N.521. QUY TRINH PINH LUQNG KHANG THE KHANG PHOSPHOLIPID IgM
I.NGUYEN LY

Xét nghiém dua trén phan Gmg mién dich gin enzyme gian tiép theo cac bude sau: Cac khang
thé c6 mit trong mau duong tinh gin voi khang nguyén phu trén bé mit cta hai giéng phan tng,
hinh thanh phirc hop khang nguyén- khang thé. Sau khi 1, budc rira dau tién s& loai bo cac phan
tir khong gan va gin khong dic hiéu. Tiép d6, chat cong hop enzyme duge bd sung s& gin véi
phirc hop khang nguyén - khang thé da duoc c¢b dinh. Sau khi 0, budc rira thir hai s& loai bo chat
cong hop khong gan. Co chit enzyme tiép tuc dugc thém vao giéng, qua trinh thuy phan va tao
mau dién ra trong thoi gian t. Cuong do mau xanh duong tao ra ti 18 thuan véi néng do cua phuc
hop khang nguyén-khang thé va co thé do bang phwong phap quang hoc ¢ budc séng 650 nm trén
hé théng xét nghiém mién dich ELISA (Enzymelinked immunosorbant assay)

II. CHUAN BI

1. Can b0 thuc hién:

bac si hodc 01 can bd dai hoc va 01 ky thuat vién chuyén nganh Hoa sinh.

2. Phuong tién, hoa chat:

Phuong tién xét nghiém: mdy xét nghiém mién dich Alegria- hing ORGENTEC/ Germany.
Thudc thir sin sang st dung:

Bo xét nghiém dinh luong khang thé khang phospholipid IgM nhu sau:

Thanh thir Alegria gom 8 giéng chira cac thanh

phan sau:

Giéng 1+2 E}iéng :tréng va khong phu (dé pha
loang mau)

Giéng3+4 Pugc phu khang nguyén (giéng phan
ung)

Giéng 5 Mau chtng, mau vang, chira khang
thé dac hiéu, PBS, BSA, chét tay, chét
bdo quan natri azide 0,09% va ProClin
300 0,05%.

Giéng 6 Chét cong hop enzyme, mau do nhat,

chtra khang thé khang IgG ngudi gin



HRP; PBS, BSA, chit tay, chat bao
quan ProClin 300 0,05%.

Giéng 7 Dung dich pha lodng miu, mau vang,
chira PBS, BSA, chit téy, chit bao
quan natri azide 0,09% va ProClin 300
0,05%.

Giéng 8 Co chit TMB, trong subt, chira 3,3,
5,5’- Tetramethylbenzidin

Hon hop cardiolipin, phosphatidyl
serine, phosphatidyl inositol,
phosphatidic  acid va  beta-2-
Glycoprotein I & ngudi c6 do tinh sach
cao dugc phu san trong cac vi giéng.

Mi san pham trén mi vach: PL
Screen IgM

- Ngoai ra con dung dich hé théng nhu:

+ Wash (1x20mL): Dung dich rira, chira TRIS, detergent, chat bao quan natri azide 0,09%
(50x)

+ System fluid (1x2,5mL): Dung dich hé théng chira acid (1000x).

- Bo xét nghiém can duge bao quan trong bong toi ¢ diéu kién 2-8°C. Khong dé hoa chat
tiép xtc v6i nhiét, mat troi hodc anh sing manh trong suét qua trinh bao quan va st dung. Bao
quan thanh thir Alegria (ddy kin va kho rao) trong tii c6 khoa duoc cung cip. Dung dich Wash
Buffer va System Fluid sau khi pha lodng 6n dinh trong tdi thiéu 30 ngay khi dugc bao quan & 2-
8°C.

Dung cu khac: + May vortex; Pipet 10 pL;

+ Ong dong thé tich 1000 mL va 2500 mL

+ Nuéc cat hodc nude khir ion

3. Ngudi bénh: Ngudi bénh duogc giai thich va tu van trude khi thyc hién XN, t6t nhat 1a
nhin an sang va lay mau vao budi sang.

4. Phiéu xét nghiém: c6 diy du thong tin vé bénh nhan bao gdm ho tén, tudi, khoa phong,
chan doan, tinh trang mau, tén BS chi dinh, ngay gi0 chi dinh, ngay gio léy mau, céac loai thudce
da sir dung (néu co). ..

III. CAC BUGC CHUAN BI



1. LAy miu bénh pham va xi 1y miu:

Bénh pham phai dugc 1ay dung k thuat vao dng xét nghiém tiéu chuan. Str dung 6ng khong
chdng dong (6ng serum) hodc sir dung 6ng co6 chat chdng doéng Li-Heparine, EDTA.

- Bénh pham dugc nhan tir cac khoa 14m sang va bo phan 14y mau phong kham. Nhan vién
nhan mau ldy thong tin bénh nhan tir phidn mém quan Iy Bénh vién, in va dan barcode vao dng
bénh pham, sau d6 cho ly tim 4000 vong trong 5 phut trude khi tién hanh k¥ thuét.

Bénh pham c6 thé dugc luu & 2-8°C trong vong 5 ngay hoic -20°C trong vong 6 thang.

Bao quan chat chuan, QC sau khi hoan nguyén ¢ nhiét d6 -20°C, khi tién hanh chay phai dé
& nhiét d6 phong (20- 25°C) cho dén khi rd déng hoan toan va lac déu trudc khi tién hanh xét
nghiém.

2. Tién hanh k§y thuit

May xét nghiém, hoa chit di dugc chuan trude khi thuc hién phan tich. Viéc chuan xét
nghiém dinh lugng Anti- Phospholipid IgM hiéu chuan mdi khi thay doi 16 hoa chat. Kiém tra
chat lwong nam trong gidi han cho phép. Thong thuong chay noi kiém (QC) 2 mitc mdi ngay:
mirc binh thudng va khong binh thudng. D6i chiéu véi ludt vé kiém tra chat lugng néu dat thi tién
hanh phén tich miu .

Thanh thur Alegria Test Strips véi cong nghé SMC dugce st dung voi thiét bi chan doan
Alegria. Dé c6 thong tin chi tiét vé quy trinh van hanh thiét bi, tham khéo tai liéu huéng dan sir
dung thiét bi.

(1) Boc miéng dan phu cac giéng trong tir 1 dén 4 trén thanh thir Alegria Test Strips. Khong
boc phan dan phi c6 in méd vach, phi cac giéng tir 5 dén 8.

(2) HGt 10 puL mAu khong pha lodng vao day giéng 1.

(4) bat thanh thir vao khay SysTray.

(5) Dit cac khay SysTray vao dang vi tri trén thiét bi Alegria va bt dau chay. Tat ca cac
budc sau d6 s& duoc thuc hién ty dong. Xét nghiém chay hoan tat khi thiét bi bat dau in két qua.

Pinh ky: Chuan lai va chay 2 mitc QC sau khi thay 16 thudc thir méi hodc sau khi bao dudng,
sira chita may do su ¢6, thay thé trang thiét bi phan tich quan trong. Ghi lai két qua vao bang theo
ddi két qua chuan may xét nghiém.

Pua bénh phim vao phan tich theo protocol ctia may. Khi c6 két qua thi phan tich va déi
chiéu véi phiéu xét nghiém, tra, luu két qua vao hé thdng mang, in phiéu két qua xét nghiém va
tra két qua cho nguoi bénh ding thoi gian quy dinh.

IV. NHAN PINH KET QUA

1. Gia tri tham chiéu: Binh thuong: Anti- Phospholipid IgM: < 10 MPL-U/mL



2. Y nghia lAm sang:

Bénh ty mién 14 do c6 sy hinh thanh céc khang thé tu mién khang lai cac thanh phan mé co
quan bao gdm nhan té bao, bao twong, mang té bao... gy ton thuong cac co quan theo cac co
ché khac nhau. Bénh ty mién chia 1am 2 nhém chinh: bénh ty mién dic hiéu co quan va bénh tu
mién hé thdng. Su luu hanh cac khang thé tu mién trong bénh 1y tu mién 1 rit da dang va phirc
tap vé ¢ cAu truc, nguén géc, vai trd trong sinh bénh hoc cta bénh tu mién. Cac khang thé tu
mién hay gip: ANA, dsDNA, ssDNA, ScL-70, Ro/SSA, La/SSB, ANCA, khang thé khang
phospholipid... Viéc tim hiéu vé su luu hanh va vai tro cua cac khang thé ty mién trong co ché
bénh sinh bénh ty mién tir d6 tim hiéu gia tri chan doan va tién lugng cua cac khang thé nay la
rat quan trong trong thuc hanh 14m sang va nghién ctru trong chuyén nganh di tng va mién dich
lam sang.

Hoi ching khang phospholipid (APS, hdi chirng Hughes) 1a mot bénh tu mién hé théng gay
ra tinh trang huyét khoi, say thai lién tiép va thai chét luu. Céc triéu ching 1am sang di kém véi
su xuét hién cac tu khang thé dic hiéu c6 kha nang phat hién dugc trong mau bénh nhan bi APS.
Céc ty khang thé nay gan véi phospholipid nhu cardiolipin hodc véi cac protein gin phospholipid
nhu beta-2-glycoprotein 1.

Triéu chung 1am sang cia APS khong du ddc hi¢u dé dua ra chan doéan xac dinh. Do do, két
qua xét nghiém dong vai trd quan trong trong chan doan bénh. Uy ban khoa hoc va chuan héa
ctia hiép hoi qubc té huyét khoi va cdm mau dinh nghia vé céc tidu chi 1am sang va nhimng thong
s6 xét nghiém mang tinh chan doan trong “Tiéu chi Sapporo vé viéc phan loai hoi ching khang
phospholipid”, xuat ban nam 1999. Tai liéu nay da duogc chinh stra va tai ban nam 2006 va 2012.

Cac thong s xét nghiém bao gom:
+ Phat hién chat khang dong lupus (LA) trong huyét twong ting gip hai lan trong vong 12
tudn

+ Tang hiéu gia khang thé khang cardiolipin (IgG va/hoac IgM). Can xac dinh hiéu gia khang
thé & hai thoi diém cach nhau it nhat 12 tuan, sir dung xét nghiém ELISA da dugc chuan hoa dé
phat hién khang thé khang cardiolipin phy thudc beta-2-glycoprotein.

+ Tang hiéu gia khang thé khang beta-2-glycoprotein I (IgG va/hodc IgM). Can xac dinh
hiéu gia khang thé ¢ hai thoi diém cach nhau it nhat 12 tuan, st dung xét nghiém ELISA di dugc
chuan hoa.

APS dugc chan doan xac dinh khi dam bao dép Gmg it nhat mot tiéu chi 1am sang va mot
tiéu chi xét nghiém.

V. NHUNG SAI SOT VA XU TRi

St dung bénh phadm mau toan phan thu thap bang cac k¥ thuat duoc phé duyét, tranh gay v&
héng cau.



Mau huyét thanh dung cho xét nghiém phai trong va khong bi v& hong cau. Tranh sir dung
cac mau vo hong cau hoac mau nhieém md, tuy nhién, cdic mau nay khong giy nhiéu xét nghiém.

Tranh l3p lai bude 1am déng va rd dong mau huyét thanh hodc huyét twong do c6 thé lam
giam hoat tinh cua khang thé.

Khong khuyén cdo thuc hién xét nghiém voéi mau huyét thanh d3 bi bt hoat boi nhiét.



