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Lai néi ddu
TCVN 6686-1:2009 thay thé TCVN 6686-1:2000;

TCVN 6686-1:2009 hoan toan tugng duong vai 1ISO 13366-1:2008:

TCVN 6686-1:2009 do Ban ky thuat tiéu chuin quéc gia TCVN/TC/F12 SZa va
san phdm sira bién soan, Téng cuc Tiéu chun Do Iudng Chat Iugng dé nghi, B
Khoa hoc va Céng nghé céng bé.

BO TCVN 6686 (ISO 13366) Siza - Dinh lung t€ bao x6ma gém cb cac phin sau:

- TCVN 6686-1:2009 (ISO 13366-1:2008), Phén 1: Phuong phap dung kinh hién
vi (Phuong phap chudn);

- TCVN 6686-2:2007 (1ISO 13366-2:2006), Phén 2: Huong dan vén hanh may dém
huynh quang dién 1.

TCVN 6686-1:2009



TIEUCHUAN QUOC GIA TCVN 6686-1:2009

Xuat ban 13n 2

Sira - Dinh lugng té bao xé6ma -
Phin 1: Phuong phap dung kinh hién vi (Phuong phap chuan)

Milk — Enumeration of somatic cells —
Part 1: Microscopic method (Reference method)

1 Pham vi ap dung

Tiéu chudn nay qui dinh phuong phap ding kinh hién vi (phuong phap chusn) dé dém té bao xoma
trong sifa nguyén liéu va sifa dugc bao quan bang hoa chét.

Phuong phap nay co thé dung dé dém cac té bao xéma trong sita bo, khi dap (ng dugc cac diéu kién
tien quyét da dé cap.

Phuong phap nay thich hop cho viéc chudn bi cac mau thir chudn va dé xac dinh cac gia tri clia phudng

phap chudn can thiét cho viéc hiéu chudn cac phuong phap dém té bao tu dong va cd hoc.

CANH BAO - Khi ap dung tiéu chuan nay cé thé lién quan dén cac vat lidu, thiét bj va cac thao -
tic nguy hidém. Tiéu chuin nay khéng dé cé.p dén cac van dé an toan khi s dung ching. Ngudi
sir dyng tidu chuan nay phal ty thidt I3p cac thao tac an toan thich hgp va xac dinh kha nang ap
dung gidi han qui dinh trudc khi sir dung tiéu chuan.

2 Thuat ngir va djnh nghia

Trong tiéu chudn nay ap dung thuat ngir va dinh nghia sau day:

21
Té bao xéma (somatic cells)
Té& bao c6 nhan, 1a tdt c cac té bao bach cau va biéu mé, xac dinh duoc bang quy trinh mé ta trong

tieu chudn nay.
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3 Nguyén tic

Dan déu phan mau slta can kiém tra trén khap phién kinh dé tao mét idp mang mdng. Lam khd I1dp
mang. Trong qua trinh ndy céac té bao dugc nhudém mau. Dung kinh hién vi dém cac té bao d3 nhudém.
Nhan s Iugng té bac dém duoc trong mot dién tich xac dinh vdi hé s6 1am viéc dé co s6 luong té bao
trong maot mililit.

4 Thudc thi

Chi st dung cac thudc thir dat chat lugng tinh khiét phan tich, trir khi ¢ qui dinh khac, va chi s dung
nudc cét hodc nudc da loai ion hodc nude co dé tinh khiét tudng duong.

4.1 Dung djch nhuom mau

CANH BAO - Tetracloetan la chat déc. Ethidi bromua ciing c¢6 tinh déc. Khi bj dé tran, cdn lam
mat tac dyng cla chung dung céch. Viéc chuan bj va sif dung dung dich nhudém mau phai dugc
thyc hién trong ta hat, sir dung dung cu bao va.

4.1.1 Dung dich thudc nhudm Newman-Lampert cai bién (cai bién cia Levowitz-Weber)

4.1.1.1 Thanh phin

Etanol, 95 %.(_;;-hén thé tich) I ” _ 54,0 ml !
Tetracloetan® i 40,0:;\7
Xanh metylen 06_;
Axit axetic, bang 6.0 ml ]
# Cé thé sir dung xylen dé thay thé cho tetracloetan véi mot thé tich quy dinh nhurtrén, |

4.1.1.2 Chuan bj

Tron etanol va tetracloetan trong lo ¢6 ndp day. Lam néng trong néi cach thuy (5.1) & 65 °C. Thém xanh
metylen va trén ky, thuc hién trong tf hut. Lam lanh trong td lanh dén 4 °C.

Sau d6 cho thém axit axetic bang va trén lai. Rot dung dich thu duge qua bé loc thich hdp (5.2) vao mét

lo kin va bao quan trong lo nat kin nay.
Loc lai dung dich thudc nhudm Newman-Lampert nay trudc khi st dung, néu can,
4.1.2 Dung dich thuéc nhuém ethidi bromua

4.1.2.1 Dung djch goc thuéc nhuém
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4.1.21.1 Thanh phin

|
Ethidi bromua 0.25g |

Nudc da ioai khoang 100 mi

4.1.2.1.2 Chuan bj

Hoa tan ethidi bromua trong nudc da loai khoang da dugc lam dm trudc dén 40 °C. Lam ngudi dung
dich dén nhiét dé6 phong. Thém nudc da loai khoang dén thé tich 100 mi.

Dung dich géc thuéc nhudm ethidi bromua c6 th& gilr dudc t8i da hai thang khi duoc b3o quan d nai ti
g2°C+2°C.

4.1.2.2 Dung dich dém

4.1.2.2.1 Thanh phén

Kali hydrophtalat 051¢g
Kali hydroxit 0,162 g
Nudc d3 loai khoang ' 100 ml

4.1.2..2.2 Chuin bj

Hoa tan kali hydrophtalat va kali hydroxit riéng ré trong nudc da loai khoang.

Dung dich dém cé thé gilr duoc 16i da hai thang khi dugc bao quan 3 ndi t6i § 2 °C + 2 °C.
4.1.2.3 Dung dich lam vigc thudc nhuém ethidi bromua

4.1.23.1 Thanh phin

Dung dich g&c thudc nhudm ethidi bromua * (4.1.2.1) 2mi

Dung dich dém (4.1.2.2) 8 mi

Triton X-100 . 0,1ml

Nudc da loai khoang 90 mi
" Nhiet Idé cao c6 thé 1am giam kha ning nhudm mau cla ethidi bromua.

4.1.23.2 Chuin bj

Cho ti€p dung dich g&c thudc nhudm ethidi bromua, dung dich dém va Triton X-100 vao nudc da loai
khoang va trén ky.

Chuan bi dung dich lam viéc ethidi bromua ngay truc khi sif dung.
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4.2 Dung dich déem phosphat (PBS)

4.21 Thanh phdn

NaCi ' - 8g
KCl - 029
_h]a?HPO..7H30 1.15_9 ‘
KH,PO, o 0.;

} Nubc da loai khoang 1000 mi

4.2.2 Chuin bj
Hoa tan cac loai mudi ndi trén trong nudc da loai khoang. Thém nudc d3 loai khoang dén 1 000 mi.
Chinh pH dén 7,2+ 0,1,

CHU THICH C6 thé sir dung dung dich d&m phosphat ban s8n c6 pH = 7,2.

5 Thiét bi, dung cuy

St dung cac thiét bi phong thif nghiém théng thudng va cu thé nhu sau:

5.1 N&i cach thuy, c6 thé duy trid40°C +2°C, 50°C + 2°Cva 65°C 4 2°C.

5.2 Phéu lgc, bén véi cac dung mdi sif dung, ¢b kich thudc 16 tir 10 um dén 12 um.

5.3 Kinh hién vi, c6 8 khuyéch dai tir 500 d&n 1 000 1an. C6 thé sir dung vat kinh ngam dau.
Khi slr dung ethidi bromua, thi kinh hién vi-phai cé duné cu phat quang.

5.4 Microxyranh, cé thé phan phéi thé tich ¢8 dinh 0,01 ml, ¢6 dung sai t6i da la 2 %.

5.5 Dung cu do vi lugng, can dugc chimg nhan.

5.6 Phién kinh, dudc danh d&u bang hinh vé (hinh chir nhat hoac hinh tron) co dién tich 1 cm? + 5 %
(95 mm? dén 105 mm?) hoac phién kinh chudn cé kich thusc 20 mm x 5 mm hoac co dudng kinh
d=11,28 mm.

5.6.1 Lua chon phién kinh

T&t nhat la cé6 mét tdm hoac dién tich danh ddu c8 dinh trudc dé tranh dém lai voi méi 1an dém.
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5.6.2 Hinh dang

DGi vai dang hinh chif nhat, cac chiéu rong bén trong phia trén va phia dudi va cac chiéu cao bén trong
phia phai va phia trai khong dudc khac nhau qua 0,2 mm.

Déi vai dang hinh tron thi cac dudng kinh trong theo chiéu ngang va chiéu doc khéng dudc khac nhau
qua 0,2 mm.

6 Liy mau

Piéu quan trong la mau gl dén phong thi nghiém phai dung la mau dai dién va khong bi hu hong hoac
bién d8i ch&t luong trong qua trinh van chuyén hodc bao quan.

Viéc 13y mau khéng qui dinh trong tiéu chudn nay. Nén I8y mau theo TCVN 6400 (I1SO 707).

Néu sir dung bd I8y mau tu ddng, thi ching phai dugc kiém tra xac nhan chinh xac.

7 Chuin bj mau thd
7.1 Bao quan
Trudc khi thir nghiém hoc bao quan, gitf mdu d4 °C + 2°C.

Phan tich mau thit trong vong 6 h sau khi 1§y mau. Khi phai bao quan lau hon thi b8 sung cac hoa chat
bao quan nhu axit boric, bronopol hoc kali dicromat. Nong dé cudi cing cua axit boric khéng dudc vugt
qua 0,6 g/100 mi mau thir. Néng dé cudi cling cla bronopol khéng dugc vugt qua 0,05 g/100 ml méu
thir. Néng dd cubi cling clia kali dicromat khéng duge vuot qua 0,1 g/100 mi mau thir. Bao quan cac
mau da b8 sung chat bao quén 3 4 °C + 2 °C khong qua 6 ngay.

Vi cac ly do vé méi trudng, nén han ché sif dung kali dicromat cho cac mau cd han s dung dai.
7.2 Chuan bj

Lam néng mAu thir (xem 7.1) trén ndi cach thuy (5.1) & nhiét dd 40 °C. Trén ky mau thd. Lam ngudi
méu thir dén nhiét d6 clia microxyranh (5.4) da duoc hiéu chudn, vi du d 20 °C.

Pha loang mau cé sé té bao xéma du doan trén 1 000 000 té bao/ml véi dung dich dém phosphat (4.2)
dé thu dudc s6 té bao xoma khoang 500 000 té bao/ml déi véi mdi mau thir da pha loang.
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trong dé:

-~

d 1a hé s6 pha loang dé thu dugc s té bao xéma thich hgp trong mau thif cé khoang 500 000 té
bao/mt;

V, lathé tich mau thlr, tinh bang mililit;

V, lathé tich dung dich dém dung dé pha loang mau thd, tinh bang mililit.
Ghi lai hé s pha lodng, d, thé tich mau thi V, va thé tich dung dich dém V, da st dung dé thu duoc
dung dich pha loang can thiét.
8 Cach tién hanh

Chu#n bi t méi mau thif it nhat hai mang va dém té bao xéma trong mang 6t nhat (vi du: mang nhudém
khang bi hu hang khi nhudém). Nhung cac phién kinh (5.6) trong etancl (dung dich 95 %). Hd trén Ilfa va
dé ngudi.

8.1 Chuan bj mang méng va nhudém mau

Tién hanh theo 8.1.1 hoac 8 1.2 d& chuan bi mang mong va nhuém mau.

CHU THICH Viéc nhudm mau sira dé dugc md ta trong Phu luc B.

8.1.1 Chuan bj mang méng va nhudm bing dung dich thuéc nhuém Newman-Lampert

Dung microxyranh (5.4) 18y 0,01 ml m3u th* da chudn bi (cubi cung da dugc pha loang) (xem 7.2).
Trang microyranh bing mau thir. Khi microxyranh d tiép xuc vai mau thi cdn lhah lam sach mat ngoal

ctia microxyranh, néu cin.

Cho phan méau thd 1én mét phién kinh sach cé dién tich 1 cm? (5.6). Dung kim cdy dan déu mau trén
khép vi trudng xac dinh, van d3m bdo rdng vi trudng gan véi vién bao quanh ciing dudc phét déu. Bé
mang kho hin & nhiét do phong.

Nhung mang mdng da khé trén phién kinh vac dung dich nhudém mau Newman-Lampert cai bién (4.1.1)
it nhat 15 min. ©8 mang khé hdn & nhiét d6 médi truoing.

Sau dé nhing mang da kho vao nudc cho dén khi hét hin thudc nhudm sot lai. Lam kho lai va bao

quan tranh bui.

8.1.2 Nhudm bing dung djch thudc nhudm ethidi bromua va chuan bj mang méng

Trén 1 ml mau thr da chudn bi (xem 7.2) vdi 1 ml dung dich lam viéc cla thudc thi ethidi bromua
(4.1.2.3) trong &ng thudc thit. Gilr hén hop tranh anh sang. Lam néng éng trén ndi cach thuy (5.1) 8 50 °C
trong 3 min. Lam ngudi dén nhiét dé phong.

10
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Dung microxyranh (5.4) 13y 0,01 mi hon hgp. Trang microxyranh bang hén hgp. Khi microxyranh da tiép

xUC v&i mau thi can than lam sach mat ngoai clia microxyranh, néu cén.

Cho phan mau thir Ién mot phién kinh sach ¢o dién tich 1 cm? (5.6). Dung kim cay dan déu mau trén
khap vung xac dinh, van dam bao riing vliing nay gén vdi vién bao quanh ciing duoc phét déu. D€ mang
khé hin & nhiét 36 phong.

8.2 Tién hanh xac dinh
8.2.1 Téi vu hoa viéc doc két qua

Dung kinh hién vi (5.3} d8m cac nhan t& bao trong mang méng thu dugc (8.1.1 hoac 8.1.2) clia cac vi
trudng hoan toan duge phll ddy mang sifa. Chon do phéng dai tét nhat (tur 500 lan dén 1000 Ian) d& cd
dudc trung binh clia s6 dém t&i da la 20 té bao trén méi vi truang.

Cac 1€ bao ¢d cac nhan da nhudm. Cac té bao thudng bang hoadc I6n hon 8 um. Khong dém cac té bao
nhé hon 4 um (xem Hinh 1). Chi 88m cac manh néu nhiéu han 50 % nhan cé thé nhin thay dugc. Dém
cac cum 16 bao thanh mot té bao, trir khi cac nhan clia cac té bao do tach biét ro rang. Xem thém Hinh 2
va Hinh 3.

Pai thuc bao PMN T& bao lympho (t& bao bach huyét) T& bac biu mé
8 um-30 pm 10 pm-14 pm 5 um-10 um 10 pm-14 pm
Ty i@ gilra té bao 90% vigm wvu cap tinh, 60% Ty Ié giira té bao Nhan hinh trén. T bao

chdVnhan 6n. Dign ra sy man tinh.Ty 18 gitaté bao  ch&bUnhan nho. Nhan cia chdt nhuém nhat mau
thuc bao, su hién dién chdUnhan nho. Didnra sy t& bao T nhudm dam mau,

khang nguyén. dich ti6t  thiuc bao. Hang rdobdo vé  Té& bac T I4n at té bao B

I4 chat hdp dan hoa hoc @4u tién chdng lai bénh

viém vi

Hinh 1 - Céc vi du vé té bao
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Chiéu dai clia t& bao: L1 =979 um va L2 =2,77 um

Hinh 2 — Cac vi du v& t& bao sifa bé thu gom (phéng dai 1 000 I4n)

Phéng dai

Phong dai
500 lan

1 000 1an

Chiéu dai cia t& bao: 122 = 9,08 um; L23 = 8,27 um; L24 = 4,95 um; 125 = 7,39 um: L26 = 6,37 pm
va L27 = 3,58 pm.

Hinh 3 — Cac vi du vé té bao sifa bo

Trong vi du clia cum t& bao trong Hinh 3, nam té bao can dudc dém. L27 dugc bo qua vi dudng kinh
nhd hon 4 pm.

CHU THICH Viéc dao tao va kinh nghiém clia ngudi phan tich la yéu t6 quyét dinh cla viéc thuc hién dang
phuong phap. Viéc thuc hién thuong xuyén phuong phap va tham gia vao cac thdr nghiém cda phéng thd nghiém
1a didu co ban d€ dam bao viéc d&m dung.

Nhin chung, cac té bao trong sifa dugc pnan bé theo pién b3 Poisson (xem Phu lue C) Sa té bao toi

thidu (V) can dém co lién quan tdi mic dém té bao, dé dat duoc hé s6 bién thién duoc néu trong Bang 1.

D& thuc hién dung phuong phap, thi diéu co ban 1a s6 dém t6i thidu can dugc dém. Cac vi truéng va cac

dai can dém phai dugc chon sao dé thu duoc s6 dém dai dién déi vai toan bd mang mong.

12
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Bang 1 - S& dém tai thiéu (N) cua té bao

Néng d - CV N
(x 1000 t& bao/mi) % té bao
<150 10 ' 100
tur 150 dén 250 7 200
tir 250 dén 400 6 300
> 400 5 400 |

8.2.2 Daém trong cac vi trudng ké tiép

D&m nhan & bao trong cac vi trudng ké tiép, trong cac dai théng dimg ciia cac vi trudng cach déu nhau
(xem Hinh 4 va Bang 1).

a) Bat dau ti khodng cach, d,, so véi mép trai. DSi véi dang hinh tron thi bat d4u tr mot khodng cach
da d,, so v6i mép trai clia dudng kinh ndm ngang, sao cho c6 thé dém duac it nhat 5 vi truang tir dinh
clia dai. Khoang cach, d, la 0,5 mm la thich hap déi véi ca hinh dang tron va hinh chi nhat.

b) Bat mép trén cba vi trudng tiép tuyén dudng vdi vi trudng phia trén hoac vién dudi phia trong cua
khudn mau (vién dudi khéng xudt hién trong vi trudng). Trong trudng hop bé mat gan vién trong cla
khuén mau chua bao phi thi diéu chinh vi trudng dém theo duding vién cia mang mdng.

~€) Sau khi da dém dugc vi trudng thir nhat, chuyén vat kinh vdi khoang ¢é dinh., d,,, xudng dudi hoac
Ien trén dén vach tiép theo hudng clia mép trén hoic mép dudi va dém vi trudng madi. Khoang cach d,,
bang 1 mm la thich hop.

d) Tu vi trudng cubi cling dém dugc, I3p lai thao tac trong c) cho d&n khi dat dén canh ddi dién cla dal
dat duoc (trén hodc dudi). Chon mét trong hai cach sau day:

- Cach 1: Vi trudng sau cling khéng dém duoc.

~ Cach 2: Néu vién trén hoac vién dudi xust hién va dugc lam day it hon hoac bang mét nlfa bé mat vi
trudng dé€m, thi thuc hién dém sau khi chuyén vat kinh Ién cho dén khi vién fai bi€n mat hoan toan khdi
vi truong, sau do chi day mang mong.

e) Sau dé chuyén vat kinh sang phai mét khoang, d, (vidu d, = 1.5 mm hoéc d, = 2 mm tuy thudc vao

sG Iugng vi trudng dém can thiét) va bt ddu mat dél mdi theo hudng nguoc lai (dinh hoac day).

f) Lap lai b) d&n e) cho dé&n khi dat duoc mép phai clia khuon.

13
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g) Trong trudng hdp khong di cac vi trudng dém (xem Bang 1), thi c6 thd dém cac vi frudng b8 sung.
Dé lam duoc diéu nay, diéu chinh tiéu diém cla vat kinh trén cac vi tri khac (vi du bang cach thay déi vi
tri bat d4u va/hoac diéu chinh cac khodng dich chuyén cho thich hdp) sao cho thu dugc sé vi trudng
thich hogp dai dién cho toan bé mang mong.

h) Tinh cac két qua theo 9.1 d6i véi dang hinh chif nhat. hoac theo 9.3 dsi véi dang hinh tron.

CHU THICH Vi cac dang hinh chif nhat, c6 thé 5 vi trudng cach nhau 1 mm trong cac dai thing ding va 10 dai
cach nhau 2 mm dé co6 thé d&m dugc 50 vi truang. S& luong vi trudng dém tuong ty thu duoc vai cac dang hinh
tron, st dung cac khoang cach tuong ty. Cac khoang dich chuyé&n (khoang tréng) dugc do ti cing mot i tri trén
cac vi trudng vai thuéc chay (didu chinh trén mép trén hodc mép dudi) sao cho chung di bao trum dugc duong
kinh vi trudng.

8.2.3 Dbém dang hinh chir nhat theo cac dai
Dém nhan té& bao trong cac dai thang dimg cach déu nhau (xem Hinh 5 va Bang 1).
a) Batdau d khoang céach d,, tinh tis bén trai. Khodng cach d, bang 0,5 mm dudc coi 1a thich hop.

b) Bat ddu dém tir dudng vién trén hoac dudng vién dudi clia hinh chir nhat. Dat Ié cla vung dém cla
ving dém 4 giita vi trudng kinh hién vi. Sau khi t&t ca cac té bao da duoc dém, chuyén vat kinh theo
hutng cla vién ngudc lai va d&m tat ca cac té bao xust hién trong dai nay. Ghi lai sé té bao dém dudc.

c) Sau do chuyén vat kinh sang phai mét khodng, d,. va bt dau dém véi dai mai (vidu d, = 3 mm dén
4 mm, tuy thudc vao s8 lugng dai can dai dién cho 8 dém ciia ca mang méng).

Lap iat b) dén c) cho d&n khi dat dudc mép phai clia khudn.

Trong trudng hop khdng di cac dai d6m (xem Bang 1), thi co thé d€m cac dai b sung. D€ lam dudc
diéu nay, diéu chinh tiéu diém cda vat kinh trén cac vi tri khac (vi du bang cach thay d&i vi tri mat dau
va/hodc diéu chinh d,) sao dé thu dugc cac dai dai dién cho ca mang mong.

Tinh cac két qua theo 9.2.
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gw = 15mm
dH=1mm
dL = 0.5 mm
d=05mm
dwiz=075

CHU GIAI
1 xudng dén mép dudi

Hinh 4 - Cac dai thing dimg trong cac vi trugng cach déu nhau déi véi dang hinh tron
hodic hinh chir nhat

Cac dai b8 sung, khi cdn

-
-+
3L
PrF AN NEPIBAT R b b s

Hinh 5 - Cac dai thing dimg cach déu nhau

15
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9 Tinh toan va biéu thj két qua
9.1 Dém dang hinh chir nhit trong cac vi trudng ké tiép

Kiém tra cac gia tri dich 20,0 mm va 5,0 mm vé chiéu dai, L, va chiéu rong W, cia mang mong, su

dung cac thang dd va cac thuic chay ctia kinh hién vi.

Tinh téng néng do cua cac té€ bao, ¢, theo cdng thilc sau:

W, xL, xN, 1
= o —

2
d
er(&] XN, ,Vm
2

hoac

hoac vdi hé sé lam viéc khéng d8i, f,

W xL,

D; Y
x| -~ | xV_
2

trong dé:
c la n_éng dd t8ng sd, duoc biéu thi bang s& lugng té bao trén mililit;
W, la chiéu rong ctia mang mong, tinh bang milimet;
L, lé chiéu dai clia mang mong, tinh bang milimet;
N, 1atdng s6 té bao dém dudc;
D, 13 dudng kinh cla vi trudng, tinh bang milimet;
N, la s8 vi trudng dém duoc hét;

V,, ia thé tich clia mau thG §a nhudm, tinh bang miiilit (xem 8.1.1 hoac 8.1.2) [néu dung dich lam
viéc thu6c nhudm Newman-Lampert cdi bién duoc st dung dé nhudém (8.1.1), thi V,, = 0,01 ml.
Néu dung dich thuéc nhuém ethidi bromua dudgc st dung dé nhudm (8.1.2), thi V,, = 0,005 ml};

d hé sd pha loang dugc dung trong 7.2. (Néu khong phai pha lodng thi d = 1; vai do pha loang 1.1
thid = 0,5).



9.2 DPém dang hinh chif nhat trong cac dai

TCVN 6686-1:2009

Kiém tra cac gia tri dich 20,0 mm va 5,0 mm vé chiéu dai va chiéu rong ciia mang mdng, sif dung cac

thang do va cac thudc chay clia kinh hién vi.

Tinh t8ng ndng dd clia cac t& bao, ¢, theo cong thic sau:
WS X N.f 1

G
DxN,xV, d

Véi hé s lam viéc khéng d8i, £,
..
Y D, xV

Trong do N, la s& dai dém dugc hoan toan.
Cac ky hiéu khac nhu trong 9.1.

9.3 Dém dang hinh trén trong cac vi trudng ké tiép

Kiém tra dudng kinh cla mang méng Ia 11,28 mm, sit dung cac thang d6 va cac thudc chay cla kinh

hién vi.

Tinh ndng dé téng s6, ¢, clia cac t& bao theo cong thirc sau:

. D’ xN, 1
C:——-z—_-—.-_x.._
Dy xN, xV, d
ho#c
N 1
C=f“_>< —L % —
TN i

vdi hé s6 lam viéc khong ddi, f,
i D(E
v Df xV_

trong d6 D, 1a duong kinh clia mang mdng, tinh bing milimet.

Cac ky hiéu khac nhu trong 9.1.
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9.4 Bidu thj két qua

Bidu thi két qua dén sd nguyén cla don vi hang nghin (vi du: 401 586 té bao/ml dudc biéu thi la
402 000 té bao/ml).

10 Bo chum

Cac gia tri vé do 1ap lai va do tai 1ap thu dugc tur phép thir lién phong thdr nghiém nay dudc tién hanh
theo TCVN 6910-1 (1ISO 5725-1) va TCVN 6910-2 (ISO 5725-2). Céc chi tiét cGa phép thi lién phong
thir nghiém nay duoc néu trong Phu luc A,

Cac gia tri nhan dugc tU phép thir lién phong thir nghiém nay cé thé khdng ap dung duge cho cac dai
néng do va chat nén khac vdi cac dai nong dd va chat nén da néu.

10.1 Do lap lai

Chénh léch tuyét ddi gitra hai k&t qua thdr ddc lap, riéng ré thu dugc khi sir dung cung mét phuong
phap, trén cing mét loai vat liéu thl, trong cung phong thlf nghiém, voi cing mét ngudi thao tac trong
cung mot khoang thai gian ngan nhu nhau, khdng qua 5 % trudng hdp I6n hon cac gia tri dudc néu
trong Bang 2.

Bang 2 - Cac gia tri vé do l3p lai

- Nong do s, r
{x 1 000 t& bao/ml) {x 1000 t& bao/ml) {x 1 000 t& bao/ml)
245 38 107
455 43 121
679 69 .192
791 110 308 ﬂ uj

10.2 Db tai lap

Chénh léch tuyét ddi gifa hai két qua thir riéng ré, thu dugc khi stf dung cing mét phuong phap. trén
cung mét loai vat liéu thir, & cac phong thif nghiém khac nhau, do nhimg ngudi thao tac khac nhau va

trén cac thiét bi khac nhau, khéng qua 5 % cac truding hdp 1dn hon cac gia tri néu trong Bang 3
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Bang 3 - Cac gia trj vé dd tai lap

- Néng c-h‘; Sq ' R ]
(x 1 000 t& bao/mi) (x 1 000 t& bao/ml) (x 1000 t& bao{m!)
245 41 114
- 455 62 174
- 679 i 78 o .218 1!
791 110 308

11 Bao cao két qua

Bao cao két qua phai ghi ro:

a) moi thong tin can thiét vé viéc nhan biét ddy di mau thir,;
b) phuong phap Idy mau da sl dung, néu biét;

c) phuong phap thif da sif dung, vién dan tiéu chudn nay;

d) moi chi tidt thao tac khéng qui dinh trong tiéu chudn nay, cung vdi cac chi tiét bat thuong khac
c6 thé anh hudng tdi két qua;

e) két qua thir thu dugc, hodc néu dap Ung dugc yéu cau vé do Iap lai thi néu két qua cudi cung
thu dudc. '
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Phu luc A
(tham khao)

Nghién cifu cong tac

A.1 Yéu cidu chung

Mat nghién cltu cong tac qubc t8 vé sita bo gom cb mudi tam phong thlr nghiém va mudi ba nude tham

gia vao thang mudi nam 2005. Phép thir nay gém c6 8 mau c6 bén mifc t& bao/ml va dudc chia thanh

16 cap mau khong rd rang:

Cac gia tri trung binh clia mdi mirc tuong (mg la:

- Mg 1, cac mAu A va mau B: 245 000 té bao/mi;
- Mic 2, cac mau C va mau D: 455 000 té bao/ml;

- Mifc 3, cac mau E va miu F: 679 000 t& bao/ml;

- M 4, cac mau G va miu H: 791 000 t& bao/ml.

Phép thir do A.|.A Laboratorio Standard Latte, Maccarese-Roma (Y) t8 chifc, da duoc phan tich théng
ké theo TCVN 6910-1 (ISO 5725-1) va TCVN 6910-2 (ISO 5725-2) dé thu dugc dif liéu vé dd chum néu

trong Bang A.1.

Bang A.1 — Két qua cla phép thir lién phong thir nghigém

174

20

Murc _1

1 2 3 4 |
S6 luong con lai sau khi trif ngoai 18 24 23 24 24
Gia tri trung binh (x 1 000 t& bao/ml) 245 455 679 791
D0 léch chugn 13p lai, s, (x 1 000 t& bao/ml) 38 43 69 110
Hé s8 bién thién 1ap lai (%) 169 9 10 14
 Gidi han iap iai 7 {2,85,) {x 1 00C t& bao/ml) .' 107 121 R i 308
| DO I&ch chudn tai lAp, sk (x 1 000 t& bao/ml) 41 62 : 78 i 110

Ha s6 bién thién ti 1ap (%) 17 14 11 |! 14 |

Gi6i han t4i 1ap R (2,8sq) (x 1000 té bao/ml) | 114 218 ! 308 |
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Phu luc B
(tham khao)

Nhuom mau sira dé
B.1 Dung djch thuéc nhudém sira dé ®
B.1.1 Thudc ham Carnoy

B.1.1.1 Thanh phédn

Cloroform 60 mi
Axit axetic bang 20 mi
Cén Etyl 100 % 120 mi

B.1.1.2 Chuan bi

Cho lién ti€p cloroform va axit axetic bang vao cén etyl va tron ky.

B.1.2 Dung djch thuéc nhudm xanh Pyronin Y-metyl

B.1.2.1 Thanh phén

Pyronin Y F 109
Xanh mety! 056g
Nudc da loai khoang 196 mi }

B.1.2.2 Chusn bj
Cho lién ti€p Pyronin Y va xanh metyl vao chai dung nudc da loai khoang va trén ky. Loc qua bo loc (5.2)
thich hop va bao quan trong chai t6i mau. Trudc khi st dung, loc lai dung dich qua bé loc thich hop (5.2).
B.2 Chuin bj mang méng

Cho phién kinh di qua so d6 nhuém mau sau day:

1. ThuSc ham carnoy (B.1.1) trong 5 min;

2. Etanol 50 % lrong. 1 min;

3. Etancl 30 % trong 1 min;

4. Nudc trong 1 min;

5. Dung dich thuéc nhuém xanh Pyronin Y-metyl (B.1.2) dé nhuém mau trong 6 min;

(=]

. Trang nhanh b&ng cdn N-butyl va sau d6 bang xylen;

-

. Bao quan cac phién kinh tranh bui.

21



TCVN 6686-1:2009

Phuy luc C
(tham khao)

Phan bo Poisson

Nhin chung, cac té baoc sifa dugc phan bé theo phan bs Poisson. Phan bé Poisson gia dinh la:
M=v=¢
trong doé:
M 1a gia tri trung binh;
V la do bién thién;
s la d6 léch chudn.

Hé sé bién thién, CV, sé la:

CV=2x100% hoac
M

hoac

trong dé M 1a gia tri trung binh, trong trudng hop sd t& bao x6ma I1a sé lugng cac hat (t€ bao) dém ducc.
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