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L&i néi dau

TCVN 6686 - 1: 2000 hoan toan tuong duong véi ISO 13366 - 1 - 1997

TCVN 6686 - 1 : 2000 do Ban ky thuat tiéu chudn TCVN/TC/F12 Sira
va san pham sira bién soan, Tong cuc Tiéu chudn - Po Iudng - Chat
lugng dé nghj, Bé Khoa hoc, Cbng nghé va Méi truing ban hanh.



TIEU CHUAN VIET NAM TCVN 6686 - 1.2000.

Sita — Pinh luong t€ bao xéma
Phan 1 — Phuong phap dung kinh hién vi

Milk — Enumeration of somatic cells

Part 1 — Microscopic method

Canh bao — Khiap dung tidu chudn nay cd thé lién quan dén cac chat lidu, thiét bi va cac thao tac
nguy hiém. Tiéu chudn nay khong dé cap dén cac van dé an toan khi st dung chung. Ngudsi st
dung tiéu chudn nay phai ti thiét ip cc thao tac an toan thich hop va xac dinh kha nang ap dung
c4c gidi han qui dinh trude khi sir dung tiéu chudn.

1 Pham vi ap dung

Tiéu chudn nay qui dinh phuong phap dém té bao xéma trong siia nguyén ligu va sifa duge bao quan
bing hoa chat. Phuang phap nay thich hap cho viéc chusn bi cac mau thir chudn va dé hiéu chuan qui
"trinh d&€m té bao tu ddng va ca hgc.

2 Binh nghia

Trong tiéu chudn nay ap dung dinh nghia sau day

21 T&bao xdma: Té bao cé nhan, d6 1 tit ca cac t& bao bach cau va biéu mad.

3 Nguyén tic

Dan déu phan mAu sita can kiém tra trén khap phién kinh d8 tao mot 16p mang phim. Lam khé va
nhudm mau 18p mang nay va dém cac t& bao da duge nhudm qua kinh hién vi. Nhan sé Iuong t& bao
d&m dude trong mat didn tich xac dinh véi hé sé lam viéc d8 co sé lugng & bao trong mét mililit. )
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4 Thuéc thir

Canh bao - Tetracloetan I3 chét déc. Ethidi bromua ciing |2 dbc 6. Viéc chudn bi va sir dung dung dich
nhudm mau phai dugc thuc hign trong ti hdt. Phai deo gang tay bao vé.

Chi sir dung cac thudc thir dat chat luong tinh khiét phan tich, trir khi cé qui dinh khac, va chi st dung nutic
cat hoac nudc d3 loai ion hodc nudc cb dd tinh khiét tuong duong.

4.1 Dung dich nhudém mau

4.1.1 Thanh phéan

Etanol 95% (V/V) 54,0 ml
Tetracloetan 40,0 mi

—,
Xanh metylen = 06g
Axit axetic, bang 6,0 ml

Chu thich - Bing each khac, b thé thay tetracioetan bang mét Iugng tricloetan tuong tu. C6 thé ding ethidi bromua thay
cho xanh metylen [Xem TCWN 6686 - 3 : 2000 (IS0 13366-3)).

4.1.2 Chuén bi

Tron etanol va tetracloetan trong lo. Lam néng trong ndi cach thuy (5.1) @ 65°C. Thém xanh metylen vao va
tron k§. Lam lanh trong t lanh d&n 4°C va sau d6 cho thém axit axetic bang. Rét dung dich nay vao mét lo
kin qua ph&u loc thich hop (5.3) va bao quan trong lo ndt kin nay. Néu can, trudc khi sif dung loc lai

dung dich.
-

5 Thiét bj, dung cu

Sir dung cac thiét bi phong thi nghiém thong thudng va déc biét nhu sau:

5.1 N&i cach thlly, c6 thé duy tri & 65°C + 5°C. ..

5.2 N&i cach thily, c6 thé duy tri d 35°C + 5°C.

5.3 Phéu loc, bén v8i cac dung mdi s dung, ¢ kich thubc 18 tir 10 pm dén 12 pm hoac nhé hon.

54 Kinh hién vi, c6 d6 khuyé&ch dai tir 500 d&n 1 000 In.

Né&u stf dung ethidi bromua, thi kinh hién vi phai c6 dung cu phat huynh quang.
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5.5 Microxilanh, dung tich 0,01 ml, cé dung sai tdi da 1a 2%.

5.6 Phién kinh, duoc danh dau bang dudng vién theo hinh mang phim cé kich thudc 20 mm x 5 mm,
ho3c mdt phién kinh chudn va mdt ban méu cé kich thude 20 mm x 5 mm.

5.7 Bé&p dién, co thd duy tri & 40°C + 10°C.

5.8 Quat gié, loai may sdy t6c.

6 Liy mau

6.1 BDiéu quan trong la phong thi nghiém phai nhan dugc ding mau dai dién va khang bi hu héng hoic
khdng bi bién ddi chat lugng trong qué trinh van chuyén hoac bao quan. Viéc I8y miu khéng qui dinh
trong tidu chudn nay. Nén |8y mau theo TCVN 6400 : 1998 (ISO 707).

.-~6'2 Né&u sir dung bd 18y mau tu ddng, thi ching phai duge kiém tra mdt cach chinh xac.
6.3 Trudc khi thir nghiém hodc luu gilr, phai bao quan mau & nhi&t dd tir 2°C dén 6°C.

6.4 Né&u cadc mau khéng dugc thif ngay trong vong 6 h ké tir khi 18y mau, thi bdo quan béng cach bd
sung axit boric. Néng dé cudi cling cila axit nay cé trong mdu thir khéng duoc 16n hon 0,6 g trong
100 ml méau. Bao quan cac mau dé 4 nhiét da tir 2°C dén 6°C khdng qua 24 h.

7 Chuan bi mau thi

Lam néng mau thir trong ndi cach thuy (5.2) § nhiét 6 35°C. Tron ky mau thir va lam ngudi 6én nhigt
dé clia microxilanh da dugc hidu chudn, thi du & 20°C.

8 Cach tién hanh
r
Chudn bi va dém tir m&i mau it nhat hai mang phim. Lam sach cac phién kinh (5.8), thi du nhu it

b&ng etanol. Dung gidy sach thdm khé phién kinh, ha trén Ilta va dé ngudi.

8.1 Phan mau thir va chuan bi I6p mang phim

Ding microxilanh (5.5) 18y 0,01 ml mau thit da chudn bi (diéu 7). Khi microxilanh d3 tiép xtc v&i mau thi
cén thén lam sach mat ngoai ciia xilanh. Cho phdn méu thir 18n mét phién kinh sach cé dudng vién
20 mm x 5 mm (5.6). Sau dé dan cang déu mau cang t6t. Ho khé mang nay trén bép dién (5.7) cho dén
khd hoan toan. Cé thé thu dugc két qua tét han, néu dé ching khd tu nhién & nhiét d6 phang.

Nhing mang phim da khé trén phién kinh vao dung dich nhudm mau (4.1) trong 10 phat. N&u cén, ding
quat gié (5.8) dé lam khd. Sau dé nhing mang vao nudc cho dén khi thdi hét thudc nhudm sét lai. Ho
khé lai va bao quan tranh bui.
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8.2 Tién hanh xac dinh

Pém cac t€ bao c6 nhan (it nhit 400) trén mang phim qua kinh hién vi (5.4)). Cac & bao nay c6 thé
dugc quan sat ré va it nhat phai thdy dugc mot nifa trong hién vi trugng. Dém cac nhan cb trong cac dai
th&ing dimg & phén thir ba n&m gilfa mang. Tranh dém nham cac dai tap trung & khu vuc ngoai bién cia

mang.

Méi thang kiém tra it. nhat mdt lan viée chuan bi cac mang phim, tir @6 kiém tra dé tin cay cla két qua
b&ng cach dém trén cac phan khac nhau cla mang.

9 Tinh va biéu thi két qua

9.1 Chiéu dai clia mbi dai dugc d&m I2 5 mm. Chiéu réng cla dai tvong (g vdi duting kinh cla hién vi
truding. V&i phan méau thir 0,01 ml, tinh hé s lam viéc, w; , theo cong thirc sau :

20x100
W, =
dxh

trong dé
d la duding kinh clia hién vi trudng, tinh bang milimet;
bt 1& so dai dém dugc.
9.2 S8 Iuong té bao xdma nhan véi hé sé lam viéc, w, , dé cé dugc s lugng t€ bao trong mét
mililit mau.
10 D6 chinh xac
10.1 Do I3p lai va 80 tai lap

Phu luc B clla TCVN 6686-3 ; 2000 (ISO 13366-3) dua ra cac khuyén co vé qui trinh kiém tra chat
lugng va thir nghiém cla lién phong thi nghiém.

10.2 S6 lugng t& bao t6i thiu cin dém

C6 thé sir dung viéc d8m t& bao soma béing kinh hién vi d€ hiéu chuan qui trinh dém co hoc hosc dém
tu dong. Do d6, hé sé bién thign clia cac s6 dém trén cac mAu gidng hét nhau sé khdng dugc cao hon
khi dém béng dung cu dién tlr. H& s6 bién thién cla méu sifa chifa tir 400 000 t& bao dé&n 600 000 t&
bao trong 1 ml véi khoang 80% neutrophil, s& khdng vuot qua 5%.

Dé thod man yéu céu nay, s6 lugng t& bao xdma can d&m trong timg méu it nhét phai 1a 400. Phan bd

Poisson gia dinh la
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M=Vs=s? |
trong dé
M |a gia tr trung binh;
V  la dd bién thién;
s, la do lech chudn.
Hé s bién thién (CV) &

cV = Sax 100

% hodc

100
¥ = % hoc

~— X4

100

NI

trong @6 M la gia tri trung binh, trong truong hop dém so t& bao xéma Ia sd lugng cac hat (i€ bao)
dém duoc.

CV %o

11 Bao cao két qua
Bao cao két qua phai chi rd :
— phuong phap lay mau da sir dung, néu biét;
- phuong phap sl dung;
— hé s0 lam viéc cla kinh hién vi;
— két qua thir nghiém thu duoc, va
— néu kiém tra dé 1ap lai, thi néu k&t qua cudi cling thu dugc: .

Ciing phai dé cap dén tat ca cac chi tiét thao tac khdng qui dinh trong tiéu chudn nay, cling vdi cac chi .
tiét bt thuding khac c6 thé anh hubng 16i két qué.

Bao céo ket qua ciing bao gém tat ca cac thong tin can thiét vé viéc nhan biét day dd mau thir.
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Phu luc A
(tham khao)

Tai liéu tham khao

[1] TCVN 6400 : 1998 (ISO 707 : 1997) Sira va san pham siia - Cac phuong phap 18y miu.

[2] TCWVN 6686 - 2 : 2000 (ISO 13366-2) Sita — Binh lugng t& bao xéma. Phan 2 — Phuong phap

dém hat dién tlr,

-*
[3] TCVN 6686 - 3 : 2000 (ISO 13366-3) Sita — Binh luong t& bao xdma. Phan 3 — Phuong pha,.

huynh quang dién tir.




