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XÐT NGHIÖM C¤NG THøC NHIÔM S¾C THÓ TñY X¦¥NG

I. NGUY£N Lý

B×nh th­êng ë tñy x­¬ng, c¸c tÕ bµo sinh m¸u vÉn liªn tôc t¨ng sinh vµ
tr­ëng thµnh do vËy qu¸ tr×nh ph©n chia tÕ bµo x¶y ra mét c¸ch tù nhiªn. Dùa
vµo tÝnh chÊt nµy cã thÓ lµm tiªu b¶n tÕ bµo nhiÔm s¾c thÓ tñy x­¬ng trùc tiÕp
hoÆc sau nu«i cÊy trong m«i tr­êng nh©n t¹o b»ng c¸ch øc chÕ ph©n bµo ë giai
®o¹n kú gi÷a vµ ph¸ vì tÕ bµo, sau ®ã lµm tiªu b¶n vµ ph©n tÝch c¸c bÊt th­êng
nhiÔm s¾c thÓ.

ii. ChØ ®Þnh

Ng­êi bÖnh mang bÖnh lý huyÕt häc cÇn kh¶o s¸t c¸c rèi lo¹n vÒ nhiÔm
s¾c thÓ.

IIi. Chèng chØ ®Þnh

Kh«ng cã chèng chØ ®Þnh.

IV. CHUÈN BÞ

1. Ph­¬ng tiÖn - ho¸ chÊt

 M¸y ly t©m, hÖ thèng kÝnh vµ phÇn mÒm ph©n tÝch kÕt qu¶.

 èng falcon 50ml v« trïng.

 Chai nu«i cÊy v« trïng.

 Lam kÝnh.

 èng falcon 15ml.

 èng tan huyÕt.

 Pipet pasteur.

 Typ Effpendoff.

 Heparin 5.000UI/ml.

 M«i tr­êng nu«i cÊy: 90ml RPMI 1640 + L-Glutamin + 10ml huyÕt
thanh bµo thai bª +100l kh¸ng sinh + 50l dung dÞch NaOH.

 Dung dÞch colcemid 0,010/00 (10l/ml).

 Dung dÞch nh­îc tr­¬ng: KCl 0,075M (PH=7,4). (8ml/1 mÉu).

 Dung dÞch ®Õm b¹ch cÇu.

 Dung dÞch cè ®Þnh:



Ch­¬ng iii:  di truyÒn - miÔn dÞch huyÕt  häc

h­íng dÉn quy tr×nh  kü thuËt kh¸m bÖnh, ch÷a bÖnh chuyªn ngµnh huyÕt häc-truyÒn  m¸u-miÔn dÞch-di truyÒn134

 Dung dÞch Cornoy: 3 Metanol: 1 acid acetic

 Dung dÞch Cornoy: 2 Metanol: 1 acid acetic

     Dung dÞch cè ®Þnh pha 10ml/ 1 mÉu

 Dung dÞch NaHCO3 7,5% (dïng ®Ó chØnh pH)

 Kh¸ng sinh: Streptomicin + Penicilin (100l/ 100ml m«i tr­êng).

2. BÖnh phÈm

DÞch tñy ®­îc chèng ®«ng b»ng heparin 5.000 UI/ml.

v. C¸C B¦íC TIÕN HµNH

 LÊy 2ml dÞch tñy vµo b¬m tiªm ®· tr¸ng heparin 5.000 UI/ml.

 Cho tñy vµo èng nghiÖm v« trïng cã chøa 3ml m«i tr­êng nu«i cÊy, trén
®Òu vµ ®Õm tÕ bµo tñy trong hçn dÞch.

 Ly t©m 1.000 vßng /5 phót lÊy cÆn phÝa d­íi ®Ó t¸ch bá ®éc chÊt vµ c¸c
phÇn mì l¬ löng phÝa trªn.

 Mçi chai nu«i cÊy ghi tªn ng­êi bÖnh, sè thø tù cña khoa, ngµy cÊy,
ngµy thu ho¹ch.

 Trong mçi lä cÊy cho:

 10ml m«i tr­êng nu«i cÊy.

 L­îng hçn dÞch tñy chøa tõ 1-4 x106 tÕ bµo/ml. L¾c nhÑ lä cÊy vµ ®Ó tñ
Êm 37oC trong 24 giê.

 Sau 24 giê cho vµo mçi lä 50l dung dÞch colcemid (10l/ml) l¹i ®Ó tñ Êm
tiÕp 20 phót.

 Sau khi ñ 20 phót chuyÓn toµn bé hçn dÞch ë lä cÊy vµo èng falcon 15ml,
ly t©m ë m¸y ly t©m roto v¨ng 1000 vßng /phót x 8 phót.

 Sau khi ly t©m hót bá phÇn dÞch trong ë trªn, ®Ó l¹i cÆn tÕ bµo (chØ hót
®Õn c¸ch mÆt trªn cÆn tÕ bµo kho¶ng 5mm).

 Cho thªm vµo èng ly t©m 9ml dung dÞch nh­îc tr­¬ng ®· ®Ó Êm 37oC
tr­íc, trén nhÑ mét vµi lÇn råi ñ ë bÓ Êm 370C trong 18 phót.

 Sau khi ñ 18 phót cho thªm vµo mçi èng 1ml dung dÞch Carnoy, trén
nhÑ ®Ó 1 phót.

 LÊy èng ra ly t©m lÊy cÆn nh­ trªn. Sau khi hót bá dung dÞch trong
phÝa trªn cho thªm vµo mçi èng 10ml dung dÞch Carnoy, trén ®Òu ®Ó ë nhiÖt ®é
phßng trong 10 phót.
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 Ly t©m vµ hót bá phÇn trªn råi thªm 10ml dung dÞch Carnoy, trén ®Òu
®Ó ë nhiÖt ®é phßng trong 10 phót.

 LÆp l¹i b­íc röa trªn.

 C¸c lam kÝnh s¹ch röa s¹ch ng©m qua n­íc cÊt, ng©m l¹i vµo cån 1000,
chuyÓn sang ng©m n­íc cÊt ®Ó lªn gi¸ lam cho kh«.

 §Æt gi¸ lam vµo ng¨n ®¸ tñ l¹nh kho¶ng 10 phót, sau ®ã lÊy ra ®Ó
nghiªng 20-300 trªn giÊy thÊm.

 Ly t©m hót bá dung dÞch trong phÝa trªn, t¸i huyÒn dÞch vµ lÊy hçn dÞch
cÆn nµy nhá lªn lam kÝnh. Chó ý khi nhá tiªu b¶n ®Ó ®Çu pipet cao h¬n mÆt
phiÕn kÝnh tõ 10-20cm.

 §Ó tiªu b¶n kh« tù nhiªn vµ tiÕn hµnh nhuém Giemsa hoÆc c¸c kü
thuËt nhuém kh¸c.

L­u ý: Trong tr­êng hîp cßn huyÒn dÞch th× l­u vµo èng effendoff ®Ó kiÓm
tra hoÆc nhá l¹i lam kÝnh khi cÇn.

Vi. NHËN §ÞNH KÕT QU¶

C¸c biÕn lo¹n sè l­îng vµ cÊu tróc ®­îc ®¸nh gi¸:

 Thõa nhiÔm s¾c thÓ (Trisomie): cã tõ 2 côm ph©n bµo trë lªn thõa cïng
1 nhiÔm s¾c thÓ.

 ThiÕu nhiÔm s¾c thÓ (Monosomie): cã tõ 3 côm ph©n bµo trë lªn thiÕu
cïng 1 nhiÔm s¾c thÓ.

 BiÕn lo¹n cÊu tróc: cã tõ 3 côm trë lªn mang cïng 1 biÕn lo¹n.
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§ÕM Sè L¦îNG TÕ BµO GèC T¹O M¸U TR£N M¸Y
CYTOMICS FC-500

I. NGUY£N Lý
TÕ bµo gèc ®Çu dßng t¹o m¸u cã kÝch th­íc t­¬ng tù lympho, ®é phøc t¹p

nh©n vµ bµo t­¬ng thÊp, cã biÓu hiÖn CD34+, b¾t mµu nh¹t víi CD45. §ång thêi
®©y còng lµ c¸c tÕ bµo cã sè l­îng rÊt Ýt trong dÞch hót tñy x­¬ng. §Õm tÕ bµo
gèc t¹o m¸u CD34 ®­îc thùc hiÖn trªn m¸y Cytomics FC-500, víi ch­¬ng tr×nh
CPX-Stem vµ sinh phÈm Stem kit cña Beckman Coulter, dùa trªn nguyªn lý
®Õm sù kiÖn hiÕm theo h­íng dÉn cña ISHAGE, cã sö dông h¹t huúnh quang
tham chiÕm.

ii. ChØ ®Þnh
 KiÓm tra sè l­îng tÕ bµo gèc trong m¸u ngo¹i vi sau dïng thuèc huy

®éng tÕ bµo gèc.
 KiÓm tra sè l­îng tÕ bµo gèc trong tói t¸ch chiÕt tÕ bµo gèc tõ m¸u

ngo¹i vi, tñy x­¬ng, hoÆc m¸u cuèng rèn.
 KiÕm tra sè l­îng vµ tû lÖ tÕ bµo gèc sèng trong mÉu l­u tr÷ sau r· ®«ng.

IIi. Chèng chØ ®Þnh
Kh«ng cã chèng chØ ®Þnh.

IV. CHUÈN BÞ

1. Ph­¬ng tiÖn - ho¸ chÊt
 M¸y Flow cytometry Cytomics FC-500 cña Beckman Coulter.
 M¸y votex.
 Pipetman vµ typ dïng ®­îc cho 20ul, 100ul, 1000ul.
 Typ nhùa 120x70mm tr¸ng silicon.
 KÝt Stem kit gåm: 1 lä CD34-PE/CD45-FITC, 1 lä Control-PE/CD45-FITC,

1 lä 7AAD, 1 lä stem count, 2 lä dung dÞch ly gi¶i hång cÇu ®Ëm ®Æc 10X.
 Hãa chÊt: dung dÞch PBS (Phosphat Buffer Salin) (tù pha), dung dÞch Flow

Sheath (mua cña h·ng).
 G¨ng tay, giÊy thÊm...

2. BÖnh phÈm

 MÉu dïng lµ m¸u toµn phÇn hoÆc dÞch hót tñy x­¬ng ®­îc lÊy vµo èng
chøa chÊt chèng ®«ng EDTA. MÉu còng cã thÓ lµ hoÆc dÞch lÊy tõ tói tÕ bµo sau
g¹n t¸ch, chèng ®«ng ACD.
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 MÉu dïng cho xÐt nghiÖm ph¶i sím trong vßng 6 tiÕng, b¶o qu¶n ë
nhiÖt ®é phßng.

v. C¸C B¦íC TIÕN HµNH

1. ChuÈn bÞ mÉu

 §Õm sè l­îng b¹ch cÇu cã trong mÉu bÖnh phÈm.

 Pha lo·ng bÖnh phÈm b»ng dung dÞch PBS ®Ó ®¹t nång ®é b¹ch cÇu 15 G/l.

A =  Sè l­îng b¹ch cÇu/10  (A: sè lÇn pha lo·ng bÖnh phÈm, dilute factor).

 Pha dung dÞch Lysing 1X: tïy theo sè l­îng mÉu, tÝnh thÓ tÝch dung
dÞch lysing 1X cÇn thiÕt, 1 mÉu cÇn 6ml lysing 1X. Pha lysing 1X b»ng c¸ch:

ThÓ tÝch lysing 10X + 9 thÓ tÝch n­íc cÊt

2. ñ mÉu víi kh¸ng thÓ

ChuÈn bÞ 3 typ, ®¸nh sè tõ #1, #2 vµ Control.

 LÇn l­ît cho c¸c kh¸ng thÓ CD34/CD45, CD45/control vµ 7AAD vµo c¸c
èng theo b¶ng sau:

CD34/CD45 CD45/control 7AAD

# 1 20l 20l

# 2 20l 20l

Control 20l 20l

 Nhá vµo mçi èng 100l bÖnh phÈm ®· pha lo·ng, vortex ®Òu.

 ñ 20 phót ë nhiÖt ®é phßng.

 Thªm 2ml dung dÞch Lysing 1X vµo mçi èng, ñ 10 phót ë nhiÖt ®é phßng.

 L¾c ®Òu lä Stem count (tr¸nh t¹o bät khi l¾c).

 Thªm 100ul h¹t Stem count vµo c¶ 3 èng ngay tr­íc khi ®Õm.

 §em ®äc kÕt qu¶ b»ng ch­¬ng tr×nh ®Õm tÕ bµo gèc th­¬ng m¹i ®i theo
m¸y (Stem Assay panel).

3. Thao t¸c trªn m¸y Cytomics FC500
 KiÓm tra b×nh dung dÞch ch¹y m¸y, dung dÞch röa m¸y, dung dÞch chÊt

n­íc th¶i. Bæ sung dung dÞch hoÆc ®æ bá n­íc th¶i nÕu cÇn thiÕt.
 KiÓm tra bËt nguån ®iÖn qua ¾c quy, bËt ®iÖn bé nguån laser, bËt m¸y

tÝnh vµ m¸y Cytomics FC500.

 Vµo ch­¬ng tr×nh CXP, chän tªn ng­êi lµm thÝ nghiÖm, nhËp m· ®¨ng
nhËp. §îi m¸y æn ®Þnh (kho¶ng 20 phót).
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 HiÓn thÞ c¸c cöa sè ®iÒu kiÓn.

 Chän: Panel  Common  Stem  Assay  kÐo ch­¬ng tr×nh xuèng cöa
sæ phÝa d­íi.

 NhËp th«ng tin bÖnh phÈm:
 Carousel: nhËp m· sè 1 hoÆc 2 tïy theo mÉu ®­îc ®Ó vµo khay 1 hay

khay 2.
 Possition: lµ vÞ trÝ ®Æt c¸c typ #1, #2 vµ Control trªn Carousel.
 ID1: hä tªn ng­êi bÖnh.
 ID2: test 1 øng víi #1, test 2 øng víi #2, control øng víi Control.
 Factor: nhËp sè h¹t ghi trªn lä Stem count XXX cells/uL.
 NhËp b¶ng Report:
 ID1: copy tõ ID 1 ë trªn.
 Last name: NhËp tªn ng­êi bÖnh.
 Date: nhËp th¸ng /ngµy/n¨m.
 Physician: nhËp tªn b¸c sÜ chØ ®Þnh.
 Sample: nhËp lo¹i bÖnh phÈm cã thÓ chän Whole Blood (m¸u toµn

phÇn), Apheresis(dÞch g¹n t¸ch), Cord (m¸u cuèng rèn), Bone Marrow(dÞch
tñy x­¬ng).

 WBC: nhËp sè l­îng b¹ch cÇu (x109).
 Dilution factor: nhËp tû lÖ pha lo·ng ®· tÝnh khi pha lo·ng ban ®Çu.
 Save ®ãng l¹i phÇn nhËp report.
 Ph©n tÝch mÉu:
 NhÊn biÓu t­îng tam gi¸c (Play) trªn b¶ng ®iÒu khiÓn ®Ó ph©n tÝch mÉu.
 Quan s¸t c¸c ®å thÞ, c¸c « hiÓn thÞ tèc ®é ph©n tÝch ®Ó kÝp thêi xö lý khi

cã diÔn biÕn bÊt th­êng.

Vi. NHËN §ÞNH KÕT QU¶
 XuÊt kÕt qu¶
Më b¶ng Report t×m ®Õn môc report  nhËp ID1 hoÆc Last name  t×m

®Õn ng­êi bÖnh cÇn chän. Slect  kÝch ®óp vµo dßng th«ng tin  Print.
 Röa m¸y vµ t¾t m¸y theo quy tr×nh quy ®Þnh.
 NÕu kÕt qu¶ mÉu #1 vµ #2 kh«ng lÖch nhau qu¸ 15%  thao t¸c tèt.
 NÕu kÕt qu¶ mÉu #1 vµ #2 lÖch qu¸ 15%  thao t¸c kh«ng tèt, nÕu lÖch

qu¸ ph¶i ch¹y l¹i.
 Chó ý quan s¸t kÕt qu¶ ch¹y, nÕu ®å thÞ biÓu hiÖn h¹t tham chiÕu theo

thêi gian kh«ng æn ®Þnh  röa m¸y, t¾t m¸y, kiÓm tra ®Çy ®ñ dÞch, n­íc th¶i
råi ch¹y l¹i.
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 §ÞNH L¦îNG VIRUt CYTOMEGALO (CMV)
B»NG Kü THUËT REAL -TIME PCR

I. NGUY£N Lý

Sö dông kü thuËt PCR (Polymer Chain Reaction) ®Ó nh©n b¶n mét ®o¹n gen
®Æc tr­ng cña virut CMV (Cytomegalovirus) kÕt hîp víi viÖc bæ sung taqman probe
lµ mét chÊt ph¸t huúnh quang vµo ph¶n øng PCR. Dùa vµo sù kiÓm so¸t sè l­îng
huúnh quang tiªu tèn trong ph¶n øng cïng víi c¸c chuÈn AND-CMV ®· biÕt tr­íc
nång ®é, phÇn mÒm cña hÖ thèng sÏ tÝnh to¸n vµ ®Õm ®­îc sè l­îng b¶n sao virut
CMV ban ®Çu cã trong mÉu bÖnh phÈm.

ii. ChØ ®Þnh

XÐt nghiÖm nµy dïng ®Ó ph¸t hiÖn/®Þnh l­îng CMV trong c¸c mÉu m¸u
ng­êi bÞ nghi ngê nhiÔm CMV.

ChØ ®Þnh ®Ó chÈn ®o¸n nguyªn nh©n g©y bÖnh (víi ng­êi bÖnh sau ghÐp c¬ quan).

ChØ ®Þnh ®Ó sµng läc nguy c¬ mang mÇm bÖnh trªn ng­êi cho c¬ quan
trong ghÐp t¹ng.

IIi. Chèng chØ ®Þnh

Kh«ng cã chèng chØ ®Þnh.

IV. CHUÈN BÞ

1. Ph­¬ng tiÖn - hãa chÊt

 Kit t¸ch ADN cña h·ng Qiagen gåm: buffer AL, Wash I, Wash II,
proteinase K, cét läc.

 Kit ®Þnh l­îng CMV cña Nam Khoa gåm: 3 standar 103, 104,105, CMV
mix, HBG mix, IC control, chøng tr¾ng.

 M¸y ly t©m eppendoft.

 M¸y ñ nhiÖt.

 M¸y vortex.

 Box v« trïng.

 §Çu c«n 1ml, 200l, 20l v« trïng, free-nuclease.

 èng eppendoft 1,5ml, 0,2ml v« trïng, free-nuclease.

 Pipetman 1ml, 200l, 20l.



Ch­¬ng iii:  di truyÒn - miÔn dÞch huyÕt  häc

h­íng dÉn quy tr×nh  kü thuËt kh¸m bÖnh, ch÷a bÖnh chuyªn ngµnh huyÕt häc-truyÒn  m¸u-miÔn dÞch-di truyÒn140

2. BÖnh phÈm

2ml m¸u toµn phÇn ®ùng trong èng chèng ®«ng EDTA.

v. C¸C B¦íC TIÕN HµNH

1. T¸ch ADN

 Quan s¸t, ®èi chiÕu cÈn thËn tªn trªn èng m¸u vµ giÊy xÐt nghiÖm.

 Dïng pipet hót 200l m¸u vµo mét eppendoft v« trïng.

 Bæ sung 20l proteinase K, trén nhÑ nhµng b»ng hót ®Èy.

 Thªm 200l dung dÞch AL, vortex 10 gi©y.

 ñ 560C trong 10 phót.

 Thªm 200l cån 96o, l¾c ng­îc nhÑ nhµng, kh«ng ®­îc vortex.

 ChuyÓn hÕt dÞch trong eppendoft sang cét läc.

 Ly t©m cét ë 10.000 vßng/phót trong 1 phót.

 §æ bá hoµn toµn dÞch ly t©m ë typ 2ml d­íi cét läc.

 Thªm 500l dung dÞch röa AW1 vµo cét läc.

 Ly t©m cét ë 10.000 vßng/phót trong 1 phót.

 §æ bá hoµn toµn dÞch ly t©m ë typ 2ml d­íi cét läc.

 Thªm 500l dung dÞch röa AW2 vµo cét läc.

 Ly t©m cét ë 10.000 vßng/phót trong 1 phót.

 §æ bá hoµn toµn dÞch ly t©m ë typ 2ml d­íi cét läc.

 §¨t cét läc lªn trªn èng 2ml míi.

 Ly t©m cét läc ë 14.000 vßng/phót trong 1 phót.

 §Æt cét lªn èng eppendoft míi ®· ghi tªn ng­êi bÖnh.

 Nhá 100l n­íc v« trïng vµo chÝnh gi÷a cét läc.

 Ly t©m cét ë 14.000 vßng/phót trong 1 phót.

 Thu dÞch ADN trong èng eppendoft.

  B¶o qu¶n -200 nÕu ch­a sö dông ngay.

2. Thùc hiÖn ph¶n øng Real-time PCR

 §­a c¸c thµnh phÇn cña kit ®Þnh l­îng ra nhiÖt ®é phßng 10 phót ®Ó r·
®«ng hoµn toµn.
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 Trén kü b»ng vortex c¸c èng standar 103,104,105, IC control.

 Trén nhÑ nhµng b»ng l¾c ng­îc c¸c èng CMV-mix, HBG mix.

 LÊy 7 èng eppendoft 0,2ml ®¸nh sè thø tù S1, S2, S3, Nev-HBG, Ne-
CMV, BN-HBG, BN- CMV.

 Nhá 5l standar c¸c nång ®é 103, 104, 105  t­¬ng øng vµo c¸c èng S1, S2, S3.

 Nhá 5l IC control vµo c¸c èng Nev-HBG, Ne-CMV, BN-HBG, BN- CMV.

 Nhá 5l chøng tr¾ng vµo c¸c èng Nev-HBG, Ne-CMV.

 Nhá 5l AND cña ng­êi bÖnh cÇn xÐt nghiÖm vµo c¸c èng BN-HBG, BN- CMV.

 Nhá 20l HBG-mix vµo c¸c èng Nev-HBG, BN-HBG.

 Nhá 20l CMV-mix vµo c¸c èng S1, S2, S3, Ne-CMV, BN- CMV.

 Trén nhÑ nhµng tÊt c¶ c¸c èng trªn b»ng tay.

 Spin down 10 gi©y.

 §Æt c¸c èng vµo m¸y Real-time PCR CFX 96 vµ cµi ®¹t s¬ ®å giÕng theo
®óng thø tù ®Æt trªn m¸y.

 Chän ch­¬ng tr×nh nhiÖt CMV protocol.

 Chän n¬i l­u kÕt qu¶ trong CMV result.

 BÊm start ®Ó m¸y ch¹y.

Ch­¬ng tr×nh ch¹y sÏ kÕt thóc sau 1giê 40 phót.

Vi. NHËN §ÞNH KÕT QU¶

KÕt qu¶ cña ph¶n øng Real-time PCR sÏ hiÓn thÞ lªn mµn h×nh khi kÕt
thóc ch­¬ng tr×nh ch¹y:

 NÕu mÉu ©m tÝnh, th× tr¶ kÕt qu¶ lµ ©m tÝnh kÌm víi h×nh ¶nh ch¹y vµ
ghi chó ë d­íi lµ “Ng­ìng ph¸t hiÖn 102 copies /ml m¸u”.

 NÕu mÉu d­¬ng tÝnh th× lÊy sè l­îng virut trong « kÕt qu¶ ë mµn h×nh
m¸y tÝnh nh©n víi 50 (®é pha lo·ng) vµ tr¶ kÕt qu¶ b»ng h×nh ¶nh ch¹y kÌm
theo sè l­îng virut tÝnh ®­îc sau khi ®· nh©n víi ®é pha lo·ng.
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PH¸T HIÖN §éT BIÕN INTRON18/BCLI
B»NG Kü THUËT PCR - RFLP

I. NGUY£N Lý
Sö dông kü thuËt PCR ®Ó nh©n b¶n ®o¹n gen vïng intron 18 sau ®ã kÕt

hîp víi kü thuËt RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) ®Ó ph©n
tÝch ®o¹n gen nµy sau khi c¾t víi enzym Bcl I. Ph¸t hiÖn ng­êi mang gen ®ét
biÕn hay kh«ng mang ®ét biÕn intron18 /Bcl I  th«ng qua viÖc quan s¸t sù ho¹t
®éng hay kh«ng ho¹t ®éng cña enzym nµy trªn tõng mÉu bÖnh phÈm.

ii. ChØ ®Þnh

 ChØ ®Þnh  ®Ó chÈn ®o¸n di truyÒn cho ng­êi bÖnh hemophilia A.

 ChØ ®Þnh ®Ó sµng läc ng­êi mang gen bÖnh hemophilia A.

IIi. Chèng chØ ®Þnh

Kh«ng cã chèng chØ ®Þnh.

IV. CHUÈN BÞ

1. Ph­¬ng tiÖn - ho¸ chÊt

 Kit t¸ch ADN cña h·ng Qiagen gåm: buffer AL, AW1, AW2, proteinase
K, cét läc.

 PCR supermix, cÆp måi 18F vµ 18R, enzym BclI, buffer 3, dH20,
agarose, Ethidium Bromid, ®Öm TBE 10X cña Invitrogen.

 M¸y ly t©m eppendoft.

 BÓ æn nhiÖt 56oC.

 M¸y ñ nhiÖt.

 M¸y vortex.

 Box v« trïng.

 §Çu c«n 1ml, 200l, 20l v« trïng, free-nuclease.

 èng eppendoft 1,5ml, 0,2ml v« trïng, free-nuclease.
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 Pipetman 1ml, 200l, 20l.

2. BÖnh phÈm

2ml m¸u toµn phÇn ®ùng trong èng chèng ®«ng EDTA.

v. C¸C B¦íC TIÕN HµNH

1. T¸ch ADN

 Quan s¸t, ®èi chiÕu cÈn thËn tªn trªn èng m¸u vµ giÊy xÐt nghiÖm.

 Dïng pipet hót 200l m¸u vµo mét eppendoft v« trïng.

 Bæ sung 20l proteinase K, trén nhÑ nhµng b»ng hót ®Èy.

 Thªm 200l dung dÞch AL, vortex 10 gi©y.

 ñ 56oC trong 10 phót.

 Thªm 200l cån 96o, l¾c ng­îc nhÑ nhµng, kh«ng ®­îc vortex.

 ChuyÓn hÕt dich trong eppendoft sang cét läc.

 Ly t©m cét ë 10.000 vßng/phót trong 1 phót.

 §æ bá hoµn toµn dÞch ly t©m ë typ 2ml d­íi cét läc.

 Thªm 500l dung dÞch röa AW1 vµo cét läc.

 Ly t©m cét ë 10.000 vßng/phót trong 1 phót.

 §æ bá hoµn toµn dÞch ly t©m ë typ 2ml d­íi cét läc.

 Thªm 500l dung dÞch röa AW2 vµo cét läc.

 Ly t©m cét ë 10.000 vßng/phót trong 1 phót.

 §æ bá hoµn toµn dÞch ly t©m ë typ 2ml d­íi cét läc.

 §¨t cét läc lªn trªn èng 2ml míi.

 Ly t©m cét läc ë 14.000 vßng/phót trong 1 phót.

 §Æt cét lªn èng eppendoft míi ®· ghi tªn ng­êi bÖnh.

 Nhá 100l n­íc v« trïng vµo chÝnh gi÷a cét läc.

 Ly t©m cét ë 14.000 vßng/phót trong 1 phót.

 Thu dÞch ADN trong èng eppendoft.

 B¶o qu¶n -20o nÕu ch­a sö dông ngay.

2. Thùc hiÖn ph¶n øng PCR - RFLP

2.1.  Ph¶n øng PCR

 §­a c¸c thµnh phÇn cña ph¶n øng PCR gåm PCR supermix vµ cÆp måi
18F, 18R ra nhiÖt ®é phßng 10 phót ®Ó r· ®«ng hoµn toµn.

 Trén nhÑ nhµng b»ng l¾c ng­îc c¸c èng PCR supermix vµ cÆp måi 18F, 18R.
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 LÊy 3 èng eppendoft 0,2ml ký hiÖu Nev (®èi chøng ©m), Pos (®èi chøng
d­¬ng), BN (ng­êi bÖnh).

 LÊy lÇn l­ît c¸c thµnh phÇn sau vµo mçi èng eppendoft ®· ghi ký hiÖu:

 PCR super mix: 22,5l

 18F: 1l

 18R: 1l

 dH20: 2,5l

 Nhá 3l positive control vµo èng ký hiÖu Pos.

 Nhá 3l negative control vµo èng ký hiÖu Nev.

 Nhá 3l AND ng­êi bÖnh cÇn xÐt nghiÖm vµo èng ký hiÖu BN.

 Trén nhÑ nhµng tÊt c¶ c¸c èng trªn b»ng tay.

 Spin down 10 gi©y.

 §Æt c¸c èng vµo m¸y PCR C1000.

 Chän ch­¬ng tr×nh nhiÖt Hemo.

 BÊm start ®Ó m¸y ch¹y.

 Ch­¬ng tr×nh ch¹y sÏ kÕt thóc sau 2 giê 40 phót.

2.2.  §iÖn di kiÓm tra s¶n phÈm PCR

Sau khi kÕt thóc ch­¬ng tr×nh PCR ph¶i ®iÖn di s¶n phÈm PCR trªn gel
agarose 2% ®Ó tr­íc khi c¾t víi enzym.

2.2.1. Quy tr×nh ®æ gel

 C©n 1 gam agarose chi vµo b×nh Pyrex.

 Thªm 100ml ®Öm TBE 1X vµo b×nh, l¾c ®Òu.

 §un mçi lÇn 1 phót trong lß vi sãng ®Õn khi agarose tan hoµn toµn.

 §Ó Êm ®Õn 600 råi ®æ vµo khay ®· c¾m l­îc.

 §Ó RT 30 phót ®Ó th¹ch ®«ng råi míi rót l­îc ra.

2.2.2. §iÖn di

 L©ý 5l s¶n phÈm PCR + 1l loading dye 10X + 4l dH20.

 Trén ®Òu vµ nhá vµo c¸c giÕng theo thø tù.

 Nhá 3l  marker AND 100bp vµo giÕng kÕ tiÕp.
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 §Æt b¶n gel vµo m¸y ®iÖn di.

 §æ ®Öm TBE 1X ngËp b¶n gel vµ ch¹y ë 100 vßng trong 20 phót.

 Nhuém b¶n gel víi dung dÞch ethidium bromid trong 5 phót.

 Quan s¸t b¶n gel d­íi ®Ìn UV, nÕu thÊy c¸c mÉu bÖnh phÈm cã b¨ng
AND 142 bp th× tiÕp tôc thùc hiÖn ph¶n øng RFLP, nÕu kh«ng cã th× lÆp l¹i xÐt
nghiÖm PCR.

2.3.  Ph¶n øng RFLP

 LÊy lÇn l­ît c¸c thµnh phÇn sau vµo èng eppendoft 0,2ml ®· ghi tªn
ng­êi bÖnh:

           + Buffer 3: 3l

           + SP PCR: 25l

           + Bcl I: 2l

 Trén ®Òu b»ng pipet, spin down.

 ñ 56, 16giê.

§iÖn di s¶n phÈm c¾t nµy trªn gel agarose 2%.

Vi. NHËN §ÞNH KÕT QU¶

 NÕu mÉu ng­êi bÖnh lµ nam giíi sau ph¶n øng PCR-RFLP cã 2 b¨ng
AND 99 bp vµ 43 bp th× kÕt luËn ©m tÝnh.

 NÕu mÉu ng­êi bÖnh lµ nam giíi sau ph¶n øng PCR-RFLP cã 1 b¨ng
AND 142 bp th× kÕt luËn d­¬ng tÝnh.

 NÕu mÉu ng­êi bÖnh lµ n÷ giíi sau ph¶n øng PCR-RFLP cã 2 b¨ng
AND 99 bp vµ 43 bp th× kÕt luËn ©m tÝnh ®ång hîp tö.

 NÕu mÉu ng­êi bÖnh lµ n÷ giíi sau ph¶n øng PCR-RFLP cã 3 b¨ng
AND lµ 142bp, 99 bp vµ 43 bp th× kÕt luËn d­¬ng tÝnh dÞ hîp tö.
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PH¸T HIÖN §¶O §O¹N INTRON 22 CñA GEN YÕU Tè VIII BÖNH
HEMOPHILIA A B»NG  Kü THUËT LONGRANGE - PCR

I. NGUY£N Lý

Kü thuËt longrange PCR (LR-PCR) dùa vµo viÖc trén hai lo¹i enzym AND
polymerase chÞu nhiÖt, th­êng lµ Taq polymerase cã ho¹t lùc cao tæng hîp ®Çu
5’-3’ vµ mét enzym kh¸c ho¹t ®éng tæng hîp ®Çu 3’-5’ (th­êng lµ Pwo). Sù kÕt
hîp nµy cho phÐp primer cã kÝch th­íc lín ®­îc duçi ra h¬n lµ chØ sö dông mét
m×nh Taq. Do ®ã nã cho phÐp khuÕch ®¹i mét ®o¹n gen lín vµ t¹o ra s¶n phÈm
PCR cã kÝch th­íc lín h¬n nhiÒu so víi s¶n phÈm PCR th«ng th­êng, s¶n phÈm
LR-PCR th­êng cã kÝch th­íc tõ 10-12kb.

ii. ChØ ®Þnh

 Ng­êi bÖnh ®­îc chÈn ®o¸n lµ hemophilia A thÓ nÆng vµ thÓ trung b×nh.

 Ng­êi phô n÷ cã liªn quan (chÞ, em g¸i, mÑ, d×) ®Õn nh÷ng ng­êi bÖnh trªn.

IIi. Chèng chØ ®Þnh

Kh«ng cã chèng chØ ®Þnh.

IV. CHUÈN BÞ

1. Ng­êi thùc hiÖn

  Kü thuËt viªn phßng sinh häc ph©n tö.

2. Ph­¬ng tiÖn - ho¸ chÊt

2.1. Ho¸ chÊt, sinh phÈm

 Primer

P 5’ GCCCTGCCTGTCCATTACACTGATGACATTATGCTGAC3’ (38-mer)

Q 5’ GGCCCTACAACCATTCTGCCTTTCACTTTCAGTGCAATA 3’(3- mer)

A 5’ CACAAGGGGGAAGAGTGTGAGGGTGTGGGATAAGAA 3’ (36-mer)

B 5’ CCCCAAACTATAACCAGCACCTTGAACTTCCCCTCTCATA 3’ (40-mer)

Gi÷ stock 100pmoles/l trong -20οC
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Working primer: 10 pmoles/l trong 2-8οC.

Kit LongRange PCR (Quiagen, Cat No: 206402 gåm 10X Longrange PCR
buffer vµ Enzyme mix (5U/l)).

 MgCl2 (25mM)

 dNTPs (2.5mM)

 7-dease-dGTP (Roche; Cat No: 10 988 537 001)

 DNA markers ( DNA marker/ Hind III(Gibco))

 5X TBE buffer (bæ sung tªn Cat No)

 Ethidium bromid (10mg/ml(Sigma))

 N­íc cÊt kh«ng DNA hoÆc RNA.

 6X loading dye

 DMSO (Sigma)

 M¸y PCR C1000, Bio- Rad

 HÖ thèng ®iÖn di CC9918

 HÖ thèng ®iÖn di Maxfill 3001251

 HÖ thèng ®äc gel HU 25

 Pipetman (p10, p20, p100)

 M¸y ly t©m

 Lß vi sãng

 Hèt v« trïng

 èng chèng ®«ng EDTA 2ml

 Typ ependoff 1,5ml; 0,5ml

3. BÖnh phÈm

 MÉu AND cña ng­êi bÖnh ®· ®­îc ®o OD.

 MÉu chøng cã 4 èng: 2 chøng d­¬ng (1 mÉu ng­êi bÖnh, 1 mÉu ng­êi
phô n÷ mang gen bÖnh), 1 chøng ©m, 1 mÉu n­íc cÊt.
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v. C¸C B¦íC TIÕN HµNH

1. Pha 2 master mix PCR trong hèt ë t¹i phßng tiÒn PCR theo worksheet

1.1.  Master mix1 (MM1)

dATP (10mM) 1,25l

dCTP (10mM) 1,25l

dTTP (10mM) 1,25l

dGTP (10mM) 0,625l

7-dease-dGTP (10mM) 0,625l

Oligo-P (10pmoles/) 0,5l

Oligo-Q (10pmoles/) 0,5l

Oligo-A (10pmoles/) 0,2l

Oligo-B (10pmoles/) 0,2l

10X buffer 2,0l

DMSO 0,4l

1.2, Master mix 2 (MM2)

Longrange PCR enzym mix (5UI/l) 0,5l

10X longrange PCR buffer 0,5l

N­íc cÊt 4,0l

2. Mix mÉu ph¶n øng

 Cho 8,8l MM1 vµo èng 0,2ml PCR.

 Thªm n­íc, 10-20ng AND mÉu vµ chøng (cho ®ñ tæng sè 20l).

 Mang mÉu vµ MM2 tíi phßng ch¹y PCR (®Æt MM2 trªn ®¸).

 Ch¹y PCR.

§Æt èng ph¶n øng vµo m¸y PCR, Ên start ®îi khi m¸y ®· ch¹y xong chu kú

biÕn tÝnh lÇn ®Çu ë 95οC/ 30s. Ên “Pause”.

 Thªm 5l MM2 vµo mçi èng vµ trén ®Òu b»ng pipet. Ên “Resum”.
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 §iÖn di kiÓm tra s¶n phÈm (hoÆc cÊt vµo tñ l¹nh tíi khi ®iÖn di).

3. §iÖn di kiÓm tra s¶n phÈm

 §æ gel 1,5g agarose trong 300ml 0,5XTBE buffer. Thªm 12l ethidium
bromid (10mg/ml) vµo 300ml agarose.

 Thªm 1/6 thÓ tÝch cña 6X loading dye vµo mçi giÕng cña khay Terasaki
(dïng ®Ó trén mÉu ®iÖn di).

 LÊy 10l s¶n phÈm cho vµo mçi giÕng cã s½n loading dye trén kü, nhá
vµo giÕng gel.

 Nhá 5l marker vµo giÕng ®Çu tiªn cña b¶n gel.

 Ch¹y ®iÖn di 90volt/1 giê, kiÓm tra b¨ng, nÕu cã ch¹y tiÕp Ýt nhÊt
12 giê (cã thÓ ch¹y tíi 21 giê). NÕu kh«ng thÊy cã b¨ng dõng ch¹y lµm l¹i ph¶n
øng PCR.

 Chôp ¶nh gel, in ¶nh vµ d¸n vµo worksheet.

Vi. NHËN §ÞNH KÕT QU¶

S¶n phÈm ®­îc ®äc trªn b¶n gel cã 3 kÝch th­íc lµ 10kb, 11kb, 12kb.

Cô thÓ:

 MÉu kh«ng cã ®¶o ®o¹n sÏ cã 02band: 10kb, 12kb.

 MÉu cã ®ét biÕn ®¶o ®o¹n nÕu ®ång hîp tö cã 02 band: 10, 11 nÕu dÞ hîp
tö cã 03 band 10,11,12kb.
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XÐT NGHIÖM §ÞNH TYP HLA
B»NG Kü THUËT SINH HäC PH¢N Tö

I. NGUY£N Lý

Kü thuËt SSP dùa trªn øng dông kü thuËt PCR. Víi viÖc tæng hîp nªn c¸c
®o¹n ADN ®Æc tr­ng tõ 1 ®o¹n ADN khu«n b»ng c¸c cÆp måi ®Æc hiÖu. Th«ng
qua phÇn mÒm ph©n tÝch ®Ó x¸c ®Þnh nhãm HLA cho tõng c¸ thÓ.

ii. ChØ ®Þnh

 Ng­êi bÖnh chê ghÐp tñy x­¬ng, ghÐp t¹ng ®ång lo¹i.

 Ng­êi hiÕn t¹ng, hiÕn tñy x­¬ng.

IIi. Chèng chØ ®Þnh

Kh«ng cã chèng chØ ®Þnh.

IV. CHUÈN BÞ

1. Ng­êi thùc hiÖn

B¸c sÜ, cö nh©n, kü thuËt viªn ®· ®­îc ®µo t¹o thùc hiÖn kü thuËt.

2. Ph­¬ng tiÖn - ho¸ chÊt

 M¸y ly t©m l¹nh cho eppendoff.

 M¸y PCR.
 M¸y ®iÖn di gel agarrose.
 M¸y votex.
 HÖ thèng soi gel b»ng ®Ìn cùc tÝm.
 HÖ thèng chôp ¶nh gel sau ®iÖn di.
 Pipetman c¸c lo¹i: 1000l, 200l, 20l.
 Pipet nhùa dïng 1 lÇn.

 èng ependoff 1,5ml.
 §Çu c«n cã phin läc lo¹i 1000l, 200l, 20l.

 §Çu c«n kh«ng cã phin läc lo¹i 200l.
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v. C¸C B¦íC TIÕN HµNH

1. KiÓm tra hå s¬

§èi chiÕu mÉu xÐt nghiÖm víi giÊy chØ ®Þnh xÐt nghiÖm.

2. Thùc hiÖn kü thuËt

 LÊy èng D-mix, phiÕn xÐt nghiÖm, mÉu ADN ra khái tñ b¶o qu¶n, ®Ó tan
®«ng ë nhiÖt ®é phßng.

 LÊy èng enzym Taq ra khái tñ ©m vµ gi÷ trªn ®¸ cho ®Õn khi sö dông.

 Dïng pipet chuyÓn 120l ADN vµ 7l taq vµo èng D-mix.

 Dïng m¸y votex ®Ó trén ®Òu hçn hîp trªn, sau ®ã ly t©m nhÑ ®Ó kÐo
toµn bé hãa chÊt b¸m trªn n¾p èng xuèng ®¸y.

 Chia vµo tõng giÕng cña phiÕn 10l hçn hîp trªn.

 Dïng miÕng giÊy d¸n, d¸n kÝn toµn bé phiÕn.

 §Æt phiÕn vµo m¸y PCR.

 Chän ch­¬ng tr×nh ch¹y PCR cho xÐt nghiÖm HLA.

 LÊy phiÕn ra khái m¸y PCR sau khi ch­¬ng tr×nh ch¹y kÕt thóc.

 §iÖn di toµn bé s¶n phÈm sau PCR trªn th¹ch agarrose 2%.

 §iÖn di 10 phót ë hiÖu ®iÖn thÕ 100V.

 Sau khi ®iÖn di, nhuém b¶n gel víi ethidium boromid.

 Röa l¹i b¶n gel vµ xem kÕt qu¶ ®iÖn di trªn m¸y soi gel.

Vi. NHËN §ÞNH KÕT QU¶

 Chôp l¹i ¶nh vµ ph©n tÝch kÕt qu¶ b»ng phÇn mÒm onelambda.

 §¸nh dÊu vÞ trÝ cña nh÷ng b¨ng ®Æc hiÖu.

 NhËp l¹i nh÷ng vÞ trÝ ®ã vµo phÇn mÒm ph©n tÝch kÕt qu¶.

 Sau khi phÇn mÒm ph©n tÝch kÕt qu¶ xong, in kÕt qu¶ ®· ph©n tÝch.



Ch­¬ng iii:  di truyÒn - miÔn dÞch huyÕt  häc

h­íng dÉn quy tr×nh  kü thuËt kh¸m bÖnh, ch÷a bÖnh chuyªn ngµnh huyÕt häc-truyÒn  m¸u-miÔn dÞch-di truyÒn152

X¸C §ÞNH GEN BÖNH M¸U
 B»NG Kü THUËT RT - PCR

I. NGUY£N Lý

Dùa trªn nguyªn t¾c nh©n b¶n ®o¹n gen b»ng c¸c cÆp måi ®Æc hiÖu.

ii. ChØ ®Þnh

¸p dông cho ng­êi bÖnh cã nghi ngê bÞ bÖnh m¸u hoÆc nh÷ng ng­êi bÖnh
cã ®iÒu trÞ hãa chÊt.

IIi. Chèng chØ ®Þnh

Kh«ng cã chèng chØ ®Þnh.

IV. CHUÈN BÞ

1. Ng­êi thùc hiÖn

B¸c sÜ, cö nh©n, kü thuËt viªn xÐt nghiÖm ®· ®­îc ®µo t¹o ®Ó thùc hiÖn kü thuËt.

2. Ph­¬ng tiÖn - ho¸ chÊt

 M¸y ly t©m l¹nh cho eppendoff.

 M¸y votex.

 M¸y PCR.

 M¸y ®iÖn di gel agarrose.

 HÖ thèng soi gel b»ng ®Ìn cùc tÝm.

 HÖ thèng chôp ¶nh gel sau ®iÖn di.

 Pipetman c¸c lo¹i: 1000l, 200l, 20l.

 èng ependoff 0,2ml.

 §Çu c«n cã phin läc lo¹i 1000l, 200l, 20l.

 §Çu c«n kh«ng cã phin läc lo¹i 200l.



Ch­¬ng iii: di truyÒn - miÔn dÞch huyÕt häc

h­íng dÉn quy tr×nh  kü thuËt kh¸m bÖnh, ch÷a bÖnh chuyªn ngµnh huyÕt häc-truyÒn  m¸u-miÔn dÞch-di truyÒn 153

v. C¸C B¦íC TIÕN HµNH

 C¸c thµnh phÇn cña ph¶n øng RT-PCR ®­îc lÊy ra tr­íc 5 phót ®Ó tan
®«ng hoµn toµn.

 ARN ®­îc t¸ch tõ tñy b»ng kit cña Qiagen.

 LÊy c¸c thµnh phÇn cho ph¶n øng theo b¶ng sau:

Tªn hãa chÊt Sè l­îng (l)

Reaction mix 25

Taq platilum 1

Måi xu«i 1

Måi ng­îc 1

N­íc 19

ARN 3

 Sau khi lÊy ®Çy ®ñ c¸c thµnh phÇn nh­ trªn vµo èng eppendoff 0,2ml,
trén ®Òu hçn hîp trªn b»ng m¸y votex.

 §­a èng ependoff vµo m¸y ly t©m ®Ó spin down.

 §Æt èng eppendoff vµo m¸y PCR.

 Ch¹y PCR theo ch­¬ng tr×nh ®· cµi s½n trªn m¸y PCR.

 Sau khi PCR lÊy èng eppendoff ra vµ chuÈn bÞ cho ph¶n øng PCR.

PCR

LÊy thµnh phÇn cña ph¶n øng PCR ra tr­íc 5 phót vµ ®Ó tan ®«ng hoµn toµn.

LÊy c¸c thµnh phÇn theo b¶ng sau:

Tªn hãa chÊt Sè l­îng (l)

Super mix 40

Måi xu«i 1

Måi ng­îc 1

N­íc 5

S¶n phÈm RT-PCR 3

 Sau khi trén toµn bé c¸c thµnh phÇn trªn b»ng m¸y votex, ®em èng
eppendoff ly t©m ®Ó spin down.

 §Æt èng eppendoff vµo m¸y PCR.
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 Ch¹y PCR theo ch­¬ng tr×nh ®· cµi s½n trªn m¸y.

 Sau khi PCR lÊy èng eppendoff ®em ®iÖn di b»ng th¹ch agarrose.

 Sau khi ®iÖn di kiÓm tra kÕt qu¶ b»ng m¸y soi gel.

 Chôp ¶nh vµ ph©n tÝch kÕt qu¶.

vi. NHËN §ÞNH KÕT QU¶

 KÕt qu¶ lµ d­¬ng tÝnh nÕu sau khi ®iÖn di s¶n phÈm PCR cã xuÊt hiÖn
b¨ng ®Æc hiÖu.

 KÕt qu¶ lµ ©m tÝnh nÕu sau khi ®iÖn di s¶n phÈm PCR kh«ng xuÊt hiÖn
b¨ng ®Æc hiÖu.
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KH¸NG THÓ KH¸NG NH¢N ANA (antinuclear antibodies)
B»NG Kü THUËT ELISA

I. NGUY£N Lý

C¸c kh¸ng nguyªn tinh s¹ch ®­îc g¾n s½n vµo giÕng bao gåm: ds DNA,
histones, SS-A/Ro, SS-B/La, Sm, SmRNP, Scl-70, Jo-1, centromere, vµ c¸c kh¸ng
nguyªn t¸ch tõ nh©n HEp-2. Do ®ã c¸c kh¸ng thÓ cña c¸c kh¸ng nguyªn nµy
nÕu hiÖn diÖn trong huyÕt thanh sÏ g¾n ®Æc hiÖu vµo c¸c kh¸ng thÓ trªn giÕng.
Thùc hiÖn b­íc röa ®Ó lo¹i bá c¸c kh¸ng thÓ kh«ng g¾n ®Æc hiÖu. Sau khi nhá
dung dÞch céng hîp cã chøa kh¸ng thÓ kh¸ng globulin miÔn dÞch ng­êi g¾n víi
enzym horseradish peroxidase vµo giÕng, kh¸ng thÓ nµy sÏ g¾n víi phøc hîp
trong giÕng h×nh thµnh nªn phøc hîp sandwich: céng hîp - kh¸ng thÓ - kh¸ng
nguyªn. Sau khi röa, c¸c céng hîp kh«ng g¾n víi phøc hîp sÏ bÞ lo¹i bá, chØ cßn
l¹i phøc hîp sandwich trong giÕng. Do vËy, khi nhá dung dÞch c¬ chÊt TMB
substrate, enzym sÏ xóc t¸c t¹o ph¶n øng t¹o mµu xanh da trêi. Cuèi cïng,
dung dÞch sÏ chuyÓn sang mµu vµng khi nhá thªm dung dÞch Stop solution.  KÕt
qu¶ ®­îc ®Þnh l­îng b»ng m¸y ®äc OD ë b­íc sãng 450nm.

II. CHUÈN BÞ

1. Ph­¬ng tiÖn - ho¸ chÊt

1.1. Thµnh phÇn kÝt

 Quy tr×nh sö dông kÝt cña BIORAD: REF 96AN-576AN-4250000,
Autoimmune EIA ANA screening test.

 Thµnh phÇn kÝt bao gåm:

 MPLT (ANA screening test microplate): plate 96 giÕng, c¸c kh¸ng nh©n
cña nh©n tÕ bµo ®­îc g¾n s½n vµo c¸c giÕng vµ c¸c giÕng ®­îc b¶o qu¶n trong
tói d¸n kÝn.

 WSH-CONC (DNA wash concentrate 16.7X): thµnh phÇn dung dÞch
bao gåm ®Öm phosphate vµ Tween 20. Dung dÞch sau khi pha lo·ng sÏ cã
pH 7.3.

 SAMP-DIL (Sample diluent): thµnh phÇn dung dÞch bao gåm ®Öm
phosphat, sodium acid, pH 7.3.

 CONJ (Conjugate): dung dÞch ®Öm chøa goat anti-human IgG
horseradish peroxidase.

 CONTROL + (ANA screening test positive control): chøng d­¬ng chøa
kh¸ng thÓ ANA trong huyÕt thanh ng­êi.
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 C/O-CONTROL (ANA screening test cutoff control): chøng chuÈn chøa
kh¸ng thÓ ANA trong huyÕt thanh ng­êi.

 CONTROL - (ANA screening test negative control): chøng ©m chøa
kh¸ng thÓ ANA trong huyÕt thanh ng­êi.

 SUBS (Substrate): Tetramethylbenzidin (TMB) ®­îc pha lo·ng trong
®Öm hydrogen peroxide.

 STOP (Stop solution): chøa 1,5 % sulfuric acid vµ 1.5% hydrochloric acid.

1.2. ChuÈn bÞ hãa chÊt vµ vËt liÖu
Tr­íc khi tiÕn hµnh thÝ nghiÖm c¸c hãa chÊt cÇn dïng ®­îc mang ra nhiÖt

®é phßng ®Ó æn ®Þnh nhiÖt ®é.
 Pha dung dÞch röa:

 Dung dÞch röa (DNA Wash solution) ®­îc pha lo·ng víi tû lÖ 6ml dung
dÞch röa + 100 ml n­íc cÊt.

 Dung dÞch sau khi pha lo·ng cã thÓ b¶o qu¶n 14 ngµy t¹i nhiÖt ®é 2-8oC
 ChuÈn bÞ mÉu:
Ly t©m mÉu t¸ch huyÕt thanh, ®¸nh sè thø tù c¸c mÉu.
 Pha lo·ng ®èi chøng vµ mÉu:
Chøng d­¬ng, chøng ©m, chøng chuÈn vµ mÉu xÐt nghiÖm ®­îc pha lo·ng

víi dung dÞch pha lo·ng (sample Diluent) theo tû lÖ 1:40.
10ul mÉu: 400ul dung dÞch pha lo·ng.
 ChuÈn bÞ giÕng:
 ChuÈn bÞ sè l­îng giÕng phï hîp víi sè l­îng c¸c mÉu xÐt nghiÖm.
 G¾n c¸c giÕng vµo gi¸, ®¸nh dÊu theo thø tù c¸c mÉu.
 ChuÈn bÞ vËt liÖu:
 Pipet vµ typ 10ul, 100ul, 1000ul.

 M¸y ®äc OD.
 N¾p ®Ëy mµu ®en.
 GiÊy thÊm.

iII. C¸C B¦íC TIÕN HµNH

1. Pha lo·ng mÉu vµ chuÈn bÞ giÕng

 ChuÈn bÞ c¸c èng míi ®Ó pha lo·ng.

 Pha lo·ng chøng ©m, chøng d­¬ng, chøng chuÈn:

      10ul chøng: 400ul sample Diluent, trén kü.
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 Pha lo·ng mÉu

      10ul mÉu: 400ul sample Diluent, trén kü.

 ChuÈn bÞ vµ g¾n giÕng ph¶n øng vµo khung theo sè l­îng võa ®ñ.

2. Nhá mÉu

 Nhá 100ul chøng c¸c lo¹i vµ mÉu ®· pha lo·ng vµo c¸c giÕng t­¬ng øng,
ñ 30 phót, nhiÖt ®é phßng.

 Röa giÕng.

 Thñ c«ng: nhá 300ul dung dÞch röa vµo mçi giÕng, chê 30 gi©y, ®æ bá
dÞch, vÈy kh« vµ ®Ëp giÕng trªn giÊy thÊm ®Ó lo¹i bá hÕt dÞch. Thùc hiÖn b­íc
röa 3 lÇn.

 M¸y: röa theo ch­¬ng tr×nh tù ®éng.

3. Nhá Conjugate

 Nhá 100ul Conjugate vµo tÊt c¶ c¸c giÕng, ñ 30 phót, nhiÖt ®é phßng.

 Röa giÕng.

 Thñ c«ng: nhá 300ul dung dÞch röa vµo mçi giÕng, chê 30 gi©y, ®æ bá
dÞch, vÈy kh« vµ ®Ëp giÕng trªn giÊy thÊm ®Ó lo¹i bá hÕt dÞch. Thùc hiÖn b­íc
röa 3 lÇn.

 M¸y: röa theo ch­¬ng tr×nh tù ®éng.

4. Nhá Substrate

Nhá 100ul TMB substrate solution vµo tÊt c¶ c¸c giÕng, ñ 30 phót, nhiÖt ®é
phßng, kh«ng ¸nh s¸ng.

Chó ý: kh«ng ®­îc ®Ó qu¸ thêi gian ñ.

5. Nhá Stop solution

Nhá 100 ul Stop solution vµo mçi giÕng.

IV. NHËN §ÞNH KÕT QU¶

1. §äc kÕt qu¶

 §äc OD ë b­íc sãng 450nm trong vßng 30 phót sau khi nhá Stop
solution.

 §Çu tiªn ®äc giÕng blanking control (chØ cã Dilutent sample) råi ®Õn c¸c
giÕng chuÈn vµ giÕng chøa mÉu.

 Yªu cÇu:

 GiÕng chøng d­¬ng vµ chøng chuÈn ph¶i cã mµu vµng.
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 GiÕng chøng ©m vµ giÕng blank cã mµu h¬i vµng hoÆc kh«ng cã mµu.

2. Ph©n tÝch kÕt qu¶

KÕt qu¶ ®o mËt ®é quang ®­îc nhËp vµo phÇn mÒm ph©n tÝch kÕt qu¶ vµ
tÝnh theo c«ng thøc sau:

ANA cña mÉu = (OD mÉu / OD chøng chuÈn)

ANA KÕt qu¶

< 1.0 ¢m tÝnh

≥ 1.0 D­¬ng tÝnh

V. NH÷NG SAI SãT Vµ Xö TRÝ

 Lµm kh«ng ®óng, kh«ng ®ñ c¸c b­íc cña quy tr×nh  lµm l¹i.

 §Ó thêi gian ñ c¸c b­íc qu¸ l©u hoÆc kh«ng ®ñ thêi gian  lµm l¹i.

 Röa giÕng kh«ng kü lµm l¹i.
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KH¸NG THÓ KH¸NG dsDNA (Anti double stranded DNA)
B»NG PH¦¥NG PH¸P ELISA

I. NGUY£N Lý

dsDNA tinh s¹ch ®­îc g¾n s½n vµo giÕng. Do ®ã c¸c kh¸ng thÓ cña dsDNA
nÕu hiÖn diÖn trong huyÕt thanh sÏ g¾n ®Æc hiÖu vµo c¸c dsDNA trªn giÕng.
Thùc hiÖn b­íc röa ®Ó lo¹i bá c¸c kh¸ng thÓ kh«ng g¾n ®Æc hiÖu. Sau khi nhá
dung dÞch céng hîp cã chøa kh¸ng thÓ kh¸ng globulin miÔn dÞch ng­êi g¾n víi
enzym horseradish peroxidase vµo giÕng, kh¸ng thÓ nµy sÏ g¾n víi phøc hîp
trong giÕng h×nh thµnh nªn phøc hîp sandwich: céng hîp - kh¸ng dsDNA -
dsDNA. Sau khi röa, c¸c céng hîp kh«ng g¾n víi phøc hîp sÏ bÞ lo¹i bá, chØ cßn
l¹i phøc hîp sandwich trong giÕng. Do vËy, khi nhá dung dÞch c¬ chÊt TMB
substrate, enzym sÏ xóc t¸c t¹o ph¶n øng t¹o mµu xanh da trêi. Cuèi cïng,
dung dÞch sÏ chuyÓn sang mµu vµng khi nhá thªm dung dÞch Stop solution. KÕt
qu¶ ®­îc ®Þnh l­îng b»ng m¸y ®äc OD ë b­íc sãng 450nm.

ii. ChØ ®Þnh

 C¸c tr­êng hîp nghi ngê lupus ban ®á.

 Nghi cã bÖnh tù miÔn.

 Cã kÕt qu¶ ANA d­¬ng tÝnh.

IIi. Chèng chØ ®Þnh

Kh«ng cã chèng chØ ®Þnh.

IV. CHUÈN BÞ

1. Ph­¬ng tiÖn - ho¸ chÊt

1.1. Thµnh phÇn kÝt

 Quy tr×nh sö dông kÝt cña BIORAD: REF 96DS-576DS, Autoimmune
EIA Anti-dsDNA test.

 Thµnh phÇn kÝt bao gåm:

 MPLT (anti-dsDNA microplate): kh¸ng nh©n dsDNA ®­îc g¾n s½n vµo
c¸c giÕng vµ c¸c giÕng ®­îc b¶o qu¶n trong tói d¸n kÝn.

 WSH-CONC (DNA wash concentrate 16.7X): thµnh phÇn dung dÞch bao
gåm ®Öm phosphat vµ Tween 20. Dung dÞch sau khi pha lo·ng sÏ cã pH 7.3.
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 SAMP-DIL (DNA sample diluent): thµnh phÇn dung dÞch bao gåm ®Öm
phosphat, sodium azid, pH 7.3.

 CONJ (Conjugate): dung dÞch ®Öm chøa Goat anti-human IgG
horseradish peroxidase.

 CONTROL + (Anti-dsDNA positive control): chøng d­¬ng chøa kh¸ng
thÓ kh¸ng dsDNA trong huyÕt thanh ng­êi.

 CAL (Anti-dsDNA calibrator): chøng chuÈn chøa kh¸ng thÓ kh¸ng
dsDNA trong huyÕt thanh ng­êi.

 CONTROL (Anti-dsDNA negative control): chøng ©m chøa kh¸ng thÓ
kh¸ng dsDNA trong huyÕt thanh ng­êi.

 SUBS (Substrate): Tetramethylbenzidin (TMB) ®­îc pha lo·ng trong
®Öm hydrogen peroxid.

 STOP (Stop solution): chøa 1,5 % sulfuric acid vµ 1,5% hydrochloric acid.

1.2. ChuÈn bÞ hãa chÊt vµ vËt liÖu

Tr­íc khi tiÕn hµnh thÝ nghiÖm c¸c hãa chÊt cÇn dïng ®­îc mang ra nhiÖt
®é phßng ®Ó æn ®Þnh nhiÖt ®é.

 Pha dung dÞch röa:

 Dung dÞch röa (DNA Wash solution) ®­îc pha lo·ng víi tû lÖ:

 6ml dung dÞch röa + 100ml n­íc cÊt.

 Dung dÞch sau khi pha lo·ng cã thÓ b¶o qu¶n 14 ngµy t¹i nhiÖt ®é 2-80C.

 ChuÈn bÞ mÉu:

Ly t©m mÉu t¸ch huyÕt thanh, ®¸nh sè thø tù c¸c mÉu.

 Pha lo·ng ®èi chøng vµ mÉu:

Chøng d­¬ng, chøng ©m, chøng chuÈn vµ mÉu xÐt nghiÖm ®­îc pha lo·ng
víi dung dÞch pha lo·ng DNA (sample Diluent) theo tû lÖ 1: 100.

10ul mÉu: 1.000ul dung dÞch pha lo·ng.

 ChuÈn bÞ giÕng:

 ChuÈn bÞ sè l­îng giÕng phï hîp víi sè l­îng c¸c mÉu xÐt nghiÖm.

 G¾n c¸c giÕng vµo gi¸, ®¸nh dÊu theo thø tù c¸c mÉu.

 ChuÈn bÞ vËt liÖu:

 Pipet vµ typ 10ul, 100ul, 1.000ul

 M¸y ®äc OD
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 N¾p ®Ëy mµu ®en.

 GiÊy them.

v. C¸C B¦íC TIÕN HµNH

1. Pha lo·ng mÉu vµ chuÈn bÞ giÕng

 ChuÈn bÞ c¸c èng míi ®Ó pha lo·ng.

 Pha lo·ng chøng ©m, chøng d­¬ng, chøng chuÈn:

      10ul chøng: 1000ul sample Diluent, trén kü.

 Pha lo·ng mÉu

      10ul mÉu: 1000ul sample Diluent, trén kü.

 ChuÈn bÞ vµ g¾n giÕng ph¶n øng vµo khung theo sè l­îng võa ®ñ.

2. Nhá mÉu

 Nhá 100ul chøng c¸c lo¹i vµ mÉu ®· pha lo·ng vµo c¸c giÕng t­¬ng øng

 ñ 30 phót, nhiÖt ®é phßng.

 Röa giÕng

 Thñ c«ng: nhá 300ul dung dÞch röa vµo mçi giÕng, chê 30 gi©y, ®æ bá
dÞch, vÈy kh« vµ ®Ëp giÕng trªn giÊy thÊm ®Ó lo¹i bá hÕt dÞch. Thùc hiÖn b­íc
röa 3 lÇn.

 M¸y: röa theo ch­¬ng tr×nh tù ®éng.

3. Nhá Conjugate

 Nhá 100ul Conjugate vµo tÊt c¶ c¸c giÕng.

 ñ 30 phót, nhiÖt ®é phßng.

 Röa going.

 Thñ c«ng: nhá 300ul dung dÞch röa vµo mçi giÕng, chê 30 gi©y, ®æ bá
dÞch, vÈy kh« vµ ®Ëp giÕng trªn giÊy thÊm ®Ó lo¹i bá hÕt dÞch. Thùc hiÖn b­íc
röa 3 lÇn.

 M¸y: röa theo ch­¬ng tr×nh tù ®éng.

4. Nhá Substrate

 Nhá 100ul TMB substrate solution vµo tÊt c¶ c¸c going.

 ñ 30 phót, nhiÖt ®é phßng, kh«ng ¸nh s¸ng.

Chó ý: Kh«ng ®­îc ®Ó qu¸ thêi gian ñ.
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5. Nhá Stop solution

Nhá 100ul Stop solution vµo mçi giÕng.

Vi. NHËN §ÞNH KÕT QU¶

1. §äc kÕt qu¶

 §äc OD ë b­íc sãng 450nm trong vßng 30 phót sau khi nhá Stop
solution.

 §Çu tiªn ®äc giÕng blanking control (chØ cã Diluent sample) råi ®Õn c¸c
giÕng chuÈn vµ giÕng chøa mÉu.

 Yªu cÇu

 GiÕng chøng d­¬ng vµ chøng chuÈn ph¶i cã mµu vµng.

 GiÕng chøng ©m vµ giÕng blank cã mµu h¬i vµng hoÆc kh«ng cã mµu.

2. Ph©n tÝch kÕt qu¶

KÕt qu¶ ®o mËt ®é quang ®­îc nhËp vµo phÇn mÒm ph©n tÝch kÕt qu¶ vµ
tÝnh theo ®¬n vÞ International Units (IUs).

IU cña mÉu = (OD mÉu / OD chøng chuÈn) x IU

Ius KÕt qu¶

< 25 ¢m tÝnh

25 - 30 Nghi ngê d­¬ng tÝnh

30 - 60 D­¬ng tÝnh thÊp

60 - 200 D­¬ng tÝnh

> 200 D­¬ng tÝnh m¹nh

Vi. NH÷NG SAI SãT Vµ Xö TRÝ

 Lµm kh«ng ®óng, kh«ng ®ñ c¸c b­íc cña quy tr×nh  lµm l¹i.

 §Ó thêi gian ñ c¸c b­íc qu¸ l©u hoÆc kh«ng ®ñ thêi gian lµm l¹i.

 Röa giÕng kh«ng kü lµm l¹i.
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XÐT NGHIÖM HLA - B27
B»NG Kü THUËT FLOWCYTOMETRY

I. NGUY£N Lý

Dïng phøc hîp hai kh¸ng thÓ ®¬n dßng: anti CD3-PE vµ anti HLA-B27
FITC ®Ó ph¸t hiÖn sù cã mÆt cña kh¸ng nguyªn HLA-B27 trªn bÒ mÆt b¹ch cÇu
lympho ng­êi.

ii. ChØ ®Þnh

 Ng­êi bÖnh cã triÖu chøng ®au s­ng khíp, ®Æc biÖt c¸c khíp gèc chi, cét
sèng, th¾t l­ng vµ b¸c sÜ nghÜ ®Õn kh¶ n¨ng viªm cét sèng dÝnh khíp.

 C¸c ng­êi bÖnh cã viªm mµn bå ®µo kh«ng do nhiÔm khuÈn.

IIi. Chèng chØ ®Þnh

Kh«ng cã chèng chØ ®Þnh.

IV. CHUÈN BÞ

1. Ph­¬ng tiÖn - ho¸ chÊt

 C¸c pipetman dïng ®­îc cho ®Þnh møc 20uL, 100uL vµ 1000uL.

 Typ nhùa 120x70mm dïng cho m¸y flow cytometry.

 M¸y Flowcytometry (Cytomics FC-500).

 Hãa chÊt:

 C¸c kh¸ng thÓ ®¬n dßng anti HLA-B27-FITC, anti CD3-PE.

 Dung dÞch ly gi¶i hång cÇu (Optimize C).

 C¸c dung dÞch cho m¸y Flow cytometry: dung dÞch ch¹y m¸y flow (ISO
FlowSheat), dung dÞch röa m¸y flow (IsoClenz).

 G¨ng tay.

2. BÖnh phÈm

 MÉu dïng: 2ml m¸u toµn phÇn lÊy vµo èng chøa chÊt chèng ®«ng EDTA.

 MÉu dïng cho xÐt nghiÖm cã thÓ b¶o qu¶n 7 ngµy ë nhiÖt ®é 20C ®Õn 80C.

v. C¸C B¦íC TIÕN HµNH

 Vortex ®Òu èng m¸u mÉu.
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 ñ mÉu víi kh¸ng thÓ.

 Ghi tªn ng­êi bÖnh lªn typ flow 12x70mm.

 Cho vµo èng 20uL anti CD3-PE vµ 20uL anti HLA-B27-FITC.

 LÊy 100uL m¸u ®· vortex nhá vµo typ, votex ®Òu, ñ 30 phót ë nhiÖt ®é phßng.

 Thªm 1ml dung dÞch lysing, votex ®Òu, ñ 10 phót ë nhiÖt ®é phßng.

 §äc kÕt qu¶

 BËt m¸y Flow cytometry, vµo ch­¬ng tr×nh ph©n tÝch HLA-B27 (theo
quy tr×nh h­íng dÉn riªng trªn tõng m¸y).

 Vortex l¹i tr­íc khi ®em mÉu ®äc kÕt qu¶ b»ng ch­¬ng tr×nh ph©n tÝch
HLA-B27 trªn m¸y flow cytometry.

 Khoanh vïng lympho dùa trªn th«ng sè SS vµ FS trªn.

 NÕu ph¸t hiÖn cã CD3+ chøng tá kh¸ng thÓ ho¹t ®éng tèt.

Vi. NHËN §ÞNH KÕT QU¶

X¸c ®Þnh trªn quÇn thÓ CD3+: nÕu HLA-B27 d­¬ng tÝnh  kÕt luËn ng­êi
bÖnh d­¬ng tÝnh víi kh¸ng nguyªn HLA-B27, nÕu HLA-B27 ©m tÝnh  kÕt luËn
ng­êi bÖnh ©m tÝnh víi kh¸ng nguyªn HLA-B27.

Röa vµ t¾t m¸y flow cytometry theo quy tr×nh quy ®Þnh riªng cho tõng m¸y.
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PH¢N TÝCH MYELOPEROXIDASE (MPO) NéI BµO

I. NGUY£N Lý

Myeloperoxidase (MPO) lµ mét kh¸ng nguyªn ®ãng vai trß dÊu Ên cho
AML. Cã thÓ ph¸t hiÖn chÝnh x¸c MPO b»ng flow cytometry. KÕt hîp sö dông
ph©n lo¹i miÔn dÞch kh¸ng nguyªn néi vµ ngo¹i bµo ph¶i dïng chÊt xö lý mµng
tÕ bµo. Sù xuÊt hiÖn MPO ®Æc hiÖu cho AML. Tuy nhiªn, kh«ng ph¶i tÊt c¶ c¸c
tr­êng hîp AML, bao gåm FAB M0 AML, ®Òu lµ cMPO+, trong khi ho¹t tÝnh miÔn
dÞch cña MPO cã thÓ thÊy ë mét sè tr­êng hîp ALLs.

II. ChØ ®Þnh

L¬ xª mi cÊp nghi dßng tuû.

IIi. Chèng chØ ®Þnh

Kh«ng cã chèng chØ ®Þnh.

IV. CHUÈN BÞ

1. Ph­¬ng tiÖn - hãa chÊt

 MPO - FITC Monoclonal Antibody (Myeloperoxidase)

 IO Test - Immunotech (ASR).

 B¶o qu¶n 2 - 80C.  Kh«ng ®Ó ®ãng ®¸.

 Tr¸nh ¸nh s¸ng.

 æn ®Þnh ®Õn ngµy hÕt h¹n.

 CD45 - ECD Monoclonal Antibody

 IO Test - Immunotech (ASR).

 B¶o qu¶n 2-80C, kh«ng ®Ó ®ãng ®¸.

 Tr¸nh ¸nh s¸ng.

 æn ®Þnh ®Õn ngµy hÕt h¹n.

 CD34 - PE Monoclonal Antibody

 IO Test - Immunotech (ASR)

 B¶o qu¶n 2-80C, kh«ng ®Ó ®ãng ®¸.

 Tr¸nh ¸nh s¸ng.

 æn ®Þnh ®Õn ngµy hÕt h¹n...
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 IntraPrepPrep Permeabilization Reagent Kit

 Immunotech.

 B¶o qu¶n nhiÖt ®é phßng, tr¸nh ¸nh s¸ng.

 æn ®Þnh ®Õn ngµy hÕt h¹n.

 Gåm cã c¸c hãa chÊt sau:

 Reagent 1:  Fixation

C¶nh b¸o: chøa 5,5% formaldehyd. Formaldehyd lµ chÊt ®éc, g©y dÞ
øng vµ cã thÓ lµ t¸c nh©n g©y ung th­. Tr¸nh d©y vµo m¾t, da vµ quÇn ¸o.

 Reagent 2:  Permeabilization

C¶nh b¸o: chøa 0,1% sodium acid. Sodium acid lµ chÊt ®éc h¹i khi hÝt
ph¶i, khi tiÕp xóc da vµ khi nuèt ph¶i. Tr¸nh tiÕp xóc víi m¾t, da vµ quÇn ¸o.

 IsoFlow Sheath Fluid(Coulter)

 B¶o qu¶n nhiÖt ®é phßng.

 Kh«ng dïng khi qu¸ h¹n sö dông.

 M¸y ly t©m

 M¸y l¾c (Vortex)

 C¸c èng nhùa dïng 1 lÇn 12x75mm

 Pipet vµ pipet typ

2. BÖnh phÈm

HuyÒn dÞch tÕ bµo m¸u, tñy x­¬ng, hoÆc tæ chøc kh¸c ®­îc xö lý theo
Quy tr×nh chuÈn bÞ mÉu vµ ph©n tÝch  Leukemia/Lymphoma.

v. C¸C B¦íC TIÕN HµNH

 Quy tr×nh nhuém phèi hîp c¸c kh¸ng nguyªn néi vµ ngo¹i bµo gåm
MPO, CD34 vµ CD45 ®­îc dïng cho ph©n tÝch MPO.

 Mçi ng­êi bÖnh (hoÆc chøng) dïng 1 èng.
 Thªm 10uL CD 34 PE monoclonal antibody (chØ khi ng­êi bÖnh cã

CD34+) vµ 10 uL CD45 ECD vµo èng.
 Pipet 50uL mÉu ng­êi bÖnh ®· xö lý vµo èng t­¬ng øng.
 Vortex tõng èng.

 ñ 15 phót ë nhiÖt ®é phßng (18-25o) trong tèi.
 Thªm 100uL IntraPrep Reagent 1 vµo mçi èng.
 Vortex tõng èng.
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 ñ 15 phót ë nhiÖt ®é phßng (18-25o) trong tèi.

 Thªm 4mL IsoFlow vµo tõng èng.
 Ly t©m trong 5 phót ë 3.000 vßng /phót.
 Hót bá dÞch næi.

 Thªm 100uL IntraPrep Reagent 2 vµo mçi èng each tube.
 Trén nhÑ 1-2 gi©y (kh«ng vortex).

 ñ 5 phót ë nhiÖt ®é phßng.
 Trén nhÑ 1-2 gi©y (kh«ng vortex).

 Thªm 20uL MPO-FITC Monoclonal Antibody vµo tõng èng.
 Vortex tõng èng.

 ñ 5 phót ë nhiÖt ®é phßng (18-25o) trong tèi.

 Thªm 4mL IsoFlow vµo mçi èng.
 Ly t©m 5 phót ë 3.000 vßng /phót.
 Hót bá dÞch næi.

 T¸i huyÒn dÞch tÕ bµo trong 500ul IsoFlow.
 Ph©n tÝch mÉu ®· chuÈn bÞ b»ng m¸y flow cytometer trong vßng 2

hours. NÕu ch­a ph©n tÝch ®­îc ngay, b¶o qu¶n mÉu ë 2-8oC vµ ph©n tÝch trong
vßng 24 giê.

 Trªn m¸y Cytomics FC500, ph©n tÝch b»ng ch­¬ng tr×nh CXP vµ
MPO/34/45 Protocol.

Vi. NHËN §ÞNH KÕT QU¶

MPO cã ë c¸c tÕ bµo tr­ëng thµnh dßng tñy, lµ thµnh phÇn chÝnh cña b¹ch
cÇu h¹t trung tÝnh, nh­ng kh«ng cã ë c¸c tÕ bµo tr­ëng thµnh dßng lympho. Do
vËy b¹ch cÇu h¹t ®­îc dïng lµm néi chøng d­¬ng cho MPO cßn lympho tr­ëng
thµnh ®­îc dïng lµm néi chøng ©m.

§Ýnh tÊt c¶ c¸c ®å h×nh do m¸y in ra vµo tê tãm t¾t kÕt qu¶, vµ chuyÓn cho
b¸c sÜ ph©n tÝch, kÌm theo c¸c lam dµn hoÆc lam cytospin ®Ó ph©n tÝch. B¸c sÜ
sÏ xem l¹i tÊt c¶ c¸c ®å h×nh, diÔn gi¶i vµ ghi D¦¥NG, ¢M hoÆc KH¤NG Râ
RµNG vµo cét kÕt qu¶ cña tê tãm t¾t. B¸c sÜ còng cã thÓ chän c¸ch ®äc kÕt qu¶
YÕU hoÆc M¹NH kÌm theo ®Ó ph¶n ¸nh møc ®é mËt ®é huúnh quang b¸c sÜ
còng sÏ pháng ®o¸n ®­a ra mét lêi lý gi¶i hoÆc ®­a ra c¸c gîi ý cÇn thiÕt vµo tê
b¸o c¸o.
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XÐT NGHIÖM CD55-CD59 HåNG CÇU

I. NGUY£N Lý

Trªn bÒ mÆt hång cÇu cã c¸c dÊu Ên CD55, CD59. B×nh th­êng 100% hång
cÇu cã ®Çy ®ñ CD55, CD59. C¸c CD nµy cã t¸c dông ng¨n c¶n bæ thÓ tÊn c«ng
g©y tan hång cång. Khi thiÕu hôt hoÆc mÊt CD55-CD59, hång cÇu trë nªn mÉn
c¶m víi bæ thÓ vµ dÔ dµng bÞ ph¸ hñy khi gÆp ®iÒu kiÖn thuËn lîi. Ph©n tÝch
CD55-CD59 hång cÇu lµ tiªu chuÈn vµng ®Ó chÈn ®o¸n §¸i huyÕt s¾c tè kÞch
ph¸t ban ®ªm. Dïng kh¸ng thÓ ®¬n dßng kh¸ng CD55-FITC vµ kh¸ng thÓ ®¬n
dßng kh¸ng CD59-PE cã thÓ ph¸t hiÖn ®­îc møc ®é cã mÆt, thiÕu hôt hoÆc mÊt
CD55, CD59 trªn bÒ mÆt hång cÇu.

ii. ChØ ®Þnh

 Ng­êi bÖnh cã gi¶m ®a dßng tÕ bµo m¸u, cã biÓu hiÖn t¾c m¹ch, biÓu
hiÖn tan m¸u néi m¹ch.

  Cã biÓu hiÖn suy tñy x­¬ng.

  Cã tan m¸u néi m¹ch ch­a râ nguyªn nh©n.

IIi. Chèng chØ ®Þnh

Kh«ng cã chèng chØ ®Þnh.

IV. CHUÈN BÞ

1. Ph­¬ng tiÖn - ho¸ chÊt

 Pipet vµ typ 10ul, 20ul, 100ul vµ 100ul.

 Typ thñy tinh 120x70mm.

 èng nhùa 120x70mm dïng cho m¸y flow cytometry.

 M¸y Flowcytometry.

 Hãa chÊt: dung dÞch PBS, dung dÞch ch¹y vµ röa m¸y flow.

 Kh¸ng thÓ ®¬n dßng anti CD55-FITC, anti CD59-PE.

2. BÖnh phÈm

 MÉu dïng lµ m¸u toµn phÇn, ®­îc lÊy vµo èng chøa chÊt chèng ®«ng
EDTA 2,5ml.
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 MÉu dïng cho xÐt nghiÖm cã thÓ b¶o qu¶n 7 ngµy ë nhiÖt ®é 20C ®Õn 80C.

v. C¸C B¦íC TIÕN HµNH

 ChuÈn bÞ mÉu:

 Pha lo·ng mÉu theo tû lÖ 1/100 b»ng dung dÞch PBS.

 Hót 1ml PBS vµo typ thñy tinh.

 Vortex èng m¸u, lÊy 10ul m¸u hßa lo·ng vµo 1ml PBS.

 ñ mÉu víi kh¸ng thÓ:

 Ghi tªn ng­êi bÖnh lªn èng nhùa 120x70mm.

 Cho vµo èng 20ul anti CD55-FITC vµ 20ul anti CD59-PE.

 Thªm vµo èng trªn 100ul m¸u ®· pha lo·ng, votex ®Òu.

 ñ 30 phót ë nhiÖt ®é phßng.

 Thªm 1ml PBS, votex ®Òu.

 ChuyÓn sang ph©n tÝch trªn m¸y flow cytometry dïng ch­¬ng tr×nh
ph©n tÝch CD55, CD59.

 Thao t¸c víi m¸y Flowcytometry:

 BËt m¸y tÝnh, chän ch­¬ng tr×nh CXP...  chän tªn ng­êi lµm thÝ
nghiÖm (vÝ dô: Hßa) NhËp Pass phÝa d­íi: password, ®îi m¸y æn ®Þnh kho¶ng
20 phót.

 Chän: Panel  t×m ®Õn PNH hong cau  kÐo ch­¬ng tr×nh xuèng cöa sæ
phÝa d­íi.

 NhËp th«ng tin:

 Carousel: 1 hoÆc  2 tïy theo ®Ó mÉu vµo khay n¹p mÉu 1 hay 2.

 Possition: lµ vÞ trÝ ®Æt typ trªn Carousel.

 ID1: PNH HC.

 ID2: hä tªn ng­êi bÖnh.

 BÊm nót Play ®Ó ch¹y.

vi. NHËN §ÞNH KÕT QU¶

 Dùa trªn 3 vïng tÕ bµo ®Ó ph©n tÝch:
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 NÕu >95% tÕ bµo hång cÇu n»m ë vïng III  kh«ng thiÕu hôt CD55,
CD59.

 NÕu cã >5% tÕ bµo hång cÇu n»m ë vïng II hoÆc vïng I  cã thiÕu hôt
CD55 hoÆc CD59 hoÆc c¶ 2. Lóc nµy cÇn ghi cô thÓ tû lÖ % hång cÇu lo¹i I, lo¹i
II vµ lo¹i III.

 Röa vµ t¾t m¸y theo quy tr×nh riªng

 §Æt theo thø tù c¸c vÞ trÝ tõ 1 ®Õn 4 trªn carousel c¸c èng: 1 èng Bleach
+ 3 èng n­íc cÊt.

 Vµo phÇn Common  Clean  KÐo ch­¬ng tr×nh Clean xuèng  NhËp
sè cña carousel Play.

 Khi m¸y röa xong, nhÊc 4 èng ra, ®Æt 2 èng ®en vµo vÞ trÝ 1, 2. B¬m
n­íc ®Çy vµo phÇn d­íi cña 2 èng, ®Ëy n¾p l¹i.

 Trªn mµn h×nh, bÊm vµo biÓu t­îng “zzz” sau ®ã bÊm tiÕp vµo biÓu
t­îng h×nh 2 èng ®en. Khi ë phÝa d­íi mµn h×nh hiÖn “Press idol mode...” th× t¾t m¸y.

 T¾t hÕt ch­¬ng tr×nhFC OFF  T¾t m¸y tÝnh.
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KH¸NG THÓ KH¸NG CARDIOLIPIN
(ANTI-CARDIOLIPIN) B»NG Kü THUËT ELISA

I. NGUY£N Lý
Kh¸ng nguyªn ®­îc g¾n s½n trong giÕng sÏ kÕt hîp víi kh¸ng thÓ ®Æc hiÖu

IgG/IgM (nÕu cã) trong huyÕt thanh ng­êi bÖnh t¹o nªn phøc hîp kh¸ng nguyªn
-kh¸ng thÓ khi ñ. Sau khi röa s¹ch, phøc hîp nµy sÏ ®­îc g¾n tiÕp víi kh¸ng
thÓ kh¸ng globulin miÔn dÞch ng­êi (anti IgG/IgM) ®· kÕt hîp s½n enzym
peroxidase. Sau khi röa, l­îng enzym g¾n víi phøc hîp nµy ®­îc gi÷ l¹i trong
giÕng. Khi cho c¬ chÊt TMB/H2O2, enzym sÏ xóc t¸c ph¶n øng t¹o mµu xanh l¸
c©y, sau khi cho acid, mµu xanh sÏ chuyÓn sang mµu vµng. §o OD ë b­íc sãng
450/620nm ®Ó ®äc kÕt qu¶.

ii. ChØ ®Þnh
 Nghi ngê héi chøng anti - phospholipid.

 BÖnh hÖ thèng.

 Cã biÓu hiÖn t¾c m¹ch.

 Hay t¸i ph¸t sÈy thai, thai chÕt l­u.

 XÐt nghiÖm APTT kÐo dµi.

IIi. Chèng chØ ®Þnh
Kh«ng cã chèng chØ ®Þnh.

IV. CHUÈN BÞ

1. Ph­¬ng tiÖn - ho¸ chÊt

 Trang thiÕt bÞ: m¸y röa ELISA, m¸y ®äc phiÕn ELISA, m¸y ly t©m.

 Hãa chÊt: kÝt ELISA anti-cardiolipin, n­íc cÊt.

 VËt t­ tiªu hao: giÊy thÊm, g¨ng tay, mò, khÈu trang.

2. BÖnh phÈm

 LÊy 2ml m¸u kh«ng chèng ®«ng ghi râ th«ng tin ng­êi bÖnh: tªn, tuæi,
sè gi­êng, khoa phßng, khíp víi th«ng tin trªn phiÕu chØ ®Þnh.

 Ly t©m èng m¸u 3.000 vßng/2 phót ®Ó huyÕt thanh ng­êi bÖnh t¸ch
hoµn toµn, huyÕt thanh kh«ng ®­îc ®Ó vì hång cÇu.

v. C¸C B¦íC TIÕN HµNH
 §Ó hãa chÊt ra nhiÖt ®é phßng 30 phót tr­íc khi lµm xÐt nghiÖm.
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 Pha dung dÞch röa víi n­íc cÊt tØ lÖ 1:50.
 Pha lo·ng dung dÞch Sample Buffer 5x víi n­íc cÊt tØ lÖ 1:5.
 Pha lo·ng HTBN víi buffer ®· pha lo·ng trªn theo tû lÖ 1:101.
 TÝnh to¸n sè giÕng:
12 giÕng chøng (6 chøng IgM, 6 chøng IgG) + sè BN x 2 (1 IgM, 1 IgG)

1(IgG) 2(IgM) 3(IgG) 4(IgM) 5 6 7 8 9 10 11 12

A CalA CalA MÉu3 MÉu3

B CalB CalB MÉu4 MÉu4

C CalC CalC MÉu5 MÉu5

D CalD CalD ... ...

E CalE CalE

F CalF CalF

G MÉu1 MÉu1

H MÉu2 MÉu2

 Nhá 100l Calibrators A→F vµ 100l huyÕt thanh ng­êi bÖnh theo
b¶ng trªn.

 ñ tèi ë RT 30 phót.

 Röa 300l Wash buffer 1x mçi giÕng, röa 3 lÇn, (vÈy s¹ch l¹i trªn
giÊy thÊm).

 Nhá 100l Conjugates IgG/IgM, ñ tèi ë RT 30 phót.

 Röa 300l Wash buffer 1x mçi giÕng, röa 3 lÇn, (vÈy s¹ch l¹i trªn giÊy thÊm).

 Nhá 100l Substrate, ñ tèi ë RT 30 phót.

 Nhá 100l Stop. §Ó 5phót ®em ®äc kÕt qu¶.

 §o OD ë b­íc sãng ®«i 540/620nm trong vßng 30 phót tíi khi nhá Stop.

NhËp sè liÖu ®Ó tÝnh to¸n ra nång ®é anti Cardiolipin (IgG/IgM) dùa trªn
®­êng chuÈn thiÕt lËp bëi OD vµ nång ®é chuÈn cña 6 CAL A→F (IgG/IgM).

Vi. NHËN §ÞNH KÕT QU¶
B×nh th­êng Nghi ngê D­¬ng tÝnh

IgG < 12 GPL/ml 12-18 GPL/ml >18 GPL/ml

IgM < 12 MPL/ml 12-18 MPL/ml >18 MPL/ml
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 §IÖN DI MIÔN DÞCH TR£N M¸Y CAPILLARY2

I. NGUY£N Lý

Trong m«i tr­êng pH kiÒm, c¸c ph©n tö protein tÝch ®iÖn ©m sÏ di
chuyÓn vÒ cùc d­¬ng d­íi t¸c dông cña dßng ®iÖn mét chiÒu. C¸c protein ®¬n
dßng trong huyÕt thanh (KN) sÏ kÕt hîp víi c¸c kh¸ng thÓ kh¸ng globulin ®¬n
dßng, t¹o nªn h×nh ¶nh mÊt ®Ønh ®¬n dßng so víi h×nh ¶nh tham chiÕu. Dùa vµo
sù mÊt ®Ønh nµy sÏ x¸c ®Þnh ®­îc globulin ®¬n dßng ®ã thuéc typ Ig nµo.

ii. ChØ ®Þnh

 §au tñy x­¬ng.

 T¨ng gama - globulin.

 L¬ xª mi kinh dßng lympho, u lympho.

 BÖnh hÖ thèng.

IIi. Chèng chØ ®Þnh

Kh«ng cã chèng chØ ®Þnh.

IV. CHUÈN BÞ

1. Ph­¬ng tiÖn - ho¸ chÊt

 Trang thiÕt bÞ: m¸y ®iÖn di mao qu¶n Capillary2, m¸y ly t©m, pipet,
que thñy tinh.

 Hãa chÊt: dung dÞch ®Öm, seggment hãa chÊt (chøa KT kh¸ng globulin
®¬n dßng), n­íc cÊt.

 VËt t­ tiªu hao: giÊy thÊm, g¨ng tay, mò, khÈu trang.

2. BÖnh phÈm

 LÊy 3ml m¸u kh«ng chèng ®«ng ghi râ th«ng tin ng­êi bÖnh: tªn, tuæi,
sè gi­êng, khoa phßng, khíp víi th«ng tin trªn phiÕu chØ ®Þnh.

 Ly t©m èng m¸u 3000 vßng/2 phót ®Ó HTBN t¸ch hoµn toµn.

v. C¸C B¦íC TIÕN HµNH

1. Khëi ®éng m¸y

 BËt m¸y tÝnh vµ m¸y Sebia, chän ch­¬ng tr×nh PHORESIS.
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 NhËp Password: SEBIA råi CAPILLARY STATUS WINDOW, chê m¸y
khëi ®éng kho¶ng 20 phót  Ready.

 Chän ch­¬ng tr×nh: vµo cöa sæ SELECT PROGRAM (gãc trªn ph¶i) chän
IMMUNOTYPING 6→OK.

 Khi Status hiÖn Ready, thay hãa chÊt: vµo “Replace containers”.

 §æ b×nh n­íc th¶i.

 Thay b×nh Wash solution, b×nh dung dÞch ®Öm (Buffer), nhËp c¸c th«ng
tin yªu cÇu→OK.

2. Ch¹y ®iÖn di

 §Ó bÖnh phÈm ë vÞ trÝ sè 1 trªn Rack kÌm theo seggment hãa chÊt bªn
c¹nh, tõ tõ ®Èy Rack vµo bªn trong.

 M¸y ch¹y 15 phót sau cho ra kÕt qu¶.

 NhËp th«ng tin ng­êi bÖnh: hä tªn, tuæi, chÈn ®o¸n, sè gi­êng, khoa phßng.

 KÝch ®óp vµo dßng th«ng tin ng­êi bÖnh ®Ó xem l¹i kÕt qu¶, bÊm vµo
môc SEE IT ®Ó xem toµn bé kÕt qu¶ cña 1 ng­êi bÖnh, råi chän lÖnh in.

3. Röa m¸y

 Thay l¹i b×nh Buffer b»ng b×nh n­íc cÊt ®Ó röa m¸y: dïng Rack 100.

 Röa cuèi ngµy: röa kim hót bÖnh phÈm: ®Ó èng Bleach ë vÞ trÝ 1 cña
rack 100 + 1 seggment tr¾ng, ®Èy rack vµo, khi hiÖn cöa sæ lÖnh th× chän
“Launch the probe cleaning (chlorinated sodium hypochlorite solution or CDT
wash solution)”→ OK. §îi 15 phót.

 Röa cuèi tuÇn: röa c¸c èng mao qu¶n: ®Ó 2 èng enzym ë vÞ trÝ 1 vµ 8 cña
Rack 100 + 1 seggment tr¾ng,  tõ tõ ®Èy Rack vµo, råi chän “Launch the
CAPICLEAN cleaning”. §îi kho¶ng 40 phót.

4. T¾t m¸y

 Vµo Replace containers thay b»ng 3 b×nh n­íc cÊt.

 Trªn mµn h×nh chän: Capillarys → Special cycles → Shutdown with
distilled water into the 3 containers to rinse the system. Khi hiÖn c©u lÖnh:
“This special shutdown procedure requires the replacement of the reagents with
H2O. Do you want to continue?”→ OK.
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 Sau kho¶ng 20 phót, mµn h×nh hiÖn “Ready for shutdown” th× t¾t m¸y
diÖn di vµ m¸y tÝnh.

vi. NHËN §ÞNH KÕT QU¶

 §Ønh gama globulin ®¬n dßng: ®Ønh nhän, ch©n hÑp.

 Dùa vµo h×nh ¶nh ®Ønh ®¬n dßng mÊt ®i ë nh÷ng « kÕt qu¶ nµo th× ®äc
kÕt qu¶ Ig ë « ®ã. VÝ dô, mÊt ®Ønh ë « IgG vµ Kappa th× kÕt luËn ®Ønh gama
globulin ®¬n dßng lµ IgG-K.

vii. NH÷NG SAI SãT Vµ Xö TRÝ

 Hµnh chÝnh: nhÇm bÖnh phÈm, vì hång cÇu.

 Hãa chÊt: seggment hãa chÊt bÞ kh«, cã bät khÝ, hãa chÊt hÕt h¹n.

 Ng­êi lµm xÐt nghiÖm: sai sãt trong qu¸ tr×nh ch¹y ®iÖn di, nhËp th«ng
tin nhÇm.
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PH¢N LO¹I MIÔN DÞCH B»NG Kü THUËT FLOW CYTOMETRY
TR£N M¸Y CYTOMIC FC500

I. NGUY£N Lý
Trªn bÒ mÆt tÕ bµo cã c¸c dÊu Ên ®Æc tr­ng cho tõng dßng tÕ bµo, tõng

giai ®o¹n ph¸t triÓn cña tÕ bµo. §Ó ph¸t hiÖn c¸c dÊu Ên ®Æc tr­ng nµy ng­êi ta
dïng kh¸ng thÓ ®¬n dßng g¾n huúnh quang kh¸ng ®Æc hiÖu víi c¸c dÊu Ên cÇn
ph¸t hiÖn.

Kü thuËt flow cytometry dùa trªn nguyªn lý ph©n tÝch ®ång thêi nhiÒu tÝn
hiÖu huúnh vµ quang häc cña tõng tÕ bµo ®¬n lÎ. Dùa trªn kh¸ng thÓ ®¬n dßng
g¾n huúnh quang vµ kü thuËt flow cytometry, chóng ta cã thÓ ph¸t hiÖn sù cã
mÆt hoÆc mÊt ®i c¸c dÊu Ên ®Æc tr­ng trªn quÇn thÓ c¸c tÕ bµo ung th­. C¨n cø
vµo c¸c dÊu Ên ®Æc tr­ng ®ã ng­êi ta cã thÓ xÕp thÓ tÕ bµo ung th­ m¸u, gãp
phÇn chÈn ®o¸n vµ tiªn l­îng bÖnh tèt h¬n.

ii. ChØ ®Þnh

C¸c ng­êi bÖnh l¬ xª mi kinh, l¬ xª mi cÊp

IIi. Chèng chØ ®Þnh

Kh«ng cã chèng chØ ®Þnh.

IV. CHUÈN BÞ

 M¸y flow cytometry, ®· cµi ®Æt ch­¬ng tr×nh xÕp lo¹i miÔn dÞch.

 Pipet c¸c lo¹i 1ml, 10-50ul, 50-200ul.

 C¸c èng nghiÖm kÝch th­íc 12x70mm dïng cho m¸y flow cytometry.

 Dung dÞch ch¹y m¸y (Flow sheat).

 Dung dÞch röa m¸y (ISO Clenz).

 Dung dÞch ly gi¶i hång cÇu (Optimice C).

 C¸c kh¸ng thÓ kh¸ng  CD5, CD3, CD13, CD14, CD33, CD34, HLA-DR
g¾n chÊt mµu huúnh quang PE.

 CD45 g¾n chÊt mµu huúnh quang ECD.
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 CD19, CD7, CD10, CD71, MPO, CD8, CD15, CD20 g¾n chÊt mµu
huúnh quang FITC.

v. C¸C B¦íC TIÕN HµNH

1. ChuÈn bÞ m¸y flow cytometry

 KiÓm tra b×nh chøa dung dÞch ch¹y m¸y, dung dÞch röa m¸y, nÕu cÇn
bæ sung thªm c¸c dÞch vµo b×nh chøa.

 KiÓm tra b×nh chøa n­íc th¶i, nÕu ®Çy ®æ bá n­íc th¶i, vÆn chÆt c¸c
n¾p b×nh chøa.

 BËt m¸y flow cytometry.

 Ch¹y chuÈn hãa m¸y b»ng èng Flow Check, nÕu m¸y æn ®Þnh sÏ tiÕp
tôc lµm.

2. ChuÈn bÞ panel kh¸ng thÓ

 LÊy 7 èng flow cytometry 12x70mm, ®¸nh dÊu tõ 1-7.

 Cho vµo èng 20ul dung dÞch kh¸ng thÓ c¸c lo¹i  (mçi èng 3 kh¸ng thÓ)
theo s¬ ®å sau:

èng # PE FITC ECD

1 CD3 CD19 CD45

2 CD5 CD7 CD45

3 CD34 CD10 CD45

4 CD13 CD15 CD45

5 CD33 CD20 CD45

6 CD14 CD71 CD45

7 HLA-DR CD8 CD45

3. ChuÈn bÞ mÉu

 MÉu dÞch hót tñy x­¬ng /m¸u chèng ®«ng EDTA, ph¶i ®­îc b¶o qu¶n
4-80C vµ ph©n tÝch trong vßng 24 giê.

 Röa tÕ bµo:

 LÊy 1ml mÉu vµo èng Falcon 15ml (nhí ghi tªn ng­êi bÖnh lªn èng
Falcon).

 Thªm 9ml PBS, trén ®Òu.

 Ly t©m röa 1.500 vßng /phót trong 5 phót ë nhiÖt ®é phßng.

 Hót bá dÞch næi, t¸i huyÒn dÞch cÆn tÕ bµo trong 10ml dung dÞch PBS.

 LÆp l¹i quy tr×nh röa tÕ bµo 03 lÇn.
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 Ly gi¶i hång cÇu:

 Sau lÇn ly t©m röa lÇn 3, thªm vµo cÆn tÕ bµo 5ml dung dÞch ly gi¶i
hång cÇu.

 Trén ®Òu huyÒn dÞch tÕ bµo, ®Ó 10 phót ë nhiÖt ®é phßng.

 Röa sau ly gi¶i hång cÇu.

 Sau 10 phót ñ, lÆp l¹i b­íc röa tÕ bµo nh­ trªn.

 Sau röa, t¸i huyÒn dÞch tÕ bµo trong 1ml dung dÞch PBS.

 §Õm sè l­îng b¹ch cÇu trong huyÒn dÞch, nÕu cÇn, pha lo·ng huyÒn
dÞch b»ng dung dÞch PBS ®Ó ®¹t nång ®é tÕ bµo kho¶ng 5-10 G/L.

4. ñ mÉu

 LÊy 7 èng kh¸ng thÓ ®· chuÈn bÞ ë b­íc trªn (dïng cho 1 mÉu ph©n tÝch).

 Ghi tªn ng­êi bÖnh lªn c¸c èng nµy.

 Thªm vµo mçi èng 100ul huyÒn dÞch tÕ bµo (5-10G/L).

 Votex c¸c èng trªn.

 ñ 30 phót ë nhiÖt ®é phßng, tr¸nh ¸nh s¸ng.

5. Röa sau ñ kh¸ng thÓ

 Thªm vµo mçi èng 3ml dung PBS, votex ®Òu, ly t©m röa 1500 vßng /phót
trong 5 phót ë nhiÖt ®é phßng.

 Lo¹i bá dÞch næi, t¸i huyÒn dÞch cÆn tÕ bµo trong 3 ml dung dÞch PBS,
lÆp l¹i b­íc röa ly t©m trªn 3 lÇn.

 T¸i huyÒn dÞch cÆn tÕ bµo trong 1ml PBS.

6. Ph©n tÝch trªn m¸y flow cytometry

 Vµo ch­¬ng tr×nh Ph©n lo¹i miÔn dÞch ®· lËp s½n trong m¸y víi 3 th«ng
sè mµu Log-PE, Log-FITC, Log-ECD.

 LÊy ch­¬ng tr×nh ph©n tÝch panel 7 èng nh­ ®· chuÈn bÞ.

 NhËp ID ng­êi bÖnh, tªn ng­êi bÖnh, nhËp tªn CD cho mçi èng.

 Ch¹y ch­¬ng tr×nh ph©n tÝch mÉu.

vi.  NHËN §ÞNH KÕT QU¶

 Dùa trªn ch­¬ng tr×nh ®· lËp, x¸c ®Þnh quÇn thÓ blast, x¸c ®Þnh tÝnh
chÊt d­¬ng tÝnh víi tõng CD. X¸c ®Þnh dßng tÕ bµo ung th­.


