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(57) Sang ch& dé cap t6i hé thong thir nghiém dung dé danh gia su tén thuong t&
bao do tinh trang thi€u oxy gy ra & dong vat c6 vii ké ca ngudi, bao gébm dung
cu dung mot 1an c6 cira nap méu va budng gom dugc phan cich bsi bo phan tich
trong d6 budng gom dugc ndi véi it nhat hai khoang phat hién truc quan thi nhat
va thit hai, trong dé6 it nhat mot khoang dugc b6 tri cing véi thudc thir hod hoc dé
phat hién truc quan tryc ti€p, khoang phat hién thit nhit nay dugc b6 tri dé xac
dinh xem liéu rang luong hemoglobm (Hb) c6 trong miu dich thé 1dy cta dong
vat c6 vi néu trén cé vuot qua tri sO nguong dinh trudéc hay khong, va khoang

phat hién thit hai dugc b6 tri dé danh gi4 tdng luong lactat dehydrogenaza (LDH)
c6 trong mau nay.
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Linh vuc k§ thuat duoc dé cap
Sang ché dé cap t6i hé thong thir nghiém ding dé d4nh gia sy tén thuong t&
bao, vi du, gay ra bdi chimg déi oxy cuc bo & dong vat c6 vi ké ca ngudi bao gém

dung cu ding mot 14n c¢6 bo phan gom méiu cliing v6i bo phan tich huyét twong.

Tinh trang k§ thuat ciia sang ché

Viéc dénh gié tinh trang thi€u oxy (su thi€u hut oxy) & dong vat c6 vi cé
thé dugc thuc hién bing céch x4c dinh tdng luong lactat dehydrogenaza (LDH)
nam trong dich thé dugc tao ra tir tt miu di dugc gom. Viéc x4c dinh tdng
luong LDH két hop véi cdc chdt ddnh ddu tién lugng bd sung aspartat
aminotransferaza (AST), alanin aminotransferaza (ALT) va lactat dugc ding dé
cho phép dénh gi4 tinh trang cia dong vat c6 vi lién quan t6i su thi€u hut oxy
hoan toan hoac mot phan, thong tin ma nhd dé c6 thé dua ra cic quyét dinh vé céc
can thiép y hoc khic. C6 nhiéu vi du vé€ céc tinh huéng y hoc ma viéc phat hién
tinh trang thi€u oxy c6 thé 1a diéu mong mu6n, va bao gém viéc theo ddi trong khi
sinh hodc sau khi sinh nd, phan ting nguy co, phiu thuat, cdy ghép co quan hoic
céc qué trinh y hoc khic hodc cic diéu tri phiu thuat. Diéu hién nhién mong mué’n
1a viéc phdt hién bang (cdc) chdt ddnh d&u sinh hoc néu trén dugc thuc hién mot
cdch nhanh chéng dé sao cho cdc can thiép thich hgp dugc dua ra cang nhanh
cang t6t dé c6 thé tranh dugc cdc tdn thuong lau dai do tinh trang thiéu oxy gay ra.

Mot phuong phép x4c dinh tinh trang thi€u oxy da dugc mo ta trong don
yéu ciu cép patent My No. 12/101,470, trong d6 téng lugng LDH trong huyét
tuong clia ngudi bénh dugc xdc dinh, c6 thé 1a ket hop v6i mot trong s6 K, Mg,
Ca, AST, ALT va lactat, va trong d6 cic lugng 16n cia mot hodc nhiéu chat danh
dau sinh hoc nay 1a mot chi béo vé tinh trang thi€u oxy & ngudi bénh. Ciing duoc
mo ta 1a viéc st dung bo phén tich huyét twong két hop vdi thiét bi dinh luong
va/hodc dinh tinh nhanh cac chat ddnh dau sinh hoc néu trén. Mot cich dé xac
dinh cic chat d4nh dau tién lugng theo don yéu ciu cip patent My s6 12/101,470

12 c4ch phét hién truc quan, dugc b6 tri ciing véi cc phuong tién hod hoc kho.
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Hién c6 nhiéu c4ch khéc nhau dé x4c dinh lugng LDH, phan 16n trong s6
d6 1a dya trén viéc phét hién truc quan sy dién ra cdc phan tng hod hoc gitta cic
thudc thir va cac chat sinh mau. Patent My 4056485 dé cap t6i viéc tng dung
trong viéc x4c dinh cic enzym nhét dinh gay ra su khit 2-(p-iodophenyl)-3-(p-
nitrophenyl)-5-phenyltetrazoli clorua (INT) khong mau thanh 1-(p-iodophenyl)-5-
(p-nitrophenyl)-3-phenylformazan (INT formazan) mau do tuoi. Dung dich chuidn |
tham chi€u da dugc nhuém mau trong nuée da dugc dé xuat trong patent My |
4056485 c6 do hap thu t6i da & 500 nanomet va 12 thich hgp dé sir dung trong viéc
xdc dinh, vi du, lactat dehydrogenaza (LDH), creatin phosphokinaza, glucoza-6-
phosphat dehydrogenaza, adenosin phosphat, glucoza, glucoza-6-phosphat, 6-
phosphogluconat va cac chit twong tu trong huyét thanh.

Vén dé chinh lién quan dén cdc phuong phap hién thoi dﬁng dé x4c dinh
cdc chat danh dau sinh hoc d6 la thuong phai dua chdng ti phong thi nghiém
trung tdm c6 khd nang xic dinh chit danh d&u ddng duoc quan tam, tic 1a thoi
gian dé nhan céc két qua xét nghiém trong s6 tru’é‘ng hop tré nén kéo dai khong
mong mu6n. O nhiéu noi khong sin c6 phong xét nghiém trung tam, va viéc thiét
1ap n6 s€ doi hoi céac phi phi 16n.

Mot phuong 4n khéic dung cho phong xét nghiém trung tam 1a thiét bi do
loai nho, vi du, bang c4ch sir dung bang mau thir va dung cu do nhu dung cu thir
vét loai nho hodc quang phd k& cam tay. Cac loai thi€t bi nhu vay thuong 1 dit
tién va thudng ddi hoi mot chuyén mon nhat dinh ctia ngudi van hanh vé ca van dé
diéu khién 14n viéc thé hién c4c két qua doc tir thiét bi. Nhin & géc do toan cau,
nhiéu qudc gia chua c6 nhiing hé thong diéu tri y t€ tién ti€n va cé chitc nang thich
hop, va cic giai phdp cong nghé cao khong duge 4p dung do thi€u nguén luc kinh
t€, hodc don gian la chi vi thi€u cic bac si hoac cic nha cung cdp dich vu cham
s6c y t&€ c6 kha nang thuc hién céc xét nghiém nhu vay.

Ngay ca trong trudng hgp ¢6 mot hé thong cham séc y t&€ phét trién thi cc
tinh hu6ng dan dén thoi gian kéo dai va/hodc céc thiét bi xét nghiém phiic tap 14
diéu khong mong mudn, dac biét khi thoi gian 12 mot yéu t6 cap bach va chi can
c6 chi bdo v€ tinh trang y t& hoc 1a da dé thuc hién viéc diéu tri bénh thich hop cho
ngudi bénh.
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Vi c6 vén dé néu trén, c6 nhu cdu vé cdc phuong phép xét nghiém chim
s6c y t€ c6 kha nang 4p dung trong nhiéu tinh hudng y hoc khéc nhau, khi yé&u t6
thoi gian 1a quan trong va viéc danh gid nhanh chéng tinh trang bénh nhan 1a ¢6
gia tri d6i v6i viéc di€u tri y té tiép theo.

Ban chat k¥ thuat cua sang ché

Muc muc dich chli y&u cia sdng ché 1a @& xuat cdch méi dé d4nh gid su tén
thuong t€ bao do tinh trang thi€u oxy gay ra trong cac tinh huéng y hoc kh4c nhau
gay ra, cich méi nhu vay bao gom viéc dua ra mot thir nghiém nhanh va than thién
doi véi nguoi st dung, t6t hon 13 mot thir nghiém tai giudng, c6 quy mo nhd, tot
hon 1a khong phu thudc vao dung cu bat ky va d€ xuat mot cach phét hién gan nhu
titc thoi cac lugng 16n cia cac chit danh ddu sinh hoc duoc chon chi béo tinh trz_ing
thi€u oxy & dong vat c6 vii.

Céc muc dich khic ctia sing ch€ s€ trd nén rd rang hon thong qua phan mo
ta du6i day va Yéu cau bao ho kém theo.

Muc dich cta sing ch& dat dugc nhd hé théng thit nghiém ding d€ dénh gi4
su t6n thuong t& bao do tinh trang thi€u oxy gay ra & dong vat c6 vii ké ca ngudi,
bao gém dung cu diing mot 14n c6 cira nap mau va budng gom dugc bé tri cling
v6i bo phan téch trong d6 budng gom nay dugc ndi véi it nhét hai khoang phét
hién tryc quan (tht nhat va thit hai), trong d6 it nhat mot khoang dugc b6 tri ciing
v6i thube thir hod hoc dé phat hién truc ti€p, khoang phét hién thit nhat niy dugc

.,b6 tri @& xdc dinh xem luong hemoglobin (Hb) c6 trong mau dich thé léfy tlr dong
vat c6 vii néu trén c6 vugt qud mot luong dinh trude hay khong, va khoang phiat
hién tht hai dwoc bé tri dé danh gid tdng luong lactat dehydrogenaza (LDH) c¢6
trong mau nay nhgd thude thir hod hoc.

Muc dich cta sdng ch€ ciing dat dugc nh¢ phuong phdp dénh gid su tén
thuong t€ bao do tinh trang thi€u oxy gay ra & dong vat c6 vi, phuong phap nay

“bao gém céc budc cung cdp miu dich thé clia dong vat c¢6 vii bao gdm cic hat nhu
céc t€ bao méu, va sau d6 tach cic hat nay ra khéi miu dich thé bing bo phan
tach, cho dich thé da dugc tich nay ti€p xic v6i thudc thir hod hoc d€ phat hién
tryc ti€p, va xdc dinh xem lugng Hb c6 trong dich thé nay 16n hon hay nhd hon
hon tri s6 ngudng dinh trude.
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Néu lugng Hb nho hon tri s6 ngudng thi tdng lugng lactat dehydrogenaza
(LDH) trong dich thé duoc ddnh gid, va c6 nguy co vi/hoic su c6 mat cla su tén
thuong t€ bao do tinh trang thi€u oxy gay ra tir viéc ddnh gid mic LDH c6 trong
dich thé.

Trong ban mo ta nay, thuat ngit "LDH” dugc dung dé chi tdng lugng lactat
dehydrogenaza, ma khong ké t6i cdc isoenzym clia chiing.

Mic di méu dich thé c6 thé 12 miu mau nguyén ven, huyét thanh, huyét
tuong, nudc tiéu, dich ndo thy (CSF), dich 8 bung, hoic nuéc bot, song cc vi du
dugc dua ra dudi day cha yéu lién quan t6i viéc xét nghiém cic miu mau. Cin
phdi hi€u rang thuat ngit "miu mau" c6 thé hiéu 12 bao gém c4c dang khic cha
dich thé nhu néu trén.

Béng céch cung cfp miu méu véi lugng ¢ micro lit va phan tich truc quan
doi v6i cac chét danh déu sinh hoc tién lugng dugc chon theo sdng ché, hé théng
thit nghiém dugc d€ xudt 1a nhanh chéng, d& sir dung, d& hiéu, va né cé thé duoc
cung cdp dudi dang bo dung cu do ding mot 14n tiéu chudn, kich thuéc nhod cho
cdc ky thuat vién y t€ 12 nhiing ngudi c6 thé str dung chiing ngay tifc thi dé diéu tri
bénh cho ngudi bénh, bét ké tinh hudng diéu tri bénh 1a phiu thuat, phan ting
nguy co hoac theo doi.

Thuat ngit "tinh trang thi€u oxy” dugc ding dé chi sy thi€u hut oxy hoan
toan hodc mot phan c6 thé bi gay ra bdi ching thi€u mau cuc bo hoic sir oxy héa
khong ddy du hodc thi€u méu cdp. Tinh trang thi€u oxy c6 thé hoic khong thé dan
dén tén thuong vat 1y, va phan @ng toan than vdéi tinh trang thi€u oxy 1a khac nhau
tuy thudc vao ngudi bénh. Vi dy, & thai nhi bi tinh trang thi€u oxy trong khi sinh
hozc gén khi sinh, ddng mdu trong co thé né s& dugc phan bé lai tit cic co quan "it
quan trong hon" cho c4c co quan dugc uvu tién gém ndo, tim va tuyén thugng than.
Mat khéc, ngudi trudng thanh c6 thé khong chiu dugc mitc do tinh trang thigu oxy
nhu vay ma khong c6 t6n thuong. Tinh trang thi€u oxy da trim trong dé 1am tén
thuong céc t€ bao s& dan dén viéc khién cho cédc enzym thoét ra di vao vong tudn
hoan, va hau qua 1a céc t€ bao s& chét khi lugng enzym trong mdu gia ting hon
nita. C4c enzym va cdc chét d4nh d4u tién lugng c6 thé duoc sir dung dé d4nh gia
st tén thuong t€ bao do tinh trang thi€u oxy gay ra gom LDH, aspartat

aminotransferaza (AST), alanin aminotransferaza (ALT), lactat, creatin kinaza
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(CK), K, Mg va Ca. Trong ban mo ta nay thuat ngit "tinh trang thi€u oxy” dugc
ding d€ chi sy thi€u hut oxy di nghiém trong d€ tao ra sir tdn thuong t& bao.

Theo mot phuong 4n cua sdng ché, viéc ddnh gid sy tén thuong t&€ bao do
tinh trang thi€u oxy gay ra & dong vat c6 vd dugc thuc hién bing cich diu tién
chuén bi miu méu clia dong vat c6 vd, ké cd ngudi, va cdp miu mau nay vio clra
nap mau ctia hé théng thir nghiém dé€ tich cic t& bao méu dé ra khodi huyét twrong
nho b phan tdch huyét tuong. Tiép theo, dp sudt am bén trong dung cu diing mot
14n duoc tao ra dé chuyén huyét twong qua bo phan tich huyét twong va di ti€p vao
it nhét 1a cic khoang phdt hién th nhat va thd hai & d6 huyét tuong ti€p xic véi
cdc thudc thir nam trong d6. Méi khoang phat hién c6 mot thanh phan thudc thir
dic thu véi chat danh ddu can dugc phét hién (vi du, Hb, LDH). Phan tng ho4 hoc
gilta chat ddnh d4u trong huyét twong va thanh phén thuéc thit (titc 13, thudc thir
- hod hoc) ndm trong mot khoang phat hién gay ra sy dich mau nhin thdy duoc, titc
12 phép phan tich so mau c6 thé thyc hién duge. Vi dy, trong truong hop Hb c6 thé
c6 su thay doi v&€ mau sic khi lugng Hb trong miu vugt qui mot mic da dinh
trudc nhat dinh, néu khong thi s& khong xay ra sy dich mau. Tét hon 13, trong
trudng hop LDH, khi luong chat danh ddu duéi mot mitc di duge dinh trudce, s&
khong xay ra sy dich mau trong khoang phét hién twong ting. Néu lwong chat ddnh
d&u 16n hon mét mitc di dugc dinh truée sy dich mau t6t hon 1 s& x4y ra, nhung
khong nhit thiét, ty 1 v6i lugng chat ddnh ddu c6 mit trong huyét tvong duoc thir
nghiém. T6t hon, n€u méi khoang phat hién 12 thdy dugc, tic 1a k§ thuat vién hoac
ngudi cham séc sic khoe s& nhin thay duoc néu nhu c6 mot phan dng xay ra trong
d6 va nho vay c6 thé phat hién truc quan su c6 mit cia Hb va LDH mot céch
twong tng trong huyét twong. Su c6 mat ciia Hb & trén mot mic da duge dinh trudc
trong mau l1a mot chi béo vé su tan huyét va do héng ciu chita LDH 1én t6i 150 14n
so v6i su tan huyét trong huyét thanh 13 mot nguyén nhan gay 16i. Do vay, trong
truong hop su c6 mat ciia Hb 14 cao hon mot mic da duoc dinh trudc néu trén thi
xét nghiém nay cin dugc 1am lai. Néu su tan huyét khong xay ra thi su c6 mat cia
s tdn thuong t€ bao do tinh trang thi€u oxy gay ra dugc danh gi4 tir viéc phat hién
do mau tryc quan d6i v6i LDH c6 trong huyét tuong.

Theo moét khia canh cta sdng ché, sy dich mau do sy ¢6 mit clia mot chat

danh d4u & trén mot mitc di dugc dinh trude c6 thé dugc thé hién bing céch so
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sanh v6i mot bang mau hodc khoang tham chi€u da chuin héa, duoc hiéu chuin
dé doc dinh lugng chét d4nh dau. Vi du, luong LDH trong mot mau cé thé duoc
chi dinh theo mot khoang tham chi€u da chuén héa duéi dang thang d6 thé hién su
gia tang d6 dam mau, trong d6é cdc mau sic cudng d6 thap (vi du, mau tim nhat)
twong Ung véi cic nong do thap ctia LDH va cdc mau sic cudng do cao (vi du,
mau tim sdm) twong Ung véi cic nong do cao cia LDH. Theo tinh trang k§ thuat
clia séng ch€ mau sic sau phéan ing giita chit ddnh ddu va thanh phén thudc thit
dugc so sdnh v6i hé tham chiéu tiéu chudn nhd vay ham lugng chat danh d4u trong
mot miu c6 thé dugc danh gia. ,

T4t nhién 12 c6 thé tao ra mot khoang tham chiéu d chuén héa thé hién cho
cdc mau sic khic nhau, trong d6, vi du, mau dé thé hién cho néng d6 thip clia
chdt ddnh d4u va mau tim thé hién cho c4c ndng do cao hon.

Theo mot khia canh khic cla sdng ché&, khoang tham chi€u da chudn héa
duoc chia thanh mot s6 phan doan mau sic gii han, mbi phan doan thé hién cho
mot d0 dam mau tuwong Gng v6i mot khoang nhét dinh cua chit danh d4au. Theo
cdch nay, hé tham chiéu theo kiéu bac dé danh gid lugng chat ddnh d4u 13 dat
dugc, n6 c6 thé hitu ich trong cdc trudng hop khi ma thong tin chi tiét hon vé
Iuong chat ddnh d4u 13 dwoc mong mudn.

Ciing nidm trong pham vi cla sing ché 1a viéc xdc dinh lwong Hb bing
thanh phan thudc thir, khi dugc ti€p xiic v6i mau, mau sic thay déi dan dan, tuy
nhién 46 dam mau twong ¥ng v6i mot tri s6 ngudng da dat sin cia Hb dugc xac
dinh mot céch 1 rang dé ddm bao ring cic két qua xét nghiém duoc thé hién mot
céch chinh x4c.

Theo mot khia canh khic nita ciia sang ché, khoang phét hién dugc du liéu
cho viéc ddnh gia sy tan huyét khong phu thudc thudc thir hod hoc hodc céc thuée
thir bat ky. Viéc danh gid su tan huyét thay vi chi dat dugc bdi viéc quan sit truc
quan miu di dugc loc, t6t hon 1a huyét tuong, thi né dugc thé hién trong khoang
phét hién, va trén co s& mau sic (hodc do mau) ciia huyét tuong xac dinh su tan
huyét c6 xdy ra hay khong. Néi chung, khi huyét twong trong suét, khoéng cé su
tan huy€t xdy ra, nhung khi huyét twong c6 mau héng hodc hdng sdm thi su tan
huyét c6 thé 1a da xay ra va phan tich can dwoc 1am lai. D€ tao thuan 1oi cho viéc

dénh gid sy tan huyét, hé thong thir nghiém cé thé c6 mot biéu d6 mau tham chiéu
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dé€ dung cho viéc so sanh v6i mau séc clia huyét twong, bao goém sic th4i héng chi
béo su tan huyét di xay ra mot cich rd rang sat v6i khoang phat hién tuong ting.
Can hiéu ring mot biéu d6 mau tham chi€u nhu vay c6 thé dugc tich hop cling véi
dung cu dung in@t 14n nhung né ciing c6 thé dugc tao ra duéi dang mot bo phan
dung vinh vién cha hé thong thir nghiém dugc phan phéi ciing véi dung cu diing
mot 14n.

Trong hau hét cidc dang khong phic tap cua né, hé thong thit nghiém theo
séng ché& c6 thé chi bao gébm tham chigu dwong tinh-am tfnh. Theo mot phuong 4n
nhu vay, mot mitc dd dugc dinh true duge thiét 1ap cho mébi chit danh dau, va
thanh phan thudc thit trong méi khoang phét hién duge b tri dé€ 1am thay déi/bién
d6i mau sic véi mitc da duge dinh truc néu trén dé sao cho ki thuat vién y t& s&
biét mot cach don gian viéc lugng chat danh ddu duge chon 12 & duéi hodc bing/d
trén mot mic da dat sdn. C6 thé ¢6 19i, néu hé théng thir nghiém nhu vay da kha
nang dé biéu thi cho nguy co su t8n thuong t& bao do tinh trang thigu oxy gay ra.

Theo mot khia canh khic nita clia sdng ché, cic khoang phét hién dugc bo
tri cung véi thudc thit hod hoc dudi dang thubc thir hod hoc kho hoic thudc thir
hod hoc uét. Theo mot khia canh ctia sdng ché€, mébi khoang phat hién dugc b6 tri
cung véi thudc thir hod hoc cho mot chat dinh d&u tién luong nhit dinh,
nhu LDH va Hb. Mbi khoang phat hién dugc bs tri mot thanh phan thudc thir dé
phan @ng v6i mot chit danh ddu nhu vay. Thanh phéan thudc thir c6 thé 1a thusc
thir hod hoc kho hoac thudc thir hod hoc uét tuy thudc vao thiét k& clia hé thong
thir nghiém cu thé. .A

Theo mot khia canh cla sidng ché, thanh phan thudc thir dé phat
hién LDH c6 thé chita thudc thir dudi dang hop chat tetrazoli, t6t hon 1a dugc chon
tit nhém goém nitro tetrazoli xanh (NBT), 1-(p-jodofenyl)-5-(p-nitrofenyl)-3-
fenylformazan (INT) va 3-(4, 5-dimetylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymetoxyphenyl)-
2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazoli (MTS), tit ca chiing déu da biét 1a chat dé dung
cho cic h¢ thong thir nghiém do mau. T6t hon 13, thanh phéan thudc thit ciing bao
gom chét trung gian du6i dang phenazin metosulphat (PMS) hodc 1-metoxy-5-
metylphenazini metylsulphat (mPMS) ciing nhu va lactat va NAD. Theo mot vi du,
thanh phan thudc thir @€ phat hién LDH bao gém hgp chit tetrazoli (NBT) trong

chat dm bao gém N-metyl-D-gluxamin. T6t hon 13, 40 pH bén trong céc khoang
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phét hién 1a ndm trong khoang tir 8 dén 11, tot hon 12 ndm trong khoang tir 8,5 dén
10,5, tham chi t6t hon nita 1a nam trong khodng tir 9 dén 10,5 dé t6i wu cic diéu
kién cho phéan ting enzym t&i vu xay ra. C4c thanh phan thudc thir cho LDH duoc
minh hoa ti€p trong cac Vi du tir 1 dén 4.

Theo mot khia canh clia sdng ché, thanh phan thudc thir &€ phat hién Hb c6
thé chita thudc thir du6i dang hop chét benzidin, t6t hon 14 dwgc chon tir nhém
gom tetrametylbenzidin (TMB) va 3,3’-diaminobenzidin (DAB). Thanh phén
thudc thit cho Hb c6 thé con bao gém chat nén peroxit, t6t hon 14 dwoc chon tir
nhém goém hydro peroxit, va tert-butylhydroperoxid (T-hydro). T6t hon néu do pH
bén trong khoang phét hién 5A cho Hb 1a ndm trong khoang tir 3 dén 7, t6t hon 12
nam trong khodng tir 4,5 dén 5,5. Céc thanh phéin thudc thir cho Hb dwgc minh
hoa ti€p trong cdc Vidu 5 va 6.

Theo mot khia canh cta sdng ch€, thudc thit hod hoc uét duge dat trong
dung cu diing moét 14n bén trong cic bo phan luu gitt cho céc thudc thir wét, vi du,
trong cic giéng phan ting hoic trong cic bo phan bao géi kiéu phong. Theo mot
khia canh, cdc b phan bao géi kiéu phéng nay dugc thiét k& dé v& hodc bi 1am va
khi bat ddu sit dung hé théng thir nghiém, vi du, bing c4ch 1am v& bing tay trudc
hoac sau khi nap mau vao dung cu ding mot 14n. Viéc 1am v béng tay, vi du, c6
thé dugc thyc hién bang cdch ngudi st dung 4n 1én bé mat chia dung cu diing mot
14n & vi tri d4n dén su ép 1én bao géi kiéu phéng va 1am v né. Sy v clia bao géi
kiéu phéng 1am cho thudc thir hod hoc dugc gidi phéng va cé thé duoc ti€p xiic véi
méu dugc xét nghiém. Nhd diéu ndy, phan ing giita cdc thanh phan héa th thudc
thit va céc chét danh dau cé thé c6 trong miu cé thé duoc xic tién.

Theo mot khia canh khéc nita ciia sdng ché, dung cu diing mot 14n c6 nhiéu
hon hai khoang phat hién dugc b tri trén thé, t6t hon 1a méi khoang néu trén duoc
b6 tri cung v6i thude thir hod hoc dudi dang mot thanh phéan thuéc thit. Tét hon 13,
c6 nhiéu hon hai khoang phét hién ma méi khoang chita thudc thir ho hoc dé phat
hién tryc quan truc ti€p cho mot thanh phan cia nhém gém cic chat danh dau tién
lugng sau day: Hb,LDH, aspartat aminotransferaza (AST), alanin
aminotransferaza (ALT), lactat, creatin kinaza (CK), K, Mg va Ca. T6t hon 13, méi
dung cu nay bao gém hai khoang phét hién 14n lugt d€ phat hién Hb va LDH, va
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tily ¥ mot hoac nhiéu khoang phét hién dé phat hién cho mot hoic nhiéu trong s6
AST, ALT, lactat, CK, K, Mg va Ca.

Theo mot khia canh khéc nita ciia sing ché, hé théng thir nghiém bao gém
phuong tién d€ tao ra 4p sudt am bén trong dung cu ding mot 14n dé ddy huyét
trong tir miu mau di vao qua bo phan tich néu trén va di vao it nhat hai khoang

phét hién.

MO0 ta van tat cac hinh vé

He¢ thong thit nghiém va phuong phdp theo sdng ché€ s& dugc mo ta chi tiét
hon & duéi day c6 vién dan t6i céc hinh v& kém theo. Phan mo ta dudi day s& chi
‘dugc xem la cic phuong 4n dugc tién, va khong nhdm gii han pham vi clia sing
ché.

Fig.1A la so d6 khdi cia hé thong thir nghiém theo mot vi du cia sdng ché,

Fig.1B 12 mat cét cha hé théng thir nghiém trén Fig.1A,

Fig.1C 1a so d6 kh6i ciia h¢ thong thir nghiém bao gdm co céu tao 4p sudt

Fig.2A-B la h¢ thong thir nghiém theo mot vi du khdc clia sdng ché,

Fig.3 1a h¢ thong thr nghiém theo mot vi du khéc nita chia sing ché,

Fig.4A la hinh v& phdi cdnh cta hé thong thir nghiém theo mot phuong 4n
cua sdng ché, c6 bd gom miu mao quan tich biét, va

Fig.4B 1a hinh v& ph6i canh cia hé thong thit nghiém bao gébm bd gom miu
mao quan dugc tich hop.

Mo ta chi tiét sang ché

Trong phin mo ta chi tiét duéi day, su vién dan s& duoc dua ra d6i véi cac
hinh v€ minh hoa cho céc phuong 4n khéc nhau ctia hé théng thit nghiém 1 theo
sdng ché€. Tuy nhién, c4n hiéu ring sing ché ciing dé cap t6i phuong phap dé danh
gid su ton thuong t& bao do tinh trang thi€u oxy gay ra & dong vat c6 vd, va nhiéu
d4u hiéu di mo ti lién quan t6i hé thong thit nghiém 1 ndy ciing c6 thé 4p dung
duoc cho phuong phép turong Ung.

Trén céc Fig.1A va Fig.B thé hién hé th6ng thir nghiém 1 theo mot phuong

4n ctia sing ché bao gém dung cu ding mot 14n 2, t6t hon 1a dwoc bé tri ciing véi
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nhiéu khoang phét hién khac nhau 5A-C s& dugc gidi thich mot cich chi tiét hon &
duéi. Trén Fig.1A minh hoa dudi dang so d6 hinh chi€u nhin tir trén xudng clia hé
thong thir nghiém 1 bao gém than dang det & day 1a duéi dang hop chita 2 ¢ bo
phan gom miu c6 cira nap mau 4 dé ti€p nhan méu dich thé 9, vi du, mau nguyén
ven, da 14y tir dong vat c6 vi. Nhu dugc hoa dudi dang so d6 trén Fig.1B, dung cu
hop chita diing mét 14n 2 c¢6 khoang ti€p nhan 6 da duogc 1am thich ing dé 14p vao
bo gom méiu mao quan 7 cdp mAu dich thé 9 da 14y tir dong vat c6 vi. Lién quan
t6i khoang ti€p nhan 6, & ddy cia nd, c6 mot bé mat chung ma theo céch da biét
trong linh vuc k§ thuat nady ngan sy dich chuyén ti€p chia miu dich thé vio bo
phan tich 3, bo phan tich nay bao gém bo loc 31 va budng gom 32. Bo loc 31 trén
Fig.1A c6 dang tron, va c6 dién tich ndm trong khodng tir 3mm? dén 500mm?, t6t
hon 12 nho hon 150mm?. Cén hiéu ring dién tich thich hogp clia bd loc 31 1a phu
thudc vao thé tich miu dugc mong muén, va dién tich ctia bo loc 31 do d6 c6 thé
diéu chinh dugc mot cach phi hgp. Budng gom 32 dugc ndi, t6t hon 13 qua kénh
vi dan 33, vao it nhét hai khoang phét hién truc quan thi nhét 5A va khoang phat
hién truc quan th hai 5B, trong d6 it nhat 12 mot, nhung ciing ¢6 thé 13 ca hai
khoang nay dugc b6 tri cling véi thudc thit hod hoc dé phat hién truc tiép, t6t hon
1a ‘phét hién tryc quan tryc ti€p it nhat 12 mot chat ddnh dau sinh hoc tién
lvong LDH. Khoang phdt hién 5A dugc bd tri dé xdc dinh mitc hoic lwong
hemoglobin (Hb) trong méu 9' c6 thé c6 hodc khong c6 thude thir hod hoc. Su tan
huyét c6 thé dugc danh gid bing cdch quan sit d6 mau clia huyét tuong di vao
khoang tuong g, trong trudng hop nay thudc thir hod hoc cé thé 1a khong cin
thiét. Tuy nhién, ciing c6 thé phat hién Hb bing thudc thir hod hoc. Nim giita
budng gom huyét tuong 32 va cdc khoang phat hién 5A-C, kénh vi din 33 c6 thé
dugc b tri ciing v6i bo phan chia miu 34 dé dan hudng huyét tvong 9' di vio timg
khoang trong s6 cac khoang phat hién 5SA-C khéc nhau.

Theo mot vi du, khoang phét hién thit nhat 5A dugc bd tri dé x4c dinh liéu
rang mitc hemoglobin (Hb) trong méu dich thé c6 vugt qui mot luong dinh trude
hay khong (tri s6 ngudng), va khoang phdt hién thi hai 5B dugc b6 tri dé€ d4nh gid
téng lugng lactatdehydrogenaza (LDH) trong miu. Nhu dugc chi ra bing cic
duong nét ditt trén Fig.1A, dung cu ding mot 14n 2 cé thé cé nhiéu hon hai
khoang phét hién 5A-C ndi vao budng gom 32, trong d6 cic khoang 5A-C chita
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thudc thir hod hoc dudi dang thanh phan thudc thlr s&€ phan ¢ng vé6i chat danh dau
tién lugng, néu c6 mit, dé sao cho sy dich mau x4y ra, sy dich mau nay 12 nim
frong phd nhin thdy dugc sao cho cé thé quan sét tryc quan dugc. Can hiéu ring
thuat ngit “phd nhin thdy dugc” dugc dung dé chi phan phé dién tir c6 thé phat
hién truc quan, thudng 12 ndm trong khoang tir 380nm dén 750nm.

Theo sdng ché, hé thong thir nghiém 1 c6 thé cho phép phéat hién truc quan
tryc ti€p chdt dinh ddu dugc chon tr nhém gébm Hb, LDH, aspartat
aminotransferaza (AST), alanin aminotransferaza (ALT), lactat, CK, K, Mg va Ca.
Thuc t€ 13, viéc dung cu 2 ding dé phan tich chi cho LDH va Hb c6 thé trong mot
s0 ung dung la dua.

Tuy nhién, ciing c6 thé phat hién cac két qua doc (tifc 1a sy dich mau) bing
phuong phap phét hién bang phé quang ké.

Cén hiéu ring cdc miu ca cdc dich thé khic véi hoac 1a duéi dang bd thé
cho miu méu c6 thé dé dang dugc phan tich nho sit dung hé théng thir nghiém
theo sdng ché, vi du, nudc tiéu, dich nfo tiy (CSF) hodc nuée bot. Bo phan tdch 3
néu trén s& 1am sach mau, tich céc hat khong dugc mong mudn hodc c4c sa ling
c6 thé 1am nhiéu phép phan tich.

Nhu dugc minh hoa, vi du, trén céc Fig.1A va Fig.B, dung cu dung moét 14n
2 c6 dang hop chita hinh chit nhat, tuy nhién, hinh dang cia dung cu khong phai la
mot ddu hiéu cha yéu cia sing ché, va ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh
vuc ky thuat nay k§ thuat nay c6 thé d& dang lva chon hinh dang hoic thi&t k&
thich hop cho mét u'ng dung nhat dinh. Dung cu 2 c6 thé con dugc két ciu tir cac
chat liéu, nhu chat déo trong su6t, nhu xycloro-olefin (COC), polyetylen
terephtalat (PET) hodc polymetyl metacrylat (PMMA) nho st dung phuong phép
- nhu dic 4p lyc hoac cén 16p. Tuy nhién, s€ t6t hon néu dung cu 2 c6 thich thuée
sao cho c6 thé xédch tay dugc va di nhd dé c6 thé dé dang cidm trén tay cla k§
thuat vién. Dung cu diing mot 14n 2 néu trén 1a c6 thé xach tay dugc va c6 chiéu
dai ndm trong khoang tit 3-15 cm, t6t hon 12 ndm trong khodng 5-10cm, chiéu
rong nam trong khoang 0,5-5cm, t6t hon 12 nim trong khodng 2-4cm v chiéu day
nam trong khoang 0,1-3 cm, t6t hon 12 ndm trong khodng 0,2-2,5cm. Tét hon 13,
dung cu ding mét 1an 2 néu trén c6 trong lugng ndm trong khodng 5-50g.

Du6i day, viéc st dung hé thong thir nghiém 1 s& dugc mo ta.
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M4u dich thé chia dong vat c6 vii, nhu miu m4u nguyén ven, ddu tién duoc
cung cép, tot hon 13, nhung khong nhat thiét, nho 6’ng mao quan 7 da dugc nap
mau nguyén ven v6i luong, vi du, khoang 50pL. O budc tiép theo, 6ng mao quan
7 dugc cam vao khoang 6 ctia hop chita 2 dé tao mat phan c4ch clia miu mdu 9 véi
dung cu ding mot 14n 2 dinh vi mu mau 9 1én trén bd loc 31 cta bo phan tich
huyét tuong 3. Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat nay ky thuat
nay s& hiéu ring c6 thé c6 nhiéu cdch khic nhau dé c&p méu chat luu 9 vao trong
hop chia 2; nho st dung bd gom miu mao quan 7 hoac cic loai bo gofn mau
khéc. Vi du, mau 9 c6 thé duoc cap truc tiép 1én trén bo loc 31, vi du, nhd bd gom
mau dudi dang pipet gidi phéng mot luong méiu 1én né. Do vay, ciing can phai
hiéu ring thiét k& chia hop chita 2 ¢6 thé c¢6 dang sao cho bo loc 31 dugc bd tri &
bé mat trén cha hop chita 2, duge d€ 19 sao cho lugng miu 9 c6 thé duoc gidi
phéng truc tiép lén trén né. Ap suit am dugc tao ra nhd co cdu tao 4p sust am 14
(xem Fig.lC) nho d6 miu méu 9 duge 14y ra qua bd loc 31 sau d6 cdc hat duge
chon, dic biét 1a cac t€ bao mau do, dugc loc ra. Huyét thanh (huyét twong) cta
mau di qua bo loc 31 va duogc thu gom ndm trong budng gom 32 va chuyén tiép
qua kénh vi din 33 di vao cdc khoang phat hién khac nhau 5A-C tai c4c thudc thir
duoc dat. Céc chét ddnh dau sinh hoc tién lugng c6 mat trong huyét thanh s& phan
uing v6i cic thude thir 43 duge dat trong cac khoang gy ra su dich mau trong
khoang tuong ting, chiing c6 thé dugc phat hién boi ngudi sir dung dé danh gid su
tén thuong t€ bao do tinh trang thi€u oxy gay ra & dong vat c6 vii (vi du, ngudi) tir
miu nguyén ven da dugce thu thap.

Do d6, phuong phap theo sdng ché bao gom céc budc:

- cung c4p méu dich thé ctia dong vat c6 vii bao gém céc hat nhu céc t€ bao
mau, '

- tach céc hat néu trén ra khoi mau dich thé bing bo phan tich,

- cho dich thé d3 dugc tdch nay ti€p xic vdi thudc thir hod hoc dé phat hién
truc tiép,

- x4c dinh xem lugng Hb trong dich thé nay 1a 16n hon hay nhé hon hon tri
s6 ngudng dinh trudc, va khi lugng Hb nhd hon tri s6 ngudng thi s& bao gém
budc:
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- ddnh gié t6ng lugng lactatdehydrogenaza (LDH) trong dich thé, va danh
gid nguy co ddi v6i va/hodc su c6 mat clia sy tén thuong t€ bao do tinh trang thiéu
OXxy gay ra tir viéc danh gid mic LDH trong dich thé.

Can hiéu ring phuong phép theo séng ch& c6 thé duoc thuc hién nhd hé
thong thir nghiém 1 theo sédng ch& (vi du, bao gém dung cu ding mot 14n 2 c6 bo
loc 31 va céc khoang phét hién 5A-C), nhung khac & ché cédc céch thic khac dé
thuc hién phuwong phép nay ciing c6 thé duoc xét dén. Vi du, diéu duoc du tinh
truée 13 k¥ thuat vién y t€ c6 thé phan bd méu da dugc loc 9' vao trong céc giéng
phan tng va sau d6 bé sung thanh phin thudc thir ma ching c6 thé, vi du, duoc
phan phoi trong cic vat dung dfmg mot 1an don liéu.

Fig.1C minh hoa cho mot phuong 4n dién hinh ctia hé théng thir nghiém 1
c6 co cdu 14 d€ tao ra 4p sudt am bén trong buéng gom 32 dé ddy huyét tuong tir
mAu dich thé di qua by phan tich 3 va di vio it nhat hai khoang phét hién 5A-B.

Theo mot khia canh clia sing ché, co cdu 14 c6 thé thao tic bing tay va
dugc bd tri dé tao ra 4p sudt am bén trong buéng gom 32 va cic kénh vi d4n 33, vi
du, bom nén xi phong 14 ¢6 16 thong hoi c6 thé bit kin duge 142. Theo phuong 4n
nay, co ciu tao 4p sudt am 14 dugc tich hop cuing vé6i hop chita 2 va duoc néi véi
céc khoang phat hién 5A-C qua cic kénh vi dan 141A, 141B. Viéc tao ra 4dp suit
am bén trong hop chita 2 c6 thé dat dugc theo céch sau day. K§ thuat vien nhan
1én bé mat ctia hop chita 2 & vi tri tuong ng véi khu vyc clia co c4u tao 4p sust am
14, tot hon 1a dugc chi ra trén bé mat ctia hop chita 2. Khong khi do vay s& thodt ra
khoi cdc kénh vi dan 33, 141A, 141B, 81 ctia hop chita 2 qua 16 thong hoi c6 thé
bit kin dugc 142. Sau khi nhd co ciu tao 4p sudt am 14, 16 thong khi 142 tot hon 13
dugc bit kin, vi du, nhd mot van chan, hodc ngudi sir dung bit bang tay lén 16 142.
biéu nay s& din dén viéc 12 su nha co cdu tao 4p sudt am 14 tao ra 4p suit am bén
trong hop chita 2 (vi du, do viéc bom xi phong phuc héi lai hinh dang ban ddu clia
né) va cdc chit 16ng bén trong cic kénh vi din 33, 141A, 141B, 81 nho vay s&
dugc ddy dé dich chuyén qua hé théng thir nghiém 1.

Dung cu ding mdt 1dn c6 cic viing quan sit quang hoc 10A-C ma qua dé
cdc khoang phat hién twong tng 5A-C c6 thé dugc quan sat, cho phép ngudi sir
dung hodc ngudi cham séc stic khde c6 thé quan sit dugc mot cdch d& dang su

dich mau. D6i véi Hb, s& t6t hon néu su dich mau s& x4y ra chi khi mitc Hb vuot
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qud mot mitc da dinh truéc, mitc nay duoc thiét 1ap 1a tri s6 ngudng, trong d6 céac
gid tri ndm trén ngudng biéu thi sy tan huyét. Néu su dich miu quan sit dugc
trong khoang 5A doi v6i Hb, thi xét nghiém nay vo hiéu va mot xét nghiém méi
can dugc thyc hién.

Lién quan t6i cdc khoang phét hién khac v6i khoang phdt hién cho Hb, su
dich mau chi ra st c6 mat ctia chat ddnh d4u. Cac gii phap khic nhau c6 thé cé
lién quan t6i viéc lam thich dng thanh phan thuéc thir va thiét k& biéu dé tham
chiéu da chudn héa cho viéc thé hién su dich mau c6 thé c6. Theo mot vi du, thanh
phan thudc thir duoc thiét 1ap dé bién d6i hodc dich mau chi khi chat ddnh dau c6
mat v6i mic ndm trén mot néng do da dinh trudc. Mot tiy chon khic dé 13 thanh
phén thudc thir dugce thiét 1ap dé bi€n déi dan dan do dam mau khi gia tang cic
nong do, trong truong hop ndy do dam mau ty 1& vé6i luong chét ddnh d4u cé mat
trong dich thé. Diéu 3 rang c6 thé c6 1a khoang phét hién s& khong mau khi luong
chat ddnh ddu nam dudi mot gii han da thiét 1ap trudc, & trén gidi han niy mau
sic dudng nhu s& manh liét hodc kém manh liét hon tuy thudc vio néng do cha
chat danh dAu.

Cudng do ciia mau sic thay d6i dugc so sanh véi khoing hoac hé tham
chi€u da chudn héa, nhd vay mic cht ddnh ddu twong ting c6 thé x4c dinh duoc,
va nguy co c6 tinh trang thi€u oxy dugc d4dnh gid. Hé tham chiéu di chudn héa c6
thé dugc thiét k€ theo c4c tiéu chi cha thanh phan thudc thir, nhu d3 mo ta & trén,
tic 12 n6 c6 thé c¢6 dang gém nhiéu doan mau sic khong lién tuc, t6t hon 13 it nhat
12 hai doan mau sic, trong d6 lugng chét d4nh ddu duoc wdc tinh bing cich so
sanh sy dich mau & khoang bit ky trong s6 cdc khoang phat hién ting vdi cidc doan
mau sic nhat dinh. Hé tham chi€u da chudn héa dwgc mo ta chi tiét hon lién quan
t6i cac Fig. 2 va Fig.3.

Can hiéu rang thudc thir hod hoc, dugc dé trong c4c khoang phat hién khic
nhau, c6 thé 12 & dudi dang thudc thir hod hoc kho hoac thudc thir ho hoc w6t tuy
thudc vao thiét k& ctia hé thong thir nghiém cu thé.

Trong trudng hgp céc thude thir héa hoc kho, theo mot phwong 4n dién hinh
cua sang ché, thanh phan thudc thit cho méi khoang phét hién c6 thé dugc dit nim
trong bao g6i kiéu phdng béo vé ndm trong hop chita 2 néi véi ca hai khoang phat

hién 5A, 5B. Lién quan t6i qué trinh bat ddu xét nghiém béang hé theo sdng ché,
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bao g6i ki€u phong ndy dugc bs tri dé v, nhd vay giai phéng cic chat trong né 1a
thanh phan thudc thir néu trén. Mau dugc dua vao 9' nhd vay sé tron 14n v6i thanh
phéin thudc thir uét va phan tng s& bat ddu, mién 1a méu cé chét ddnh d4u twong
ting. Viéc 1am v& bao géi kiéu phdng néu trén c6 thé dugc thuc hién bing tay, vi
du, bdi viéc nguoi st dung bép 1én bé mit clia dung cu dung mot 14n 2 dé sao cho
cdc mat ctia hop chita 2 dugc ép dit dé 1am cho phdng rop da tich hop bi va.

Ngoai ra, trong truong hop thudc thir hoa hoc kho, cic thudc thir duge chon
dugc 1am kho bén trong céc khoang phat hién. Khi mau dich 9' di vao cic khoang
tuong ting, cic thudc thir da 1am kho s& bat ddu bi hoa tan dé sao cho phan tng c6
thé bat ddu. Dé tao thuan 1¢i cho viéc hydrat hod lai cc thanh phan phan ing,
dugc wu tién néu bd sung chét phan ng mang vao thudc thir hod hoc kho.

Nhu da néu, sy tuong tic hod hoc giita thanh phan thu6c thit ndm trong
khoang phat hién 5A-C va chét danh d&u gay ra sy dich mau dé canh bdo cho k¥
thuat vién vé€ nguy co su tdn thuong t&€ bao do tinh trang thi€u oxy gy ra. P& dam
bao do tin cay ctia h¢ thong thir nghiém 1, diéu dugc mong mudn 1a phan ing xay
ra bén trong khoang phét hién 5A-C dugc gi6i han trong mot khoang thoi gian

~dinh trudc dé sao cho tdt ca cac don vi xét nghiém déu twong dwong. Vi 1y do nay,
dung cu ding mét 14n 2 c6 thé c6 khoang 8 c6 chat dimg phan tng dé dig phan
ting gifta chdt danh ddu sinh hoc va thanh phan thu6c thir v6i mot thoi gian da
dinh tru6c sau khi ngudi xét nghiém da tao 4p suét dich luu am. Diéu nay c6 nghia
12 khoang thoi gian tinh tir thoi diém miu méu bt dau duge rit ra qua bo loc 31
cho t6i khi chat dimg phén ung ngit phan tng giita chat phan éng va chdt ddnh
d4u sinh hoc, thuong 1a nhu nhau.

Diéu 16 rang d6i v6i ngudi c¢6 hiéu biét trung binh trong linh virc ki thuat
nay k§ thuat nay 1a thay vi chat dimg phan tng c6 thé thiét lap mot bo bam gid, va
sau mot khoang thoi gian dinh tru6c nhat dinh dénh gid c6 dich mau xay ra hay
khong.

Mot vi du vé€ dudng bao cta chat ditng phan ng 8 1a dugc thé hién trén
Fig.1A trong d6 dung cu dung mot 14n 2 bao goém khoang 8 chita chat hoac hop
chét thich hop d€ ngét hoat tinh bing enzym, vi du, dung dich kiém hoic axit nhu

HC], axit xitric hoac NaOH. Ngoai ra, c6 thé sir dung céc chat hoat dong bé mit
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hodc cic chat phu gia khac lam chat dimg phan tng, vi du, natri dodexyl sulphat
(SDS) da dugc ching t6 1a ¢6 kha nang t6t 1am chat dimg phan tng.

Theo mot phuong dn cla sing ché, khi dp suit am dugc tao ra chét dimg
phan tng s& bat dau chay qua kénh vi d4n 81 hudéng t6i khoang phét hién 5B trong
dé né dugc du liéu cho viéc dimg phan ng. Do dai cta kénh vi din 81 s& quyét
dinh khoang thoi gian ma chit dimg phan tng di t6i khoang 5B. Trén Fig.1A,
kénh vi dan 81 1a kénh din dang xoén rudt ga dé kéo dai thoi gian truée khi phan
tmg dugc ditg, tuy nhién nhiéu cdch khic dé diéu chinh chiéu dai cla kénh din
81 1a c6 kha nang tuong duong.

Diéu 13 rang 12 c6 thé twong duong néu bé tri hop chita 2 sao cho mau 9' da
tron véi thanh phan thudc thir s& dich chuyén vao khoang dugc b6 trf cling vé6i chat
dirng phan tng c6 dinh 8 sau khi mot khodng thdi gian phan ng nhat dinh, vi du,
qua kénh vi dan 81. Theo phuong 4n nhu vay, chét ding phén ting c6 dinh 8 c6 thé
la & duéi dang chét dimg phan tng uét hodc da duoc 1am kho.

Fig.1B thé hién dudi dang so d6, mat cit clia dung cu ding mot 14n 2 cing
v6i clra nap mau 4 dudi dang clra nap miu duoc néi vao khoang 6 di duoc 1am
thich @ng dé ti€p nhan 6ng mao quén 7 chita miu m4u nguyén ven 9 dugc bd tri
dé dat lén trén bo phan tach huyét twong 3. T6t hon, néu cira nap miu 4 dugc bao
quanh bdi phin 16m gai dang phéu dé din huéng cho bo gom miu mao quan 7 &n
vao khoang 6. O day c6 thé nhin thay cac ving quan sit quang hoc 10A néu trén
cho phép quan sit phan ing dién ra bén trong cdc khoang phit hién 5A-B.

Céac Fig.2A va Fig.2B thé hién mot vi du vé dung cu ding mot 14n 2 theo
sdng ché. Fig.2A 1a hinh v& nhin tir trén xudng, va Fig.2B 12 hinh vé mait cit theo
duong IIB trén Fig.2A. Theo phuong 4n nay, dung cu 2 dugc cung cdp mau xét
nghiép 9 bdi 6ng mao quan 7 da chita mau nguyén ven véi luong 1én t6i, vi du,
khoang 50pL. Tuy thudc vao ngudi bénh va/hodc vao thiét k€ cu thé clia dung cu 2
(vi du, s6 lugng khoang phat hién, kich thuGc cia cic kénh dan v.v.), cic lugng
khac nhau ciia mau mau 1a c6 thé dugc 4p dung, va c6 thé sit dung nhd t6i miic
1pL, hoac nhi€u t6i 100uL, lugng dugc wu tién 14 ndm trong khoang 25-75pL.

D€ tao thuan 1¢i cho viéc gai méiu, viing xung quanh cira nap miu 4 duogc
lam 16m dé d4n huéng 6ng mao quan 7 an vao khoang 6. Trén Fig.2A, 6ng mao

quan 7 da dugc 4n vao khoang 6 cta hop chita 2 dé tao mit phan céch clia miu
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méu 9 vé6i hop chita 2 va dua mau mau 9 1én trén bo loc 31 clia bo phan tidch huyét
teong 3. Thay vi st dung 6ng mao quan 7, c6 thé cung c4p miu 9 bdi pipet nhd
mot giot mu Ién trén viing da dugc ddnh dfu trén hop chia 2. Ap sudt am dugc
tao ra bang tay va huyét twong dugc ddy qua bo loc 31 va di vao buéng gom huyét
twong 32 tir d6 né di qua kénh vi din 33 va dugc phan b vao cdc khoang phat
hién khac nhau 5A-C. Nhu thdy duoc trén Fig.2B, hé thong thlt nghiém bao gém
c4c vung quan sit quang hoc 10B trong d6 it nhat 1a cic phan 10-A-C cta dung cu
ding mot 1an 2 & trén moi khoang phat hién 5B 1a trong suét, tic 1a méi khoang
phét hién 5B 1a c6 thé nhin thdy dugc va c6 thé quan sit dugc trong khi phén ting
dién ra.

Theo mot phuong 4n, mbi khoang phat hién 5A-C duoc diéu ché bing mot
thanh phén thudc thit dugc b6 tri dé phan tng véi mot trong s6 cic chit danh diu
titn luong sau day: Hb, LDH, aspartat aminotransferaza (AST), alanin
aminotransferaza (ALT), lactat, CK, K, Mg va Ca. T6t hon 13, méi dung cu 2 bao
gom it nhat hai khoang phét hién 5A-B 14n lugt dé phat hién Hb va LDH, va tiy ¥
mot hodc nhiéu khoang phét hién dé phét hién cho mot hoic nhiéu trong s6 AST,
ALT, lactat, CK, K, Mg va Ca.

Sau mot khoang thoi gian dinh truée, phan Gng dugc dimg bdi chat dimg
phan tng va su dich mau bat ky dugc phat hién truc quan bdi ngudi sir dung hé
thong thit nghiém 1. Téng thdi gian tir ldc cung cdp miu méu 9 trong 2A téi Lic
xdc dinh két qua xét nghiém trong 2C 12 du6i 5 phiit, nhung t6t hon 1a trong vong
hai phut.

Fig.2A thé hién hinh chi€u nhin tir trén xuéng clia hé théng thir nghiém ma
theo d6 phan ing c6 thé c6 xay ra trong cdc khoang phat hién 5A-C. P& x4c dinh
lugng cia céc chat danh ddu tién lugng, su dich mau (néu c6) trong mdi khoang
phat hién 5A-C dugc so sdnh véi khoang tham chiéu tiéu chuén, t6t hon 13 né duoc
cung cap cung véi hé thong thir nghiém. Theo mot phuong 4n cua sdng ché, viing
bén canh mbi khoang phat hién 5A-C c6 nhiéu mau séc tham chi€u 11 nhd dé viec
danh gid mitic do chat ddnh dau dugc ti€n hanh mot cich dé& dang. 6 day, khoang
phét hién 5A dugc bo tri dé x4c dinh su c6 mat clia Hb, va 5B-C duoc b6 tri d€ xdc
dinh hoac uéc tinh cdc mifc ctia cic chit danh ddu tién lugng khic bat ky (LDH,
AST, ALT, lactat, CK, K, Mg hoac Ca). ’
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Vi duy, trén Fig.2A mot tinh hudng duge 14y 1am vi du trong d6 khong xay
ra sy dich mau trong khoang cho Hb 5A, ching t6 rang xét nghiém nay khong cé
hiéu Iyc. Mot phan ng xdy ra trong khoang 5B, su dich mau niy cau thanh mot
trong s cdc mau tham chi€u nhat dinh 11, trong khi phan tng d4ng ké khong xay
ra trong cic khoang 5C. T6t hon 13, nguoi st dung hé thong thir nghiém 1 duoc chi
bdo phan tng khi su dich mau tao ra mot do dam mau nhat dinh. C4c chi bdo nhu
vay c6 thé duge dénh ddu theo khodng tham chiéu, vi du du6i dang ky hiéu chi
bdo c4c phin cha cta khoang tham chi€u thé hién nguy co cla finh trang thiéu
OXy. _

Trén Fig.2A, tham chiéu tiéu chuén 11 cho cdc khoang SB-C c6 ba doan
mau sc, tuy nhién ngudi c¢é hiéu biét trung binh trong linh vyc ky thuat nay k§
thuat nay s& hiéu ring mot s6 lugng 16n cdc doan mau sic c6 thé c6 d€ nang cao
do chinh xac clia viéc doc, ciing nhu c6 thé c6 khoang mau lién tuc thay vi, nhu
dugc thé hién & day, cdc doan mau sic khong lién tuc.

Mot vi du khic nita v€ khodng tham chi€u 11 c6 thé c6 dugc thé hién trén
Fig.3 trong d6 tham chi€u tiéu chudn 11 chi c6 hai doan mau sic, tic 1 viéc doc
s€ chi cung cdp cho ngudi sir dung duy nhét két qua am tinh hoic duong tinh. Mot
thi€t k& nhu vay ctia tham chi€u tiéu chuén 14 thich hgp trong c4c tinh huéng y hoc
ma c6 thé dit trude gidi han ndéng do ma & trén gi6i han nay thuong doi hoi viee
dua ra tdc dong y hoc, hoac trong céc trudng hgp ma viéc doc nhanh va don gian
1a quan trong hon so véi viéc xdc dinh chinh x4c dinh lugng vé lugng chit d4anh
dau. |

Céc hé thong thir nghiém 4A-B theo c4c vi du khdc clia sdng ch& dugc thé
hién trong trong d6 thay vi c6 thi€t k& dang hop chita, thi dung cu ding mot 14n 2
dugc tao ra mot cach don gian & dang que c6 than kéo ra dugc c6 hai mat ngén d6i
dién 21, 21'. Theo vi du nay, cira nap miu 1a ctra nap miu 4 dugc b6 tri & & mat
ngén 21 cta dung cu ding mot 14n 2 (lién quan t6i cic Fig.4A-B con dugc goi la
"que thir 2").

Hai dang thiét k€ cta que thir 2 dugc minh hoa. Que thir 2 thit nhét duoc
thé hién dudi dang so d6 trén Fig.4A c6 phan tiép nhan véi khoang 6 twong tu nhu
dugc thé hién trén cc Fig.1-2. Mot wu diém cu thé clia khoang 6 ciia que thir 2 d6

12 n6 c6 thé dugc b tri d€ ti€p nhan toan bd 6ng mao quan 7 dé sao cho khong c6
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phan nao clia mao quan 7 nhd ra ngoai que thir 2 sau khi duoc 4n vao trong
khoang 6. Nhg vay, cic que thir 2 sau khi st dung c6 thé dugc bd di & dang
nguyén ven la di€u c6 1gi xét theo khia canh gdy 6 nhiém do cdc 6ng mao quan
chita mau va khong str dung nita s& duoc bo di va c6 thé vo tinh bi va.

Que thir 2 thit hai dugec minh hoa duéi dang so d6 trén Fig.4B va bao gém
thanh phin 6ng mao quan 7 nho ra khoi mot ddu ngén 21 va néi thang tryc tiép
v6i bd phan tich huyét twong 3 bén trong que thir 2. Nhd vay, miu mau 9 c6 thé
dugc thu gom théng vao dung cu 2 ma khong cdn phai sir dung mao quan 7 dudi
dang mot bd phan riéng biét.

C6 loi, néu phuong phdp theo cac phuong 4n cia sdng ché€ cho phép duoc
4p dung dé x4c dinh tinh trang thi€u oxy trong nhiéu tinh huéng khéc nhau. Vi du,
phuong phép theo cdc phuong 4n clia sing ch€ duge dp dung bao gém, nhung
khong chi giéi han &, phuong phép x4dc dinh sy tén thuong t€ bao do tinh trang
thi€u oxy gay ra & tré so sinh bang cich phan tich miu mau 14y tir tré so sinh, vi
du, bdng cach phan tich miu 14y tir day rén.

Phuong phép theo cdc phuong 4n cla sing ché cdn c6 thé cho phép dugce 4p
dung dé x4c dinh tinh trang thi€u oxy & dudng da day ruot (vi du, mach doi ti€p
hop dai trang), cdc co quan dac biét (vi du, gan va dong mach chu), dich ndo tay
lay tir lung, va cdc co quan cdy ghép. Ngoai ra, phuong phép theo cdc phuong 4n
cua sang ch€ cho phép danh gia va/hoac theo di sy 1o ri t&€ bao tir mot mot hoic
nhiéu hé co quan & bénh nhan da c6 bénh va/hodc c6 nguy co cao mic bénh (vi
du, & c4c dong vat c6 vi dé bi cac rdi loan chic nang da co quan, vi du, lién quan
t6i chan thuong, nhiém tring, xuét huyét hodc phiu thuat 16n), du bio tén thuong
nao do ngat & tré so sinh (bénh ndo do ngat va thi€u oxy mdu, HIE), va theo déi hé
tudn hoan ngoai vi ctia dong vat c6 vi.

Céc chat danh d4u tién lugng khac nhau va sy két hop cia cdc chat ddnh
dau tién lugng da duogc chitng minh 1a hitu ich cho viéc ddnh gid tinh trang thi€u
oxy trong céc tinh hudng y hoc khic nhau nhu dugec mo ta mot cach chi ti€t hon
trong US2008/0213744.

LDH c6 mit trong tit cd cdc mo co thé va 1a mot chét ddnh dfu 1y twéng

cho su t8n thuong t&€ bao chung. Tuy nhién, bing céch két hop véi cic chit danh
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d4u khéc, tinh trang 1am sang c6 thé s& rd rang hon. Duéi day dua ra mot vai vi du
ve su két hop clia cic chat danh dau ddng quan tam & c4c tinh huéng y hoc cu thé.

LDH két hop v6i chat dinh d4u dac thi co quan nhu ALT (dac thdr cho
gan).

LDH két hop véi lactat va/hoac Mg 1a céc chat ddnh ddu cédp tinh hon vé
tinh trang gidm oxy khong khi thd vao thudng c6 trong toan bo co thé hoic trong
mo dic hiéu.

LDH két hop v6i AST va ALT, ching c6 thoi gian ban hiy khac nhau trong
huyét twong & dang ké&t hop 1a mot chat danh d4u k€ thira hiéu luc cho tinh trang
gidm oxy khong khi thé vao da xay ra tir trude. VE khia canh phdp y, cho phép tién
hanh diéu tra héi citu khi tré so sinh bi chét do ngat.

Du6i day, mot vai tinh trang bénh y hoc dugc dua ra trong d6 tinh trang
thi€u oxy 12 mét van d€ nghiém trong va do d6 hé théng thlt nghiém theo sing ché

s& c6 thé c6 loi.

Trong khi hodc chuén bi sinh, viéc d4nh gid tinh trang thi€u oxy cho phép
tién lugng ngat thai nhi va/hodc tén thuong ndo do ngat truéc khi sinh (vi du,
HIE). Trong tinh huéng t6n thuong ndo dugc du bdo, tré so sinh dugc 4p dung
diéu tri ha nhiét nhd d6 sy phét trién cta ching thi€u méu cuc bd do gidm oxy
khong khi thd vao (HIE) c6 thé tranh duoc. Bing cich nay, dua ra duoc mot céch
thit d& dang va nhanh chéng dé€ nhan dién cho tré so sinh cé nguy co phét trién
HIE, nho vay c6 thé gidm bét ty 1é tré em bi tén thuong nio, dic biét 1a & cc nudc
c6 hé thong cham séc y t& hién thoi chua du tién tién dé cham séc tré so sinh. |

Trong tinh hudng phan tdng nguy cd, muc tiéu 1a rit ngén thoi gian chd doi
cho bénh nhan dé sao cho céc trudng hop nguy c4p nhat duoc diéu tri ddu tién.
Viéc d4nh gi4 tinh trang thi€u oxy bang cdch xdc dinh mot hodc nhiéu chat ddnh
ddu tiéu bi€u 1a mot cach thic dé rit ngén thdi gian bénh nhan phai nim trong
phong cho.

Theo mot phuong 4n, mAu mdu tham chiéu thit nhat duge 14y tir khu vuc
dugc nghién citu truée khi ti€n hanh tha thuat y khoa va dugc phan tich cho cic
chit danh dau tién lugng nho sir dung hé théng thir nghiém theo sing ché. Trudc
khi hoan tit thi thuat y khoa, miu m4u thit hai ¢6 thé duge 14y tir vi trf duoc

nghién citu va dugc phan tich theo cich giong nhu miu ban ddu. Viéc x4dc dinh
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cic chit dianh diu tién lugng trong cdc miu thit nhat va thit hai c6 thé duoc so
sanh d€ dénh gid sy c6 mat cha sy tén thuong t€ bao do tinh trang thi€u oxy gay
ra. Theo cac phuong 4n khéc, cdc da chat danh diu tién lugng dugc xét nghiém.

Céc phuong 4n nhu vdy bao gdm viéc xdc dinh ham lugng cta it nhét 1a Hb
va LDH trong huyét twong & ca cdc miu mdu tham chi€u 14n cic miu méu cudi,
va tily ¥ 12 mot hoac nhiéu chat dédnh d4u tién lugng bd sung dugc chon tir nhém
gém chu yéu 13 K, Mg, Ca, AST, ALT, CK va lactat. Do d6, c4c lugng tuong ng
cta moi chat ddnh ddu tién lugng & cdc miu thd nhat va thit hai ¢ thé dugc so
sanh dé x4c dinh vi tri thich hgp cho viéc néi. Theo mot phuong 4n, thi thuat y
khoa bao gém phéu thuat néi duong da day rudt.

Theo mot khia canh khéic, cdc phuong 4n theo sdng ch€ c6 thé 4p dung
dugc dé gidm bét tinh trang bénh va ty 1& tif vong & bénh nhan sau khi cdy ghép tri
liéu. Mot trong nhilng y€u t6 quan trong tic dong dén tinh trang bénh va ty 1& tir
vong sau khi cdy ghép c6 lién quan t6i ton thuong bdo toan clia manh ghép, nhu
manh ghép gan trong cdy ghép gan. Vi du, LDH, AST va ALT 10 ri vao dich
truyén 12 mot chi bao v€ su thi€u tich hop mang ctia céc t&€ bao gan.

Theo mot phuong 4n nhu vay, phuong phdp dé x4c dinh sy c6 mat cia su
t6n thuong t&€ bao do tinh trang thi€u oxy gy ra trong co quan dé cdy ghép vao
dong vat c6 vi c6 thé bao gébm c4c budc cung c&p miu mau va phan tich miu nay,
nhu dugc mo ta & trén, cho cic chat danh d4u tién lugng trude khi phiu thuat cdy
ghép. Theo mot phuong 4n, miu dugc xét nghiém dé x4c dinh su c6 mat cia Hb
va téng lugng LDH va it nhat mot chat d4nh d4u tién luong bd sung trong miu
dugc chon tit nhém gom chi yéu 12 K, Mg, Ca, AST, ALT, CK va lactat. Theo mot
phuong 4n dugc uu tién, co quan diung dé cdy ghép 1a gan.

Theo moét khia canh khac nita, phuong phép theo cic phuong 4n cla sing
ché c6 thé dugc sir dung dé ddnh gi4 tinh trang ctia chan tay dong vat c6 vi trudc
va sau khi di€u tri y t€ hodc phau thuat. Vi du, chén thuong, gdy xuong va tic
mach c6 thé &nh hudng t6i sy tuAn hoan m4u t6i cic co va cic chi ngoai vi (vi du,
hoi chimg chén ép khoang). Nhu ciing duge mo ta trong US2008/0213744, c6 mot
m6i tuong quan déng ké gifta oxy trong co thi€u méu cuc bo va cic luong lactat va
LDH, va lactat tang cao trong miu diii & bénh nhan bi tic dong mach ngoai vi so

v6i céc tri s6 d6i ching. Céc dung cu theo séng ché c6 thé cho phép sit dung céc
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muc enzym va lactat d& chan doan tinh trang thi€u m4u cuc bo cta chi cu thé va
ciing dé danh gi4 hiéu qua cta phan 16n cic diéu tri.

Ngoai ra, cdc phuong 4n theo sidng ché& bao gébm phwong phdp dé xdc dinh
tinh trang thi€u oxy-thi€u méu cuc bo béng cdch phan tich méu tir chi duoc quan
tam va x4c dinh tdng lugng LDH trong huyét twong. Ngoai ra dudng bao cho mo
thay d6i trong qué trinh cét chan tay s& c6 thé dugc d4nh gid trong khi phiu thuat
nhd sir dung nay. Cic chat d4nh dau tién lugng bd sung c6 thé dugc x4c dinh déng
thoi véi viéc xdc dinh LDH. Diéu nay cho phép ddnh gia su luu thong méu téi cic
chi ctia dong vat c6 vi trude va sau khi thi thuat y khoa hodc phiu thuat.

Cic phuong an theo sdng ché bao gébm dung cu va phuong phdp dé xic
dinh sy t6n thuong t&€ bao do tinh trang thi€u oxy gay ra ngay tai chd, trong d6 cic
két qua c6 thé c6 duge trong vong t6i da vai phit. Cic phwong 4n nhu vay bao
gom viéc chuén bi mau dé phan tich va xdc dinh Hb va LDH. Theo c4c phuong 4n
dugc wu tién, phwong phap nay bao gom viéc xdc dinh ham lugng cla it nhat 1a
mot chat ddnh du tién lugng bd sung trong huyét tuong dugc chon tir nhém gém
chu y&u 1a AST, ALT va lactat.

Vi du thuc hién sang ché

Céac thanh phan thudc thit ding cho LDH va Hb 14n lugt dugc mo ta tiép
trong cdc vi du khong nham giéi han pham vi clia sdng ché tir 1 dén 6, trong d6
cdc Vi du tir 1 dén 4 lién quan tGi viéc phdt hién LDH va céc Vi du 5 va 6 lién

quan t6i viéc phat hién Hb.

Vidul

Mudi tetrazoli, nitro tetrazoli xanh (NBT), 2-p-iodophenyl-3-p-nitrophenyl-
5-phenyl tetrazoli clorua (INT) va 3-(4,5-dimetylthiazol-2-y1)-5-(3-
carboxymetoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazoli (MTS) dugc hoa tan riéng
biét trong trong dimetyl sulphoxit tao ra cdc dung dich nguyén liéu 10mM. Cac
chét truhg gian phenazin metosulphat (PMS) va 1-metoxy-5-metylphenazini
metylsulfat (mPMS) dugc hoa tan riéng biét trong nudc tao ra cic dung dich
nguyén liéu ImM. Dung dich nguyén liéu NAD dugc di€u ch€ trong chat dem.

Natri lactat duoc hoa tan trong nuéc, va d6 pH dugc di€u chinh t6i khoang 9 béng
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dung dich tris 1M.

Céc miu huyét thanh d6i ching (14n luot 1a 2,2 va 4,7 pkatal/l) va miu mau
tir cac cong su dugc sir dung.

Cic miu mdu dugc thu gom trong 6ng Li-heparin bing bo tich (Vacuette,
Greiner) va 6ng kali-EDTA (Vacuette, Greiner). 6ng nay dugc ly tam trong 15
phiit véi téc do 1500 vong/phiit va huyét twong duge chuyén vao 6ng Eppendorf.

Thir nghiém enzym duoc thyc hién nhd sit dung phé quang ké thong thudng
bang céch slt dung phé quang k& Shimadzu UV-VIS 1610 c6 sir dung cic cuvet
loai 1ml béng chat déo, ngoai viéc kiém tra truc quan. Cic hén hop phan itng nay
dugc diéu ché theo Béng 1, va céc phan ing dugc khoi mao bing cich bd sung
50ul NAD.

Bang 1. H6n hgp phan ing

Chat dém Tris/HCl 800ul
Nguyén liéu tetrazoli (10mM) 50l
Nguyén liéu trung gian (1mM) 50ul
Nguyén liéu lactat (0,8M) 50ul
Mau (huyét tuong hodc huyét thanh d6i chimg) - 200pl
NAD 50ul
Cac két qua

NBT thé hién mau xanh thim, INT cé mau tia vi MTS c6 mau nau-dd sau

khi phan tng, tao ra st dich mau sau mot khoang thoi gian phén tng nhat dinh.

Vidu?2

Céc thir nghiém da dugc thuc hién bang céch sit dung mdy doc dia ELISA
cia hang Emax Molecular Devices, nho sir dung c4c dia c6 96 16 ngoai viéc kiém
tra truc quan. Ddy clia dia c6 96 16 ndy duoc st dung 1am bé mit quang dé do va
mbi 16 ¢ thé chifa t6i da 400ul dich 16ng. Mitc do hép thu s& thay déi phu thudc
vao d9 sau ciia dung dich trong céc 18. Céc dia dugc st dung trong thir nghiém nay

12 cia hang NUNC (c6 kha nang gén két cao).
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Muéi tetrazoli, nitro tetrazoli xanh (NBT), 2-p-iodophenyl-3-p-nitrophenyl-
5-phenyl tetrazoli clorua (INT) va 3-(4,5-dimetylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymetoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazoli (MTS) dugc hoa tan riéng
biét trong trong dimetyl sulphoxit tao ra cic dung dich nguyén liéu 10mM. Cic
chét trung gian phenazin metosulphat (PMS) va 1-metoxy-5-metylphenazini
metylsulfat (mPMS) dugc hoa tan riéng biét trong nude tao ra cac dung dich
nguyén liéu ImM. Cic dung dich nguyén liéu NAD va NADH duoc diéu ché
trong chat dém. Natri lactat dugc hoa tan trong nuée, va do pH duogc diéu chinh t6i
khoang 9 bang dung dich tris 1M.

Cac mau huyét thanh d6i chimg (14n luot 1a 2,2 va 4,7pukatal/l) va miu mau
14y tir cac cong su dugc sir dung.

- Céc miu mdu dugc thu gom trong 6ng Li-heparin bing bo tdch (Vacuette,
Greiner) va ong kali-EDTA (Vacuette, Greiner). 6ng nay dugc ly tam trong 15
phiit véi téc do 1500 vong/phiit va huyét twong duge chuyén vao 6ng Eppendorf.

Viéc do hoat tinh enzym dugc thuc hién véi tdng thé tich 14n luot 13 100 va
50pl.

Béang 2: Hén hgp phén ng cho thé tich phan ttng 100ul:

Chat dém Tris/HCl S5ul
Nguyén liéu tetrazoli (10mM) Sul
Chaét trung gian (1mM) Spl -
Nguyén liéu lactat (0,8M) Sul
Mau 75l
NAD* S5ul

Mau nay ciing dugc thir nghiém & dang da pha loang khi sit dung mau m4u,

tuong Ung véi lugng huyét twong dudi 20pul.

Béng 2: Hon hop phén img cho thé tich phan tng 50pl:
Miu 3 7,5ul
Hén hop phan tng 12,5u

‘Mau nay ciing dugc thir nghiém & dang da pha loang khi st dung miu m4u,
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tuong tng v6i lugng huyét twong dudi 10pl.
Hén hop phan ing: Céc thé tich bing nhau clia dung dich nguyén liéu mu6i
tetrazoli, dung dich nguyén liéu trung gian, cdc nguyén liéu lactat va NAD* dugc

tron trudc khi b sung vio mau.

Cac két qua

Céc thay d6i v& mau sic dd dugc quan st mot cich ddy di cho tat ca cac
thu6c nhudém muéi tetrazoli.

NBT Ia rat thich hop cho viéc pht hién truc quan hoat tinh LDH. Ca PMS
14n mPMS déu c6 thé ding 1am céc chét trung gian, tuy nhién mPMS 12 dugc wu
tién do né khé bi phan hiiy quang héa hon. Diéu ddng ngac nhién 13 cic vi du cho
thay rang cdc lugng nhd, tham chi 1a duéi 10pl, 12 da d€ tao ra su dich mau c6 thé

chép nhan dugc cho viéc phat hién truc quan.

Vidu3

Vi du 3 dudi day dé cap t6i thanh phan thudc thir uét dé dénh gia su c6 mat
ctia LDH trong méu huyét twong.

Muéi tetrazoli, nitro tetrazoli ‘xanh (NBT), duoc hoa tan trong dimetyl
sulphoxit tao ra dung dich ngﬁyén litu 10mM. Chat trung gian 1-metoxy-5-
metylphenazini metylsulfat (mPMS) dugc hoa tan trong riéng biét trong nuéc tao
ra cic dung dich nguyén liéu 1mM. Dung dich nguyén liéu NAD" dugc diéu ché
trong chét dém. Natri lactat dugc hoa tan trong nude. N-metyl-D-gluxamin dugc
hoa tan trong nuéc (1M) va d6 pH duoc diéu chinh t6i 10 biang HCI.

C4c méiu huyét thanh d6i ching (14n Iuot 13 2,2 va 4,7pkatal/l) va mau méu
14y tir cac cong su duoc sir dung.

C4c miu miu dugc thu gom trong 6ng Li-heparin bang bo tiach (Vacuette,
Greiner) va ong kali-EDTA (Vacuette, Greiner). 6ng nay dugc ly tam trong 15
phuit véi téc do 1500 vong/phiit va huyét twong dugc chuyén vio ng Eppendorf.

Hén hop phan tng: cdc thé tich bing nhau clia dung dich nguyén liéu musi
tetrazoli, dung dich nguyén li¢u trung gian, cic nguyén liéu lactat vd NAD* dugc
tron trude khi b sung vio miu.

Viéc do hoat tinh enzym dugc thyc hién véi tdng thé tich 14n luot 14 100ul
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g6m 80l hén hop phén tng va 20ul miu.

Céc két qua
Céc thay d6i vé mau sic da dugc quan sat mot cich ddy di. Cic dich mau

duoc phét hién truc quan va béng phé quang ké.

Vidu4
Vi du 4 duéi day d€ cap t6i thanh phén thudc thir kho dé danh gid su c6 mat
cua LDH trong mau huyét tuong.

Céc dung dich nguyén liéu theo Bang 4 dugc diéu ché.

Bang 4. Hén hop phan g
NBT (10mM)

mPMS (2,5mM)

NAD (50mM)

L-lactat (5M)

NMG (2M)

Str dung cac dung dich nguyén Héu, NMG (0,61 ml), NAD (0,467 ml), L-
lactat (0,440ml), NBT (1,21 ml) va mPMS (0,997 ml) duoc trén vi dugc 1am kho
trén mot tdm chat déo.

~ Sau khi 1am kho, 5Spl huyét twong d3 méc LDH dugc phti 1én vén bia va
phan ting dugc dé xdy ra trong 2 phit. Phan tng dugc dimg lai bing dung dich
HCI 2M.

Cac két qua
Su khéc nhau v€ mau sic giita cic mitc LDH cao va thap quan sit dugc mot

céch 0 rét.

Vidu5

Vi du 5 du6i day dé cap t6i thanh phan thudc thir u6t cho viéc danh gid Hb
trong huyét twong.

Cac dung dich thudc thir dugc di€u ché nhu sau. Cic hop chat sinh mau,
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N,N,N',N'-tetrametylbenzidin (TMB) va 3,3'-diaminobenzidin (DAB) duoc hoa tan
riéng biét trong dimetyl sulphoxit hoac truc ti€p trong dung dich chat dém (chat
dém phosphat-xitrat). Cic chat hydro peroxit, va tert-butylhydroperoxid (T-hydro)
duoc hoa tan riéng biét trong cac hgp chat sinh mau twong tng. Do pH dugc diéu
chinh nam trong khoang 4-7.

Luong 90pl ctia dung dich thudc thit va 10pul mau huyét twong duge tron

cho phan tng.

Cac két qua

Mau sic dugc thay déi ddy da cho mébi dung dich thudc thir tvong tng.
TMB dich mau tir mau vang trong sudt (khong c6 mat Hb) sang mau xanh 14 cay
(c6 mat Hb). DAB dich mau tir trong sudt (khong c6 mat Hb) sang mau nau (c6é
mat Hb). Céc dich mau dugc phdt hién truc quan va bang phé quang ké.

Vidu 6

Vi du 6 duéi day d€ cap tGi thanh phéan thudc thir kho ding cho viéc ddnh
gi4d Hb c6 trong huyét tuong.

Hén hop thudc thir gém TMB, hydro peroxit va chdt dém (d6 pH = 5.5)
dugc 1am kho trén tdm chat déo va dugc hydrat hod lai bing miu huyét tuong 10l
chita céc lugng di méc ctia Hb. Sau khi hydrat ho4 lai, néng do TMB 12 0,2mg/ml,
hydro peroxit 0,04% va chit dém 50mM.

Cac két qua

Su bién déi mau tir khi thir nghiém thé hién su mo ta tot d6i v6i cac miu cé
cdc nong do khac nhau ctia Hb, v6i d0 dam mau tang khi cdc néng do6 Hb ting.

Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc k§ thuat niy nhén thay ring
nhiéu cai bién khéc nhau c6 thé dugc tao ra ma khong cin téi k§ nang sing tao,
khong thudc phan mo ta néu trén, vi du, stt dung thuy tinh hodc mot s6 vat liéu
thich hop khac trong chat déo v.v.. Hon thé nita, cling ndm trong pham vi clia sdng
ché la viéc phan tich cic két qua thit nghiém (cic dich mau) bang phuong phip
phd do mau trong phd nhin thay duoc.

Nhiéu céi bién va cdc phuong 4n khac theo séng ché da néu trong phin mo
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ta s& gitip nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vic k§ thuat ndy hiéu duoc loi
ich clia phan mo ta néu trén va cic hinh v& kém theo. Do d6, can phai hiéu ring
sang ch& khong chi gi6i han & cdc phuong 4n cu thé da néu va cic cai bién va céc
phuong 4n khéc du dinh ndm trong yéu cdu bdo ho keém theo. Mic dii cic thuat
ngit cu thé dugc st dung trong phan mo ta niy, nhung chiing chi dugc sit dung
theo nghia chung va mang tinh chit mo ta, chit khong nham muc dich giéi han

pham vi clia sdng ché.
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YEU CAU BAO HO

1. Hé théng thir nghiém ding dé dnh gid sy tdn thuong t€ bao do tinh trang thicu
oxy gy ra ¢ dong vat c6 vi ké ca ngudi, bao gébm dung cu ding mot 14n (2) c6
clra nap méu (4) va budng gom (32) dugc bé tri cing véi bo phan tich (3), khic
biét & chd, budng gom (32) dugc néi véi it nhat hai khoang phat hién tric quan
thit nhét (5A) va tht hai (5B), trong d6 it nhat mot khoang dugc bé tri ciing vé6i
thudc thir hod hoc dé€ phét hién tryc ti€p, khoang phat hién thi nhét nay (5A) dugc
b6 tri dé xéc dinh xem Iugng hemoglobin (Hb) c6 trong miu dich thé (9) clia dong
vat ¢6 vi ¢6 vugt qud mot lugng dinh truée hay khong, va khoang phét hién thi
hai (5B) dugc b6 tri d€ dénh gid t6ng lugng lactat dehydrogenaza (LDH) c6 trong
méau nho thudc thir hod hoc.

2. He thong thit nghiém theo diém 1, trong d6 it nh4t hai khoang phat hién (5A,
5B) dugc b6 tri cing véi thudce thir hod hoc dé 14n lugt phét hién truc ti€p cac
lugng ctia Hb va LDH.

3. Heé théng thir nghiém theo diém 2, trong d6 it nhat hai khoang phat hién truc
quan (5A, 5B) dugc b6 trf cling v6i thude thir hod hoc dé phat hién tryc quan truc

ti€p bang céch so mau.

4. H¢ thong thir nghiém theo diém 1 hogc 2, trong d6 it nhét hai khoang phat hién
truc quan (SA, 5B) dugc bo tri cling v6i thudc thir hod hoc dé phét hién truc tiép
bang phd quang k&,

5. Hé théng thir nghiém theo diém bat ky trong s6 cdc diém tit 1 dén 4, trong d6
b6 phan téch (3) c6 bo loc tich (31) véi dién tich ndm trong khoang tir 3mm? dén

500mm?, t6t hon 12 nho hon 150mm?.

6. He thong thir nghiém theo di€m bt ky trong s6 céc diém tir 1 dén 5, trong d6

mau néu trén 12 mau mau nguyén ven (9) va bo phan tich (3) c6 bo loc (31) diing
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dé tach huyét twong (9') ra khéi céc t&€ bio m4u nim trong miu méu nguyén ven

).

7. He thong thit nghiém theo diém bat k¥ trong s6 cdc diém tir 1 dén 5, trong d6
mau néu trén 12 dich thé bat ky trong s6 huyét twong, huyét thanh, nudc tiéu, dich
ndo tiiy (CSF), dich 8 bung hodc nuéc bot.

8. He thong thir nghiém theo diém b4t ky trong s6 cdc diém néu trén, trong d6
Iwgng méu dich thé (9) nim trong khoang tir 1pL dén 100pL, t6t hon 13 nim trong
khoang tit 10uL dén 75uL.

9. Heé thong thir nghiém theo diém bit ky trong s6 cic diém néu trén, trong dé
khodng thoi gian tir Iic cung cép mau dich thé (9) qua clta nap miu (4) dé danh
gid su tén thuong t€ bao do tinh trang thi€u oxy gay ra téi liic c6 thé phat hién truc
quan dugc 1a duéi 5 phiit, tot hon 1a duéi 2 phiit, t6t hon nita 12 du6i 1 phit.

10. He théng thit nghiém theo diém bat ky trong s6 cdc diém néu trén, trong d6
téng luong chat danh d4u tién lugng trong méu dich thé (9) dugc wéc tinh bing
cdch so sdnh v6i hé tham chi€u tiéu chudn gia ting do dam mau, trong d6 su
khong mau hodc c6 mau v6i do dam thap 1a tuwong ting v6i ndng do thdp cha chat
ddnh d4u va mau véi 40 dam cao hon 1a tuong tng v6i ndng do cao hon clia chat
danh dau.

11. H¢ thong thir nghiém diém bat ky trong s6 cic diém néu trén, trong d6 dung
cu ding mot 14n (2) c6 nhi€u hon hai khoang phét hién truc quan (5A-C) dugc bd
tri trén thé, t6t hon 1a méi khoang nay dugc b6 tri cling vé6i thudc thir hod hoc duéi
dang thanh phan thudc thtr.

12. Heé thong thir nghiém diém bét ky trong s6 cdc diém néu trén, trong d6 méi

khoang trong s6 hai khoang phat hién truc quan néu trén (5A-C) dugc b6 tri ciing
v6i thanh phén thudc thit d€ phét hién tryc quan tryc ti€p mot thanh phin cta

-31-



21008

nhém bao gém cic chat danh ddu tién lugng Hb, LDH, aspartat aminotransferaza
(AST), alanin aminotransferaza (ALT), lactat, creatin kinaza (CK), K, Mg va Ca.

13. Hé thong thir nghiém theo diém bat ky trong s6 c4c diém néu trén, trong d6
dung cu diung mot lan (2) c6 budng ti€p nhan (6) noi v4i clra nap méu (4), bubéng

ti€p nhén nay (6) tao thanh khoang va bé mat chung ding cho bo gom mau (7).

14. He thong thit nghiém theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 13, trong dé
ctra nap mau (4) c6 bd gom miu mao quan da dugc tich hgp (7) ding dé gom miu

dich thé clia dong vat cé vi.

15. Hé thong thir nghiém theo diém bat ky trong s6 cic diém néu trén, trong d6
thudc thir hod hoc 1a thanh phén thude thir duéi dang thuéc thir hod hoc kho hoic
thudc thir hod hoc uét.

16. He thdhg thit nghiém theo diém 15, trong d6 thanh phén thudc thir duoc b6 tri
dé€ x4c dinh LDH 12 hgp chét tetrazoli, t6t hon 1a dugc chon tir nhém bao gém
nitro tetrazoli xanh (NBT), 1-(p-jodofenyl)-5-(p-nitrofenyl)-3-fenylformazan
(INT) va 3-(4,5-dimetylthiazol-2-y1)-5-(3-carboxymetoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazoli (MTS).

17. He thong thlt nghiém theo diém 15 hoac 16, trong d6 thanh phin thudc thfI la
chat trung gian du6i dang phenazin metosulphat (PMS) hoic 1-metoxy-5-
metylphenazini metylsulphat (mPMS).

18. Hé théng thir nghiém theo diém bat ky trong s6 cdc diém tit 15 dén 17, trong
d6 thanh phan thudc thit con 1a lactat va NAD".

19. Hé thong thir nghiém theo diém bat ky trong s6 cdc diém néu trén trong d6 do
pH bén trong céc khoang phat hién (5A-C) nam trong khoang tir 8 dén 11, t6t hon
12 ndm trong khoéng tir 8,5 dén 10, t6t hon nita 12 nidm trong khoang tir 8,8 dén
9,8.
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20. He thong thir nghiém theo di€m bat ky trong s6 c4c diém tir 15 dén 18, trong
d6 thanh phan thudc thit duge bS tri dé x4c dinh LDH trong chit dém 13 N-metyl-

D-gluxamin.

21. Hé théng thir nghiém theo diém 15 hodc 20, trong d6 do pH bén trong céc
khoang phdt hién (5A-C) nam trong khoang tir 9 dén 11, t6t hon 1a nim trong
khoang tir 9,5 dén 0,5, t6t hon nita 12 ndm trong khoang tir 9,8 dén 10,2.

22. Heé thong thir nghiém theo diém 15, trong d6 thanh phan thudc thir dugc bo tri
dé xdc dinh Hb, 1a hop chat benzidin t6t hon 1a dugc chon tir nhém bao gém
tetrametylbenzidin (TMB) va 3,3’-diaminobenzidin (DAB).

23. Hé thong thir nghiém theo diém 22, trong d6 thanh phén thudc thir 13 chét nén
peroxit, t6t hon 13 dugc chon tr nhém bao gébm hydro peroxit, va tert-
butylhydroperoxid (T-hydro).

24. He thong thir nghiém theo diém 22 hogc 23, trong d6 do pH bén trong khoang
phat hién (5A) d€ xdc dinh Hb ndm trong khoang tir 3 dén 7, t6t hon 14 ndm trong
khoang tir 4,5 dén 5,5.

25. He théng thir nghiém theo diém bat ky trong s6 céc diém néu trén, trong d6
dung cu ding mot 14n (2) c¢6 khoang (8) c6 chét dimg phéan ¢ng dé dimg phan tng
gifta chat danh dau tién luong va thanh phan thu6c thir sau mot khoang thoi gian
dinh trudc.

26. H¢ thong thir nghiém theo diém bt ky trong s6 cdc diém néu trén, bao gém co
c4u (14) dé tao ra &p sudt am bén trong budng gom (32) nhim ddy huyét tuong tir
mau dich thé di qua bo phan tich néu trén (3) va di vao it nh4t hai khoang phat
hién (SA-B).
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27. He thong thir nghiém theo di€m bat ky trong s6 céc diém néu trén, trong d6
dung cu ding mot 14n (2) c6 thé cim tay dugc va c6 chiéu dai (1) nim trong
khodng tir 3 cm dén 15cm, t6t hon 12 ndm trong khodng tir S5cm dén 10cm, chiéu
rong (W) nim trong khoang tir 0,5cm dén Scm, t6t hon 14 nim trong khoang tir
2cm dén 4cm va chiéu day (d) nim trong khoang tir 0,1cm dén 3cm, t6t hon 1a

ndm trong khoéang tir 0,3cm dén 0,7cm.

28. He thong thir nghiém theo diém bat ky trong s6 cic diém néu trén, trong dé

dung cu dung mot 14n (2) c6 trong lugng nim trong khoéng tir 5g dén 50g.
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Fig. 1A
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Fig. 1C
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Fig. 4A
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