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KHA NANG SONG SOT CUA TINH TRUNG NGUC!
SAU TRU LANH BANG NITO LONG BON THUAN

Tom tat

Muc tiéu: Khdo sdt ty lé tinh tring s6ng sét sau tri
lanh bdng hoi nito I16ng don thudn, ding dung cho IUI
va IVF/ICSI. Déi tugng va phuong phap: 94 mdu tinh
dich dé trong giGi han binh thudng theo tiéu chudn
ctia WHO 2010. Mé ta thuc nghiém cdn Idm sang, mau
tinh dich dugc ddnh gid ty lé séng va di ddng trudc va
sau khi trir bdng hoi nito 16ng, tor dé tinh duoc hé sé
s6ng s6t (CSF) va ty Ié s6ng sau rd cua tinh trung. Két
qua: sau rd déng, ty Ié PR trung binh la 13.18%, SD +
5.04; ty lé tinh trang séng trung binh la 28.55%, SD
+ 6.74. Chi s6 CSF va ty lé séng sau tr( rd trung binh
dat lan luot Ia 40.73% + 13.72 va 46.31% =+ 9.92. Két
ludn: Viéc dp dung quy trinh trit bdng hoi nito 16ng
don thudn la don gian, c6 hiéu qud, ung dung duoc
cho diéu trj va chi phi thdp. Phuong phdp ndy trudc
mdt nén dp dung cho ICSI, tiép dén nén nghién ctu
ung dung cho IUl xem c6 thanh céng khong.

Pat van de

Trt lanh va luu trd mau & nhiét dé thap cho cac loai
té€ bao khac nhau trong d6 c6 tring, tinh trung va phoi
ngudi da dugc ap dung tir rat lau va ngay nay tri lanh
1d mot ky thuat khéng thé thiéu & mot trung tdm thu
tinh trong 6ng nghiém hién dai [1].

Viéc trt lanh tinh trung mang lai nhiéu lgi ich nhu:
bdo t6n kha nang sinh san cho nam gidi trudc khi
diéu tri cac bénh ly ac tinh, s dung thuéc diéu tri 1 s6
bénh ly man tinh nhu tiéu dudng, réi loan mién dich;
Lap ngan hang tinh trung; Trdr mau tinh trung tir phau
thuat; Chong khéng c6 mat hay khong thé 18y dugc
tinh trung vao ngay choc hut triing hay bom tinh trung

Viéc trrlanh tinh trung theo phuong phap ha nhiét
dé cham co thé dugc thuc hién qua hé théng may ha
nhiét dé hay dung phuong phap tha céng dé giam
dau tu chi phi mua may(3] [4]

Tinh trung ngudi chiu dugc mét bién dé lam lanh
va lam &m nhét dinh. Chiang khéng dé dang bi tén hai
bd&i qua trinh lam lanh nhanh ban dau (s6¢ lanh).

Theo WHO (2010), tinh trung ngudi dugc trlt lanh
bang may diéu chinh nhiét d6 hodc bang hailanh. Viéc
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Abstract

THE CRYOSURVIVAL OF HUMAN SPERM AFTER FREEZING
IN LIQUID NITROGEN VAPOUR

Objective: To investigate the ratio of cryosurvival
sperm frozen in liquid nitrogen vapor, applications for
Ul and IVF / ICSI. Materials & methods: 94 semen
sample in the normal range according to WHO 2010
criteria. Motility, vitality was assessed before and after
storage in liquid nitrogen vapor. After that, evaluate
the cryosurvival factor (CSF) and vitality of sperm after
freeze-thawing. Results: After thawing, the average of
motility percentage is 13.18%, SD + 5.04; percentage of
vitality 28.55%, SD + 6.74. CSF and vitality after freeze-
thawing were measured (40.73%, SD + 13.72 vs. 46.31%,
SD + 9.92, respectively). Conclusion: The application of
the liquid nitrogen vapor storage is simply, effectively for
the treatment applications and low cost. This method
should be applied forimmediate ICSI, followed by applied
for research to see if IUl can be successful.

trt lanh bang phuong phap thi cong cé nhiéu cach
khac nhau, nhiét dé khéng dugc diéu khién tu déng
nhung van c6 thé cho két qua thich hgp. Cé nhiéu quy
trinh dugc ap dung[3] nhu:

1. Bat 6ng nhuya vao ta trlr lanh -20°C trong 30
phut sau do6 dat 1én da khé -9°C trong 30 phut trudc
khi chuyén vao nita 16ng -196°C

2. Ong nhua c6 thé chuyén tir thung trit lanh -20°C
sang t0 lanh khac & -70°C, hoac cho vao giava ddt vao
phan ¢6 cla binh chua nito 16ng, viing nay chda hén
hop khong khi va hoi nita 1dng, nhiét d6 trong khoang
-80°C dén -100°C trong 10-15 phut, trudc khi chuyén
vao nita 1éng. Ngoai ra, c6 thé dat mau trén maot khay
I6n chda nito long, cdch muc nito khodng 10-20cm
trong 1 gid dé dat gradient nhiét dé trén nito 16ng.

Quy trinh déng lanh danh cho cac méau tinh
trung it (oligospermic) va tinh tring thu nhan bang
phau thuat: [3]

« Mau tinh dich chi ¢ 1 vai tinh trung di dong hay
tinh trung thu nhan tir dudng sinh duc c6 thé dugc
trlf lanh dung cho ICSI sau nay

« Néu can thiét, ly tam tinh dich 15009 trong 10
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phut dé c6 dac tinh trung trong mot thé tich nho
(0.4ml) b8 sung chat bao vé déng lanh va xt ly theo
quy trinh da néu & trén.

Dich mao tinh, mau mé trich tu tinh hoan hodc
cac dich huyén phu tinh trung khac cé thé dugc xt ly
bang phuang phap bai Ién hoac thang néng do, sau
dé cho vao méi trudng danh cho chuén bi tinh trung
c6 chiia Hepes va albumin huyét thanh ngudi (HSA)
véi néng dé 4mg/ml, bd sung thém Tyrode’s glucose
glycerol (TGG) hodc cac chat bao vé déng lanh c6 sén
trén thi trudng cé chdia albumin nguai.

Ty lé tinh trung di déng sau khi déng lanh bang
hai nito 16ng cao hon nhiéu so vGi nhang truc tiép
mau ngap trong nito 16ng (54.9% (SD +/- 15.4) so Vai
21.5% (SD +/- 10.0), p < 0.05). Mat d6 tinh trung ban
dau khéng anh hudng dén ty lé tinh trung di dong
thu duoc sau rd déng. Thé tich tinh trung di déng qua
loc rifa dugc dong lanh cling khong anh hudng dang
ké dén ty 1é tinh trung di déng thu dugc sau ra. Khéng
€6 su tac dong dang ké dén ty lé tinh trung di dong
thu dugc d6i véi téng s6 tinh trung déng lanh, thoi
gian dé mau trén hai nito 1dng [9]

Ty lé tinh trung di d6ng sau ra cia mau khéng loc
rdia trudc khi tri cao hon nhiéu so véi mau loc riia
trudc tri. [10]

Da s6 cac trung tdm TTTON ban dau tai VN déu sir
dung may ha nhiét d6 theo chuong trinh hodc tu déng.
Phuong phap déng lanh tinh trung bang hai nita l6ng
don thuan mdi dugc 4p dung tai Viét Nam trong vai
nam nay va chi mai co 1 dé tai nghién ctu cia Nguyén
HGu Duy vé trt lanh tinh tring ngudi bang hoi nito
I6ng don thuan dugc xay dung dua theo chuong trinh
dong lanh cdia may dugc bao cdo nam 2009.

Tai BV Phu San-Nhi BD hién cling dang st dung
phuong phéap Trir lanh tinh tring ngudi bang hai nitc
I6ng don thuan. Muc dich nghién ctu cta ching toi
nham danh gia ty 1& tinh trung séng sét va d6 di dong
sau ra dong bang quy trinh dong lanh ma ching t6i
dang ap dung.

Déi tuong va phuong phdp nghién cuu
Mé ta thuc nghiém can lam sang
Tiéu chuan chon mau
Mau tinh dich d6 dén th{ tai khoa HM-VS cla BV.
Mau tinh dich cia nhitng ngudi tinh nguyén hién
cho nghién ctu
C& mau
Bugc tinh theo cong thic

_ t2xp.(1-p) — 94

n 72

t=1,96 vGi do tin cay la 95%

p= 0.42, ty |& tinh trung s6ng s6t sau ra déng qua
10 mau pilot

d=0,1 (d6 chinh xac)

Tiéu chuan loai trit

Nhing mau tinh dich oligoasthenozoospermia
theo WHO 2010, véi cac diéu kién: mat do <15.106,
PR+NP < 40%

Mau c6 thé tich tinh dich <1 ml.

Nh{tng mau clia ngudi cé xét nghiém mau duong
tinhvé cac bénh nhu: HIV, giang mai, HBsAg, HCV.

Thai gian nghién ctiu: 1/4/2012 - 30/11/2012

Pia diém nghién citu: Khoa Hiém muén-Vé sinh
BV Phu san-Nhi BD

Cac dinh nghia

« CSF (Cryosurvival factor): hé sé séng sot sau tri
lanh

- D0 di dong cha tinh tring: phan tram tinh tring
di dong tién tSi PR (progressive) theo tiéu chuén
dénh gid cia WHO 2010

Ty |é s6ng: ty lé tinh trung bat mau trang sau khi
nhudém bdng Eosin-Nigrosin theo tiéu chudn danh
giad ctia WHO 2010

Vat liéu

- Méi trudng trii: Sperm freeze cla hang Fertipro,
Belgium

- Cryotube 1.8ml (Nunc)dé dung mau trit

- Cane nhém

- Ong nghiém 14ml vé triing

- Hép x6p kich thudc bén trong: dai 33cm x rdng
23.5cm x cao 27cm

- Nito léng va binh tri mau

Cac budc thuc hién

- Mau sau khi ly giai dugc chia ra 2 phan: 1 phan
lam tinh dich d6, 1 phan sé dung dé tr( lanh (1ml)

- Cong viéc dugc phan chia cho 2 ngudi hoat
dong doc lap nhau. Mot ngugi ddm nhiém viéc phan
tich tinh dich d6, cac théng s6 trudc, trong va sau ra
(theo huéng dan ctia WHO 2010). Mot ngudi khac sé
phu trach viéc tr ra, danh ma s6, thu nhap sé liéu.

- Danh gia do di déng va ty lé tinh trung séng
trong mau tinh dich truéc trir

- Tinh dich sé dugc déng lanh bang hai nita long
don thuan theo quy trinh déng lanh tha cong, tng
dung nghién cttu ctia Nguyén Hitu Duy:

« Ghi méa sé ctia mau, ngay tri |én cryotube
va cane nhém

«Nho tu tu ting giot 1ml moi truong vao 1ml
tinh dich trong éng 14ml vo trung trong 3-5 phut

« Hat 1,8ml hén hop via pha cho vao
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cryotube, dé yén 15 phut. Phan hén hop du dugc
dung dé danh gia do di déng (PR) va ty Ié tinh tring
song trudc khi déng lanh.
- Dung hop x6p chia 1 lugng nito l6ng ¢co
chiéu cao 3cm
« Gan cryotube vao cane nhém (6 vi tri gilia
clla cane)
- Ddt cane nhém nam ngang vao hép x6p
cach mat nito Idng 15c¢m trong thai gian 15 phat
+ Sau d6 cho cane nhom ngadp trong nito
I6ng réi cat vao binh trir mau
« Ghi lai vi tri gia d&t mau vao s6 theo doi
- Mau trit sau 1 tuan dugc tién hanh ra déng &
nhiét dé phong
-Danh gia 2 chi s6: [4]
% do di dong cuia tinh trung sau ra dong

CSF (%) = 100
(%) % d0 di déng cuia tinh trung trwéec triv *

TLSSRD (%) = % tinh trung sdng sau ra déng 100
>~ "% tinh trung séng truGec triv x

CSF (%)=(% d06 di dong cda tinh trung sau ra
dong)/(% do di dong cla tinh trung trudc tr) x100

TLSSRD (%)=(% tinh tring s6ng sau ra dong)/(%
tinh trung séng trudc tri) x100

Bang 1
Thong s Trung binh £ SD
Tuoi 30(21 -45)%55
Bang 2
, . Nguang binh thuting theo
Théng so Trung binh
L i WHO 2010 [12]
Thé tich mau (ml) 299+1.25(1-7.75) >=1.5
Mat do (106/ml) 69.45+48.98 (15 - 331.8) >=15
Ty lé di dong PR (%) 32.74 £7.62 (13 - 48) >=37
Ty lé di dong NP (%) 26.25+6.2 (13-43) PR+NP>=40
Ty le IM (%) 40.8 £7.57 (17 - 58)
Ty & finh fring song(%) 61.78+7.43(44 - 80) >=58
Hinh dang binh thuong(%) |~ 2.93+1.45 (1-8) >=4
Bang 3
Thong s6 Tinh dich da pha véi méi truong tro | Tinh dich trudc tro
Ty lé di dong PR (%) 32.47+1.51 (14- 51) 32.74+7.62(13 - 48)
Ty lé finh frung sang (%) 60.36+7.41(42-78) 61.78+7.43 (44-80)
Bang 4
Thong s6 Trung binh SD
Ty la di dong PR(%) 13.18(7-27) 5.04
Ty lé finh frung sang (%) 28.55(11 -46) 6.74
Chi s6 CSF (%) 40.73 (5.71-70) 13.72
Ty lé song sau ri(%) 46.31 (17.74 - 67.86) 9.92
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Két qua

Tudi trung binh cia bénh nhén:

Bénh nhan dén thi tinh dich d6 da sé la tré, tudi
tir 21 dén 45 tudi, tudi trung binh 1a 30 tudi, SD + 5.5
(bang 1).

Cacgia tri tinh dich do: (bang 2)

Thé tich xuét tinh trung binh ctia cdc mau nghién
ctu 13 2.99, SD +1.25. thé tich nhd nhat 1a Tml, nhiéu
nhatla 7.75ml.

Mat d6 tinh tring nhin chung la tuong déi cao, ti
15 triéu dén 331,8 triéu, trung binh la 69.45 +48.98.

Ty & di dong tién tGi PR tur 13% dén 48%, trung
binh 1a 32.74% +7.62. Ty |é di dong khéng tién toi
trung binh 14 26.25% +6.2 (tU 13% dén 43%). Ty lé tinh
trung bat déng IM trung binh la 40.8% +7.57 (gia tri
tUr 17% dén 58%). Ty lé tinh trung s6ng ti 44% dén
80%, trung binh 1a 61.78% +7.43. Vé hinh dang binh
thudng cla tinh trung nhin chung kha thap, ti 1%
dén 8%, trung binh 13 2,93% +1.45.

Nhin chung, trong 94 mau nghién ctu, ty lé
di déng tién tGi (trung binh 32.74%)va ty |é séng
(trung binh 61.78%)tuong déi cao, gia tri trung
binh cao hon tri sé gigi han binh thudng theo
WHO 2010 1an lugt 13 32% va 58%. Nhung ty lé
tinh trung ¢6 hinh dang binh thudng binh quan
(2.93%) thap hon nguéng binh thudng theo WHO
2010 (4%)

Danh gia tinh trung sau khi trén véi moéi truong trit
lanh: (bang 3)

Sau khi tron mau v6i méi trudng trir lanh, tién
hanh danh gia ty & di déng PR va ty lé tinh triing séng
trudc khi tri trén hoi nita 16ng. Hai chi s6 nay lan lugt
1232.47% (véi SD +7.51) va 60.36% (SD + 7.41) xap xi
V@i gia tri tinh dich d6 32.74% (+7.62) va 61.78%(SD
+7.43)(bang 3)

Panh gia tinh trung sau ra dong: (bang 4)

Sau ra dong, ty 1& di déng PR ti 7% dén 27%,
trung binh 1a 13.18% =+ 5.04. Ty Ié tinh trung s6ng
trung binh la 28.55% + 6.74.

Chi s6 CSF tur 5.71% d&n 70%, gia tri trung binh
dat 40.73% = 13.72tuong duadng vd&i nghién cldu
cla tac gid Nguyén Hiu Duy déi vsi mau trong
giGi han binh thuong theo WHO 1999 la 42.23%
+11.24

Ty lé séng sau ra trung binh dat 46.31% cao hon
5o vGi nghién ctiu ctia Nguyén Hiu Duy la 43.8%

Ban luan
Theo nghién ctiu cia Somsin Petyim va Roungsin
Choavaratana, nam 2006, ty lé tinh trung di dong va
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hé s6 s6ng sot sau ra déu bj anh hudng bai qua trinh
trt lanh & ca 2 phuong phép bang may va bang hoi
nito ldng[13]. Chi s6 CSF va ty 1& s6ng sau ra la 2 gia
tri quan trong danh gia sy thanh cong cta mét quy
trinh tr{f ra.

So sanh cac gia tri vé ty |é PR, ty |é tinh triing séng
cla tinh trung sau khi trén maoi truong trit lanh véi gia
tri tinh dich dé ta thay 2 gia tri nay khéng giam déang
ké chiing t6 thao tac va thdi gian tron, Idc mau khéng
anh hudng nhiéu dén 2 thdng s6 nay qua nghién ctu
cla chung toi.

Chi s& CSF trung binh dat 40.73% va ty |& séng
sau ra trung binh la 46.31%, cac gia tri nay la chap
nhan dugc. Cac gia tri nay ciing phu hgp véi nghién
clru ctia NHDuy, lan lugt 1a 42.23 % va 43.8%, mac
du nghién ctiu clia tac gia nay c6 c¢d mau thap hon
(50 mau) va dua vao tiéu chudn ctia WHO 1999 trong
khi chung t6i dua vao WHO 2010 ¢6 cac chi s6 binh
thudng thap hon. Cac gia tri nay ciing tuong duong
khi so sanh vGi két qua cla tac gia nay trit bang may
lan luot 1a 42.03% va 44.36%.[4]

Khi so sanh vé&i nghién ctu cia Somsin Petyim
va Roungsin Choavaratana nam 2006, trén 50 mau
tinh dich trong gigi han binh thuéng theo WHO
1999, tac giad thu dugc chi s6 CSF (di ddong A+B) khi
trit bang hoi nito 16ng so vai trit bang may lan lugt
la 60.75% +18.11 va 68.31%%19.9 va ty |é s6ngsau
ra theo cdng thuc cta chung t6i, khi trit bang hoi
nito 16ng so véi trit bang may lan luot la 66.45%
va 71.85% [13]. Hai gia tri nay & 2 phuong phap
trit déu cao hon két qua cla chung téi, c6 thé do
tac gia trit bang cong ra (straw) 0.25ml cé dién tich
tiép xdc véi hoi nito 16ng cao hon va thé tich tinh
dich tr@ it hon, trong khi ching t6i dung cryotube
1.8ml, ngoai ra, quy trinh trit bang hoi nitg long,
chat bao quan lanh khac véi ching téi, tiéu chuan
chon mau va cach danh gia cing ap dung theo tiéu
chudn cia WHO 1999.

Theo mét nghién cltiu khac clng cda hai tac
gid Somsin Petyim va Roungsin Choavaratana
cung vdéi cac cOng su,nam 2007,nghién cdu trén
40 mau tinh dich trong gigi han binh thudng
theo WHO 1999, chi s6 CSF (di déng A+B) khi trir
bang hoi nito ld6ng so véi tri bang may lan lugt la
(44.6+£19.4)% va (61.7+20.6)% coOn ty 1é s6ng sau
ra theo cong thic cla ching téi lan lugt la 39.28%
va 42.27%. Nhu vay,chi cé chi s6 CSF cao hon khi
trir tinh trung bang may, cac théng sé con lai 6 ca
2 phuong phap déu tuong duong véi két qua cua
ching t6i.[14]

Ké&t qua cla chung téi cling phu hop véi nghién
clu clha Thitikan Ngamwuttiwong & Somboon
Kunathikom, chi s6 CSF va ty 1é s6ng sau ra lan lugt
la 44.1% va 38.5%[15]. Tuy nhién, viéc danh gia chi
s6 CSF c6 phan ch quan nén viéc so sanh vai cac
nghién ctiu khac cling mang tinh tuong déi.

Kha nang di chuyén cda tinh trung sau ra déng
va hé sé séng sot ré rang bi anh hudng bdi qua
trinh tr{r ra & ca 2 phuong phép tr . Perderson va
Lebech, cling nhu Keel va cong su, chorang kha
nang thu tinhcda tinh trung gidm sau bdo quan
lanhla do tén thuong cdu tric . Anh huéng nay da
dugc gidi thich theo nhiéu cach bao gém bao quan
lanh gay hu hai ty thé va thay d6i hinh thai tinh
trung nhu cuén dudi [13,15]

Trén thuc té khi ap dung bat ky phuong phap
trirrd trong mottrung tam diéu tri vo sinh, viéc xem
xét tinh kha thi ca ting phuong phapchidng han
nhu thdi gian thuc hién va chi phi cia cadc cong cu
rat canthiét. Thoi gian cing nhu chi phi cho tri
lanh bang may déu cao hon so véi hai nitc 1dng
[14] nén viéc ap dung trit lanh tinh trung bang hoi
nito 16ng cho két qua tuong duong thi cling chap
nhan dugc.

Tuy nhién, theo nghién ctiu clia Richter va cong
su nhan thay dung tinh trung tuoi co ty & cé thai
gap 3 lan so vdi tinh trung tri. Ty 1é ¢o thai tuong
Uing & nhém si dung tinh trung tuoi va tinh tring
trir lan luot 12 18.9% va 5%[7].Do dé can can nhc s
dung tinh trung trt cho IUl hay chi nén s& dung cho
ICSI ma thoi.

Han ché clia dé tai

DPay la nghién ctu dau tién nén ching toi chi
thuc hién trén mau c6 mat d6 va dé di déng trong
gidi han binh thudng theo WHO 2010 d€ danh gia
hiéu qua quy trinh tri lanh ma chung t6i dang ap
dung. Trong thai gian t&i, ching t6i sé nghién cdu
trén mau tinh trung it, yéu, di dang (OAT) va nhiing
mau tinh trung t&r phau thuat PESA, TESE. Ciing nén
nghién ctru danh gia ty lé c6 thai d6i v6i nhirng mau
st dung tinh trang trt cho 1UI va ICSI.

Két luan

Viéc ap dung quy trinh tr{r lanh tinh trung bang
hai nito long la c6 hiéu qua, ting dung dugc cho diéu
tri vai két qua gan nhu tuong duong véi sir dung may
ha nhiét d6 tu dong nhung thai gian ngan va chi phi
thdp. Phuong phap nay trudc mat nén ap dung cho
ICSI, ti€p dén nén nghién ctu tng dung cho Ul xem
c6 thanh cong khoéng.
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