa tan cic thanh
phin nguyén liéu d4 néu, thu duoc hén hop dang long, Chuyén hdn hop nay vao hap tiét
trung & nhiét do 121°C trong 15 phut. Qué trinh nay nhim thu duoc dung dich dudng
chét duoc tiét tring. Qua trinh hép tiét tring & nhiét o va ap suat cao givp tiéu diét vi
sinh vt tap nhiém, gitp dam bao mdi trudng sach v& mit vi sinh khac lam giam chat
luong ciing nhu kha ning béo quan méi trudong, hodc gy ra sy canh tranh sinh truong

v&i vi khudn Helicobacter pylori néu dimg dé bao quan mau sinh thiét.

Trong budc pha ché dung dich bao quan, cdc thanh phén con lai duoe chuan bi bao
gdbm L-cystein, dextroza va glyxerol duoc phdi ché tao thanh dung dich cho phép tang
cuong su chdng chiu cta vi khuin trong moi trudong ngoai co thé hoac trong diéu kién
dong sau. Tién hanh hoa tan lugng L-cystein véi 1/5 lugng nudce cat con lai. Tiép do,
chuin d6 dung dich dén pH=7 bang NaOH 0,5M. Lan luot bd sung dextroza roi glyxerol
va tron déu. Dung dich nay duogc loc qua giéy loc ¢& 0,22 pm dé loai bo vi sinh vat tap
nhiém, thu dugc dung dich bao quan. Dung dich bao quan dugc pha ché trong diéu kién vo

trung, cac hoa chat dap tng tiéu chuan tinh sach vé mét héa hoc va sach vé mat vi sinh.

Dé thu méi truong bao quin mau sinh thiét phuc vu nuoi cAy vi khuan Helicobacter
pvylori, hai thanh phan thu dugc sau khi pha ché & trén dugc phdi tron v6i nhau. Cu thé
tién hanh phoi tron dung dich dudng chét voi dung dich bao quan thu duge ¢ trén, sau khi
tron déu. Tiép d6, 1am lanh hdn hop thu dugc nay dén 4°C thu duoc moéi trudng bao quan

mau sinh thiét phuc vy nuéi chy vi khuan Helicobacter pylori dang 1ong d6ng nhat.

Pé moi truong bao quan mau sinh thiet thu dugce theo sang cheé c6 thé ding dé bao

quan cho phép phép van chuyén miu dé dang, moi trudng dang long nay duge chia vao
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trong 6ng van chuyén mau cryotip tiét trung véi lugng 1ml/éng. Mai trudong duoc gitt &

4°C dé dam bao tinh 6n dinh va tinh cht cac thanh phan trong méi trudong thu dugc.
Theo khia canh thu hai, sang ché dé cip dén moi truong bao quan mau sinh thiét

phuc vu nuéi ciy vi khuén Helicobacter pylori thu dugce tir quy trinh theo sang ché, trong

d6 méi trudng nay ¢ dang long bao gbm céc thanh phan theo ty 1& % trong luong sau:

Cao nAm men: 0,05-1
Axit casamino: 0,1-2
Pepton: 0,1-2
NaCl: 0,05-0,5
L-cystein: 0,01-0,1
Dextroza: 0,05-0,5
Glyxerol: 20-35
Nudc cat: 60-75.

méi trudng bao quan mau sinh thiét phuc vu nuéi ciy vi khuén Helicobacter pylori
theo sang ché ¢ dang long, tiét tring. San phim nay c6 kha bao vé vi khuan Helicobacter
pylori, thudng 1a mAu sinh thiét da day, va cho phép tai phuc hdi vi khuan 1én t6i 72 gio
khi bao quan ¢ 4°C hoac t61 24 thang trong diéu kién bao quan -80°C. Viéc bao quan ndy
cho phép vén chuyén va bao quan mau sinh thiét chira Helicobacter pylori ma khong lam

suy giam chat lugng cua vi khuan Helicobacter pylori ¢6 trong mau.

Séng ché ciing dé cap dén quy trinh bao quin mau sinh thiét d& nuoi cdy vi khuan
Helicobacter pylori, trong d6 quy trinh nay bao gbm budc chuyén mau sinh thiét vao moi
truomg bao quan th duge tr quy trinh theo sang ché va gitt & 4°C trong khoang thoi gian tir
48 dén 72 gio hodc gitt & -80°C trong khoang thoi gian 24 thing dé c6 thé bao quan, van

chuyén mau truée khi nuoi cay dé tai khoi phuc vi khuan Helicobacter pylori trong mau.

MBoi truong bao quan mau sinh thiét da day trong nudi chy vi khuan Helicobacter
pylori thich hgp dung lam moi trudong bao quan mau bénh phdm ding dé nudi cdy, phat hién
vi khuan Helicobacter pylori cling nhur cdc mau xét nghiém sinh hoc phén tir img dung trong
nghién ctru cling nhu chén doan, diéu tri cac bénh nhiém vi khuan Helicobacter pylori.

Vi du thwe hién sang ché
Vi du 1: San xudt méi truwong bao quan méu sinh thiét phuc vu nudi cay vi khuin

Helicobacter pylori

10
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Pé san xuat moéi trudong bao quan mau sinh thiét phuc vu nuéi cdy vi khuin

Helicobacter pylori, chuan bi cdc nguyén liéu bao gbm céc thanh phan sau:

Cao nidm men: 1,5g
Axit casamino: 8g
Pepton: 8g
NaCl: 2g
L-cystein: 0,5g
Dextroza: 10g
Glyxerol: 270g
Nudc cat: 700g

Hoa tan 1,5g cao ndm men, 8g axit casamino, 8g pepton va 2g NaCl v&i 560 g nudce
ct (560ml). Sau d6 chuyén hdn hop vao ndi hap tiét tring. Nhiét do tiét trung duoc duy
tri 121°C trong 15 phut. Sau khi tiét trang, thu dugce dung dich dudng chét (dung dich A).

Hoa tan 0,5 g L-cystein v6i 140 g (140ml) nudc con lai. Chun d6 dung dich dén
pH=7 bang NaOH 0,5M. Tiép d6 bd sung lan luot 10g dextroza, Sau khi hoa tan, bd sung
vao 270g glyxerol va tron déu. Tién hanh loc dung dich nay qua gidy loc ¢& 0,22 pm

trong mdi trudng tiét trang. Thu duge thu duge dung dich bdo quan (dung dich B).

Phéi tron dung dich A va dung dich B thu dugc & trén va tron déu. Tiép do rét dung
dich nay vao dng cryotip tiét tring (Iml/4ng), va bdo quan & 4°C cho dén khi sir dung.
Thu duoc cac 6ng chira méi trudng bao quan mau sinh thiét phuc vu nudi cay vi khuan

Helicobacter pylori.

Vi du 2: Thir nghiém kha ndng héi phuc ciia vi khuan dwoc bdo qudn trong moi

truwong bdo qudan madu sinh thiét ciia moi truong

Pé thir nghiém hiéu suat phuc hdi vi khudn Helicobacter pylori tit mau bénh pham sinh
thiét da day, tién hanh cac thit nghiém nudi chy manh sinh thiét thu duge tr co s& lay mau
khac nhau trong diéu kién thuc dia, duge bao quan bing méi trudng bao quan mau sinh thiét
thu duoc tr Vi du 1 va van chuyén vé co so phan tich véi céc thoi gian bao quan khac nhau.

Mau thu nghiém Ia mau sinh thiét tai vi tri nghi ngd c6 mat cua vi khuan
Helicobacter pylori, trong do mau duoc thu thip tir cic bénh nhén duoc chan doan viém
da day man tinh, ung thu da day, loét da day va loét hanh ta trang va da dugc xét nghiém

nhanh vi khudn Helicobacter pylori duong tinh thong qua ndi soi va xét nghiém PCR

11
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nhan lén doan gen 23S dic trung ctia Helicobacter pylori. Tiéu chuan loai trir 12 cdc bénh
nhan c¢6 tién st diéu tri vi khuan Helicobacter pylori; tién st st dung Bismuth, sir dung

thude e ché bom proton (PPI) trong vong 2 tudn trude ngdy sinh thiét,

Sau khi sinh thiét, mau sinh thiét tir da day bénh nhan dugc chuyén vao dng cryotip
chira mdi truomg bdo quan mAu sinh thiét thu duoc tir Vi du 1. Mau duoc giit & 4°C ti da
10 ngay dbi v6i cac mau cdy tuoi, hodc bao quan cap dong ¢ nhiét do thdp hon -25°C cho
dén lac nudi ciy ddi voi mau dong siu (mau luu gilt thoi gian dai), trén 10 ngay. Cac
mau duoc phuc hoi va dénh gid theo thoi gian bao quan dé x4c dinh kha ning luu giit va

bao quan vi khuan Helicobacter pylori trong mau sinh thiét cua ché pham thir nghiém.

Céac manh sinh thiét sau khi luu gitr va bao quéan trong ché pham bao quan thu dugc
tor Vi du 1 duge phuc hoi va cdy trén dia nudi céy chon loc Helicobacter pylori thuong

mai Pylori Agar (bioMérieux, Phéap).

Manh sinh thiét duge nghién trong 1 ml méi trudng van chuyén. Sau dé, hut ra 200
uL dich nghién cdy trai trén dia nuodi cdy chon loc Pylori Agar (bioMérieux, Phap). Vi

khuén duoc nuéi ciy & diéu kién vi hidu khi, 37°C, doc két qua sau 7 ngay.

Két qua nudi cdy dugc cong nhan 1a vi khun Helicobacter pyori khi cho két qua
duong tinh véi ca 4 phuong phap dinh danh vi khuén sau: (1) dinh danh qua hinh thai khuan
lac quan sat trén méi truong dia thach; (2) dinh danh qua hinh thai vi khuén khi quan sét tiéu
ban nhuém Gram dudi kinh hién vi; (3) dinh danh bang thir nghiém test nhanh Urease; (4)
dinh danh khuan lac bang hé théng dinh danh vi sinh vat VITEK® MS (bioMérieux, Phap).

Két qua nudi cdy, danh gia kha ning phuc hoi trén cac mau sinh thiét da day thi
nghiém dugc bao quan trong moéi trudng van chuyén va bao quan mau sau 72 gio duoc
thé hién trén Bang 1.

Bang 1: Két qua phuc hdi Helicobacter pylori trong ménh sinh thiét thu thap tlr cac bénh

nhan viém da day man, loét ta trang, loét da day va ung thu da day sau 72 gio

Két qua phuc hoi H pylori
~ N Tl
Khong thanh Thanh cong ong
cong
, Sb lugng 10 50 60
| Viem da d2 :
Chan | Viom daday man ==, 16.7% 83.3% 100%
doan Lot t4 ir3 S6 lugng 7 35 42
octta trang % 16.7% 83.3% 100%

12
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Loét da day S6 luong 7 45 52
- % 13,5% 86,5% 100%

SO luong 12 33 45
Ung thu % 26,7% 73.3% 100%

Téng Sé luong 36 163 199
% 18,1% 81,9% 100%

Két qua cho thiy gan 82% tong s6 manh sinh thiét da day thu thap tir cac bénh nhan
c6 két qua test nhanh va PCR xac dinh c6 Helicobacter pylori duong tinh duge bao quan
trong moi trudng van chuyén theo giai phap cho két qua phuc hoi thanh cong trong nudi
cdy, hiéu sudt phuc hdi tét nhat dugc ghi nhan & nhém bénh loét da day (86,5%). V6i gia
tri p > 0,05 chimg t6 khong co6 sy khiac biét ding ké trong kha ning phuc hoi
Helicobacter pylori & nhitng manh sinh thiét 14y tir cac nhom bénh khac nhau(viém, loét,
ung thu) cling nhu céac vi tri sinh thiét khac nhau (ta trang, da day). Day la mot hiéu qua
vuot troi so voi cac moi truong long hién tai chi cho phép phuc hdi vi khuén

Helicobacter pylori dudi 5 gio bao quan.

Dé danh gia hiéu qua so v6i mdi truong ban rin thuong mai, tién hanh thir nghiém
so sanh v&i moi trudng ban rin MELAB (Viét Nam). Cac mAu sinh thiét duoc dua vao
bao quan trong mdi truong theo Vi du 1 (TN) va moi truong MELAB. Cac mau duoc git
& 4°C, thoi gian 10 ngay dé danh gid kha ning phuc hdi. Pbi voi mau bénh pham bao
quan trong MELAB, cac manh sinh thiét dugc chuyén sang 200 pl canh thang dé thuin
loi cho viéc nghién. Cac thao tac va didu kién nudi cdy theo diéu kién nuéi cdy chuén.

Két qua thu duoc thé hién & bang 2.

Bang 2: Két qua danh gia kha ning nuéi chy phuc hoi mau

Mau Két qua nubi ciy Tong
am tinh | duong tinh
TN S6 luong 13 21 34
Ty 1é 38,2% 61,8% 100%
MELAB | Sé luong 17 17 34
Ty 18 50% 50% 100%

Két qua thuc té cho thdy, kha nang phuc hdi Helicbacter pylori tit manh sinh thiét
bao quan trong moéi truong TN theo sang ché dat 61,8% 1a cao hon khi so v&i mau sinh

thiét duoc bao quan trong mdi truong MELAB (50%). Nhu vay cd thé thiy, kha ning

13
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phuc hoi vi khuédn Helicobacter pylory trong méi trudng van chuyén va bao quan theo

sang ché trong duong so voi moi truong van chuyén ban ran thuong mai MELAB.

Két qua nudi ciy duogc thé hién trén Hinh 1, trong d6 anh chup khuin lac
Helicobacter pylori trén dia nudi cdy chon loc v6i mau phuc hdi tir manh sinh thiét tuoi
duoc bao quan trong méi truong MELAB (A1) va moi truong TN theo giai phap (A2);
anh chup khuén lac Helicobacter pylori trén kinh hién vi tiéu ban nhuém Gram phuc hoi
tir mau trong moi truong MELAB (B1) va méi truong TN theo gidi phap (B2). Két qua
cho théy ca hai dia nudi céy déu thu dugc khuén lac dién hinh ctia Helicobacter pylori:
hinh théi tron, tron nhn, kich thudc tir li ti dén nhé. Ca hai tiéu ban déu thé hién hinh
anh hinh thai dién hinh cta vi khudn Helicobacter pylori: xoén khuan c6 thé dugc nhin
thdy dudi dang que thing hodc cong; bat mau hong sau khi nhudém Gram do Helicobacter
pylori 1a vi khuan Gram am. Chidu dai té bao vi khudn khoang 2,5 dén 4,0 um va duong

kinh té bao khoang 0,5 dén 1,0 pm.

Nhu vdy, méi trudng bao quan mau sinh thiét theo sang ché kha nang luu giit va
phuc héi Helicobacter pylori tit cdc manh sinh thiét cho phép dé dang bao quan va van
chuyén mau véi hidu qua nudi chy phuc hdi 1én t6i 86,5% trong 72 gid va van gilt duge
kha nang phuc hoi 1én téi 10 ngay dat 61.8% tuong duong véi mdi truong van chuyén
ban rin MELAB (Viét Nam). Piéu nay cho thidy moi trudng bao quan theo sang ché ¢
hidu qua vuot troi hon hin méi truong long thudng dung (bdo quan dudi 5 gid) va thuén
loi cho viéc thu thap, bao quan va véan chuyén mau phuc vu cho phén tich xét nghiém

thuong quy vi khuan Helicobacter pylori.

Vi du 3: Thir nghiém phuc héi vi khuin Helicobacter pylori trong diéu kién bdo qudn

dong sdu

Theo khuyén céo tlr cic nha san xuét, moi trudng van chuyén ban rin MELAB
khong thich hgp dung 1am méi truong luu giit va bao quan mau bénh phim sinh thiét &
diéu kién 4m sau trong khoang thoi gian dai (trén 10 ngay). Viéc bao quan phai duoc
thuc hién véi moi truong long chuyén dung. Dé thir nghiém kha ning st dung moi
truong bao quan mau sinh thiét thu duoc tr Vi du 1 thay thé méi trudng bao quan chuyén
dung dé bao quan déng sdu mAu vi sinh, cac mAu sau khi thu thap dugc chuyén vao céc
dng chira méi trudng bao quan mAu sinh thiét sang bao quéan trong diéu kién dong sau -

80°C. Tiéu chuan chon mau nghién ciru va phuong phap nudi chy duoc thuc hién tuong

14
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tw vi du 2. Mau sau khi sinh thiét duoc thao tac trén khay d4 lanh va bao quan dong sau
va duoc khoi phuc theo thoi gian bao quan dé danh gia kha nang khoi phuc mau. Két qua
d4nh gid ty 1& phuc hdi H.pylori tir nudi cdy manh sinh thiét bao quan dong siu trong moi

truong van chuyén dang 1ong theo gii phap dugce thé hién trong Bang 3.

Bang 3: Két qua hdi phuc vi khuan Helicobacter pylori tix manh sinh thiét duge bao quan

va luu giit trong ché phdm moéi trudng bao quin mau theo thoi gian

Két qua phuc hoi H.pylori
Khénﬁg thanh Thanh cong Téng
cong
Sau30 | S6 luong 2 48 50
= ngay % 4% 96% 100,0%
Thot | 36 luong 14 47 61
glgﬁ é?f‘o Sau lnam 23.0% 770% | 100,0%
Sau? nam Sé luong 20 68 88
% 22,7% 77,3% 100,0%
Téng Sé luong 36 163 199
% 18,1% 81,9% 100,0%

So sanh trén thoi gian luu trit va bao quan mau bénh pham sinh thiét da day bang
moi truong bao quéan theo giai phap cho dén thoi didm nudi ciy, hidu suat phuc hoi

Helicobacter pylori thanh cong nhat v6i thoi gian van chuyén dudi 30 ngay 12 96%.

Két qua nudi cay dugc thé hién trén Hinh 2, trong d6 cho thdy anh chup khuan lac
Helicobacter pylori trén dia nuodi céy chon loc dugc phuc hdi tir méanh sinh thiét duge bao
quan ¢ -80°C sau voi mau phuc hdi tir méanh sinh thiét duoc bao quan trong twoi duge bao
quan trong moi trudng theo giai phap sau 27 ngay (Al); sau 365 ngay (A2) va sau 695
ngay (A3) ké tir ngay sinh thiét va anh chup khuan lac trén kinh hién vi tiéu ban nhudém
Gram phuc hoi tir manh sinh thiét bao quan trong moi truong theo sang ché & -80°C sau
(B1) 30 ngay; (B2) 364 ngay (1 nam) va (B3) 695 ngay (2 nim) ké tir ngay sinh thiét. Ca
ba dia nudi cdy déu thu dugc khuén lac dién hinh ctia Helicobacter pylori: hinh théi tron,
tron nhin, kich thude tir 1i ti dén nho. Ca ba tiéu ban déu thé hién hinh anh hinh thai dién
hinh cta vi khuén Helicobacter pylori: xo4n khuén c6 thé dugc nhin thy dudi dang que
thang hodc cong; bat mau hong sau khi nhudm Gram do Helicobacter pylori 1a vi khuan
Gram am. Chiéu dai té bao vi khudn khoang 2,5 dén 4,0 um va dudng kinh té bao khoang

0,5 dén 1,0 pm.
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Pic biét, thir nghiém nay da cho théy hiéu suét phuc hdi Helicobacter pylori tir
manh sinh thiét duoc bao quan 1 nam lén dén 77% (47/61 mau) tham chi cac mau bénh
pham dugc bao quan 2 ndm ciling co s6 lidu tuong duong voi 77,3% (68/88 mau). Két

qua ndy c6 ¥ nghia théng ké véi p<0,05.

Nhu vay, mdi truong bao quan mAu sinh thiét theo giai phap c6 kha ning luu giit va
bao quan tét cac mau sinh thiét da day trong diéu kién lanh siu 30 ngay ké tir ngay sinh
thiét cho hidu sudt phuc hoi 1én dén 96%. Két qua nuodi céy ciing cho thdy chat lugng 6n
dinh cua moéi truong bao quan mau sinh thiét theo giai phap khi str dung luu gilt cdc mau
manh sinh thiét trong thoi gian 1én t&i 2 ndm voi hiéu sut phuc héi khoang 77%. Didu
nay cho thay hiéu qua vuot trdi clia moi truong bao quan theo giai phap dé bao quan khoi
phuc vi khudn Helicobacter pylori trong mau sinh thiét khi bao quan trong diéu kién

dong sau.

Vi du 4: Pdnh gid kha néing tai phuc hoi Helicobacter pylori tiv nudi cdy cdc mau

mdnh sinh thiét bao quan trong moi truong bdo quan

Dé thir nghiém danh gia kha nang tai phuc héi Helicobacter pylori, cdc manh sinh
thiét ndi soi sau khi duoc nghién trong 1 ml méi trudong thu duge tr Vi du 1. Tiép do, st
dung 200uL dich nghién cay trai trén dia nudi céy chon loc Pylori Agar (bioMérieux,
Phép) cho 14n dau. Lap lai qué trinh nudi ciy v6i mau dich nghién nay va sau mot khoang
thosi gian xac dinh v6i cing diéu kién nudi cdy. Poc két qua sau 7 ngay nudi cdy ¢ dicu
kidn vi hiéu khi, 37°C. Két qua duoc thé hién trén Hinh 3 cho thdy anh chup khuén lac
Helicobacter pylori trén dia nuoi cay chon loc phuc hodi tir manh sinh thiét bao quan trong
moi truong theo sang ché v&i (A1) phuc hoi 1an 1 sau khi ndi soi; (A2) phuc hoi 1an 2 sau
4 thang (120 ngay), va anh chup anh chup khuén lac trén kinh hién vi tiéu ban nhudém

Gram vé6i (B1) phuc hdi sau khi ndi soi, va (B) phuc hi 1an 2 sau 4 thang (120 ngay).

Céc dia nudi cay déu thu dugc khuén lac dién hinh cua Helicobacter pylori: hinh
théi tron, tron nhan, kich thude tir li ti dén nho. Ca ba tiéu ban déu thé hién hinh anh hinh
thai dién hinh cta vi khuan Helicobacter pylori: xo0&n khuan c6 thé dugc nhin thay duéi
dang que thang hoic cong; bt mau hong sau khi nhudm Gram do Helicobacteri pylori 1a
vi khuén Gram am. Chiéu dai té bao vi khuén khoang 2.5 dén 4,0 pm va dudng kinh té

bao khoang 0,5 dén 1,0 pm.
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Két qua thu duoc cho thdy c6 28 miu tai phuc hdi thanh coéng vi khuin
Helicobacter pylori, trong d6 7 mau dugc tai phuc hdi trong khoang 40 ngay, 8 mau

trong 60 ngay, 8 mau trong 70 ngdy va 5 mau tlr 70-140 ngay.

Nhu vay, moi truong bao quan va van chuyén thu duoc tir Vi du 1 cho théy c6 kha
ning luu gitt va bao quan mau bénh pham, cho phép tai phuc héi Helicobacter pylori véi

cac khoang thoi gian khac nhau lén t61 140 ngay.

Két qua thir nghiém cho thdy méi trudng bao quin mau sinh thiét thu duoc tir Vi du
1 khong chi ¢ hiéu qua van chuyén va bao quan tot mau sinh thiét da day & cac nhiét do
bao quan khic nhau, tir mau tuoi cho dén miu dong sau, va cho hiéu suat phuc hoi
Helicobacter pylori cao & cac mau c6 thoi gian luu gitt dai (trén 10 ngay). M6i trudng
nay con cb tiém ning trong viéc tai phuc hdi vi khuan Helicobacter pylori sau céc
khoang thoi gian khac nhau ké tir 1an cy dau tién. Didu nay rét thuan loi trong viéc bao
quan va tai sir dung mau bénh pham dé nuoi chy thu lai ching ma khong can thiét phai

nd1 soi sinh thiét mau tir bénh nhan.

Diéu nay cho thdy méi trudmg bao quan mau sinh thiét theo sng ché c6 kha nang
cung cip moi truong van chuyén va phuc hoi hiéu qua, dé san xuat va dac hiéu voi vi
khuén Helicobacter pylori. Ngoai ra, san pham c6 cai tién trong viéc bao quan mau bénh

pham & nhiét d¢ am sdu sau hon 1 ndm ma van gift hidu suat phuc hoi t&i 77%.
Hiéu qua dat dwgc ciia sang che

Quy trinh san xudt mdi trudng bao quin mau sinh thiét theo sang ché cho phép san
xuét duge méi truong bao quan mau sinh thiét dang long c6 tac dung luu gift va bao quan
on dinh vi khuan Helicobacter pylori trong mau bénh phém sinh thiét phuc vu cho xét
nghiém nudi ciy va phan tich vé sau. Quy trinh san xuat don gian, hiéu qua cho phép
phat trién dugc méi truong dac hiéu cho phép thay thé cac moi truong bao quan ban rin
trong viéc bao quan mau sinh thiét tuoi va cac moi trudmg bao quan mau sinh hoc chuyén
dung cho miu déng sau. Quy trinh theo sdng ché chu dong duoc ngudn moi trudong can
cho qué trinh vén chuyén va bao quan Helicobacter pylori cho phép sinh thiét mau tir co
s¢' xa va vén chuyén vé cac phong xét nghiém cho phép giam duoc chi phi nghién ctu lan

chi phi kham chita bénh.
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moi truong bao quan méu sinh thiét phuc vu nudi cay vi khuén Helicobacter pylori
dang long theo sang ché 1a mot moi truong luu trlt, bio quan téi vu va 6n dinh (cho kha
nang phuc hdi Helicobacter pylori trung binh gan 82% & tAt ca cac mAu tuoi (4°C) dén
dong siu (-80°C)). Pong thoi, méi trudng van chuyén dang long mang dén giai phap
thuan tién cho phép bao quin miu bénh phim sinh thiét 6n dinh Helicobacter pylori
trong khoang thoi gian dang ky vong (ti 1& phuc hdi Helicobacter pylori & nhitng mau luu
trit sau 1 nam dat tGi 77%). Dy 1a mot cai tién khac biét vuot troi, gidi quyét diém yéu
vé thoi gian bao quan (<10 ngay) clia cdc moi truong béan ran trén thi truomg. Ngoai ra,
san pham moi truong van chuyén con ghi nhan kha ning tai phuc hdi Helicobacter pylori
trong cac khoang thoi gian khac nhau ké tir 1an cdy diu tién. Piéu nay mang dén mot giai
phap trong viéc tai st dung mau bénh pham dé nudi cay lay lai ching cho céc nghién ctru

lau dai ma khong can ndi soi sinh thiét lai tir bénh nhan.
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YEU CAU BAO HQ
1. Quy trinh san xuit moi trudong bao quan mau sinh thiét phuc vu nudi cdy vi khuin
Helicobacter pylori, trong d6 quy trinh nay bao gbm cac bude:
a) Chudn bi nguyén liéu pha ché méi truong bao gbm céc cac thanh phin theo ty 1€ %

trong luong nhu sau:

Cao nAm men: 0,05-1
Axit casamino: 0,1-2
Pepton: 0,1-2
NaCl: 0,05-0,5
L-cystein: 0,01-0,1
Dextroza: 0,5-5
Glyxerol: 20-35
Nudre cat: 60-75

b) Pha ché dung dich dudng chit bing cach 14n luot hoa tan cic thanh phéan cao nim
men, axit casamino, pepton va NaCl voi 4/5 luong nudc cét, sau do hip tiét tring & nhiét

d6 121°C trong 15 phtt, thu dugc dung dich dudng chét;

¢) Pha ché dung dich bao quan bang cach hoa tan L-cystein v&i 1/5 luong nude cAt con
lai, chuan d6 dung dich dén pH=7 bang NaOH 0,5M, 101 bd sung lan luot dextroza,
glyxerol va tron déu, sau d6 loc dung dich nay qua gidy loc ¢& 0,22 um thu duge dung

dich bao quan; va

d) Thu méi trudng bao quan mau sinh thiét phuc vu nudi cdy vi khuin Helicobacter
pylori bang cach phdi tron dung dich dudng chét voi dung dich bao quan thu duoc & trén,
sau khi tron déu, 1am lanh dén 4°C thu duoc méi truong bao quan mau sinh thiét phuc vu
nuéi cy vi khuan Helicobacter pylori dang 1ong dong nhat.

2. Mbi trudong bao quan mau sinh thiét phuc vu nudi ciy vi khuan Helicobacter pylori thu
duoc tir quy trinh theo diém 1, trong d6 mdi truong bao quan nay & dang long va bao

gbm cac thanh phan theo ty 1é % trong luong sau:

Cao niAm men: 0,05-1
Axit casamino: 0,1-2
Pepton: 0,1-2
NaCl: 0,05-0,5
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L-cystein:
Dextroza:
Glyxerol:

Nuoc cat:

3970

0,01-0,1
0,5-5
20-35
60-75.
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