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thuong nhu mo ndo, chua co gia tri gai y dén
ton terdng nhu mo6 nhu cac nghlen clru cla cac
tac gia, diéu nay cé thé g|a| thich do c@ mau
nghién clru cua ching t6i con nhd va ty |1é gap
cla cac triéu chirng liét van dong va roi loan y
thirc trong nhdm nghién clru thap.

Khi danh gia maéi lién quan giira triéu chirng
lam sang khi vao vién va s6 xoang cé huyét khoi,
ching toi thdy thay khong cé mdi lién quan giira
cac triéu chdng lam sang khi vao vién vdi nhom
cd huyét khéi & mbt xoang hay cod huyét khoi &
nhiéu xoang két qua nay ciing gidng trong
nghién ctfu cda Trinh Tién Luc ndm 2020.°

V. KET LUAN VA KHUYEN NGHI

Nghién cttu trén 38 bénh nhan huyét khai tinh
mach ndo ching ti nhan thdy: Tudi trung binh
clia nhdm nghién clu la 42,4 £ 14,8 tudi, nit c6
dd tudi mac tré hon nam va ty 1& nam/ nit la 1,2.
Triéu chirng 1am sang cla bénh rat da dang va
khong dac hiéu, nhiéu nhat la nhiic dau chiém
94,7%. T6n thucng nhdi mau ndo chiém 31,6%,
chdy mau ndo 21,1% va nhdi mau ndo chuyén
dang chay mau 18,4%. Vi tri huyét khéi thudng
gap G nhifng xoang I3n, trong doé hay gdp nhét la
xoang doc trén 73,7%, xoang ngang 63,2% va
xoang sigma 47,4.

Cac triéu chirng nhiic dau, liét nlra ngudi, liét
day than kinh so, nén- budn nén, nhin md, roi
loan ngdn ngtt, r6i loan y thdc va dau hiéu mang
ndo khéng cé su lién quan dén tén thuong nhu
mo ndo. Su khac biét vé s6 bénh nhan cd cac
triéu chiing nay trén hai nhém bénh nhan khong
¢ y nghia thong ké. Tri€éu chiing co giat cd lién
quan dén tdn thuong nhu md ndo. Khéng c6 mdi
lién quan gilta cac triéu ching lam sang khi vao
vién véi nhdm cd huyét khoi & mot hay nhiéu xoang.
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HOAN THIEN KY THUAT XET NGHIEM DIHYDRORHODAMINE (DHR)
TRONG PANH GIA GIAM CHU'C NANG OXY HOA
CUA BACH CAU TRUNG TINH
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Muc tiéu: Hoan thién quy trinh xét nghiém DHR
danh gia chuc ndng oxy hda cua bach cau trung tinh
va xac dinh gia tri tham chi€u phong xét nghiém cla
ky thuat nay. Doi tugng va phuadng phap ngh|en
clru: Nghlen clu md ta cat ngang trén mau mau
ngoai vi ctia 30 tré binh terdng (khong mac cac bénh
ly anh hu’dng dén chirc ndng BCTT) va 02 tré da du’dc
chan doén xac dinh bénh u hat man tinh tai Bénh vién
Nhi Trung udng tir thdng 2 ndm 2021 dén thang 6
nam 2021. Két qua: Nong do hda chat t6i uu cho quy
trinh xét nghiém DHR la PMA: 228 nM; DHR:
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Ta Thi Thoa?, Lé Dirc Minh?

1000ng/mL. Gia tri tham chi€u phong xét nghiém cla
chi s6 kich thich (SI) xét nghiém DHR la SI = 87,5 —
404,7. Két luan: Da hoan thién quy trinh va néng dé
hoéa chat toi uu cla xét nghiém DHR va xac dinh dudc
gia tri tham chi€u phong xét nghiém chi s SI cua xét
nghiém nay tai Bénh vién Nhi Trung uong.

Tur khoa: xét nghiém DHR, bénh u hat man tinh,
chirc nang oxy hda ctia bach cau trung tinh, Bénh vién
Nhi Trung uong.

SUMMARY
VERIFICATION OF DHR TEST FOR
EVALUATING OF NEUTROPHIL OXIDATIVE
BURST FUNCTION

Objective: To verify Dihydrorhodamine (DHR)
testing process to evaluate neutrophil oxidative bursts
function and determind the laboratory reference value
of Stimulate Index of this test. Subjects and
Methods: A cross-sectional descriptive study on
peripheral blood samples of 30 healthy children and 02
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CGD patients who were diagnosed by whole genome
sequencing to detect the gene mutation at the
National Children's Hospital from February, 2021 to
June, 2021. Result: The optimal chemical
concentration for DHR test is PMA: 228 nM; DHR:
1000 ng/mL. The Ilaboratory reference value of
Stimualate Index (SI) is = 87.5 — 404.7. Conclusion:
The DHR test technical uses an optimal chemical
concentration suitable to evaluate neutrophil oxidative
bursts function.

Keyword: DHR test, Chronic Granulomatous
Disease; Neutrophil Oxidative Bursts Function;
Vietnam National Children's Hospital.

I. DAT VAN DE

Bach cau trung tinh (BCTT) la t€ bao thuc bao
cd vai tro quan trong trong hé théng mién dich
clia cd thé. Chlc nang tiéu diét khang nguyén
dugc thuc hién thong qua 2 cd ché la (1) co ché
phu thuéc enzym va (2) cd ché oxy hda thong
qua gdc tu do cua cac thé oxy hoat dong [1].
Céc thé oxy hoat déng dugc tao ra bén trong cac
phagolysosom bdi hé théng enzym oxidase
NADPH (Nicotinamide Adenine Dinucleotide
Phosphate). Phtrc hop enzym néy dugc cau tao
tLr 5 cdu phan la cac proteln ma hoa bdi cac gen
nam trén cac nhiém sic thé khac nhau [6]. Khi
mot cau phan nao do cla enzym oxidase NADPH
bi bién d6i do dot bién gen cd thé dan tdi gidam
chirc nang oxy hoa cta BCTT, anh hudng dén
kha ndng tiéu diét vi khuan, xugt hién bénh canh
ldm sang la bénh u hat man tinh (UHMT). Bénh
UHMT la mét bénh suy glam mién dich bam sinh
hi€ém gap, ty 1& mac udc tinh khoang 1/200000
tré sinh song [7]. Bénh nhan thu‘dng xudt hién
cac triéu chirng nhiém triing ndng, tai dién, biéu
hién & nhiéu cd quan trong nerng nam dau dai
nhu viém hach bach huyét, viém ph0| ap xe
phdi, 4p xe gan, nhiém trung huyét, cac u hat do
tdng tinh trang dap (ng viém & da, dudng tiéu
hda, dan dén ty Ié t&r vong cao [2]. G‘ém day, xét
nghiém nay da dugc chdp nhan trén toan thé
gidi trong sang loc va ho trg chan doan bénh u
hat man tinh. Phudng phap nay cé d6 nhay cao,
de thuc hién va chi phi hgp ly [6].

Bénh vién Nhi Trung uong la bénh vién tuyén
cudi clia chuyén nganh Nhi khoa. Da cé nhiéu
bénh nhan nghi ngd bénh UHMT dugc diéu tri tai
bénh vién. Tuy nhién cho tGi nay chua cd xét
nghiém nao dung dé€ sang loc bénh ly nay tai
Bénh vién Nhi Trung ucng nai riéng va & Viét Nam
noi chung. Do d6, ching t6i ti€n hanh nghién ciru
vGi muc tiéu: Hoan thién ky thuat xét nghiém DHR
danh gid chuc nang oxy hdéa cua BCTT va xdc
dinh gid tri tham chiéu phong xét nghiém cua xét
nghiém nay tai Bénh vién Nhi Trung uong.
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II. DOl TUQONG VA PHUONG PHAP NGHIEN CU'U

2.1, Poi ‘tugng nghlen clru

*Mau mau ngoa| vi cla 30 tré dén kham va
diéu tri tai Bénh vién Nhi Trung udng tu thang
4/2021 — 10/2021.

Tiéu chuén lua chon: 2ml mau I8y dung
quy trinh, ch6ng d6ng bang EDTA cla cac bénh
nhan khong c6 cac bénh ly vé huyét hoc, mién
dich, nhiém khu&n:

- S0 lugng va cong thirc bach cau binh thudng

-CRP <5

- Cac chi s6 huyét hoc, sinh hda cd ban khac
nam trong gidi han binh thudng (theo s& tay
khoang tham chi€u gia tri cac xét nghiém, Bénh
vién Nhi Trung uang).

- Thdi gian tur khi ldy mau dén khi ti€n hanh
xét nghiém dudi 2 ti€ng

Tiéu chudn loai trir:

- C6 kém thiéu hut enzyme G6PD, MPO nang.

- Tién sir dung thudc acetaminophen trong
vong 24 gid.

* Mau mau ngoai vi cla 02 bénh nhan da
dugc chan dodn xac dinh bénh UHMT bang ky
thuat giai trinh tu toan bd gen xac dinh dot bién.

2.2. Phuong phap nghlen clru _

Phuang phap chon mau: Chon mau thuén tién

Nguyén ly ky thuat xét nghiém DHR
danh gia chirc nang oxy héa ctia BCTT: Bach
cau trung tinh dudc kich thich bdi Phorbol-12-
Myristate-13 Acetate (PMA) dé san xudt ROS
(0?-, H202). Dihydrorhodamine (DHR) la hoa chat
khéng mau thdm qua mang vao trong té bao va
bi oxy hdéa bdi hydrogen peroxide tré thanh
Rhodamine-123 c6 mau huynh quang xanh &
cdy. BCTT bi nhudm bdi Rhodamine-123 dugc
xac dinh bdng phuong phap dém té bao dong
chay & flow budc séng 488nm (mau FITC).

Vi cuGng d6 huynh quang trung binh cua
Rhodamine-123 da dugc chirng minh la tudng
quan tuyén tinh véi mic san xuét cac thé oxy
hoat dong cta BCTT [7], nén két qua xét nghiém
DHR dugc danh gia théng qua chi s6 kich thich
(Stimulated index — SI) ctia quén thé BCTT:

Thiét ké nghién cifru va cac nong do hoa
chat tho nghiém Chdng t6i ti€én hanh tho
nghiém vé&i 3 néng d6 hda chat PMA va 3 ndng
dd hda chat DHR khac nhau. Mdi mot nong do
PMA sé két hgp tuong (ng véi 3 mic nong do
DHR-123 t& hgp thanh 9 diéu kién thlr nghiém
(tr C1 - C9) CO la 6ng Blank, khong cé hda
chat, chi c6 mau mau. Thr nghiém dugdc thuc
hién trén 3 mau mau khac nhau.

Bang 1: Cac diéu kién va nong dé hoa
chat tha nghiém
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PMA 0 114 | 228 342 stimulated Index
DHR-1 nM nM nM nM 450
0 ng/mL C0 o
500 ng/mL C1 C2 C3 300
1000 ng/mL C4 C5 C6

1500 ng/mL 7 8 | © 120
Cac chi s6 nghién ciru: oo [ I I I
- Til |é chét cua BCTT (0/0) A c2 ca ca cs ce6 c7 cs co

- Hinh dang biéu db histogram
+ Dang chudng
+ Dang léch vé mét phia
+ Dang 2 dinh B
- Gia tri trung binh chi s6 SI ctua 30 mau mau.
2.3. Xtr ly s0 liéu. SO liéu dugc thu thap xr
ly bang phan mém Microsoft Excel 10.0. \//\/1/
2.4. Pao dirc nghién ciru. Nghién c(ru tuan /
thi cac nguyén tdc dam bao dao dic trong
nghién clu Y hoc va da dugc théng qua Hoi
déng Y dic — Bénh vién Nhi Trung udng s6 S L L L
273/BVNTW-VNCSKTE ngay 4/2/2021. u e
INl. KET QUA NGHIEN CU'U Biéu d6 2: Ty I€ chét cua BCTT
3.1. Lua chon diéu kién xét nghiém t6i uu Trong ca ba mau nghién c(, ty I€ BCTT chét
Chi s8 SI cao xust hién & cac diéu kién nong  trong ong CO (Blank) la khoang 10-15%. Ty le
dd hda chat C5, C6, C7, C8, C9. O cac didu kien  chet cua BCTT thap va tudng ty nhau G ca 3
hda nong dd hda chat thap hon c6 chi s6 SI cia Mau_nghién cuu xuat hign & dieu kien thu
mau thap. nghiém C4, C5, C7.

Bang 2: Hinh dang dé thi histogram cua cuong dé huynh quang

Biéu db 1: Chi s6'SI J cdc nong dé hoa chat
khac nhau

Ty l& té& bao chét khi 4 héa chat

Piéu kién xét nghiém Mau 1 Mau 2 Mau 3
Cl1 Dang chudng DGc vé bén trai Dang rang lugc
Cc2 DGc Vvé bén phai Dang chudng Dang chudng
Cc3 Dang chudng Dang chudng Dang chudng
Cc4 Hai dinh Hai dinh Dang chudng
C5 Dang chudng Dang chudng Dang chudng
C6 Dang chudng Dang chudng Dang chudng
Cc7 Hai dinh Hai dinh Dang chudng
Cc8 Dang chudng Dang chudng Dang chudng
c9 Dang chudng Dang chudng Dang chudng

D6 thi dang chuéng dién hinh cla cdc mau nghién cfu xuat hién 6n dinh & diéu kién xét nghiém
C3, C5, C6, C8, C9. Cac diéu kién nong do hoa chat khac déu khong co do thi cuGng do huynh quang
dién hinh khi d&€m trén may dém t& bao dong chay.

3.2. Két qua xét nghiém DHR trén mét s6 bénh nhan dugc chan doan giam chirc nang
oxy héa bach cau hat bang giai trinh tu gen xac dinh dot bién.
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Hinh 1. Két qua xét nghiém DHR & bénh nhan giam chuc néng BCTT do dot bién trén NST gidi tinh X.
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(A) Bénh nhan mang dot bién gen CYBB lién két NST X vi tri ¢.867G>A cb chi s6 SI = 1,4.
(B) B bénh nhan c6 chic nang oxy hda BCTT binh thugng ]
(C) Me bénh nhan cd 2 quan thé BCTT, mot quan thé binh thudng va 1 quan thé gidam chirc nang

oxy hoa.
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Hinh 2. Két qua xét nghiém DHR & bénh nhan giam chic nang BCTT
do dét bién trén NST thuong.

(A) Bénh nhan mang doét bién gen NCF2 vi tri
c.187dupA, kiéu di truyén dong hop tr 1&n cd chi
s6SI=1,6

(B) (C) B6 va me bénh nhan cé chldc nang
oxy hoa BCTT binh thugng.

3.3. Khao sat chirc nang oxy héa BCTT &
tré binh thudng (n=30)

Histogram

o T
100 2 3 400
Stimulated Index

Biéu do 3: Chi s6'SI cua xét nghiém DHR
trén tré binh thuong
Gid tri SI trung binh X + SD = 246,07 +
79,30, phan b& chuén vdi kiém dinh Kolmogorov-
Smirnova, Sig > 0,05. Khoang gia tri tham chiéu
chi s6 SI la 87,47 — 404,67.

IV. BAN LUAN

Hién nay & Viét Nam chua c6 dan vi hay cd s@
y t&€ nao trién khai xét nghiém DHR danh gia
chifc ndng oxy hda BCTT dé chan doan bénh
UHMT. Cac xét nghiém da dugc (ng dung nhu
Nitroblue Tetrazolium c6 d6 nhay khong cao, phu
thudc chu quan cla ngudi doc hodc xét nghiém
xac dinh dot bién gene ton kém va mat nhiéu
thdi gian [5]. Pay la mot trong nhitng nghién
cliu dau tién tai Viét Nam phat trién ki thuat xét
nghiém DHR trong sang loc, chdn doan sém
bénh UHMT, gilp qua trinh diéu tri va du phong
hiéu qua han. Xét nghiém DHR d3 dugc phat

Frequency
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trién tir 13u cd ky thudt don va hdéa chat don
gian. Tuy nhién né da dugc cong nhan la mét ky
thuat dugc dp dung trén toan thé gidi trong chan
doan bénh UHMT nhd c6 d6 chinh xac cao [5],[8].

Dua trén nguyén ly va quy trinh ky thuat da
dugc cong bo trudc day, chdng t6i ti€n hanh lua
chon n6ng do hda chat va diéu kién t6i uu cua
xét nghiém dé &p dung tai Bénh vién Nhi Trung
uong. Két qua cho thay, cang tang nong do hda
chat PMA va DHR thi cuGng d6 huynh quang tu
quan thé BCTT cang manh, chi s§ SI ting theo
(Biéu d6 1). Sy thay ddi cudng do huynh quang
nay phu hgp véi do thi bi€u dién cia Neutrophil/
Monocyte Respiratory Brust Assay Kit cua
Cayman chemical [3], d6 la cudng d0 huynh
guang thu dugc tang manh khi tang néng d6 hda
chat PMA téi nguGng 300 nM, sau dé di ngang.
Trong th{r nghiém cta ching t6i, chi s6 SI cao &
cac diéu kién ndng do C5, C6, C7, C8 va C9.

Cac nong db hoda chat PMA thap hodc chwua
phlu hop cd thé khdng du dé kich thich toan bd
va BCTT san xudt t8i da cac thé oxy hoat dong
dan tgi mic do oxy hoa DHR khac nhau nén
cudng d6 huynh quang cla quan thé BCTT
khong tap trung (dang chubng cé dinh hep) ma
xuat hién hinh anh d6 thi histogram dang hai
dinh hodc khoéng can déi (Bang 2). Chi co cac
diéu kién hda chat C3, C5, C6, C8, C9 cho do thi
cudng dd huynh quang dién hinh. Tuy nhién, khi
nong do PMA cang cao thi ty 1€ BCTT chét ¢ xu
huéng cang tang (Biéu do 2). Cac diéu kién hoa
chat C4, C5 va C7 ¢ ty 1& BCTT chét thap tuong
tuong nhau & cac mau thdr nghiém (Biéu dd 2).
Ching t6i chua tim dudc bdo cdo nao danh gid
ty |é t€ bao chét trong qua trinh G hoa, ti€n hanh
xét nghiém nhung da cd nghién clru dua ra bdng
chitng céc gbc oxy hda do BCTT san xuat ra sau
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khi bi hoat hda bai PMA, cd thé gay chét té bao
theo chuong trinh. DPiéu nay anh hudng tdi s6
lugng thu thap va do tap trung cua BCTT khi
phan tich két qua. Qua cac diéu kién thir nghiém,
ching to6i chon dugc diéu kién xét nghiém C5
dadm bao dugc cudng do huynh quang cta quan
th& BCTT cao, do thi cudng dé huynh quang dién
hinh va ty 1& BCTT chét thap. Cu thé ndng do cac
hda chat & diéu kién C5 la PMA: 228 nM; DHR:
1000ng/mL. Nong d6 DHR t6i uu trong nghién
cfu cua chung toi & khoang gilta nong do sur
dung trong protocol Cayman va nghién cfu cla
Dimitrova, 2013 [3],[5], dong thGi gan tudng
duong vdi nong do dudc sir dung trong nghién
cttu clia Wang, 2019. Trong khi dd, néng do PMA
dugc Iya chon kha tuong dﬁng vdi cac nghién
ctru cla Dimitrova, 2013 va nam trong khoang
phu hgp dugc biéu dién trén protocol kit cla
Cayman chemical [3],[5].

Sau khi xac dinh dugc ndng do hoa chat toi
uu, chdng toi thuc hién xét nghiém DHR trén 02
bénh nhan da dugc chadn doan xac dinh bénh
UHMT bdng dot bién gen va b6 me cla bénh
nhan dé khang dinh tinh xac cla xét nghiém. Két
qua cho thay chi s6 SI cia hai bénh nhan [an
lugt 1a 1,4 va 1,6 gidm rd rét so véi mau chiing.
Két qua SI gidam thap dudc bao cao & bénh nhan
UHMT trong nghién clru trudc day cla tac gia
Wang va cong su, 2019 da phat hién dugc
113/114 trudng hgp mdc bénh u hat man tinh,
V@i SI trung binh la 1,62. Vi bénh nhan th{ nhat
(Hinh 1), bénh nhan c6 dot bién Ian trén nhiém
sic thé (NST) gidi tinh X, me bé&nh nhan mang
gene dét bién trén mot NST X nén cd hai quan
th€ BCTT, mét quan thé binh thudng va mét
quan thé giam chlic ndng oxy hda trong khi bd
bénh nhan binh thudng. Tuong tu nhu trong
nghién cru cta Dimitrova, 2013 va Delmonte OM,
2019 [4], [5]. DGi vGi bénh nhan UHMT thlr 2
(Hinh 2), bénh nhan mang dét bién dong hgp lan
trén NST thudng, do dé b6 me la nguGi mang gen
13n trén NST thudng biéu hién chiic ndng oxy héa
cta BCTT binh thudng. Nhu vay, két qua xét
nghiém DHR phu hgp véi tinh trang chific nang
oxy hdéa BCTT trong cac trudng hgp dot bién trén
NST thudng va trén NST gidi tinh X.

Chung toi da thuc hién xét nghiém trén 30 tré
em dén kham tai Bénh vién Nhi vGi cac bénh ly
khong lién quan dén chlc nang BCTT nhdam xac
dinh sd b khoang tham chi€u phong xét nghiém
chi s6 SI cla xét nghiém DHR. Gia tri thu dugc

khoang tham chi€u SI la 87,47 - 404,67. Két qua
nay co gia tri trén cao han so vdi nghién cru cla
Vowells va cdng su (1995) vdi SI tu 85,2 - 264,4.
Vi s6 lugng mau thuc hién con han ché, tré lay
mau khong hoan toan la tré binh thudng khde
manh nén chi s6 SI cla ching t6i chi co gia tri
tham khdo tai phong xét nghiém Bénh vién Nhi
Trung ugng. Chung toi sé ti€p tuc thuc hién vai
c8 mau I8n trén tré binh thudng d€ cd gid tri
tham chi€u chi s6 SI cua xét nghiém & tré em
Viét Nam khée manh.

V. KET LUAN

Chung t6i da hoan thién dugc ky thuat xét
nghiém DHR tai Bénh vién Nhi Trung ugng vdi
nong d6 qua chat téi uu la PMA: 228nM; DHR:
1000 ng/mL. Xét nghiém phl hgp dé€ sang loc va
hd trg chdn doan bénh UHMT. Ngudng gia tri
tham khdo chi s6 SI cla xét nghiém la 87,47 -
404,67.
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