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Sira — Dinh lugng t€ bao xé6ma
Phan 3 : Phuong phap huynh quang dién tir

Milk — Enumeration of xématic celfls

Part 3. Fluoro-opto-electronic method

Canh bao — Khi ap dung tiéu chudn nay c6 thé lién quan dén cac chat lidu, thiét bi va cac thao tac

nguy hiém. Tiéu chudn ndy khdng dé cap dén cac van dé an toan khi st dung ching. Ngudi sif
dung tiéu chudn nay phai tu thigt Iap cac thao tac an toan thich hop va xac dinh kha nang ap dung
cac gidi han qui dinh trudc khi stf dung tiéu chudn.

Pham vi ap dung

Tidu chudn nay qui dinh phuong phap dém t& bao x6ma cé trong sifa nguyén liéu va sa dugc bao quan
b&ng hoa chét, s dung thiét bi d&m bang huynh quang dién tor "

Chu thich - Cac miu chua bdo quan trong véng 24 h sau khi 18y méu, cé thé cho s6 dém t& bao két qua khéng chinh
xac nEu ding thiét bi d&i ed (thi du, Fossamtic 90 va 215).

2 Binh nghia

Trong tidu chudn nay ap dung dinh nghia sau day

" Dung cu dém Fosxdmatic (250, 300 hode 360} do hing Foss Electric, Hillerod, Dan mach cung cfp, [& mat thi du thich hop
o bin sdn. Thong tin ndy dua ra tao thuin Ioi cho ngudi s dung tiéu chudn va khong duge 18 ciic tiéu chudn hod Qudc 1&
xdc nhan
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21 Té& bao xoma * Té bao cd dd phat huynh quang nhé nhét do nhudém méau DNA trong nhan cilia chung.

3 Nguyén tic

Trén mau sita can kiém tra véi dung dich dém va dung dich nhudm mau. Chuyén hén hgp nay & dang mang
phim sang méat dia quay, lam chlc nang vat kinh phang d6i vai kinh hién vi. M6i t€ bao da nhudém mau tao
mdt xung dién dugc guan sat gua kinh hién vi, cac xung dién do dugc khuéch dai va ghi lai. Poc truc tiép sb

Iang hang ngan té bao xoma trong 1 mililit
4 Thudc thir

Canh béao - Ethidi bromua Ia chit déc. Viéc chuin bi va st dung cac dung dich co ban va dung dich lam
viéc phdi thuc hién trong ti hdt. Sirdung gang tay bao vé.

Chi s dung cac thudc thir dat chét lugng tinh khiét phan tich, trir khi cé qui dinh khac va chi st dung nude
céit hosic nubc da loai ion hodc nudc cb db tinh khiét twong duong

4.1 Cac dung dich co ban

411 Dung dich d¢m nhudm mau

4.1.1.1 Thanh phén

Ettudi bromua 25¢g

Trikali xitrat 400 g

Axit xitric 145¢g

Nutic da loai ion 51 -~
50 ml

1 Poly(etylen glycol) mono-p- (1 1,3,3-tetrametylbutyl) phenyl ete *'

' Thi dy, Triton X-100 dam dac.

4.1.1.2 Chudn bi

Hoa tan ethidi bromua trong 1 lit nudc dung trong binh dung tich 5 it Khusy nhe cho dén khi hoa tan hét
ethidi bromua, C6 thé 1am tan nhanh bang cach dun dén nhiét dé tir 40°C dén 60°C. Cho trikali xitrat va axit
xitric véao dung dich ethidi bromua. Cho thém 4 lit nudc. Khudy nhe cho dén tan hét cac chét réan. Vira thém
vita khudy poly(etylen glycol) ete dam dac. Khong dé dung dich quéa 90 ngay, ngay ca khi dugc bao quan
trong cac diéu kién tranh anh sang, kin va mat.
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4.1.2 Dung dich poly (etylen glycol) mono-p - (1,1,3,3-tetrametylbutyl) phenyl ete

4.1.21 Thank phén

Poly(etylen glycol) mono-p- (1,1,3,3-tetrametylbutyl) pheny| ete * 10 mi

Nugc 11

' Thi du, Triton X-100 dam dc.

4.1.22 Chuédn bi 2
Hoa tan poly(etylen glycol) ete trong 1 lit nudc da duge lam néng dén 60°C. Khéng dé dung dich qua 25

ngay, ngay ca khi duge béo quan trong cac diéu kién tranh anh sang, kin va mat.

4.2 Dung dich lam viéc
~

4.2.1 Dung dich lam viéc d&m - nhuém mau

Trén mot phan dung dich ca ban d&m - nhudém mau (4.1.1) vdi 8 phan nuéc. (Dung dich nay can dd ding
cho 2 700 mau). Khdng st dung dung dich lam viéc qua 7 ngay.

4.2.2 Dung dich nia

4.22.1 Thanh phan

| Poly(etylen glycol) mono-p- (1 .1,3,3-tetrametyibutyl) phenyl ete * 10mi
Dung dich amoniac, 25% (V/V) - 25 mi
~ Nude : ' 101
" Thi dy, Triton X-100 dam dac.

4.222 Chudn bi
Cho poly(etylen glycol) ete va dung dich anoniac vao nudc.

Thanh phan cla cac thudc thir cé thé thay déi tuy thudc vao hé théng dém dugc sif dung. Do db can phai
tuan thd mét cach chinh xac hudng din clia nha san xuat.

4.3 Chat bao quan

Cé thé sir dung axit boric, kali dicromat, natri azit hoac bronopol.
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5 Thiét bi, dung cu
- Sirdung cac thiét bi cla phong thi nghiém théng thufing va dac biét nhu sau:

5.1 Thiét bi d8m, van hanh theo nguyén tic phat huynh quang (thi du Fosxdmatic). Hiéu chudn thiét bi
theo chi dan clia nha san xuat. D& hiéu chudn, can phai sif dung cac mau sita da duoc dém 1€ bao theo
phuong phap ding kinh hién vi (vé chi tiét xem TCVN 6686 - 1 : 2000 (I1SO 13366 -1)).

Chu thich — Cac dém chun té bao do nha san xuét cung cap

5.2 NGi cach thuy, c6 thé duy tri nhiét 4o & 40°C + 1°C.

5.7 Ong méu, duoc han kin, khong ré .

6 Lay mau ~

6.1 Diéu quan trong 1 phong thi nghiém nhan duoc ding mau dai dién va khéng bi hu hdng hoac bign ddi
chét lugng trong qué trinh van chuyén va bao quan.

Viéc 18y méu khdng qui dinh trong tiéu chuan nay. Nén I8y mau theo TCVN 6400 : 1998 (ISC 707).
6.2 Néu sirdung bd Idy mau tu ddng thi ching phai duoc kiem tra mét cach chinh xac,
6.3 Trudc khi thir nghiém hodc luu gilt, can bao quan méu & nhiét db tir 2°C dén 6°C.

6.4 N&u can phai luu gilt, ngay sau khi I8y mau cho th&m cac chat bao quan sau day vac mau cang sdm
cang t6t, nhung bat ky trudng hop nae ciling phai duoc thutc hién trong vong 24 h.

a) Axit boric (HsB0,) : cho axit boric vao méu thir. Néng dd cudi cing cla chét bdo quan nay cb trong ~
mau khéng dugc vuot qua 0,6 g trong 100 ml. Mau bao quan nay co thé gilr dén 24 h nita & nhiét 46 tir
6°C dén 12°C.

b) Kali dicromat (K,Cr;0,) : cho Kali dicromat vac mau thit. Néng dd cudi cling clia chat bao quan nay
¢ trong mau khdng dugc vuot qua 0,2 g trong 100 mi. Mau d3 bdo quan nay c6 thé gilrdén 72 h nita &
nhiét d6 tir 6°C d&n 12°C. Cac miu duoc b3o quan béing kali dicromat s& quan sat thay su phéng dién
nhanh cuc bd.

c) Natri azit : Ngay sau khi &y miu xong cho thém natri azit vao mau thlr. Néng dd cudi ciing ciia chat

bdo quan nay ¢ trong mAu khéng duoc vuot qua 0,024 g trong 100 ml. MAu thir nay c6 thé bao quan &
nhiét dd tir 2°C dén 6°C. Can tién hanh thir trong vang 48 h sau khi I8y méu.

d) Bronopol (2-bromo-2-nitropropan-1,3-diol): Ngay sau khi 18y mau xong cho bronopol vao mau thir.
Nong dé cudi clng cla chat bao quan nay cb trong mau khdng dugc vugt qua 0,05 g trong 100 ml (t6t
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nht 12 0,02 g trong 100mi). M&u thir ndy ¢6 thé bdo quan & nhiét dé tif 2°C d&n 6°C. Can 1ién hanh thir
trong vong 72 h sau khi ldy mau.

Chu thich
1) MEu thirda duge bao quén biing axit boric, cb thé bao quan ti€p bing kali dicromat dén 48 h.

2) Théi gian bao quan céc mau thir da b sung bronopol c6 thé kéo dai d&n 5 ngay, trong diéu kién tét v& diing dung cu
dém hién dai dé kiém tra chét lugng t& bao. Tuy nhién, clng cin phai bd sung ngay chat bdo quan vao méu va giit mau &
ndi lanh cho dén khi thl nghiém.

7 Chuan bi miu thir

7.1 Gilt mau chua dugc xt ly it nhat 24 h sau khi Idy sifa, & nhiét do tif 2°C dén 6°C. N&u mau chua xif ly
dugc kiém tra trong vong 24 h sau khi Iy sita, thi x(r 1y so bd mAu thif bing cach thém kali dicromat (6.4) va
dé yén it nhat 3 h.

~
7.2 Lam néng mau cé chat bdo quan ciing nhut méu khdng c6 chat bao quan trong ndi cach thuy (5.2) 4

40°C va gitr chung d nhiét dé phéng khéng qua 30 phuit.

8 Cach tién hanh

8.1 Phan mau thir

Pha loding ti€p mau thifva phan mau thi duge chuan bi t ddng trong thiét bi (5.1).
8.2 Tién hanh xac dinh

Bam bao viéc d&m & bao duoc tién hanh trong vong 30 phat sawkhi lam nong (7.2) va trudc khi nhiét do ha
xudng duti 30°C. Bam bao khudy ding dé thu dugc su phan bd déng déu cac 1§ bao. N&u khdng cé bé
7~ udy thi phai trén that ky phan mau thir ngay trudc khi dém.

9 Biéu thi két qua
Bigu thi t& bao xéma béng don vi hang nghin trén 1 mililit sia.

Cht thich - Xem phu luc C vé viéc thod thuan cach st dung cac m3u chudn dém té bao.

10 B6 chinh xac

Cac chi tiét thlr lién phong thi nghiém vé dé chinh xac cla phuong phap dugc tém 3t trong phu luc A, Cac
gia tri thu dugc tir thir nghiém nay cé thé khéng ap dung duoc cho cac khoang néng dé va chat nén khac vdi
cac con s6 da cho.
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11 Bao céo két qua
Bao cao két qua phai chir
- phuong phap &y méu da sirdung, néu biét;
- phuong phép_sfr dung;
- két qua thir nghiém thu duge, va
- néu Kiém tra d6 Iap lai, thi néu két qua cudi ciing thu duoc.

Cing phai dé cap dén tat ca cac chi tiét thao tac khdng qui dinh trong tiéu chuan nay, cling vdi cac chi tiét
bat thuting khac cé thé anh huding 16i két qua.

Bao cao két qua ciing bao gom tat ca cac théng tin can thiét vé viéc nhan biét day a0 mau thir,
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Phu luc A
(tham khao)

Cac két qua thr cia lién phong thi nghiém

Mét thir nghiém lién phong thi nghiém (gém 37 phang thi nghiém) cho céc két qua vé r(gidi han dd lap lai)
va R (gidi han dd tai lap), tinh theo don vi hang nghin & bao trén mililit nhu trong bang A.1.

Bang A.1
Mau sita Sé luong trung s, r Sg R
binh cac t§
bao trén mililit
2 210 13,7 38,9 36,7 103,7
4 ‘ 438 21,2 59.9 51,3 145,0
6 609 326 92,3 89.4 253.0
|| |

Nén chu y réing trong cac diéu kién thuc t& sir dung trung binh nhan cia mat vai 1an xac dinh (thi du 3 lan).

Chu thich - V& da chinh xac xem phu luc B.
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Phu luc B
(tham khao)

Kiém soét chét luong frong phong thi nghiém

B.1 Muc dich

Muc dich clia cac qui trinh kiém soat chét luong 12 68 dam bao s6 dém 1€ bao bang phuong phap thong
thuting gan sat vdi s6 "thuc cd” cb trong cac mau thlt. Su kém phu hap co thé do cac sai s ngau nhién &
cac 1an thir riéng biét (thi dﬁ o thé do viéc trén chua db 4o hoac dung pipet hut khong chinh xac) hoac co
thé do cac sai s6 hé théng hoac cac sai léch (thi du : do hiéu chudn thiét bj chua dung). B I6n cla ca hai
loai sai s6 ¢6 thé thay ddi cing véi s6.d8m t& bao thue ¢ trong mau. Hinh B.1 minh hoa &nh hutng clia ca
hai loai sai s& ngAu nhién va sai s& hé théng Ién mdi quan hé gilla s6 dém dung va sO dém té bao quan
sat dugc.

D6 I2p lai 1a s6 do do sai léch gila cac lan xac dinh lap lai trong mét phong thi nghiém st dung cung mot
mau thr. D6 tai lap 12 s do db sai léch gilta cac phép xac dinh dugc thuc hién trong cac phang thi nghiém
khac nhau trén ciing mét mAu thir, Khéng phai db 1ap lai, ciing khong phai do tai lap theo dinh nghia trong
IS0 5725-1 [2] diing dé kiém tra d6 l&ch frong cac phep do lién quan dén cac gia tri "thue oo . Cac qui trinh
néu trong phu luc nay nhim muc dich két hop viéc kiém tra théng thuong trong cac phong thi nghiém véi
cac phép thir fien phong dinh ky dé danh gia hiéu nang tuong ddi cla cac phong thi nghiém khac nhau.

B.2 Kiém tra théng thuding trong cac phong thi nghiém

8.2.1 D6 lap lai

Pé kiém tra thong thudng do 1ap lai clia cac phép dém, bét ky m&u nao cé khoang 500 000 1€ bao trén mé™S
mililit cin @&m & cac khoang déu dan trong ngay lam viéc (thi du : cif sau mau thir 20 hoac thir 50). Pén
cudi ngay nén tinh hé sé bién thién. Néu hé s6 nay vugt qua 5% thi kiém tra lai qui trinh thir; d&c bigt xem
da thuc hién ding qua trinh trdn va |8y méu bang pipet chua.

B.22 Do léch

P& danh gia dé léch cda viéc d&m trong mdt phdng thi nghiém, cén cb san cac méu chudn da biét trudc s
@&m "thuc c6". C6 thé diing cac mau siia c6 s6 1§ bao udc tinh béng phép dém ding kinh hién vi, nhung
théng thuing cac mau sifa chi dugc gilf trong vai ngay va co thé s& 16n kém dé thu dugc s d&m chinh xac
46 véi cac mBu sira tuoi néu lam thuBng xuy&n. Mot cach khac, sir dung cac huyén phl bach cau chudn
ho#ic cac mau siia dugc bao quan bang phuang phap thich hop aé cé thé sir dung it nhét 13 1 thang.

Nén chuan bi 2 méau chudn, mdt méu cé khoang 300 000 1€ bao trén mot mililit va va mot méau co khoang
600 000 1& bao trén mot mililit va xac dinh sb té bao "thuc cd" ciia timg mau béng kinh hién vi hodc bang

10
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phutong phap dém hat dién ti¥ it nhét Ia trong 3 phong thi nghiém khac nhau, Cac chudn nén dugc d&m 5 lan
trong méi phong thi nghiém khi bt dau mét loat phan tich va néu s& dém trung binh d6i véi mdi chuan I6n
hon s& d&m "thuc c6" tir 5% dén 10%, thi can kiém tra lai viéc hiéu chuan thiét bi hoac bat ky nguyén nhan
nao khac cé thé gay 16i hé théng.

B.2.3 Cacyéu ciu bd sung

MNgoai'B.2.1 va B.2.2 nén thuc hién cac qui trinh sau :
- hiéu chudn thiét bi theo duding chuén;
- kim tra cac thiét bi b&ng mat thugng;
- kiém fra vi tri zero, va

- xac dinh hé s 13,

B.3 Thi lién phong

B.3.1 Muc tiéu

Muc dich ciia thir lién phong la & danh gia vé dé lap lai va dé tai lap clia cac s6 dém doi voi cac mau sia
gidng nhau trong cac phong thi nghiém khac nhau va dé do do léch clia cac s6 dém dugc trong méi phong
thi nghiém so véi s6 dém "thuc c6" trong mbi méu. Ngoai ra, cac phép do tuyét déi vé do tin cay cla cac s6
dém dbc lap, cac két qua thir nghiém nay théng bao cho phong thi nghiém chuta co nhiéu kinh nghiém vé do
lap lai va dé léch cla cac phong thi nghiem nhiéu kinh nghiém.

B.3.2 Thiét k& mau

Phéng thi nghiém chiu trach nhiém t5 chifc nén chun bi 10 loat mau sifa c6 s6 t€ bao dan déu trong
khoang tif 200 000 t& bao / mililit &&n 800 000 1€ bao / mililit.

Né&n chia cho méi phong thi nghiém tham gia 4 méu, mdi méu 15 ml, duge ma hoa sao cho chi cé cac thanh !

vién xUf Iy méi phan biét dugc 40 mau dé.

Méi phbng thi nghiém d&m mdi méu 4 |an va bao céo timg s6 d&m duoc riéng ré cho cac cdng tac vién
xuly. . |

B.3.3 Phan tich thdng ké

B.3.3.1 Trong mdt md ta ciia cac phép thir lién phong khdng bét budc, co sif dung céc gia tri tuyén tinh cla

L]

cac sé dém 1& bao. Phan tich théng ké clng c6 thé thut hién bling cach sl dung cac logarit hosc cac gia tri .

c3n bac hai clia chiing. D6 léch chi ra sy sai khac gilta gia tri frung binh quan sat dugc va gia tri trung binh

chuén.

11
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B.3.3.2 Tinh gia tri trung binh cla phdng thi nghiém va trung binh tdng thé cho timg 10 mAu siza mét.

B.3.3.3 DGi véi méiloat 10 mau sifa trong 1 phong thi nghiém nén phan tich sy bién thién sau day :

Nguén bién thién ' v M

Cac méu clia cling loai sita 3 s +4s7
_56 dém kép’ 12 s

trong dé

v la s6 bac tu do:
M la gia tri binh phuong trung binh;
S |&db léch chudn clia cac s6 d&m kép:
5,7 14 d5 léch chuan gitta cac miu ciia cling mot mau sia,
Tircac gia tri binh phuong trung binh quan sat dugc, tinh gidi han dé 13p lai, r, nhu sau:

142

r—ES(S ‘s

Cac phong thi nghiém cén dugc sép xé&p lai theo gia rt rcuc dai cho bat ky mau ndo. Can chon riéng s
phong thi nghiém khéng vugt qua 15% cho gia tri r cue dai. T 1& loai trir tuy ¥ 15% dam bo dugc ring cac
trung binh tham khao ciia cac thif nghiém ¢8 nhé dugc dya trén it nhat ndm phong thi nghiém sau khi loai
trir dd 1ap lai va do lach.

B.3.3.4 Tinh dd héi qui clia cac trung binh mAu cda ting phong thi nghiém trén trung binh tdng thé. Tir
dudng héi qui nay, tinh dé Iéch cuc dai clia timg phong thi nghiém trong pham vi sé liéu quan sat duge,

Sép xép cac phong thi nghiém theo da l&ch cuc dai, Phan biét cac phéng thi nghiém cé cac do léch cuc dai,
nhung khéng vuot qua 15% téng sd.

B.3.3.5 Tinh cac trung binh tham khdo cho timg loai sita khéng ké cac phang thi nghiém dé duge phan biét
trong B.3.3.3 va B.3.3.4 c6 dé Iap lai thap nhat va cé dd léch 18n nhat

B.3.3.6 Tinh dd héi qui méi clia cac gia tri trung binh mau theo cac gia tri trung binh tham khao cho timg
phong thi nghiém.

B.3.4 Dién gidi

B.3.4.1 Béivéi timg loai sita nén lap bang vé cac gia tri trung binh phong thi nghlém va trung binh tang va
trung binh tham khao d6i vdi timg mau sita thi nén dua vao dudi bang.

12
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B.34.2 Can dua ra dd léch chudn don vé d6 1ap lai trén 4t cd cac méu cho timg phong thi nghiém va cac
phong thi nghiém phai dugc s&p xép lai dua vao théng s nay.

B.3.4.3 N&n néu ra phan bi chan va do doc dudng hi qui chia cac gia tri trung binh déi vdi timg phong thi
nghiém theo trung binh tham khao. Ciing nén néu do léch cuc dai trong giai cac gia tri trung binh quan sat
dugc va cac phong thi nghiém duge sap xép lai dua vao thong so nay.

B.34.4 Dung db thi cho timg phong thi nghiém theo cac sé dém riéng ré cla minh, dua vao gia tri.trung
binh tham khao, va dung duting 45° va duding hdi qui clia phong thi nghiém do.

B.3.4.5 Tinh gidi han @b tai lap (R) hoac tinh s néu can.
B.3.5 So sanh gilta cac dot thir nghiém

St phan bé dé 1ap lai va db léch nén duoc kiém tra tir dot thir nay dén dot thir tiép sau. Tir cac dé 1ap lai va
dé léch thu duoc trong médi dot thlr, dung mét so d6 v& dinh rd vi tri clia phong thi nghiém trong so dé phan
26 nay. Phan biét cac phing thi nghiém cap Nha nudc sao cho hiéu nang tuyét doi trén cac thir nghiém lién
ti€p clia ho va hiéu nang clia cac phong thi nghiém nay trong méi tuong guan vai phong thi nghiém khac
trong pham vi mét dot thir cé thé thay ro.

B.3.6 Cac muc tiéu vé dé chudn xac
Phan tich clia cac thir nghiém so sanh qudc & va quéc gia cho thiy cac con s& hop Iy sau day °
a) Mic d&m tir400 000 t€ bao trén mdt mililit d&n 500 000 t& bao trén mdt mililit -

giéi han do 1ap lai (A = 2,8 x 20 000 = 56 000 trén mdt mililit (diéu nay tuong duong voi hé sb bién
thién tir 4% dén 5% );

gidi han do tai lap (/) = 2,8 x 50 000 = 140 000 trén mot mililit (diéu nay tuong duong vai hé so bién
thién tr 10% dén 12% );

b) Mic dém t& bao tir 100 000 t& bao trén mét mililit 38n 200 000 t& bao trén mot mililt :

gi6i han d0 1ap lai (7 = 2,8 x 10 000 = 28 000 trén mot mililit (diéu ndy tuong duong véi hé s& bién
thién tir 5% dén 10% );

gi6i han db tai lap (R) = 2.8 x 20 000 = 56 000 trén mot mililit (diéu nay tuong dudng vdi hé s& bign
thian tir 10% dén 20% );
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Hinh B.1 - D6 chudn xac va do chinh xac : Céc loai sai s6



TCVN 6686 -3 : 2000

Phu luc C
(tham khao)
Sir dung cac mau chudn dé dém té& bao
C.1 Khai quat

Thiét bi dém t& bao xéma khéng nhimg phai dam bao 6t cac giéi han vé dd lap lai (r) va do tai lap (R) trong
cac thir nghiém lién phong thi nghiém, ma con phai dam bao duge d chinh xac cao clia gia tri trung binh,
hoac "dd I&ch” cang thap cang t6t. Theo nhu dinh nghia vé dd léch la su chénh l&ch gilta gia tri "thut c6" va )
gia tri trung binh clia s6 Ian xac dinh, gia tri “thuc cé" phai thu duge bing mot phutong phap xac dinh “truc
tiép" la 16t nhat. DE xac dinh d6 chinh xac, khéng duoc sit dung cac dung dich c6 cd xac dinh. Theo qui
trinh sir dung, cac dung cu dém khac nhau bao gdm cd budc pha loang, trén thude thl, nhuém mau, lam

Z~nong.... , d& chudn bi m&u cho qua trinh d&m cudi cling, cac méu cb cac gi& tri ding phai cé thanh phan
thuc 1€ gidng thanh phan clia cac mau can dém.

Trong nhimg nam gan day d& cé nhimg phuong phap khac nhau @€ chudn bi cac mdu nhu vay (“cac

chuan"} :
a) Bang cach thém cac hat chat déo hoac bach céu vao cac mau sifa cé Iugng té bao xéma rat nhé:

b) Xy cac mu sifta c6 6 Iuong 1€ bao xéma @3 biét (cac mau sifa "thue”) 68 cé thé luu gilr mau nay it
nhét Iz vai thang.

Cac phudng phap khac nhau nay thanh céng & cac cdp @6 khac nhau, Ngay nay c6 thé néi réng, cach giai
quyét bang viéc bS sung cac hat vao mAu sita khong phai 1a phuong phap dugc chon. Cé thé sir dung
phuong phap bé sung cac bach ciu tach biét (PMN, Thymocytes, ... ), luu ¥ rang viéc tach biét cac 1€ bao

r:ay thuong dan dén phai lua chon céc kiéu t& bao nhat dinh, ma cac mau nhu thé lai khéng chifa cac t&
bao cé pham vi hoac phan bé gidng trong sita tu nhién.

Trong nhimg nam gan day phuong phap x{ Iy dac biét da xay dung cho cac miu sifa cb lugng € bao thap,
trung binh va cao, theo phuong thic nay cac chudn ("cac méu déi ching chudn") d& dugc chuan bi c6 thé
sir dung frong vai thang, ngay ca khi & nhiét dd méi trng théng thuong.

Cac méu chudn c6 thé dugc van.chuyén dé sir dung & khdp noi, vi cach xif Iy nay (két hop xtr ly nhiét va
bao quan biing hoa chat) ddm bo réing khdng c6 sinh vét gay bénh nao, ké ca cac vi rit cb mat trong mau
(tuyét dbi vo tring).

Trong-khi chudn bi cac "chudn" trén mot nén sita, c4n mé & qui trinh d8m s& luong *thute c6" céc 16 bao
trong cac mau sifa d& higu chinh va kiém tra db chinh xac ciia qui trinh d&m dién tr (phuong phap dién tr
huynh quang). Déi vai muc dich nay, phuong phap ding kinh hién vi (TCVN 6686 - 1 : 2000 (1SO 13366-1))
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la thich hap. Hon nia, cdn chimg minh réing cac gia tri d6i chimg khéng bi sai léch do x(t ly (xem thi du hinh
C.1). V& viéc bdo quan (thdi gian, nhiét dé) tuan theo chi din clia nha san xust,

Khi str dung qui trinh nay, cdn chudn bi sdn cac chudn cé sé dém té bao dung hodc da duge xac dinh. Cac
phéng thi nghiém c6 Igi thé Ia ludn c6 san cac mau cb sé dém t& bao da duoc chuin bi bang kinh hién vi va
©6 thé dugc sl dung bt ky khi ndo cén dén ma khéng phai chd doi.

D& dua cac chudn t& bao (cac chudn sita) vao chuong trinh kiém tra chét lugng clia mét phéng thi nghiém
dém & bao, cac khuyén céo dugc néu trong C.2 dén C.4.

C.2 Xac dinh gidi han dé I3p lai (r)

Tién hanh céc phép xac dinh I13p lai clia cac s6 dém t& bao trong miu sita (méu d3 dugc bao quan hodc
chua duge bao quan) cé s8 lugng té bao tir 400 000 trén mét mililit d&n 500 000 trén mét mililit.

C.3 Xac dinh gidi han dé tai lap (R)

Tham gia vao cac thir nghiém lién phong thi nghiém.

I
1000 -

¥=13 - 098k x
ro 0,794

Méu sita da xd ly ("cac chuan®) x 10%ml

1100 1000

Sifa nguyén ligu x 10%/mi

Chd thich — B4 thi nay biéu thi duting chét Iugng va hé s& hiéu chinh. Cho thay siuf so sanh s lugng t&€ bao xéma dém

duce trong cac mau sifa nguyén liéu o chifa cac lugng t&€ bao thap, trung binh, cac va s6 lugng t& bao xéma dém duac
trong cac méu sda nguyén liéu gidng y hét cb Iuong t& bao thdp, trung binh va cao da dude xif Iy nhiét k&t hap véi bao
quan bang hoa chat.

Hinh C.1 - So sanh cac miu sita nguyén liéu da dugc bao quan va cac méu sifa y hét
da duge xir ly nhiét két hop vdi bdo quan bang hoa chét ("cac chudn”)
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C.4 Xac dinh @6 chinh xac ("do léch”)

Sir dung cac chudn cb cac s6 dém dung, dugc xac dinh bang cach ding kinh hién vi. Hang ngay cb thé sif
dung vai l4n cac chun dé xac dinh xem cac s6 dém dugc c6 nam trong gidi han nhat dinh cla gia tri da
néu ra doi vai cac chudn chua (thi du, tir 5% dén 10% cd mic dém t& bao tr 400 000 trén mdat mililit dén
500 000 trén mot mililit).

& day khong phai lic nao ciing cé6 mdi quan hé chat ché gilfa cac s6 d6m qua cao véi qua thap clia cac
chudn va cac d6 léch tuong (ng trong cac m&u can dém. Phai luu y dé cac mau chuan duge bao quan tot
va cb "chét lugng t6t". Cac so sai léch (qua cao hodc qua thép) vé cac 1€ bac xoma trong cac mau thang
thuting c6 thé bi anh hudng bdi s6 vi khuan qua cao, thdi gian bao quan qua dai ciing véi sir dung hoa chat
bao quan (thi du : natri azit) va cac yéu t6 khac. S6 lugng t& bao xéma trén mau sita thu dugc trén cac -
chudn chi c6 thé dam bao duge khi toan bd hé théng, ké ca viéc chudn bi méu duge thuc hién mdt cach
_chinh xac. Phong thi nghiém dém t& bao can chu v réng "chéat luong" clia cac mau can dém théng thudng
phu thuc vao viéc higu chun chinh xac dung cu Gém.
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Phu luc D
(tham khao)

Tai liéu tham khdo

[11 TCVN 6400 : 1998 (ISO 707 : 1997) Sia va san phdm sifa - Céc phuong phap lay mau.

[2] 1SO 5725 -1: 1994 D6 chinh xac cla phuong phap do va cac két qua — Phén 1 : Cac nguyén tic

chung va dinh nghia.

[3] TCVN 6686 - 1 : 2000 (ISO 13366-1) Sita — Dinh Iuong t€ bao xdma — Phan 1 : Phuang phap diung

kinh hién vi.

[4] TCVN 6686 - 2 : 2000 (ISO 13366-2) Sia — Binh lugng t& bao xéma — Phan 2 : Phugng phap dém

hat dién 1.
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