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‘ QUYET DINH
_Veéviéc ban hanh tai li¢u chuyén mon
“Hwong dan quy trinh ky thuat ve Di truyen — Sinh hoc phan tu”

BO TRUONG BQ Y TE
Can cut Ludt Kham bénh, chita bénh nam 2023,
Can cir Nghi dinh s6 42/2025/ND-CP ngay 27 thang 02 ndam 2025 ciia

Chinh phii quy dinh chirc ndng, nhiém vu, quyén han va co cdu té chire ciia B6
Y té;

Can cir Théng tw s6 23/2024/TT-BYT ngay 18 thang 10 ndm 2024 ciia
Bo truong Bo Y té ban hanh Danh muc ky thudt trong kham bénh, chita bénh;,

Can cir Quyét dinh sé 622/0DP-BYT ngay 14 thang 03 nam 2024 cia Bé
treong B Y té vé viéc thanh lap Héi dong chuyén mon nghiém thu “Hudéng
ddn quy trinh chuyén mén kj thudt vé Di truyén — Sinh hoc phdn tir”"

Can cit Bién ban hop ngay 08 thang 08 ndam 2025 ciia Hoéi dong chuyén
mon nghiém thu “Hwong dan quy trinh chuyén mén ky thudt vé Di truyén —
Sinh hoc phdn tir”’; Céng van sé 1130/HHTM ngay 20 thang 08 ndm 2025 ciia
Vién Huyét hoc — Truyén mau Trung wong vé viéc hoan thién Huéng din Quy

trinh chuyén mon ky thudt kham bénh, chita bénh;

Theo dé nghi ciia Cuc trwong Cuc Quan Iy Khdam, chita bénh.
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37 quy trinh k¥ thuat (Tai liéu chuyén mon kem theo).
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cac bénh vién truc thuéc Bo Y té; Giam déc So Y té céc tinh, thanh phé truc
thudc trung wong; Thu trudng Y té cac nganh va cac co quan, don vi lién quan
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DI TRUYEN - SINH HOC PHAN TU
(TAP 1)

(Ban hanh kém theo Quyét dinh s63286QP-BYT ngay 1 7thang 7o nam 2025
cua Bo truong BO Y té)

Ha Ngi, 2025




Chi dao bién soan, thim dinh

GS.TS. Tran Vian Thuén

Thi truong Bo Y té

Chu bién

PGS.TS. Nguyén Ha Thanh

Vién truong Vién Huyét hoc - Truyén méau Trung wong

TS.BS. Ha Anh Dtic

Cuc truong Cuc Quan ly Kham, chira bénh

Tham gia bién soan, thim dinh

PGS.TS. Tran Duc Phin

Chu tich hoi Di truyén Y hoc Viét Nam

TS.BS. Duong Huy Luong

Pho Cuc truong Cuc Quan ly Khadm, chira bénh

TS.BS. Vuong Anh Duong

Pho Cuc truong Cuc Quan ly Khdm, chira bénh

GS.TS. Pham Quang Vinh

Nguyén Phé Vién truang Vién Huyét hoc - Truyén mau
Trung vong

PGS.TS. Phan Thi Xinh

Truong khoa Di truyén hoc phan tir, Bénh vién Truyén
maéu - Huyét hoc Thanh phd H5 Chi Minh

TS.BS. Tran Thanh Tung

Truéng khoa Huyét hoc, Bénh vién Chg Ray

TS. Duong Qudc Chinh

Truong khoa Di truyén - Sinh hoc phan tir, Vién Huyét
hoc - Truyén mau Trung wong

TS.BS. Nghiém Xuéan Hoan

Ph6 Chu nhiém khoa Sinh hoc phén tir, Bénh vién Trung
uong Quan doi 108

TS. Tran Thi Huyén Trang

Ph6 Giam dbc Trung tam Nghién ctu tng dung Té bao
gdc, Bénh vién Trung wong Quéan doi 108

TS.BS. L& Thi Huong Lan

Ph6 Giam dbc Bénh vién Trung uwong Thai Nguyén

TS. Hoang Qudc Trudng

Pho truong Ban Quan Iy chat lugng, Bénh vién Trung
uong Quan doi 108

TS.BS. Duong Hoang Hao

Truong khoa Giai phau bénh, Bénh vién Ung buéu Ha
Noi

PGS.TS. Hoang Thi Ngoc Lan

Nguyén Phé Giam déc Trung tim Chén doéan trudce sinh,
Bénh vién Phu San Trung wong

TS.BS. Dinh Thuy Linh

Giam déc Trung thm Sang loc chan doan trude sinh va so
sinh, Bénh vién Phu San Ha Noi

TS.BS. Hoang Hai Yén

Nguyén Pho Giam déc Trung tam Sang loc chan doan
trudce sinh va so sinh, Bénh vién Phu San Ha Noi




PGS.TS. Pham Cam Phuong

Giam déc Trung tdm Y hoc hat nhan va Ung buéu, Bénh
vién Bach Mai

PGS.TS. Vii Chi Diing

Giam déc Trung tm Noi tiét - Chuyén hoa - Di truyén va
Liéu phap phén tu, Bénh vién Nhi Trung wong

PGS.TS. Luong Thi Lan Anh

Giam déc Trung tam Di truyén 1am sang, Bénh vién Dai
hoc Y Ha Noi

TS.BS. Ngo Diém Ngoc

Truéng khoa Di truyén va Sinh hoc phan tir, Bénh vién
Nhi Trung wong

BSCKII. Truong Thi Hoang Lan

Ph6 Giam ddc Trung tdm Giai phau bénh va Sinh hoc
phan tt, Bénh vién K

PGS.TS. Tran Vin Khoa

Truéng Bo mdn Sinh hoc & Di truyén Y hoc, Hoc vién
QuanyY

PGS.TS. Ha Thi Minh Thi

Truéng B mon Di truyén Y hoc, Dai hoc Y Dugc Hué

TS.BS. Nguyén Thanh Khiém

B6 mo6n Phu san, Dai hoc Y Ha Noi

TS.BS. Nguyén Khic Han Hoan

Khoa Xét nghiém Di truyén Y hoc, Bénh vién Tt Dit

TS.BS. Poan Thi Kim Phuong

Phé trudng Bo mdn Y Sinh hoc - Di truyén, Pai hoc Y Ha
Noi, Pho truong khoa Té bao - Di truyén, Bénh vién Phy
san Trung vong

TS.BS. Nguyén Hitu Chién

Truong phong Ké hoach téng hop, Vién Huyét hoc -
Truyén méau Trung uong

TS. Nguyén Ba Khanh

Giam d6c Ngan hang Té bao goc, Vién Huyét hoc -
Truyén méau Trung uong

ThS.BS. Bao Nguyén Minh

Truong phong Quan ly chit lugng va Chuyén giao k§
thuat, Cuc Quan ly Kham, chira bénh

ThS. Lé Xuan Thinh

Ky thuat vién truong Ngan hang Té bao gdc, Vién Huyét
hoc - Truyén mau Trung wong

TS.BS. Vii Thi Ha

Trung tdm Di truyén 1am sang, Bénh vién Pai hoc Y Ha
Noi

TS.BS. Vii Thi Huyén

Trung tdm Di truyén 1am sang, Bénh vién Pai hoc Y Ha
Noi

PGS.TS. Nguyén Thi Trang

Trung tdm Di truyén 1am sang, Bénh vién Pai hoc Y Ha
Noi

TS. Vii Thi Bich Huong

Khoa Di truyén — Sinh hoc phan tt, Vién Huyét hoc -
Truyén méau Trung uong




Thu ky

TS.BS. Nguyén Hitu Chién

Truong phong Ké hoach téng hop, Vién Huyét hoc -
Truyén mau Trung wong

ThS.BS. Bao Nguyén Minh

Truong phong Quan ly chit lugng va Chuyén giao k§
thuat, Cuc Quan ly Kham, chira bénh

ThS.BS. Nguyén Thi Minh Ngoc

Trung tdm Di truyén 1am sang, Bénh vién Dai hoc Y Ha
Noi

ThS. Hoang Thu Lan

Trung tam Di truyén 1am sang, Bénh vién Dai hoc Y Ha
Noi

TS. Nguyén Thuan Loi

Pon vi Gen - Té bao gdc, Bénh vién Bach Mai

ThS.BS. Bui Bich Mai

Pon vi Gen - Té bao gbc, Bénh vién Bach Mai

ThS. V0 Thi Thiy Quynh

Don vi Gen - Té bao gdc, Bénh vién Bach Mai

ThS. Poan Vian Chinh

Ph6 truong phong Ké hoach tong hop, Vién Huyét hoc -
Truyén mau Trung wong

ThS.BS. L& Sinh Quan

Chuyén vién, Phong Quan ly chat lugng va Chuyén giao
ky thuat Cuc Quan ly Kham, chita bénh




LOINOI PAU
Bo Y té da xdy dung va ban hanh Tai liéu “Hudng dan Quy trinh chuyén
mon ky thuat vé Di truyén - Sinh hoc phan tir” ndm 2012, 2014, 2016. Hudéng
dan Quy trinh k¥ thuat nay 1a cin ctr dé co sé kham bénh, chita bénh, nguoi
hanh nghé kham bénh, chita bénh, nhan vién y té trién khai 4p dung va thuc
hién ky thuat kham, chira bénh.

Trong nhimg nam gan day, v6i su phat trien vé khoa hoc k§ thuat trén thé
gidi va nang lyc nguoi thyc hién ky thuét, nham cap nhat, bé sung nhiing tién
bo méi va tiép tuc chuan hoa quy trinh thuc hién ky thuat trong kham bénh,
chita bénh, Bo Y té da giao mot s6 bénh vién 1am dau moi xay dung, cap nhat
Huéng dan Quy trinh chuyén mén ky thuat Di truyén - Sinh hoc phan tir nhu
Vién Huyét hoc - Truyén mau Trung wong, Bénh vién Pai hoc Y Ha Noi, Bénh
vién K, Bénh vién Nhi Trung wong, Bénh vién Phu san Trung wong, Bénh vién
Bach Mai, cac bénh vién dugc giao da huy dong va phan cong cac giao su, pho
gido su, tién si, bac si chuyén khoa. .. bién soan Huéng dan quy trinh k¥ thut;
td chize hop hoi dong khoa hoc trong bénh vién dé nghiém thu; bién tap, hoan
thién theo y kién cua Hoi ddng chuy@n mdn nghiém thu do Bo Y té thanh Iap
va chiu trach nhiém vé chuyén mén ky thuat quy dinh trong Hudng dan quy
trinh k¥ thuat. Huéng dan quy trinh ki thuat déu duoc cac thanh vién bién soan
ra soat voi husng dan hién hanh, tham khao cac tai liéu trong nude, nudc ngoai
dé cap nhat phu hop véi thuc té hién nay.

Bo Y té da thanh 1ap Hoi dong chuyén mén nghiém thu Hudéng dan quy
trinh k¥ thuat véi sy tham gia ctia mot sé6 Vu, Cuc chire ning ctia Bo Y té, cac
chuyén gia vé Di truyén - Sinh hoc phan ti trong ca nuéc. Cac thanh vién Hoi
d6ng da 1am viéc véi tinh than trach nhiém, dong gop vé thoi gian, tri tug, kinh
nghiém dé gop y, nghiém thu Hudng dan quy trinh k§ thuat.

Pé hoan thanh Tai liéu chuyén mén “Hudng dan Quy trinh chuy@n mén
ki thuat vé Di truyén - Sinh hoc phan tt”, Cuc Quan ly Kham chita bénh - Bo
Y té tran trong cam on su déng gop cong stc, tri tug, kinh nghiém cua cac giao
su, pho gido su, tién si, bac si chuyén khoa, chuyén nganh hang dau trong linh
vuc Di truyén Y hoc va Sinh hoc phan tir da tham gia vai vai trd 1a thanh vién
Ban bién soan, thanh vién Hoi dong gop y va nghiém thu Tai liéu chuyén mén.

Trong qua trinh bién soan, bién tap, in an tai liéu, mac du Ban Bién soan
da hét strc ¢6 gang nhung khé tranh khoi hoan hoan nhiing thiéu sét, chiing toi
rat mong nhan dugc sy dong gop ¥ kién tir quy doc gia dong nghiép dé Tai liu
chuy&n mdn ngay mot hoan thién hon. Moi y kién gop y xin gui vé Cuc Quan
ly Kham, chita bénh - Bo Y té, 138A, Giang V&, Ha Noi.

Tran trong cam on!

GS. TS. Tran Vin Thuan
THU TRUONG BQ Y TE



NGUYEN TAC XAY DUNG, BAN HANH VA AP DUNG HUONG DAN QUY

b)

c)

TRINH KY THUAT TRONG KHAM BENH, CHUA BENH

Nguyén tic xay dwng va ban hanh Hwéng dan quy trinh k¥ thuat trong kham
bénh, chira bénh:

Huéng dan quy trinh ky thuat duoc xay dung va ban hanh theo ting chuong,
chuyén nganh bao dam day du céc noi dung co ban vé chi dinh, chng chi dinh,
than trong, chuan bi dén cac cac budc thuc hién ky thuat theo trinh ty thuc hién
tir khi bat dau dén khi két thic thuc hién ky thuat;

Thoi gian thuc hién ky thuat, nhan lc, thudc, thiét bj y té... (danh myc va s6
luong) duoc quy dinh trong Hudng dan quy trinh k¥ thuat cin ct trén yéu cau
chuy&n mén, tinh pho bién, thuong quy thuc hién tai co s kham bénh, chita bénh.
Trong thuc  trién khai, thoi gian thuc hién ki thuat, nhan luc, thubc, thiét bi y
té... (danh muc va sb luong) c6 thé thay d6i dua trén c& thé ngudi bénh, tinh trang
bénh, dién bién 1am sang... va diéu kién thuc té ha tang, thiét bi, nhan luc cua mdi
co s& kham bénh, chira bénh;

Ngoai dia diém thyc hién k¥ thuat nhu phong phau thuat (phong mo), phong thuc

hién ky thuat (phong thu thuat), phong bénh... dugce quy dinh trong Hudéng dan quy
trinh k¥ thuat, k§ thuat cé thé duoc thyuc hién & cac dia diém khac theo nguyén tic:

K¥ thuat dugc quy dinh thuc hién o phong~ bénh thi ky thuat do6 duoc phép thuc
hién tai phong thuc hién ky thuat, phong phau thuat;

K¥ thuat dugc quy dinh thuc hién & phong thuc hién k¥ thuat thi k§ thuat do duoc
phép thuc hién tai phong phau thuat;

Cac k§ thuat chi duoc phép thuc hién tai cac dia diém khac trong trudng hop cap
ctru theo quy dinh phép luat vé kham bénh, chira bénh.

2. Nguyén tic &p dung Huéng din quy trinh ki thuat trong kham bénh, chira bénh:

a)

b)

Co s¢ kham bénh, chira bénh dugc phép ap dung toan by Hudéng dan quy trinh ky
thuat trong kham bénh, chira bénh do Bo trudng Bo Y té ban hanh va phai ¢6 van
ban do ngudi ding dau co sd kham bénh, chita bénh phé duyét viéc trién khai ap
dung toan bd Huéng dan quy trinh ki thuat do Bo truéng Bo Y té ban hanh.
Trudng hop co s khdam bénh, chita bénh xay dung va ban hanh Huéng dan quy
trinh k¥ thuat 4p dung tai co s kham bénh, chita bénh thi tuan thi theo nguyén tac
xay dung. Can ctr Huéng dan quy trinh ki thuat twong wng do Bo truong Bo Y té
ban hanh, Thu truong co s¢ kham bénh, chita bénh chi dao xay dung, ban hanh,
trién khai, 4p dung pht hop véi don vi va hoan toan trach nhiém vé viéc xay dung,
ban hanh, trién khai va ap dung.

Tai liéu chuyén moén Hudng dan quy trinh ki thuat ban hanh kém theo Quyét dinh
nay duoc ap dung cho céc ki thuat quy dinh tai Phu luc sb 02 dong thoi c6 trong
Phu luc s6 01, Thong tu s6 23/2024/TT-BYT ngay 18 thang 10 nam 2024 ctia Bo
truong Bo Y té ban hanh danh muc k¥ thuat trong kham bénh, chira bénh.



d)

d)

Nguoi thuc hién cac ky thuat kham bénh, chita bénh 1a ngudi hanh nghé ¢ pham
vi hanh nghé phu hop vai ki thuat kham bénh, chita bénh, theo quy dinh cua Luat
Kham bénh, chita bénh, khdng bi gii han béi céc chic danh nghé nghiép duoc
liét ké trong tung quy trinh k¥ thuat.

Co s& khdm bénh, chira bénh chi dugc thuc hién ky thuat kham bénh, chira bénh
sau khi duoc cap c6 tham quyén phé duyét, cho phép va sir dung thude, thiét bi y té
duoc cp phép theo quy dinh hién hanh.

Trong qua trinh trlen khai ap dung Hudng dan quy trinh k¥ thuat, néu c6 cac bat
cap hoic nhu cau can sira d6i, bd sung, cap nhat..., cac co s& kham bénh, chira
bénh chu dong cap nhat va ban hanh Hudng dan quy trinh ky thuat ap dung tai co
s& kham bénh, chira bénh, dong thoi bao cao, dé xuat Bo Y té (Cuc Quan Iy Kham,
chira bénh) dé xem xét ban hanh ap dung trong ca nuéc.



MUC LUC
1. XET NGHIEM NHIEM SAC THE (KARYOTYPE) TE BAO DICH Ol; TE
BAO GOC TRUNG MO:; GAI RAU .......oovveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeene e, 22
2. XET NGHIEM NHIEM SAC THE BANG KY THUAT DPINH LUONG
HUYNH QUANG (QF-PCR) .....ouivieiieiiestiesese et esssese s, 36
3. XET NGHIEM NHIEM SAC THE BANG KY THUAT BOBS............... 40
4. XET NGHIEM NHIEM SAC THE TE BAO OI, GAI RAU BANG KY
THUAT FISH ...t 51
5. XET NGHIEM CONG THUC NHIEM SAC THE (KARYOTYPE) TE
BAO MAU NGOAI VI; TUY XUONG:; TE BAO MO KHAC .......ccoo...... 60
6. XET NGHIEM NHIEM SAC THE TE BAO MAU NGOAI VI; TUY
XUGONG; CAC TE BAO MO KHAC BANG KY THUAT FISH.................. 73
7. XET NGHIEM NHIEM SAC THE TREN TIEU BAN MO BANG KY
THUAT FISH ...ttt 81
8. XET NGHIEM NHIEM SAC THE THEO DONG TE BAO BANG KY
THUAT FISH oottt ettt n et enen s eenan 88
9. XET NGHIEM TY LE KHAM TRONG GHEP TE BAO GOC KHAC GIOI
BANG KY THUAT FISH ..ottt ettt 93
10. XET NGHIEM GEN BANG KY THUAT PCR ...o.ooeveeeeeeeeeeeeeeeen, 98
11. XET NGHIEM GEN BANG KY THUAT MULTIPLEX-PCR............. 109
12. XET NGHIEM GEN BANG KY THUAT REAL-TIME PCR.............. 120
13. XET NGHIEM GEN TRUGC SINH VOI TE BAO Ol; GAI NHAU BANG
KY THUAT GIAI TRINH TU GEN SANGER .......oieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen. 126
14. XET NGHIEM GEN BANG KY THUAT MLPA ..., 142
15. XET NGHIEM GIAI TRINH TU GEN BANG PHUONG PHAP SANGER
....................................................................................................................... 153
16. XET NGHIEM GEN BANG KY THUAT NGS......cooeoeeeeeeeeeerenns 166
17. XET NGHIEM GEN BANG KY THUAT DNA MICROARRAY .......172
18. XET NGHIEM CAC BIEN THE GEN ALPHA THALASSEMIA HOAC
BETA THALASSEMIA BANG KY THUAT LAIDNA......cooooieereen 183
19. XET NGHIEM BIEN THE CAC GEN GLOBIN BANG KY THUAT NGS
....................................................................................................................... 188

20. XET NGHIEM PHAT HIEN VIRUS BANG KY THUAT PCR........... 196



10

21. XET NGHIEM PHAT HIEN VIRUS BANG KY THUAT REAL-TIME

PCR ettt sttt 201
22. XET NGHIEM PINH LUONG VIRUS BANG KY THUAT REAL-TIME
L] RPN 206
23. XET NGHIEM XAC PINH HLA (MOT TRONG SO CAC LOCUS: A, B,
C, DR, DQ HOAC DP) BANG KY THUAT PCR-SSO.......ccoovvvvirernrenn. 213
24. XET NGHIEM XAC PINH HLA (MOT TRONG SO CAC LOCUS: A, B,
C, DR, DQ HOAC DP) BANG KY THUAT PCR-SSP......ccccvevrrrrrrrinnn. 220
25. XET NGHIEM XAC DPINH HLA BPO PHAN GIAl CAO BANG KY
THUAT NGS ..ottt ettt ettt et et et et et et ettt en e, 227
26. XET NGHIEM XAC DINH HLA PO PHAN GIAl CAO BANG KY
THUAT GIAI TRINH TU GEN SANGER.......ciiieteeeeeeeeeeeeeeeeeeeen, 231
27. XET NGHIEM TY LE MOC MANH GHEP (CHIMERISM) VOI MAU
TOAN PHAN BANG KY THUAT REAL-TIME PCR......ccecovevirirrerrnnn, 235
28. XET NGHIEM TY LE MOC MANH GHEP (CHIMERISM) THEO
DONG TE BAO BANG KY THUAT REAL-TIME PCR.....ccoccoovvvirrnnnns 240
29. XET NGHIEM GEN VOI ctDNA BANG KY THUATNGS................ 245
30. XET NGHIEM LAI TAlI CHO GAN MAU (ISH) .....coovvvrrrierinrinne, 251
31. XET NGHIEM NHIEM SAC THE PHAN TU BANG KY THUAT CISH
....................................................................................................................... 259
32. XET NGHIEM GEN BANG KY THUAT PCR-RFLP ......ccccovvvriernn. 266
33. XET NGHIEM CAC GEN BANG KY THUAT MLPA .....cccocovvveenn.. 271
34. XET NGHIEM GIAI TRINH TU GEN ...oocvieiieeceeeeeeeeeee e 283
35. XET NGHIEM GIAI TRINH TU BPON GEN BANG KY THUAT NGS
....................................................................................................................... 297

36. XET NGHIEM GIAI TRINH TU DA GEN BANG KY THUAT NGS 303
37. XET NGHIEM PHAN MANH DNA TINH TRUNG........cccoovvvrieenn. 309



11

PHU LUC
DANH MUC KY THUAT

STT STTky | Malién | Tén ky thuat dwge quy dinh | Tén k§y thuat da

trong thuat két tai Phu luc 2 Théng tu sb dwoc quy dinh tai

QTK trong (cot 3) | 23/2023/TT-BYT Phu luc 1 Thong tw

T (c6t | Chuong (cot 4) 6 23/2023/TT-BYT

1) (cot 2) (cot 5)

8382 4 22.385 | Xét nghiém cong thirc nhidm | Cdng thirc nhidm sic
sic thé (Karyotype) té bao dich | thé (NST) tur té bao bi
bi; té bao gdc trung md; gai rau

8383 5 BS_13.2 | Xét nghiém nhiém sic thé bang | QF-PCR chan doan

69 ky thuat dinh lugng huynh nhiém sic thé 13, 18,
(b6 sung | quang (QF-PCR) 21, XY
ma)
8385 7 BS 22.7 | Xét nghiém nhiém séc thé bang | BOBS - Chan doan
03 ky thuat BOBs nhiém sic thé 13, 18,
(b6 sung 21, XY va 9 mat doan
ma) nho

8386 8 22.386 | Xét nghiém nhim sic thé té FISH chan doan NST
bao dich 6i; gai rau bang ky 13, 18, 21, XY (chan
thuat FISH doan trudc sinh)

8390 12 22.381; | Xét nghiém cong thirc nhiém Cong thirc nhidm sic

22.382; | sic thé (Karyotype) mau ngoai | thé (Karyotype) tuy

22.649; | vi; tuy xuong; t& bao mo khac | xuong;

22.650 Cong thirc nhiém sic
thé (Karyotype) mau
ngoai Vvi;
Xeét nghiém cong thuc
nhiém sac thé tay
xuong véi chat kich
thich dac hiéu

8392 14 22.379; | Xét nghiém nhiém sic thé té Xac dinh gen bang ky

22.388; | bao mau ngoai vi; tuy xuong; thuat FISH;
22.389; | c4c té bao mo khac bang ky FISH chan doan NST
22.390;2 | thuat FISH Phl (BCR/ABL);
2.391; FISH chan doan hdi
22.392; chung Prader Willi;
22.393; FISH chan doan hoi
22.394; ching Di George;
22.448; FISH chan doan
chuyén doan NST 4;
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STT STTky | Malién | Tén ky thuat dwgc quy dinh | Tén ky thuat da
trong thuat két tai Phu luc 2 Théong tw s6 dwogc quy dinh tai
QTK trong (cot 3) | 23/2023/TT-BYT Phu luc 1 Théng tw
T (¢t | Chuong (cot 4) 6 23/2023/TT-BYT
1) (cot 2) (cot 5)
22.648; 11;
22.661 FISH chan doan
chuyén doan NST 1;
19;
FISH chan doan
chuyén doan NST 8;
21;
FISH chan doén
chuyén doan NST 15;
17;
Xac dinh gen bénh
mau bang ky thuat clg
FISH
8393 15 25.80 | Xét nghiém nhiém sic thé trén | Xét nghiém FISH
(b6 sung | tiéu ban md bang ky thuat
md) | FISH
8394 16 25.80 | Xét nghiém nhiém sic thé theo | Xét nghiém FISH
(b6 sung | dong té bao bang ky thuat
mad) | FISH
8395 17 22.387; | Xét nghiém ty I¢ kham trong FISH chan doan NST
22.639 | ghép té bao gbc khéc gidi bang | XY
ky thuat FISH
8396 18 22.439; | Xét nghiém gen bang ky thuat | Xéac dinh gen FLT3-
22.405;2 | PCR ITD bang ky thuat
2.441; PCR;
22.643;2 PCR chan doén truéc
2.645 sinh bénh beta
thalassemia;
Xac dinh gen IGH-
MMSET (cua chuyén
doan t(4; 14) bang ky
thuat PCR;
Xét nghiém phat hién
dot bién gen
thalassemia bang ky
thuat PCR
8397 19 22.426 | Xét nghiém gen bang ky thuat | Xét nghiém phat hién

Multiplex-PCR

dot bién gene bang k¥
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STT STTky | Malién | Tén ky thuat dwgc quy dinh | Tén ky thuat da
trong thuat két tai Phu luc 2 Théong tw s6 dwogc quy dinh tai
QTK trong (cot 3) | 23/2023/TT-BYT Phu luc 1 Thong tw
T (cot | Chuong (cot 4) 6 23/2023/TT-BYT
1) (cot 2) (cot 5)
(b6 sung thuat Multiplex PCR
ma) (phéat hién cung luc 4
dot bién)
8398 20 BS 25.1 | Xét nghiém gen bang ky thuat | Real time - PCR
61 Real-time PCR
(b6 sung
ma)
8400 22 22.400; | Xét nghiém gen bang ky thuat | MLPA chan doan gen
22.402; | MLPA SH2D1A cua hoi
22.403; chung XLP;
22.410; MLPA chan doan
22.411; bénh loan dudng co
22.414; Duchenne (DMD) -
22.656; 79 exons;
22.657; MLPA chan doan
22.658; trudc sinh bénh loan
22.659; dudng co Duchenne
22.660 (DMD) - 79 exons;

MLPA chan doan
bénh tang san thuong
than bam sinh (CAH);
MLPA chan doan
trudc sinh bénh Tang
san thuong than bam
sinh (CAH);

MLPA chan doan
trudce sinh gen
SH2D1A cua hoi
ching XLP;

Xét nghiém xac dinh
dot bién gen bang ky
thuat MLPA:

Xét nghiém xac dinh
dot bién gen beta
thalassemia bang k¥
thuat MLPA;

Xét nghiém xac dinh
dot bién gen alpha
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STT
trong
QTK
T (cot
1)

STT ky
thuat
trong

Chuong
(cot 2)

Ma lién
két
(cot 3)

Tén ky thuat dwgec quy dinh
tai Phu luc 2 Théong tw s6
23/2023/TT-BYT

(cot 4)

Tén ky thuat da
dwoc quy dinh tai
Phu luc 1 Thong tw
$6 23/2023/TT-BYT
(cot 5)

thalassemia bang k¥
thuat MLPA

8402

24

25.86
(b6 sung
ma)

Xét nghiém gen trudc sinh véi
té bao 6i; gai nhau bang ky
thuat giai trinh tu gen Sanger

Xét nghiém giai
trinh tu gen

8403

25

22.406;
22.407;
22.408;
22.409;
22.412;
22.413;
22.415;
22.416;
22.450;
22.641

Xét nghiém giai trinh tu gen
bang phuong phap Sanger

Giai trinh ty gen chan
doan bénh beta
thalassemia;

Giai trinh ty gen chan
doan trudc sinh bénh
beta thalassemia;

Giai trinh tu gen chan
doan bénh tang san
thuong than bam sinh
(CAH);

Giai trinh ty gen chan
doan trudc sinh bénh
tang san thuong than
bam sinh (CAH);
Giai trinh tu gen
Perforin (PRF1) bénh
HLH,;

Giai trinh tu gen
Perforin (PRF1) chan
doan trudc sinh bénh
HLH;

Giai trinh ty gen
SH2D1A cua hoi
ching XLP;

Giai trinh ty gen chan
doan trudc sinh gen
SH2D1A;

Xac dinh d6t bién gen
trong réi loan chuyén
hoa sit

8404

26

22.406;
22.407,

Xét nghiém gen bang ky thuat
NGS

Giai trinh tu gen chan
doan bénh beta
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STT STTky | Malién | Tén ky thuat dwgc quy dinh | Tén ky thuat da
trong thuat két tai Phu luc 2 Théong tw s6 dwogc quy dinh tai
QTK trong (cot 3) | 23/2023/TT-BYT Phu luc 1 Théng tw
T (¢t | Chuong (cot 4) 6 23/2023/TT-BYT
1) (cot 2) (cot 5)
22.412; thalassemia;
22.413; Giai trinh tu gen chan
22.449; doan trudc sinh bénh
22.647 beta thalassemia;
Giai trinh tu gen
Perforin (PRF1) bénh
HLH;
Giai trinh tu gen
Perforin (PRF1) chan
doan trudc sinh bénh
HLH;
Xét nghiém giai trinh
tu gen biang NGS

8405 27 BS 24.3 | Xét nghiém gen bang ky thuat | Ky thuat vi day

97 DNA microarray (Microarray test)
(b6 sung
ma)

8411 33 22.446 | Xét nghiém céc bién thé gen Xét nghiém xac dinh
gay bénh alpha thalassemia dot bién Thalassemia
hoic beta thalassemia bang ky | (phat hién dong thoi
thuat lai DNA 21 dot bién o-

Thalassemia hoac 22
dot bién B-
Thalasemia)
8412 34 22.647 | Xét nghiém bién thé cac gen Xét nghiém giai trinh
(b6 sung | globin bang ki thuat NGS tu gen bang ky thuat
ma) giai trinh tu gen thé
hé 2
8415 37 24.114 | Phat hién virus bang k§y thuat Virus PCR
(b6 sung | PCR
ma)
8416 38 24.115 | Xét nghiém phat hién virus Virus Real-time PCR
(b6 sung | bang k¥ thuat Real-time PCR
ma)
8417 39 22.428 | Xét nghiém dinh luong virus binh luong virut

bang ky thuat Real-time PCR

Cytomegalo ( cmV)
bang ky thuat Real
Time PCR
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STT STTky | Malién | Tén ky thuat dwgc quy dinh | Tén ky thuat da
trong thuat két tai Phu luc 2 Théong tw s6 dwogc quy dinh tai
QTK | trong (cot3) |23/2023/TT-BYT Phu luc 1 Thong tw
T (cot | Chuong (cot 4) $6 23/2023/TT-BYT
1) (cot 2) (cot 5)
8419 41 22.365; | Xét nghiém xéc dinh HLA Dinh typ HLA d6
22.633 | (mot trong sé céc locus: A, B, | phan giai trung binh
C, DR, DQ hoic DP) bang ky | dén cao bang k thuat
thuat PCR-SSO PCR-SSO trén h¢
théng Luminex (cho
ca5locus A, B, C,
DR va DQ);
Dinh type HLA d6
phan giai cao cho 1
locus (Locus A, hoac
Locus B, hoac Locus
C, hoac Locus DR,
hoac Locus DQ, hoac
Locus DP) bang ky
thuat PCR-SSO
8420 42 22.360; | Xét nghiém xac dinh HLA binh typ HLA-A d6
22.361; | (mottrong sé céac locus: A, B, | phan giai cao (bang
22.362; | C, DR, DQ hoic DP) bang ky | ky thuat PCR-SSP);
22.363; | thuat PCR-SSP binh typ HLA-B do
22.364; phan giai cao (bang
22.634 k thuat PCR-SSP);

binh typ HLA-C d¢
phan giai cao (bang
ky thuat PCR-SSP);
binh typ HLA-DR d¢
phan giai cao (bing
ky thuat PCR-SSP);
binh typ HLA-DQ d6
phan giai cao (bing
ky thuat PCR-SSP);
binh type HLA cho 1
locus (Locus A, hoac
Locus B, hoac Locus
C, hoac Locus DR,
hoic Locus DQ) bing
ky thuat PCR-SSP
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STT STTky | Malién | Tén ky thuat dwgc quy dinh | Tén ky thuat da
trong thuat két tai Phu luc 2 Théong tw s6 dwogc quy dinh tai
QTK | trong (cot3) |23/2023/TT-BYT Phu luc 1 Thong tw
T (cot | Chuong (cot 4) $6 23/2023/TT-BYT
1) (cot 2) (cot 5)
8421 43 22.642; | Xét nghiém xac dinh HLA d6 Pinh typ HLA bang
22.366 | phan giai cao bang ky thuat ky thuat giai trinh tu
NGS gen thé hé 2;
Dinh typ HLA d6
phan giai cao bing
NGS (cho ca 5 locus
A, B, C, DR va DQ)
8422 44 22.440 | Xét nghiém xac dinh HLA d6 Xét nghiém HLA-B27
(b6 sung | phan giai cao bang ky thuat bang k§ thuat sinh
ma) giai trinh tu gen Sanger hoc phan tu
8423 45 22.652; | Xét nghiém ty I¢ moc manh Xét nghiém xac dinh
22.653; | ghép (chimerism) v&i mau toan | cac marker di truyén
22.422 | phan bang ky thuat Real-time Cta nguoi cho/nguoi
PCR nhan bang ky thuat
real-time PCR;
Xét nghiém
chimerism bang ky
thuat real-time
PCRBinh luong té
bao nguoi cho &
nguoi nhan sau ghép
bang ky thuat Real -
Time PCR
8424 46 22.653 | Xét nghiém ty 1€ moc manh Xét nghiém
(b6 sung | ghép (chimerism) theo dong té | chimerism bang ky
ma) bao bing k¥ thuit Real-time thuat realtime PCR
PCR
8431 53 22.647 | Xét nghiém gen vai ctDNA Xeét nghiém giai trinh
(b6 sung | bang k¥ thuat NGS tu gen bang ky thuat
ma) giai trinh tu gen thé
hé 2
8439 61 25.84 | Xét nghiém lai tai chd gan mau | Xét nghiém lai tai chd
(b6 sung | (ISH) gan mau (CISH)
ma)
8440 62 25.84 | Xét nghiém nhiém sic thé phan | Xét nghiém lai tai chd
(b6 sung | tir bang ky thuat CISH gan mau (CISH)

ma)
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STT STTky | Malién | Tén ky thuat dwgc quy dinh | Tén ky thuat da
trong thuat két tai Phu luc 2 Théong tw s6 dwogc quy dinh tai
QTK trong (cot 3) | 23/2023/TT-BYT Phu luc 1 Théng tw
T (¢t | Chuong (cot 4) 6 23/2023/TT-BYT
1) (cot 2) (cot 5)
8445 67 22.646 | Xét nghiém gen bang ky thuat | Xét nghiém xac dinh
(b6 sung | PCR-RFLP dot bién gen bang k§
ma) thuat PCR-RFLP
8450 72 22.656 | Xét nghiém cac gen bang ky Xeét nghiém xac dinh
(b6 sung | thuat MLPA dot bién gen bang ky
ma) thuat MLPA
8453 75 25.86 | Xét nghiém giai trinh tu gen Xét nghiém giai trinh
(b6 sung tu gen
ma)
8458 80 22.647 | Xét nghiém giai trinh ty don Xeét nghiém giai trinh
(b6 sung | gen bang ky thuat NGS tu gen bang ky thuat
ma) giai trinh tu gen thé
hé 2
8459 81 22.647 | Xét nghiém giai trinh ty da gen | Xét nghiém giai trinh
(b6 sung | bang k¥ thuat NGS tu gen bang ky thuat
ma) giai trinh tu gen thé
hé 2
8463 85 BS_13.2 | Xét nghiém phan manh DNA Xac dinh dut gay
68 tinh tring DNA cua tinh trung
(b6 sung

~

ma)
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DANH MUC KY HIEU VA CHU VIET TAT

Tir viét tit

Tiéng Anh

Tiéng Viét

Clinical Exome

Xét nghiém giai trinh tu hé gen

CES . bénh ly/ Xét nghiém giai trinh tu hé
Sequencing .
gen lam sang
cfDNA cell-free DNA DNA tu do
cffDNA cell free fetal DNA DNA tu do cua bao thai
chromogenic in situ ) . L x
CISH L Xeét nghiém lai tai cho gan mau
hybridization
CNVs Copy number variants- Cac bién thé s6 lugng ban sao
Ct Cycle Thresshold Chu ki ngudng
_ _ DNA ung thu luu hanh ty do trong
CtDNA circulating tumor DNA )
mau
DNA Deoxyribonucleic acid DNA
Flurorescence In situ s
FISH o Lai tai cho huynh quang
Hibridization
indel insert/deletion Pa hinh thém/mat doan
polymorphism
Xét nghiém bang phuong phép lai
ISH In situ hybridization °t NI bang phuong phap
tai cho
Longrange - Polymerase . i . ..
LR-PCR ) ) Phan trng khuéch dai chuoi dai
Chain Reaction
Messenger Ribonucleotid .
MRNA ] RNA thong tin
acid
Multiplex Ligation- . \
P g K¥ thuat khuéch dai da dau do dua
MLPA dependent Probe - o L
. trén phan tng ghép noi
Amplification
Minimum Residual . o
MRD _ Ton du toi thiéu cua bénh
Disease
Methylation-Specific
y P K¥ thuat MLPA dac hiéu cho qué
MS-MLPA | MLPA

trinh methyl hoa
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Tir viét tat Tiéng Anh Tiéng Viét
Multiplex Multiplex polymerase . « ..
P mplex poly Phan ting khuéch dai chudi da mdi
PCR chain reaction
Next Generation e s £ WA vz
NGS . Gial trinh tu gen thé hé mai
Sequencing
_ _ Xét nghiém trudc sinh khdng xam
NIPT Noninvasive prenatal test lén
a
NST Nhiém sic thé
PCR Polymerase chain reaction | Phan ang khuyéch dai chudi
Polymerase Chain
Reaction - Restriction Phan g khuéch dai chudi dai-da
PCR-RFLP . U Lo o
Fragment Length hinh chiéu dai doan cat gigi han
Polymorphisms
Preimplantation genetic ) o N T
PGT . Xét nghiém di truyén trudc lam to
testing
Preimplantation Genetic , . N o
PGT _ Xét nghiém di truyén trudc lam to
Testing
SGT- A Preimplantation genetic | Xét nghiém di truyén trudc 1am to
testing for aneuploidy léch boi nhiém sac thé
GT-M Preimplantation Genetic | Xét nghiém di truyén trugc lam t6
Testing-monogenic bénh don gen
Preimplantation genetic , o \ o
. . Xét nghiém di truyén trudc lam to
PGT-M testing for monogenic A
: bénh don gen
gene diseases
SGT-SR Preimplantation Genetic | Xét nghiém di truyén trugc lam t6
Testing - Structure bat thudng cau trdc nhiém sac thé
Pre- Preimplantation Xét nghiém tién 1am sang di truyén
Pre-PGT-M _ _ o
Genetic Testing trudc lam to
Quantitative Fluorescence
QF-PCR Polymerase Chain PCR huynh quang dinh lugng
Reaction
RNA Axit ribonucleic RNA
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Tur viét tit

Tiéng Anh

Tiéng Viét

Rea-Itime quantitative

Phan ng khuéch dai va dinh luong

RQ-PCR Polymerase Chain doan DNA hoac RNA muc tiéu
Reaction trong thoi gian thuc
RT-PCR Reverse transcription Phan @ng tong hop chudi
polymerase chain reaction | polymerase sao chép nguoc
Single Nucleotide . ]
SNP _ Da hinh nucleotide don
Polymorphism
STR Short tandem repeat Cac doan lap ngau nhién
Variable number tandem . . ) 5
VNTR Da hinh s6 lugng cac doan lap
repeat
Gial trinh tu hé gen mé hoéa hay
WES Whole exome sequencing | giai trinh tu toan bo vung ma hoa -
giai trinh tu toan b exome
Whole genome £ A
WGA . Khuéch dai toan bo hé gen
amplification
WGS Whole genome sequencing | Giai trinh tu b hé gen
PXN Laboratory Phong xét nghiém
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1. XET NGHIEM NHIEM SAC THE (KARYOTYPE) TE BAO
DICH Ol; TE BAO GOC TRUNG MO; GAI RAU

1. DAl CUONG
1.1. Muc dich cia ky thuat

Xét nghiém nhiém sic thé (Karyotype) dé phat hién cac bat thuong sb
lwgng va cau trdc nhiém sic thé (NST) phuc vu chan doan, tién lugng va diéu
tri bénh di truyén/hdi chiing bénh.

Xét nghiém nhidm sac thé tir té bao dich i dwoc chi dinh trong nhiing
trueong hop sau:

- Thai ¢6 nguy co cao mac cac bénh, hoi ching lién quan dén céc bat
thuong s6 lugng NST: hoi ching Down, hoi chang Patau, hoi chung Edwards

- Siéu am thai c6 di tat bam sinh ning né lién quan dén cac bat thuong
cau tric NST 16n.

- Tién sur gia dinh c6 sinh con mang bat thuong NST hoic ¢6 bd hay me
1a nguoi mang chuyén doan NST dang can bang.

Xét nghiém nhiém sic thé té bao gdc trung mé duoc thuc hién nham phét
hién cac bat thuong sb luong hay cau tric NST muc dich quyét dinh ¢6 luu trit,
str dung dé diéu tri bénh biang mau té bao géc.

1.2. Pinh nghia, nguyén ly
1.2.1. Binh nghia

K§ thuat cong thac nhidm sac thé (Karyotype) 1a ki thuat di truyén dya
trén viéc phan tich bo NST trong 1 té bao. So sénh bo NST cua ngudi bénh véi
bo NST chuan cua nguoi Vé s luong, kich thude, do phan giai bang dé danh
gia nhitng bat thuong sé luong NST dang: da boi, thiéu boi, léch boi va cac bat
thuong cau tric NST dang: chuyén doan, mat doan, lip doan, dao doan, NST
hinh vong, NST marker.
1.2.2. Nguyén ly

- Trong qué trinh mang thai, c4c té bao & da, niém mac miéng, hé thong
tiéu hda, tiét niéu caa thai nhi bong ra giai phong vao budng 6i. Do vay, nudi
cay dich i s& thu hoach duoc dong té bao cua thai nhi.

- Té bao gbc trung md 1a cac té bao gbc truong thanh da ning va c6 dic
tinh sinh hoc dic biét. Céac té bao nay c6 kha ning tang sinh khi duoc nudi ciy
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ngoai co thé va cd kha ning biét hoa thanh céc té bao c6 chirc ning trong co
thé. Trong co thé té bao gbc trung md ton tai & nhidu co quan, bd phan nhu:
md md, tiy xuwong, nhau thai, day ron. Trong thuc té té bao gc trung méd thudc
loai t& bao bdm dinh (mesenchymal stem cell - MSC) s& dé& dang nudi ciy va
c6 tinh sinh mién dich yéu, do vay it kich thich phan @ng thai ghép hon.

- MAu dich 4i, té bao gbc trung méd dugc nudi cay véi moi trudng giau
dinh dudng, nudi cy trong thoi gian 7-14 ngay. Mau bénh pham duoc nudi
cdy trong chai nudi cdy thanh dong té bao, sau dé cdy chuyén sang dia petri
v6i lamen 1am gia dd. Sau nudi cay, té bao dugc tiép xtc véi chat dirng nguyén
phan khi d6 sé& thu dugc cac NST ¢ ky gitra. NST ldc nay gidn xoan t6i da 1a
giai doan tbi wu dé quan sat hinh thai, cau tric.

2. CHUAN BI
2.1. Ngwai thuc hién

- Bac si: 01 nguoi;

- K¥ thuat y hoac twong duong: 02 nguoi.
2.2. Vat tw
2.2.1. Dung cu

- Chai nudi cay c6 6ng thong khi; chai thiy tinh (250mL, 500mL...);
coc thay tinh; 6ng ly tam nhon (15mL).

- Pipet nhya v6 tring (10mL, 3mL...); dau con cd phin loc (1000 pL,
200 uL...).

- Dia petri 35mm; Dia petri thuy tinh.

- Lam kinh; Lamen phu 22x22mm.

- Khay dung 6ng cac thé tich (15 mL...), khay dung dia nudi cay.

2.2.2. Hoa chat/sinh pham

- Héa chat dung chung: nuéc ct 2 1an; 100% ethanol.

- Ong dung bénh pham (6ng dung mau vo tring, chéng dong heparine);
ging tay; khau trang; mil gidy; bong con; bang dinh; van phong pham (giay chi
dinh, gidy hen tra két qua xét nghiém); sat khuan tay nhanh; quan o nhan vién
ldy mau.

- Héa chat nudi cay:



24

+ Nubi cay té bao dich 6i: sir dung méi truong nudi cay hoan chinh 1a
moi trudng duoc bd sung véi FBS Bovine Serum (FBS), L-glutamine va PHA
dé t6i uu hoéa sy bam dinh va phat trién cua té bao.

+ Nudi ciy té bao gbc trung mé: st dung méi trudng dic hiéu
(Stempro™ MSC SFM XenoFree...) phu hop cho su tang trudng va tang sinh
cua té bao trung mé nguoi (MSCs) va té bao gbc tir mdé md (Adipose-derived
Stem cells (ADSCs) dang bam dinh. Véi méi truong ndy té bao MSCs cua
ngudi ¢ thé dugc phét trién qua nhiéu l1an cdy truyén ma van gitt duoc kha
nang biét hoa thanh 3 dong khéac nhau cua té bao trung mo (té bao xwong, sun,
m&). Thanh phan khong chira Glutamine, khang sinh, phenol Red.

- Hoa chat thu hoach té bao: Trypsin EDTA 1X; Colcemid; Acid acetic;
Methanol; KCI;

- Hoa chat nhuom bang G: PBS; dém Phosphat (KH2PO4:Na2P04);
Giémsa; Trypsin 2,5%; Glycerin; Ethanol tuyét d6i; hoa chat dung dé c6 dinh
lamen phi trén tiéu ban, muyc dich luu giit lam dé kiém tra lai két qua phan tich
khi can (DPX moutant)...

- Hoa chat phan tich: dau soi kinh
2.3. Trang thiét bj

- Tu an toan sinh hoc cap 11, ta nudi cay té bao 37°C, 5% COy; ti hit mui
hoa chat doc hai.

- Hé théng kinh hién vi chup va phan tich cdng thiic nhidm sac thé tu
do6ng mién dich huynh quang, phan mém phan tich NST Karyotyping.

- Kinh hién vi quang hoc; kinh hién vi soi nguoc.

- May li tdm thuong

- Pipet aid 5-50mL; Pipet (200 uL va 1000 uL...); Pipet Spenser (10
mL, 25 mL...)

- Tu lanh va ta &m céc loai (-20°C; -40°C; -80°C...).

- Thiét bi phu trg: may lac; ta 6n nhiét khd; bé 6n nhiét nudc; may hit
dich, ndi khir tring uét; ta say kho; can dién tir; luu dién; nhiét am ké; nhiét
ké; may in anh.

2.4. Chuan bi miu bénh pham
- Loai mau bénh pham: dich 6i, té bao gbc trung mé
- Tiéu chuan mau bénh pham:
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+ Dich 6i: thé tich 15-20 mL dung trong dng dung mau vé tring.

+ Té bao gbc trung md: c6 thé lay tir cac ngudn nhu dich tuy xuong, mo
m&, day rén, t& bao mau cudng ron. Tuy thuoc muc dich sir dung té bao gdc
trung mo dé lay luong bénh pham phu hop, tiéu chuan lwgng mau trung binh:
25x10° té bao/ ImL moi trudng nudi ciy.
2.5. Phiéu chi dinh xét nghiém

- Kiém tra phiéu chi dinh: kiém tra théng tin theo quy dinh.

- Kiém tra 6ng dung bénh pham: kiém tra théng tin theo quy dinh.
2.6. Thoi gian thuc hién ky thuat

9 gio.
2.7. Pia diém thuc hién ky thuat

Phong xét nghiém di truyén — sinh hoc phan tu.
3. AN TOAN

- Pam bao nguyén tic an toan sinh hoc.

- Pam bao an toan theo huéng dan st dung ciia nha san xuat.
4. CAC BUOC TIEN HANH
4.1. Cac buwéc thuc hién

- Chuan bi chung céac budéc thuc hién xét nghiém

+ Khay dung mau nudi ciy, khay chai nudi cay thu hoach, bt c4c loai

+ Gang tay, con tuyét dbi va con 70°C, sat khuan tay nhanh, dang ki sir
dung ta an toan sinh hoc, ta &m CO,, may li tm, bé 6n nhiét, ta 4m.

+ Ghi tén nguoi bénh trén chai nudi cay theo quy dinh.

+ Hoa chat can dung cho mdi lan thuc hién quy trinh: dam bao sé luong,
han sir dung, diéu kién bao quan.

+ C4c biéu mau theo dai thuc hién quy trinh (néu co).
4.1.1. Nubi céy té bao

- Thyc hién tat ca cé4c thao tac trong ta an toan sinh hoc cip II. Ghi day
du thdng tin vao phiéu theo ddi st dung ta an toan sinh hoc cap 1

- Bat ta theo dung trinh tu quy dinh, chay khéi dong trong 5 phat, vé
sinh bé mat ta an toan sinh hoc bac 11 bang cén 70°C, sau d6 1a dung dich lam
sach va khir khuan bé mit dung trong y té.
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- Pién day du thong tin ciia nguoi bénh va kiém tra chét lugng miu qua
danh gia thé tich, mau sac dich 6i, mau cudng rén, md day rén (van duc, co
mau) vao trong phiéu theo ddi thuc hanh.

- M&i ngudi bénh s& ¢6 1 hoic 2 chai nudi cay tly thudc vao sé luong
Xét nghiém dang ky 1am, viét nhin c6 da t&n, ma sé ngudi bénh, tén bénh va
sb thir tu (néu co) roi dan va ngay 1am thuc hanh 18n mit bén cua chai nudi
cay.

- Dich i: ly tm dng dung dich i ¢ tdc d6 1800 vong/phut trong 5 phit.
Bo6 phan dich noi, kiém tra lai phan can té bao. Cho 3mL méi truong nudi cay
vao chai nudi cay va 1mL moéi truong vao trong ong chaa can té bao. Dung
pipet tron déu can té bao vao dung dich. Chuyén toan bo phan dung dich chaa
can té bao di tir dng vao trong chai nudi cdy, ghi ma s6 va giit lai 6ng chta can
té bao.

- Té bao gdc trung mo: ty loai té bao 1a méau cudng ron, mé day ron ma
dinh luong mau bénh pham cho vao chai nudi cay, lwong mau trung binh 1a
25x10° té bao/1mL méi truong nudi cay.

- Dan déu mdi truong trén bé mat chai nudi cy

- Kiém tra chat lugng va mat do té bao biang kinh hién vi soi ngugc

- Pat chai nudi cay vao trong ta am, 5% CO,, 37°C.

- Thay méi truong lan 1 sau 72-96h tly vao tinh trang bam dinh va phét
trién cua té bao nudi cay qua kiém tra dudi kinh hién vi soi nguoc. Dich noi
trong chai nuéi cay sau khi hit ra s& duoc giir trong 6ng lay mau ban dau &
ngin mat ta lanh (khoang 4°C) cho dén khi két thlic xét nghiém. Dich néi nay
c6 thé duoc st dung dé nudi cay tiép trong truong hop can thiét.

- Thay méi trudng mdi 72 - 96h.

- Kiém tra su phét trién cua cac cum té bao dé quyét dinh thoi diém thu
hoach.

4.1.2. Thuc hién thu hoach té bao tir chai nudi cay

Thong thuong thoi diém thu hoach 14 sau 8-10 ngay nudi cay. Kiém tra
su phét trién cua té bao dudi kinh hién vi soi nguoc dé quyét dinh viéc thu
hoach.

- Chuan bj truéc thu hoach

+ R4 dong 6ng trypsin dd chia nho ¢ 37°C (can 3mL/chai nudi cay).
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+ R dong moi truong nudi cdy néu can thiét (can 10 mL/chai nudi cay).

+ Bat dén tim khtr trling ta an toan sinh hoc cap 11 trong tdi thiéu 15 phat

+ Chuan bj cac dung cu can thiét: 01 dng dong 100mL, 2-3 dia thuy
tinh/nguoi bénh, 4-6 dia nhua 35mm/ngudi bénh, panh kep, 4-6 lamen
22x22mm ngam trong con tuyét doi

- Hat hét dich noi bang pipet Pasteur nhwa trong chai nudi cay va chuyén
vao ong ly tm vo tring 15mL (c6 ghi tén, ma sé nguoi bénh va sé thi ty chai
nudi cay).

- Cho 1mL Trypsin EDTA 1x vao trong chai nudi cay dé trang hét bé
mat. Hut dich noi va chuyén vao éng ly tam 15mL dung dung dich ¢ trén.

- Cho 2mL Trypsin EDTA 1x vao trong chai nudi cay, u ¢ 37°C trong 3
phut.

- Kiém tra luong té bao da tach khoi bé mat chai nudi cay duéi kinh hién
vi soi ngugc. Néu van con nhiéu té bao bam dinh, gb nhe vao thanh chai nubi
cay hoac ding dung cu nao té bao (cell scraper) dé tach not cac té bao con trén
bé mit chai nubi cy.

- Hat hét dich ndi trong chai nudi cay va chuyén sang éng dich té bao ¢
trén.

- Thém 1,5mL méi truong nudi cay vao dé trang déu bé mat chai nudi
cay, va chuyén hét dich noi vao ong dich té bao o trén.

- Ly tdm éng dich té bao ¢ 1800 vong/phut trong 5 phuit.

- Kiém tra cin té bao, loai bo dich ndi va thém vao 6ng 5 mL PBS vd
tring, ly tam éng dich té bao ¢ 1800 vong/phut trong 5 phut. Lap lai buoc nay
2 lan.

-Kiém tra can té bao, loai bo phan dich noi dén 200uL dé lam xét nghiém
di truyén phan tir néu co.

4.1.3. Cay chuyén té bao tir chai nudi ciy sang dia Petri va cdy luu dong té bao

- Chuan bi cac dia petri nhya 35mm vai lamen 22x22mm bén trong, ghi
M4 4, tén ngudi bénh, danh s6 thi tu cac dia 1én trén bé mat dia. Thong thuong
s& nuoi cay 4-6 dia/ngudi bénh.

- Thém 2,5 - 3mL méi truong nudi cay vao 6ng cin té bao da thu hoach
& phan 4.1.3, tron déu.



28

- HUt 500pL dich té bao dan déu trén lamen 22x22mm trong dia di chuan
bi & trén. Yéu cau dich té bao dan déu va khong tran ra ngoai lamen. Kiém tra
mat do té bao trén kinh hién vi soi nguoc dé diéu chinh luong té bao nudi cay
cho phi hop & cac dia tiép theo.

- Dit 2 dia petri nhwra vao trong 1 dia petri thuy tinh va nuéi cay trong ti
am 37°C, 5% CO, tir 4 dén 6h.

- Sb ¢an con lai cay tro lai chai nudi cay vira thu hoach va bé sung méi
truong nudi cay dén 4mL. Chai nudi ciy nay duoc goi 1a mau luu dong té bao,
duoc nudi cay trong 7 ngay. Trong thoi gian nay sé tién hanh cac xét nghiém
duoc chi dinh. Sau 7 ngay, chai nudi cay luu dong té bao s& duoc thu hoach
nhu phan 4.1.3, té bao sau nudi cdy duoc luu dong té bao bang céch trir dong
& nhiét do -80°C dé thuc hién cac xét nghiém khi can.

- Kiém tra trén kinh hién vi soi nguoc, néu céc té bao bam tét, bo sung
ImL méi truong nudi cay/dia, va dé tro lai ta am 37°C, 5% CO, qua dém.

- Kiém tra mat do té bao phl hop va tién hanh thu hoach
4.1.4. Thu hoach Nhim sic thé tur dia Petri

- Dung bom ti€ém ImL va kim tiém phu hop, nho 2 giot colcemid cho
vao mdi dia petri, 1ac nhe nhang, dé lai trong tu 4m 3h30 phit.

- Chuan bi hoa chét thu hoach.

- Qua trinh thu hoach dugc tién hanh tai nhiét ¢6 phong va nén trong ta
hut dé tranh mai cua dung dich CRNAoy:

+ Thém 3mL KCl/dia va dé trong 17 phat, hit bo hét dich ndi.

+ Thém 3mL KCL va dé trong 20 phut.

+ Thém 3mL CRNAoy va dé trong 10 phdt, hat bo hét dich néi.

+ Thém 3mL dung dich CRNAoy va dé trong 20 pht, hat bo hét dich
noi. Lap lai thém 2 1an va dé lan luot trong 15 phat va 10 phut.

+ Trong luc thoi gian gitta cac budc, chuan bi 1 tiéu ban sach/lamen va
dé kho, dan nhan ¢ ghi ma sé va tén nguoi bénh.

+ Nho 1 giot dung dich DPX 1&n tiéu ban, chuyén lamen tir dia petri 1én
trén tiéu ban.

+ Pé kho trong diéu kién d6 am 80%, nhiét o 56°C.

+ Kiém tra tiéu ban dudi kinh hién vi soi nguoc.

+ Gitr tiéu ban ¢ 37°C trong 72h hoac 60°C qua dém.
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4.1.5. Nhugm bang

- Cac buac thuc hién:

+ Nhang tiéu ban vao céc PBS trong bé 6n nhiét 37°C.

+ Budéc 1: nhing tiéu ban vao céc trypsin, thoi gian trypsin 1a 10 gidy.

+ Budéc 2: ria tiéu ban qua 2 céc PBS & nhiét do phong.

+ Budc 3: ngam tiéu ban trong dung dich Giemsa nhuém 9 phdt.

+ Budc 4: rira nhe dudi voi nude va dé kho.

+ Kiém tra chat luong bang dudi kinh hién vi.

Chét luong bang dat yéu cau khi da 400 bing cua thang diém danh gia
d6 phan giai cua bang G theo t6 chuc di truyén hoc 1am sang.

* Néu chat luong bang chua dat yéu cau can tién hanh do lai tiéu ban
theo cac budc tir 1-4 dé xac dinh thoi gian xt ly trypsin phi hop. Néu NST
chua cit bang thi can tang thoi gian xir ly trypsin 1én 11 gidy. Néu NST bi cat
bang qua muc thi can giam thoi gian xu Iy trypsin xuéng 9 giay.

* Néu chat luong bang dat yéu cau thi tién hanh nhuém cac tiéu ban con
lai theo cac buéc tur 1-4.

- Tiéu ban sau khi khé hoan toan dugc dan lamen 24x50 mm Ién bé mat
bang dung dich DPX (nho 2-3 giot DPX 1én bé mit tiéu ban va pha lamen 1én
trén, dudi hét cac bot khi khoi tiéu ban).

- Ghi vao phiéu theo di thuc hién nudi cay, thu hoach va nhuom té bao.
4.1.6. Phan tich nhiém sac thé.

- M3i mdi bénh pham can duoc dém va phan tich 20 cum nhidm sic thé,
trong do it nhat 3 cum nhiém sac thé duoc lap karyotype.

- Trong trudng hop c6 dong té bao khéc: Phan tich it nhat 30 cum NST
& hai chai nudi cay doc lap.

- Khéng bao céo két qua voi cac truong hop kham thap (néu phan tich
30 cum NST c¢6 thé khong bao cao truong hop kham <15%; néu phan tich 50
cum NST, cd thé khong bao céo trudng hop kham <9%).

4.2. Nhan dinh két qua

- Xem xét két qua: thuc hién noi kiém chat lwong theo quy trinh noi kiém
chat luong.

- Poc va nhan dinh két qua: So sanh két qua phan tich nhiém sic thé cua
nguoi bénh véi bo nhiém sic thé cia ngudi binh thuong. Can cir vao s6 luong,
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kich thudc va d6 phan giai bang caa nhidém sic thé dua ra duoc két luan nguoi
bénh c6 mang bt thudng nhidm sac thé bat thuong vé sé lugng hoic ciu tric.

- Sau khi hoan thanh phan tich, dua ra két luan vé Karyotype, lya chon
1 cum cd chit lwong tét nhat dé béo c&o hinh anh. B4i véi cac trudng hop thé
kham, in du sé anh dai dién cho tirng dong té bao. Yéu cau vé cum NST lam
béo cdo: cc bang rd rang, cac nhidm sac thé tach roi nhau, phan anh ding va
trung thuc két qua bat thuong.

- Bao c4o két qua :Mdi nguoi bénh s& gdm cac trang két qua: gidy chi
dinh xét nghiém (trang 1), béo céo két qua (trang 2) va bao céo hinh anh cong
thirc nhiém sic thé (tir trang 3, 1 anh trong truong hop két qua Cong thic NST
dang thuan, nhiéu anh trong céac truong hop c6 bat thuong NST dang kham).
4.3. Tra két qua va lwu trit ho so
4.3.1. Tra két qua

- Béo céo két qua xét nghiém duogc thyuc hién theo cac quy trinh lién
quan, luu ho so va ghi vao biéu mau can thiét va luu ho so xét nghiém.

- Két qua xét nghiém can duoc kiém tra chéo, phé duyét trude khi tra.
4.3.2. Luu trit hd so

HO so xét nghiém duge luu trir theo quy dinh.

5. NHUNG SAI SOT VA XU TRI
5.1. Truéc khi thuc hién ky thuat

- C4c chat anh hudng dén xét nghiém (yéu té nhiéu) va cac phan tng chéo,
cac chat anh huong dén xét nghiém: éng dung mau can vé tring.

- Nham mau bénh pham: Iy lai mau bénh pham cua ngudoi bénh.

5.2. Trong qua trinh thuc hién ky thuat

- Nhan vién khong tuéan thua quy trinh ky thuat: thuc hién lai quy trinh k¥
thuat.

- Héa chat hét han sir dung va khong duoc bao quan ding quy dinh caa
nha san xuat hoic khong duoc tron déu trude khi chia sang cac 6ng nho hoic
truéc khi hit: thay hoa chat méi.

- Nhiém trang: 1y lai mau, va tién hanh lai quy trinh k§y thuat.

5.3. Sau khi thuc hién k§ thuat
- Nham mau bénh pham: Iy lai mau bénh pham cua ngudi bénh.
- Thyc hién sai quy trinh kg thuat: tién hanh lai xét nghiém.
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- Phan tich két qua khong chinh xac: kiém tra va phan tich chéo két qua
xét nghiém hoac xin y kién cua béac si 1am sang.

- Mau chting noi kiém khong co két qua: ciy lai hodc thay mau ching
khéac.

- B0 cdo sai két qua xét nghiém: thdng bao téi lanh dao khoa xét nghiém
va sira lai két qua xét nghiém.

- Lya chon sai biéu mau béo cao két qua: bao cao 1anh dao khoa va sua
lai bao céo két qua.
6. TIEU CHUAN PANH GIA VA KIEM TRA CHAT LUONG
6.1. Nubi cay té bao

- Mat db té bao dat > 70%, nhiéu té bao ki giira tron sang.

6.2. Thu hoach té bao sau nudi cay

- Chét lugng té bao dich 6i hoac té bao gbc trung md sau nudi cay dat
tiéu chuan thu hoach khi soi trén kinh hién vi soi nguoc quan sat duoc trén bé
mit chai nudi cay c6 4-5 clone té bao bam dinh.

S6 lugng cum té bao > 10 té bao/ 1 vi trudng
6.3. Nhugom bang G

- Chit luong bang NST dat tiéu chuan theo quy dinh: dam bao sé luong
bang 400-500 bang.

6.4. Phan tich nhiém sic thé

Hai nhan vién dugc dao tao, cé ching chi chuyén moén, phan tich doc
lap.
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Phu luc: Huwéng din 1ap Karyotype theo danh phap quéc té
- Nhan dinh bg NST ngwoi:
Bo nhiém sic thé ctia nguoi binh thudng bao gdm 22 cap NST thudng va 1 cip
NST gidi tinh véi karyotype duoc viét dudi dang: 46,XX & ngudi nit hodc
46,XY & nguoi nam. 46 NST nguoi duoc Xép thanh 7 nhom, ky hi¢u 1a A, B,
C, D, E, F va G, theo vj tri ciia phan tam.
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Hinh 1: Cong thirc nhiém sic thé ciia ngwoi nam binh thuong
Nhém A (NST 1,2,3): kich thudc 16n nhat, cap sé 1: tdm giira, cap s6 2: tam
léch, cap s6 3: tim gitra.

Nhom B (NST 4,5): kich thuéc 16n va tuong déng vé chiéu dai va déu cé tam
1éch.

Nhom C ¢6 7 cap NST, bao gom tir s6 6 dén s6 12: ¢6 kich thudc trung binh,
tam léch. NST X ciing dugc xép vao nhom nay.

Nhém D c6 3 cap NST s6 13, 14 va 15 : kich thude trung binh, déu 1a NST tam
dau, cé vé tinh gan vao canh ngan.

Nhom E ¢6 3 cap NST s6 16, 17 va 18, cac NST nay twong dbi ngan. NST sb
16 c6 tam giita, con cap s6 17 va 18 cd tam léch.

Nhom F ¢6 2 cap NST s 19 va s6 20: kich thuéc ngan, tam giira.

Nhom G ¢6 2 cap NST s6 21 va sb 22: kich thuéc ngan, tam dau va cd vé tinh.
NST Y ciing duoc xép vao nhdm nay, tuy nhién NST Y khéng c6 vé tinh.

- Thang diém d4anh gia d¢ phan giai bing G

Theo t6 chic di truyén hoc 1am sang. Cum NST c6 thé phan tich can dam bao
tbi thiéu 400 bang theo tiéu chuan cua to chuc di truyén hoc 1am sang.
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Bang 1: Thang diém danh gia d9 phan giai ciia bing G theo to chirc di

truyén hoc 1am sang

Do phan giai bang

Tiéu chuin vang danh dau

300 bang

2 bang tbi trén 8p (8p12 va 8p22)
3 bang t6i trén 10q (10g21,10023,10025)
quan sat thiy 20p12, 22q12

400 bang

3 bang t6i trén doan gitta canh dai NST s6 4 (4922-028)
3 bang toi trén doan giita canh dai NST s6 5 (5q14,
5021, 5923)

2 bang tbi trén 9p (9p21, 9p23)

Thay rd 13933

500 bang

Thay rd 7933, 7935

3 bang t6i trén 11p (11p12, 11p14, 11p15.4)

Thay rd 14¢32.2

4 bang tbi trén 18q (18q12.1, 18q12.3, 18q21.2, 18q22)

550 bang

Thay rd 5931.2

8p21.2 c6 thé quan sat duoc

2 bang tbi trén 11pter (11p15.2 va 11p15.4)
Thay rd 22¢13.2

700 bing

Vung xa 2p25.2

Vung xa 2¢937.2

Phan tich dugc 10g21.1 va 10g21.3

Phan tich dugc 17¢22-q24 vao vung 3 bang toi

- Céch viét danh phap quéc té

+ Danh phép qudc té cua cac bat thuong sé lugng, bat thuong cau tric va
da hinh duogc viét dung chuan cua ISCN (An international system for
human cytogenomic nomenclature).

+ Cong thuc nhidém sic thé duoc ghi nhu sau: [tong s6 nhidém sic thé],
[nhiém sic thé giGi], [bat thuong nhidm sac thé]. Nhidm séc thé thuong
chi dugc ghi khi c6 bat thuong.

+ Vi du: 46,XX: Bo NST nit binh thuong; 46,XY: Bo NST nam binh thuong

+ Bat thuong s6 lugng NST ding dau + (ting) hoac - (giam) viét truéc NST
dé chi sy thay d6i s6 luong NST, vi du: 47,XX,+21.
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+ Bat thuong s6 lugng NST gidi duoc ghi nhu sau:
45,X: B6 NST chi c6 1 NST X (hoi ching Turner)
47 XXY: B0 NST c6 2 NST X va 1l NST Y ( Hoi ching Klinefelter)
47, XYY:BONST c61NST Xva2NSTY
48, XXXY: B0 NST c6 3NST XvalNSTY

+ Trong cac bat thuong NST thi NST giéi bat thuong dugc ghi dau tién,
tiép theo 1a cac bat thuong NST thuong sip xép theo thar tu NST tir 1-
>22, c4c bat thuong viét cach nhau bang dau phay (). Vi du:
47 X,i(X)(q10),+21.

Bang 2: Mt s ki hiéu thwong dung trong bat thwong cau triic NST:

Ky Y nghia Vi du
hiéu
del | Deletion: mat doan | 46,XX,del(5)(q13). Mat doan NST s6 5, diém
dat 6 nhanh dai vung 1, bang 3.
der | Derivative: bat nguén | 46,XX,der(1)t(1:3)(p22;913.1) NST s 1 bt
tir ngudn tir chuyén doan giita NST s6 1 va NST
$6 3
dn Dervivative de novo: | 46,XY,t(5;6)(q34;923)mat,inv(14)
NST phat sinh c6 | (q12g31)dn: NST sé 14 bi dao doan 1a dot
ngudn gdc tir dot bién | bién mai
maoi
dmat/ | NST phat sinh cé | 46,XX,der(5)t(2;5)(g21;931)dmat
dpat | ngudn gbc tir me/bd
dic | Dicentric: NST 2 tam | 45,XX,dic(13;15)(922;924) NST 2 tam vdi
chd dut va néi lai & bang 1322 va 15q24
dup | Duplication: nhan | 46,XX,dup(1)(q22q25) nhan 1 doan NST s6 1
doan tir bang q22 dén bang q25
h Heterochromatin: di | 16gh+ ting chiéu dai vung di nhidm sic trén
nhiém sic nhanh dai NST 16
[ Isochromosome: NST | 46,X.,i(X)(q10) 1 NST X binh thuong va 1
déu NST déu 1a nhanh dai NST X
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Ky Y nghia Vi du
hiéu
ins | Insertion: chén doan | 46,XX,ins(2)(p13q21q31) doan nhanh dai
gitta bing 2q21 véi bang 2q31 di duoc gan
vao nhanh ngan & vi tri bang 2p13
inv | Inversion: dao doan | 46,XX.,inv(3)(q21q26) dao doan ngoai tam,
NST dit va ndi lai ¢ vi tri 3g21 va 3026
mar | Marker chromosome: | 47,XX,+mar. Thém 1 NST marker
NST danh dau
pat | Paternal: ngudn gdc | 46,XX,t(5:6)(q34q25)mat: Dot bién chuyén
tir b doan gitta NST s6 5 va NST sé 6 nhan tir me.
mat | Maternal: nguon gdc | inv(14)(q12q31)pat: Dot bién dao doan NST
tr me 14 nhan tr b
p/q | Nhanh  ngan/nhanh
dai NST
r Ring  chromosome: | 46,XX,r(7)(p15g31) NST s 7 dang vong
NST hinh vong tron
rob | Robertsonian 45,XX,rob(14;21)(q10;q10) Piém dut va ndi
translocation: chuyén | lai xay ra ¢ tam 14q10 va 21q10
doan hoa nhap tam
s | Satellite: vé tinh 21ps+ ting chiéu dai cua vé tinh trén nhanh
ngan NST 21
stk | Satellite stalk: than vé | 21pstk+ ting chiéu dai cua than vé tinh trén

tinh

nhanh ngian NST 21

Translocation:
chuyén doan

46,XX,t(9:22)(q34:911) chuyén doan gita
nhanh dai NST sé 9 tai vj tri 34 va nhéanh dai
NST s6 22 tai vi tri q11
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2. XET NGHIEM NHIEM SAC THE BANG KY THUAT PINH
LUQNG HUYNH QUANG (QF-PCR)

1. PAI CUONG
1.1. Muc dich caa ky thuat

Xét nghiém QF-PCR dung dé phat hién léch boi nhiém sic thé ¢ cac cap
NST 13, 18,21, X, Y...
1.2. Pinh nghia, nguyén ly

QF-PCR la viét tat PCR huynh quang dinh lugng. QF-PCR sur dung Ky
thuat PCR khuéch dai dic hiéu cac doan DNA lip lai ngan (Short tandem
repeat-STR) nam trén cac NST can khao sat. Cac doan STR nay duogc khuyéch
dai, gdn moi huynh quang, sé& tao ra cac san pham PCR huynh quang khac nhau
va duoc dinh luong bang dién di mao quan; két qua duoc hién thi théng qua
cac dinh (peak) trén hé thong may quét tu dong.
2. CHUAN BI
2.1. Nguwoi thuc hién

- Béc si: 01 nguoi;

- Ky thuat y hoac twong duong: 01 nguoi.
2.2. Vit tw

- Hoa chat dung dé tach chiét DNA: c¢6 thé dung cac phuong phap tach
DNA khéc nhau dat tiéu chuan nhu dung chelex, ¢t loc, tu dong hodc thu cong.

- Hoéa chat dung cho phan tng QF - PCR:

« Poan moi huynh quang (primer).

* DNTPs (dATP, dTTP, dCTP, dGTP).

» Tag DNA polymerase.

* B&m thich hop.

- Hoa chat dién di huynh quang: Hi - Di™ Formamide, Size Standard,
gel dién di, Buffer.

- Ong ly tam 1,5mL.

- Pipet dinh mirc, dau con cac loai, ong PCR, ging tay, gidy tham.

- Bom tiém, dén cdn, nhén dén.
2.3. Trang thiét bj

- Budng cay v tring;
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- May Vortex;

- May ly tam, may ly tdm lanh, ta lanh sau...;

- May nhéan gen PCR;

- Hé théng giai trinh tu gen (vi du: ABI 3500 hodc hé théng may c6 thé

thuc hién duoc xét nghiém nay).
2.4. Chuan bi mau bénh pham

- Péi véi mau dich 6i: 10-15mL dich i duoc 14y v tring trong phong
thu thuat, dung trong 2 éng ly tim 15mL v trung duoc van chuyén vé phong
xét nghiém. Chat luong mau: dich 6i trong, c6 mau vang chanh va khong 1an
mau.

- P6i v6i miu mau ngoai vi: 1-2 mL mau ngoai vi duoc 14y va bao quan
trong 6ng vo trung chira chat chong dong EDTA.

- Kiém tra ddi chiéu tén, tudi, dia chi, tudi thai, chi dinh va ngay choc bi
trén tuyp dich 6i v6i hd so nguoi bénh, gan ma sé bénh pham theo ma sb cua
phong xét nghiém.

- Mau duoc bao quan trong diéu kién nhiét d6 phong 250C khong qua 24
gio.

2.5. Phiéu chi dinh xét nghiém
2.6. Thoi gian thuc hién ky thuat
8 gio.
2.7. Pia diém thuc hién ky thuat
Phong xét nghiém di truyén — sinh hoc phan tu.
3. AN TOAN

- Sir dung trang thiét bi bao ho c4 nhan: ging tay, 4o blouse, khau trang
khi thyc hién xét nghiém.

- Tuan thii cac nguyén tic an toan sinh hoc phong xét nghiém.

- Cac thao tac trong quy trinh can dam bao vo tring.

- Khong dé héa chat tiép xuc vé6i da, mat. Trong trudng hop tiép xtc véi
mat, rira ngay mat v6i nude sach va tim tu van y té.

4. CAC BUOC TIEN HANH

4.1. Cac bwéc thuc hién

Buiéc 1: Tach chiét DNA bing phwong phdp Chelex (cé thé ding cdc phwong
phap khac twong duong)
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- Lay 1500uL dich 6i vao 6ng ly tam 1,5 mL, ly tam dich 6i & 13.000
vong/phut trong 3 phut. Gilr can.

- B6i v6i miu mau ngoai vi, 14y 200 pL vao éng ly tdm 1,5 mL.

- Lay Chelex dé ¢ nhiét do phong 5 phut (dung may khudy tir lam tan
Chelex).

- Cho 30pL Chelex vao mdi miu, vortex.

- Cho méu vao may chay PCR dé tach DNA theo chuong trinh DNA
prep.

- Sau khi PCR, vortex mau va ly tam 13.000 vong/phut trong 3 pht.
Buwéc 2: Chay PCR bang cdc cip moi hupnh quang

- Chuan bj Mastermix PCR.

e 7ulL ST + 3puL permix + Syl DNA.

« 7uL S2 + 3uL pcrmix + 5uL DNA.

- Chay PCR theo chuong trinh tuong tng.

- Sau khi chay PCR, vortex mau va ly tim 13.000 vong/phut trong 3 phut.

Buwéc 3: Pién di san phdm PCR trén mdy doc trinh tw tw dpng:

- Chuan bi Mastermix: 15uL Formamide tinh khiét + 0,3pL size standard
+ 1pL san pham PCR (S1+S2).

- Chay PCR bién tinh DNA theo chuong trinh Denature trong 2 phut ¢
96°C.

- Thiét 1p chuong trinh chay may Dién di mao quan.

4.2. Nhin dinh két qua

- Ngudng tdi da ctia cuong do tin hiéu huynh quang cac peak dé phan
tich la <= 6000 RFU

Ngudng tdi thiéu cia cuong do tin hiéu huynh quang céc peak: >= 200
RFU.

- Cac trudng hop binh thuong thdy dugc 2 alen thong qua hinh anh 2
dinh (peak) véi ty 1¢ 1:1 va xuét hién ¢ it nhat 2 marker d6i voi timg NST.

- Cac mAau trisomy s& tao ra kiéu 3 alen hay 2 alen khong can xing céc
marker trén NST tuong mg. Viéc chan doan trisomy duoc chap nhan khi co it
nhat 2 marker & trén cung mot NST ¢6 dang 3 alen hay 2 alen khong can xtng
va cac marker con lai cia NST quan tAm & trang thai khong két luan.

4.3. Tra két qua va luu trir hd so
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- In phiéu tra két qua bang phan mém.
- Sao luu két qua va luu tri.
5. NHUNG SAI SOT VA XU TRI

- Cudng d6 tin hiéu huynh quang cac peak vuot ngudng tdi da: can pha
lodng ndéng d6 DNA dau vao PCR mix.

- Cudng do tin hiéu huynh quang cac peak dudi ngudng téi thiéu: can
ting nong d6 DNA dau vao PCR mix.

- Cac mau khong du 2 marker binh thudong hoic bat thuong tra [8n khong
du diéu kién tra két qua; cac truong hop nghi ngd (cac marker chi 1én 1 dinh,
nhidu...) déu cho chay lai bang extra marker hoac chay lai mau.

6. TIEU CHUAN PANH GIA VA KIEM TRA CHAT LUQNG

- Thuc hién kiém tra hoat dong cua may dinh ky theo quy trinh cua hang.

- Hod chat con han sir dung va dugc bao quan theo hudéng dan trén Kit.

- Két qua kiém tra chat lugng, danh gia theo Quy trinh dam bdo chadt
luong Xxét nghiéem.

7. TAI LIEU THAM KHAO

1. Quyét dinh 5530/QP- BYT ngay 25/2/2015 cua Bo truong Bo Y Té,
huéng dan xay dung quy trinh thuc hanh chuan trong quan 1y chat luong xét
nghiém tai co sé kham bénh, chita bénh.

2. Huéng dan st dung hé théng giai trinh tw gen ABI 3130.

3. Quy trinh xét nghiém cua bo kit xét nghiém Aneufast QF.

4. Badenas C. et al (2010): Assessment of QF-PCR as the First Approach
in Prenatal Diagnosis. Journal of Molecular Diagnosis. 12 (6), 828-834.

5. Mann K., Ogilvie C.M. (2012): QF-PCR: application, overview and
review of the literature. Prenatal Diagnosis 2012. 32, 309-314.

6. Faas, B.H.,Cirigliano, V. (2011): Rapid methods for targeted prenatal
diagnosis of common chromosome aneuploidies. in Seminars in Fetal and
Neonatal Medicine, 81-87.

7. Moftah, R., Marzouk, S., El-Kaffash, D., Varon, R., Bommer, C.,
Karbasiyan, M., et al. (2013): QF-PCR as a molecular-based method for
autosomal aneuploidies detection. Advances in Reproductive Sciences. 1 (03),
21.
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3. XET NGHIEM NHIEM SAC THE BANG KY THUAT BOBS

1. PAI CUONG
1.1. Muc dich

Phét hién cac léch boi cua nhidm sic thé 13, 18, 21, X va Y, va cac bat
thuong cau trdc caa cac ving nhidm sic thé lién quan dén cac hoi chirng vi mat
doan. Xét nghiém nay duoc sur dung dé phat hién cac thém hoac mat nhidm sac
thé trong cac ving nhidm sic thé lién quan téi 9 hoi chiing vi mat doan
(microdeletion syndromes) va cac Iéch boi nhiém sic thé 13, 18, 21, X va Y
ciia mau bénh pham maéu ngoai vi, dich 6i,.. trén hé thong thiét bi do huynh
quang (Luminex 100/200,...).
1.2. Dinh nghia, nguyén ly

Viéc phan tich dugc dua trén cong nghé BACs-on-Beads, sur dung cac
hat huynh quang Luminex dugc gan cac dau do DNA (duoc tao tir nhiém sic
thé nguoi cay trén vi khuan - bacterial artificial chromosomes). 5 dau do khac
nhau duoc st dung cho mdi nhidém sac thé 13, 18, 21, X va Y cling véi 4 ti 8
dau do khac nhau cho mdi viing lién quan t6i vi mat doan. Sau d6 thuc hién qué
trinh lai cia mau da duoc gan nhan va DNA chimg vao cac dau do duoc thiét
ké trén hat BoBs. DNA cia mau thuc duoc thuc hién don. Cac DNA chung
duoc thuc hién d6i. Sau khi qua trinh lai két thic, tin hiéu dugc doc véi hé
thng thiét bi Luminex 100/200 cing phan mém xPONENT 3.1. Phan mém
phan tich két qua BoBsoft ldy théng sé tin hiéu tir Luminex 100/200 va so sanh
cuong do tin hiéu gitta mau thuc va mau ching, tir d6 nhan dinh vé tinh trang
nhiém sic thé trong vung thiét ké.
2. CHUAN BI
2.1. Ngwai thuc hién

- Bac si: 01 nguoi;

- Ky thuat y hoac tuong duong: 01 nguoi.
2.2. Vit tu, héa chat

- Hoa chat xét nghiém Prenatal BoBs (hoic bo kit twong duong)

+ Hop P1: bao quan tai -30°C t6i -16°C.

+ Hop P2: bao quan tai 2 - 8°C.

+ Sau khi ma, cac thanh phan cua hoa chat trong hop P1 6n dinh trong 4
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tuan voi 8 vong ra dong/dong lanh.

+ Sau khi mo, cac thanh phan cua héa chat trong hop P2 6n dinh trong 4

tuan tai diéu kién bao quan.

- DNA ching nam, DNA chang nir.

- Dung méi PBS, nudc khir lon.

- 70% Ethanol, 100% Ethanol.

- Hoa chat tach chiét DNA.

2.3. Trang thiét bj

- Hé thong Luminex200 (hoic hé thong tuong duong).

- Ong lay mau vo trung 15mL.

- Chai nudi cay vé tring 25mL.

-Ong ly tam 1,5mL.

- Ong PCR 0,2mL.

- May Vortex.

- Budng cay vo trung, bom tiém, nhan dan.

- May ly tdm lanh, ta lanh.

- May nhéan gen PCR.

- Pia tinh sach 96 giéng, dia PCR 96 giéng, dai nip éng cho dia, dia loc
hat chan khéng.

- Méng dung hoa chat, tim dan nhwa bao vé céac dia.

- Pippet, pippet da kénh cac thé tich.

2.4. Chuan bi mau bénh pham

- P6i v6i mau dich 6i: 10-15mL dich 6i duoc ldy vo tring trong phong
thu thuat, dung trong 2 6ng ly tim 15mL v tring duoc van chuyén vé phong
xét nghiém. Chét luong méu: dich 6i trong, c6 mau vang chanh va khong 1an
mau.

- Bdi v6i miu mau ngoai vi: 1-2 mL méau ngoai vi duoc ldy va bao quan
trong ong vo trung chira chat chéng dong EDTA.

- Kiém tra d4i chiéu tén, tudi, dia chi, tudi thai, chi dinh va ngay choc 6i
trén tuyp dich 6i véi ho so nguoi bénh, gan ma sé bénh pham theo ma sé cua
phong xét nghiém.

- Mau duoc bao quan trong diéu kién nhiét dd phong 25°C khdng qua 24
gio
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2.5. Phiéu chi dinh xét nghiém
2.6. Thai gian thuc hién ky thuat

36 gio
2.7. Pia diém thuc hién ky thuat

Phong xét nghiém di truyén — sinh hoc phan tu.
3. AN TOAN

- bi gang tay, mac 4o blouse, deo khau trang khi thuc hién xét nghiém.

- Tun thu cac nguyén tic an toan sinh hoc phong xét nghiém.

- Céc thao tac trong quy trinh nudi cay can dam bao vo tring.

- Khong dé hoa chat tiép xuc véi da, mat.

- Bam bao nhu nhiét d6, d6 4m, méi truong khéng nhiém khuan.
4. CAC BUOC TIEN HANH
4.1. Cac bwéc thuc hién

- Téch chiét DNA

Budc 1: Gan nhan DNA: thuc hién véi viéc sir dung enzyme dé két noi
cac nucleotide dd dugc gan biotin.

Budgc 2: Tinh sach DNA da dugc gan nhan: st dung hda chét tinh sach
cho san pham PCR.

Budc 3: Lai DNA: san pham DNA di duoc gan nhan duoc lai véi cac
hat Beads.

Budc 4: Rira san pham va gan cac phan tir huynh quang béo céo.

Budc 5: St dung may phan tich va doc tin hiéu huynh quang tuong thich.

Luu y: Pua cac hoa chat ra khoi ta am sau va dé cac hoa chat tai nhiét do
phong tir 15 - 30 phut truéc khi sir dung. Dam bao cac hoa chat da dugc ra dong
trude khi su dung:

- Mau DNA da tinh sach.

- Random Primer Solution.

- Biotin-dNTP Mix.

- Polymerase.

Luu y: Pua cac hoa chat tir ta lanh (2 - 8°C) va dé cac hda chat tai nhiét
d6 phong tir 15 - 30 phuat trudc khi st dung:

- Sample Diluent.

- DNA chuang (ntr).
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- DNA chang (nam).

Trude khi st dung, lac (vortex) déu va ly tdm nhanh (spin down) cac
mau DNA can xét nghiém, mau DNA chtng va cac hda chat sir dung (NGOAL
TRU POLYMERASE). Dé cac hda chét tai nhiét o phong dé dam bao do
hoa tan va tron toi da.

Mau DNA

- Nong d¢6 DNA yéu cau téi thiéu dat trén 2,1ng/uL, d6 tinh sach OD
260/260mm tir 1,8 - 2,2, véi nhitng mau DNA cd ndéng do trén 10ng/pL can
duogc pha loang dé nong d6 DNA trén tong thé tich dat trong khoang 50 - 250ng
trong tong thé tich 24ul.

- Xét nghiém da duoc kiém chiing véi lwgng mau DNA dau vao tir 50 -
250ng Vai tong thé tich 24pL.

- DNA sau khi duoc tach va tinh sach c6 thé duoc bao quan trong moi
treong Tris-EDTA (pH 7,2) tai 2 - 8°C trong 1 nam, tai -20°C trong vong 2
nam, va tai -70°C cho it nhat 7 nam.

Buwéc 1. Ghi nhan DNA (Labeling of Genomic DNA)

- Viéc ghi nhan c6 thé dugc thyuc hién sir dung dia PCR hoic 6ng PCR
250pL hozc dai 6ng PCR.

- Chuan bj 2 phan ang cho mdi DNA chiing. Chuyén 50ng DNA chiing
nam va chiing nir vao 6ng tuong duong. Thém dung dich Sample Diluent dé
dua thé tich ting dng t6i 24pL.

- Chuan bj 1 phan tng cho mdi DNA thyc. Chuyén 24pL DNA mau thuc
vao ong néu DNA dau vao trong khoang 2,1 - 10ng/uL. Thém Sample Diluent
dé pha lodng va dua thé tich ting ong téi 24pL néu nong d6 DNA dau vao Ién
hon 10ng/pL.

Ghi chl: 24 pL 14 thé tich bat budc cho ting éng miu. Cac mau DNA
dau vao voi nong do <2,1ng/uL khéng du chat luong va sb luong dé 1am xét
nghiém.

- Vortex va spin down 6ng chtra dung dich Random Primer Solution, sau
d6 thém 20uL dung dich nay vao ting 6ng mau. Vortex cac dng 30 gidy va spin
down.

Ghi chi: Tong thé tich caa 6ng mau tai thoi diém nay 1a: 24pL (DNA
mau trong Sample Diluent) + 20uL (Random Primer Solution) = 44pL.
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- Pong chit cac ndp éng va dua cac 6ng vao may nhan gen PCR (PCR
thermal cycler). Bién tinh tai 98°C trong 5 phut, va ha nhiét tgi 37°C. Thuc hién
budc tiép theo ngay khi may PCR dat 37°C.

- Chuan bi dung dich ghi nhan (Labeling Mix) trong 6ng 1,5mL. Vortex
Biotin-dNTP Mix (NGOAI TRU POLYMERASE - c6 thé dung tay bing nhe
vai lan vao 6ng) va ly tim nhe (spin down) ca hai éng. Thé tich dugc tinh toan
thira dé bl trir cho 15i hit. HGt 18n xubng 5 - 10 1an dung dich Labeling Mix va
spin down truéc khi st dung:

Bdng 1. Thé tich cac hda chdt diing cho ghi nhan AND (géan Biotin)

Hoéa chat Thé tich/phan &ng (UL) | S6 phan &ng | Thé tich can (uL)
Biotin-dNTP Mix 55

Polymerase 1,1

Tong thé tich caa Labeling Mix(pL)

- Hat 6L cua Labeling Mix vao tirng 6ng mau. Dung pipet dé hat 1én
xudng dung dich trong dng it nhat 5 1an va ly tdm nhanh (spin down).
- Pong chit cac nap ong va u cac 6ng mau trong may PCR tai 37°C trong
vong 60 - 90 phut. Pua céc hoa chat tro vé diéu kién bao quan sau budc nay.
- Trong luc cho doi phan tng PCR két thlic, chuan bi cho budc tiép theo
(Tinh sach san pham DNA ghi nhin). Khi chuwong trinh PCR két thtic, dua céc
6ng mau khoi may PCR.
Ghi chii: Néu nhu budc tinh sach chua thé thuc hién ngay, bao quan san
pham tai 4°C trong 6 tiéng hoic -20°C qua dém.
Budéc 2: Tinh sach san pham DNA ghi nhan (Purification of labeled DNA)
Str dung dia tinh sach 96 giéng.
- Chuyén 50pL tir mdi 6ng miu sang giéng twong duong str dung pipet
thuong hoac da kénh.
Ghi chl: Chuyén mau that cham tryc tiép 1én mang (khdng choc mang);
tranh nho mau vao thanh giéng.
- Dit dia tinh sach 1én bo hat chan khong. Ap dung muc chan khong
khoang 190 mmHg cho téi khi chat long dugc hat hét hoan toan (khoang 10
phat). Tat may hat chan khong.
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- Thém 50pL dung mdi TE (TE buffer) vao ting giéng. Ap dung muc
chan khéng khoang 190mmHg cho t&i khi chét long duoc hat hét hoan toan
(khoang 10 phat). Tat may hat chan khong.

- Tham khé day cac giéng cua dia tinh sach sir dung gidy tham.

- Thém 25pL dung méi TE vao ting giéng trén dia.

- Pua dia vao may l4c u va lac tai nhiét do phong véi toe do 1200 nhip/
phat trong 5 phdt.

Chuyén 20pL cua tirng mau DNA vao dng PCR méi dé pha lodng néu
can thiét.

- Do nong d6 DNA tinh sach:

- Stir dung may quang pho UV (Nanodrop) dé do nong do DNA cua tirng
mau da duoc ghi nhan sau khi tinh sach.

Ghi chii: DNA ghi nhén sau khi tinh sach ¢6 thé dugc bao quan qua dém
tai nhiét d6 2 - 8°C (khong dé qua lau anh huong xau dén két qua). Néu dé qua
dém, 14c lai dia v&i may lac u trudc khi st dung.

Buwéc 3: Lai DNA (DNA Hybridization)

- Pua dung dich lai Hybridization Buffer ra khoi ta &m sau va BACs-on-
Beads Mix tir ti lanh ra dé thyc hién budc tiép theo.

- Cai may lic u toi 52°C

- Pha lodng nong do DNA tir budc 2 xuéng 200ng/pL néu can thiét (néu
nong d6 do dugc >200ng/uL). Néu ndng do6 trong dai 150 - 200ng/pL, DNA c6
thé dugc sir dung tryc tiép.

- Pha lodng: st dung dung moi TE dé pha loang:

Thé tich TE can cho = ((nong d6 do dugc/200) x 18,5) - 18,5 L

- Tao so d6 mau cho dia thyc hién buéc G dé cdc mau duge danh dau voi
ting giéng.

- Str dung bang sau dé chuan bi Hybridization Mix cho budc lai t. Thé
tich thira da duoc tinh toan theo bang sau:

Bang 2. Thé tich cac hda chat cho xét nghiém lai DNA

Hoa chat

Thé tich/phan wng (uL)

S6 phan ng

Thé tich can (L)

Hybridization Buffer

11

BACs-on-Beads Mix

1,0

Tong thé tich cua Hybridization Mix (L)




46

- Pam bao Hybridization Buffer di dat nhiét 6 phong. Vortex 3 1an, mdi
lan 10 gidy sau d6 ly tam nhanh (spin down).
- Hat luong Hybridization Buffer can thiét vao 6ng ly tam 1,5mL
Ghi chu: Khi hat dung dich Hybridization Buffer, Iuu y thao tac that cham
vi 6 nhét cua dung dich nay rét cao.
- Vortex BACs-on-Beads Mix 3 lan, mdi lan 10 gidy ngay trudc khi ding
va hat luong thé tich can thiét vao éng Hybridization Mix.
- Ly tam rat nhanh ng Hybridization Mix va vortex 3 lan, mdi lan 10
giay.
- Chuyén 11pL coa Hybridization Mix vao tung giéng da duoc dung
trong so do.
Ghi chl: Thao tac hat rat cham vi dung dich c6 d6 nhét cao
- Chuyén 5uL cua DNA mau da dugc tinh sach vao day mdi giéng co
chua Hybridization Mix (sir dung pipet thuong hoac da kénh).
- Bay nap cua dia cho cac giéng vai nap thich hop. Bam bao céc nap da
dugc dong that chat.
- Chuyén dia mau 1t vao may lac  tai 52°C va lac tai 800 vong/ph(t trong
5 phut.
- Pit dia vao may PCR va bién tinh tai 85°C trong 5 phdt, va ha nhiét
Xuoéng téi 52°C.
_ Khi may PCR di dat 52°C, dua dia khoi méy PCR va mot 13n nita dam
bao cac nap trén dia da duoc dong that chat.
- Bé dia rat nhanh vao may lac u tai 52°C va l4c tai 800 vong/phut trong
vong 16 - 20 tiéng.
- Pam bao thi da duoc chuan bi va duoc cho vao tir lanh &m sau - chuan
bi cho budc ha nhiét may lic u trong budc 4.
Buwéc 4: Rira DNA va gin phan tir bao cdo (DNA Washing and Reporter
binding)
- Bat may d¢é laser va hé thdng duoc khoi dong it nhét trude 30 phit trudce
khi st dung.
- Ly dung dich Wash Buffer 1 tir ta lanh.
- Tinh to4n lwgng Wash Buffer 1 can st dung. 125uL dugc can cho mdi
giéng (thé tich thira dé bu trir khi str dung pipet da kénh).
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- Ly dia u lai tir may lac u (52°C) va ngay lap tac cai ché o 50°C cho
may l4c u.

- Théo cé4c nap giéng can than va nhe nhang. Thém 100uL caa dung dich
Wash Buffer 1 vao ting giéng (dung pipet don hodc da kénh). Hat nhanh 1én
xuéng 10 1an lién tyc dé tron dung dich.

- U dia tai 50°C va ¢ toc d6 lac 1200 vong/phut trong 20 phdt.

- Chuan bi dung cu dé ha may lic u xubng 37°C.

- Trong ltc ché doi, 1y Reporter Concentrate, Reporter Diluent, va Wash
Buffer 2 tir tu lanh va chuan bi Reporter Mix.

- Str dung bang sau dé tinh toan lwong héa chat can thiét:

Bang 3: Thé tich cac hda chat cho sita AND va gan phan tir bao cao

Hoba chat Thé tich/phan wng (L) | S6 phan wng | Thé tich can (L)
Reporter Concentrate 0,45

Reporter Diluent 112,5

Tong thé tich cua Reporter Mix (uL)

- Pipet lwong thé tich can thiét caa Reporter Diluent vao 6ng thich hop.

- Vortex Reporter Concentrate trong 5 gidy, spin down va pipet luong
can thiét vao 6ng Reporter Mix. Ngay lap tac, gi ong Reporter Mix vao giay
bac dé tranh &nh séang.

- Vortex Reporter Mix 5 gidy.

- Pia loc 0,45um duoc sir dung cho viéc rira va gin phan tir Reporter.
Tao so d6 mau trén dia.

- Pay lai cic giéng chua st dung trén dia loc v&i miéng dan dia bang
nhya trong.

- Tinh toan thé tich Wash Buffer 2 can thiét. 0,47 mL can cho mdi giéng
(thé tich thira dé bu trir khi sir dung pipet da kénh da duoc két hop).

- Thém 30uL cua Wash Buffer 2 vao cac giéng s& st dung trén dia loc
dé tao am cho cac giéng nay. Khéng cham mang cua dia loc.

- Lay dia u lai ra khoi may lac u (50°C). Ngay lap tuc, cai dat may vao
ché d¢ l4c tai 37°C. Pua tim d4 trong ti &m sau vao may lac 1, thao cac gia do
dia dé ha nhiét may xudng 37°C. Sau d6, chuyén toan bo dung dich trong cac
giéng cua dia 1 lai sang dia loc da duoc tao am.
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- St dung hé hat chan khong tai 4p suat 125mmHg dé hat dung dich
trong céac giéng cua dia u trong vong khoang 5 gidy dé chuyén toan bd dung
dich trong giéng va dirng lai ngay khi hét dung dich.

- Thém 100pL dung dich rira Wash Buffer 2 vao ting giéng. Khong
cham mang loc. Lap lai budc rira

- Cho thém 100pL dung dich rira Wash Buffer 2 vao ting giéng. Khong
cham mang loc. Lap lai budc ria

- Lau kho day dia loc bang gidy tham.

- Thém 100pL cua Reporter Mix vao tiing giéng cia dia loc. Khéng cham
mang loc.

Ghi chd: Pam bao may lac o da dat 37°C tai thoi diém nay. Khong doi
qué 15 phat gitr dia loc tai nhiét d6 phong va bao vé khoi anh séang.

- U dia loc trong may lic 1 tai 37°C trong 30 phit.

- Sau budc u véi Reporter Mix, sir dung b hut chan khong dé loai bo dung
dich trén dia.

- Cho thém 100pL caa Wash Buffer 2 vao ting giéng. Lap lai buéc 4.18

- Lau kho day dia loc bang gidy tham.

- Cho thém 100pL cta Wash Buffer 2 vao ting giéng. Khdng cham mang
loc.

Ghi chi: Khong hat chan khong sau bude nay. Pia loc dugc chuyén va
doc vai hé thong doc va phan tich tin hiéu huynh quang twong thich (Luminex
100/200...). Néu nhu budc do khong dugc thuc hién ngay, goi dia trong gidy
bac dé bao vé khoi anh sang.

Buéc 5: Poc tin hiéu xét nghiém

- Khoi dong may trudce khi doc tin hiéu. Hé théng da dugc thuc hién higu
chuan va xac minh (calibration/verification) va dau kim da duoc diéu chinh do
cao cho dia loc.

- Mo protocol xét nghiém.

- bt tén file xuat dix liéu.

- Bién tén vao so d6 dia (F, M va mAu thuc...).

Ghi ch: Mau DNA ching nam va nit phai ludn duoc dit tén tuong duong
laMvaF.

- Pua dia loc vao may, 1am theo hudng dan va bat dau doc tin hiéu.
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- Sau khi doc, chay chu trinh tit may theo huéng dan.
- D6 bo cac dung méi rira Wash.
4.2. Nhan dinh két qua

- Phan tich két qua.

- Panh gia két qua: CAc loai dot bién twong tng véi ty 18 tin hiéu huynh
quang: Binh thuong khi ty Ié tir 0,8 - < 1,3; mat doan khi ty 1& ndy < 0,8; nhan
doan khi ty 18 > 1,3. Mat hoic thém doan ciia mot ving duoc chap nhan khi c6
3 dau do tr 18n biéu hién ngoai dinh muc cut-off cua xét nghiém.
4.3. Tra két qua va luu trir ho so

- In phiéu tra két qua bang phan mém.

- Sao luu két qua va luu tri.

5. NHUNG SAI SOT VA XU TRi
STT Noi dung X tri

1 | DNA khong dat nong do/ | Tach chiét DNA lai véi thé tich mau
tinh sach. nhiéu hon, t& bao nhiéu hon.

2 | Ty Ié tin hiéu trong ngudng | Xét nghiém doc lap tha 2 dé khang
ranh gidi binh thuong va bat | dinh néu 1am sang c6 nghi ngd bt
thuong. thuong.

3 | biéu kién lai qua dém ko on | Kiém tra ché do thiét 1ap va 6n dinh
dinh vé nhiét do, téc do 1ic | ngudn dién

4 | Sai léch trong thao tac hut | Kiém tra chéo ngau nhién cac budc
Mau - pipet. thao tac

6. TIEU CHUAN PANH GIA VA KIEM TRA CHAT LUQONG

- Chay hiéu chuan theo quy dinh cua hang theo cac muc ngay, tuan,
thang.

- Chay kiém tra cho mdi Kit hoa chit méi

- Chay kiém tra sau khi tién hanh hiéu chuan hay thiét lap duong chuan
maoi.

- Két qua kiém tra chat luong, danh gia theo Quy trinh dam bdo chat
lrong xét nghiém
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4. XET NGHIEM NHIEM SAC THE TE BAO OI, GAI RAU BANG KY
THUAT FISH

1. PAI CUONG

1.1. Muc dich caa ky thuat

Xét nghiém nhidm sic thé té bao dich i bang k¥ thuat bang ky thuat lai
tai chd huynh quang (Flurorescence In situ Hibridization - FISH) dé phét hién
mot s bat thuong sé lugng, cau tric & mac do nhidm sic thé (NST) phuc vu
chan doan, tién lwong va diéu tri bénh di truyén/hoi chang bénh.

K3 thuat FISH tir té bao 6i thudng duoc chi dinh trong cac trudng hop
sau:

- Thai ¢6 nguy co cao v&i cac bénh, hoi chung do bat thuong sé luong
NST: hoi chiang Down, héi ching Patau, hoi chirng Edwards.

- Thai ¢6 nghi ngd mac cac bénh, hoi chiing do bat thuong cau trdc NST
dang vi mat doan, lap doan NST: hoi ching DiGeorge, hoi chiang Prader Willi,
hoi chung Williams, hoi ching lap doan NST 22, lap doan NST 15 hodc cac
bat thuong khac trén NST... Hodc cac trudng hop cd nhu cau can lam xét
nghiém nay.

1.2. Dinh nghia, nguyén ly
1.2.1. Pinh nghia

K§ thuat FISH 1a ky thuat di truyén dya trén phan tich cac tin hiéu huynh
quang cua cac ving NST, cac gen, t6 hop gen trong mot té bao. So sanh sé
lwogng tin hiéu, mau sic tin hiéu véi tin hiéu trén té bao binh thudng theo quy
dinh cia hang san xuat cac dau do. Tir d6 danh gia duoc bat thuong sé luong
NST dang: da boi, thiéu boi, 1éch boi va cac bat thuong cau tric NST: mat
doan, lap doan, chuyén doan, khuéch dai.

1.2.2. Nguyén ly

Nguyén Iy ky thuat lai huynh quang tai chd FISH (Fluorescent In-situ
Hybridization) dya trén nguyén tac lai bo sung gitta dau do huynh quang va
trinh tu DNA dich trong nhan té bao. Cac dau do huynh quang c6 kich thudc
tir 20 bp dén 1000 bp, dau do huynh quang c6 thé dugc danh dau vao ving tan
cung cua NST, tam NST, cac vung gen dac hiéu. Phén tich cac tinh hiéu huynh
quang bang hé théng kinh hién vi huynh quang dé phat hién cac dang bat
thuong NST vé s6 lugng va cau tric.
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2. CHUAN BI

2.1. Ngwoi thuc hién

- Bac si: 01 nguoi;

- Ky thuat y hodc twong duong: 01 nguoi.
2.2. Vit tu
2.2.1. Dung cu

- Chai nuéi cdy c6 6ng théng khi:

- Chai thuy tinh 250mL, 500mL;

- Cbc thuy tinh;

- Ong ly tam nhon 15mL;

- Pipet nhya vo trung 10mL, 3mL,;

- Pau ¢6n ¢6 phin loc 1000 pL, 200 pL, 10 pL;

- Pia petri 35mm;

- Dia petri thuy tinh;

- Lam kinh SuperFrost hoac xir ly polysine;

- Lamen phu 22x22mm; 18x18mm;

- Khay dung 6ng 2mL, 15 mL, khay dung dia nudi cay.

2.2.2. Hoa chat/sinh pham

- Hoa chat dung chung: nudc cat 2 1an; 100% ethanol.

- Ong duyng mau vo tring 15mL, ging tay; khau trang; mii gidy; béng con;
bang dinh; van phong pham (gidy chi dinh, gidy hen tra két qua xét nghiém);
gidy in tem, muc in tem; sat khuan tay nhanh; quan 4o nhan vién lay mau, nhan
vién thuc hién xét nghiém.

- Hoa chat nudi cay: st dung méi truong nudi cdy hoan chinh 1a mai
truong duoc bd sung hoa chat can thiét (Fetal Bovine Serum (FBS), L-
glutamine va PHA...) dé toi uu hoa sy bam dinh va phat trién cua té bao.

- Héa chat thu hoach té bao: trypsin EDTA 1X, Colcemid, Acid acetic,
Methanol, KCI

- Hoéa chat lai: dau do huynh quang; thudc nhuém huynh quang (DAPI 11
couterstain...); dung dich dém lai; SSC 20x; NP 40.

- Hoa chat phan tich: dau soi kinh
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2.3. Trang thiét bi

- Tu an toan sinh hoc cap 11; tu nudi cdy té bao 37°C, 5% CO,; tu hit
mui héa chat doc hai:

- T lanh va ta @&m céc loai (-20°C; -40°C; -80°C ...).

- Hé théng kinh hién vi chup va phan tich cdng thiic nhidm sic thé tu
do6ng mién dich huynh quang, phan mém phan tich NST Karyotyping

- Kinh hién vi quang hoc; kinh hién vi soi nguoc

- May li tam thuong; may lai nhiét.

- Pipet aid 5-50mL); Pipets (200 uL va 1000 pL...); Pipet Spenser (10
mL,25mL...).

- Thiét bi phu trg: may lac; ta 6n nhiét khd; bé 6n nhiét nude; may hit
dich, ndi khir tring wét; ti sy kho; can dién tar; luu dién; nhiét am ké; nhiét
ké.

2.4. Chuan bi miu bénh pham

- Loai mau bénh pham: té bao dich di.

- MAu bénh pham sir dung ¢ thé 1a cin té bao sau khi nudi cdy hoic sau
khi thu hoach tryc tiép.

2.5. Phiéu chi dinh xét nghiém

- Kiém tra phiéu chi dinh: kiém tra thong tin theo quy dinh.

- Kiém tra 6ng dung bénh pham: Kiém tra thong tin theo quy dinh.
2.6. Thai gian thuc hién ky thuat

9 gio.

2.7. Pia diém thuc hién ki thuat
Phong xét nghiém di truyén — sinh hoc phan tu.
3. AN TOAN

- Pam bao nguyén tic an toan sinh hoc.

- Pam bao an toan theo huéng dan st dung ciia nha san xuat.
4. CAC BUOC TIEN HANH
4.1. Cac buwéc thuc hién

- Chuan bi chung cac budc thyc hién xét nghiém.

+ Khay dung mau nudi cay.

+ Khay chai nuéi cay thu hoach.

+ BUt céc loal.
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+ Gang tay, con tuyét d6i va con 70°C, sat khuan tay nhanh, ding ki sir
dung ta an toan sinh hoc, ta &m CO,, may li tm, bé 6n nhiét, ta 4m.

+ Hoa chit can dung cho mdi 1an thuc hién quy trinh: dam bao sé luong,
han sir dung, diéu kién bao quan.

+ Céc biéu mau theo déi thuc hién quy trinh.

4.1.1. Nubi cdy té bao st dung cho ky thuat Metapahase FISH

- Thyc hién tat ca c4c thao tac trong tu an toan sinh hoc cap I1. Ghi day
du thdng tin vao phiéu theo dai st dung ta an toan sinh hoc cap 11

- Bat ta theo dung trinh tu quy dinh, chay khéi dong trong 5 phut, vé
sinh bé mat ta an toan sinh hoc cap 11 bang cén 70°C, sau d6 1a dung dich lam
sach va khir khuan bé mit dung trong y té.

- Pién day du thong tin ciia nguoi bénh va kiém tra chat lugng mau vao
trong phiéu theo ddi thuc hanh.

- Cac budc thuc hién quy trinh nudi cay céc loai té bao thuc hién theo
quy trinh “Xét nghiém cong thiic Nhiém sic thé (Karyotype) té bao dich 6i; té
bao gbc trung mo”.

4.1.2. Chuan bi mau té bao sir dung cho k§ thuat Interphase FISH

- Chuan bi phiéu theo dai thuc hién nuéi cay, thu hoach té bao.

- Chuan bi mau bénh pham.

- Ghi nhin ma sé phong xét nghiém, tén ngudi bénh dé dan 6ng dung
mau thu hoach.

- Pha dung dich nhuoc truong (KCI ndéng do 0,56g/mL).

- Lam am dung dich Trypsin 1X.

- Pha dung dich c6 dinh té bao (CRNAoy: 3 methanol/1 acid acetic).

- Chuan bi tiéu ban sach.

- Cac budc thuc hién:

+ Trudc thu hoach 30 phdt:

* Lam am dung dich Trypsin 1X (6 mL/mau) va KCI 0,075M (8
mL/mau) tai 37°C.

* Chuan bi toi thiéu 50 mL dung dich CRNAOoy.

+ Tron déu va hat 200 mL mau mau ngoai vi sau xu Iy trypsin & budc
trén chuyén vao ng ly tdm 15 mL, b sung 8 mL dung dich KCI 0,075M da
lam 4m va u tai 37°C trong 30 phdit.
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+ Sau 1, b6 sung 2 mL dung dich CRNAoy dé lam dimg qua trinh nhuoc
trwong. Ly tdm 1800 vong/phut, loai bo dich noi va gitr lai can.

+ B6 sung 7 mL dung dich CRNAoy, ly tdm 1800 vong/phut, loai bo
dich néi va giit lai can. Lap lai 2-3 lan.

+ Sau lan ly tam cudi, loai bo dich ndi ¢én 50 mL. Tron déu can té bao.
4.1.3. Tao tiéu ban

- Chuan bi 1 tiéu ban c6 xt ly polysine cho 1 ngudi bénh, ghi nhan tiéu
ban (m& sb PXN, tén nguoi bénh, dau do).

- Panh dau ving lai bang bat da den va but kim cuong.

- Nho 7-10 pL can té bao sau thu hoach theo chiéu thang dung vao ving
lai da danh dAu.

- Kiém tra mat do va chat luong té bao duéi kinh hién vi soi nguoc. Néu
quan sat duoc tir 15-20 té bao trong 1 vi trudng thi ving lai dat tiéu chuan. Néu
mat do té bao it hon thi cAn phun thém cho dén khi dat tiéu chuan. Néu mat do
té bao qua day (~50 té bao/ vi trudng) thi can pha lodng cin té bao (cho thém
dung dich canroy vao cin té bao) va phun lai viing lai khac.

4.1.4. Lai huynh quang
a. Chuan bi;

- Ngam 2 thanh am vao nudc trong 5 phut va lap vao may lai.

- Lam tan dau do va dém & nhiét d6 phong, ly tam nhanh 1-3 phdt.

- Hai pipet: 01 pipet 0,5-2 pL va 01 pipet 10pL.

- Hai loai dau con c6 loc 10 pL chdng dinh va khéng chéng dinh.

- Lamen 18x18 mm.

b. Thuc hién:

- Chuan bi dau do: nho lan luot dau do va dung dich ¢ém Ién lamen 18x18
mm theo hudng din caa nha san xuat, tron déu bang pipet.

- Up phan vuing té bao da danh dau trén tiéu ban vao lamen chira hdn hop
dau do, dudi hét bong bong (néu cd) va cd dinh lamen bang keo cao su.

- bat tiéu ban vao may lai nhiét, chon chu trinh lai phu hop.

4.1.5. Rtra sau lai
a. Chuan bi: Chuan bi 3 céc nhwa hoic thuy tinh chiu nhiét:

+ Coc 1: 100 mL dung dich SSX 2X, bd sung 300 pL NP40, dé trong bé

6n nhiét 75°C.
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+ Cdc 2: 100 mL dung dich SSX 2X, b6 sung 300 L NP40, dé & nhiét
d6 phong.

+ Cbc 3: 100 mL nuéc cat, dé ¢ nhiét d6 phong.

+ Dong hd bam giay.

+ Pipet 10 pL.

b. Thuc hién:

- Tat dién phong, tranh anh sang trong qué trinh ria lam.

- LAy tiéu ban ra khoi may lai, boc keo cao su va loai bo lamen.

- Rura tiéu ban trong codng 1 tai 75°C trong 3 phut.

- Rura tiép tiéu ban trong codng 2 tai nhiét 6 phong trong 2 phit.

- Rtra nhanh tiéu ban trong vai gidy ¢ codng 3 va dé tiéu ban kho tu nhién
tai nhiét @6 phong.

+ Nho 7 uL DAPI vao viing té bao lai dau do da danh dau trén tiéu ban.

+ Pht lamen 22x22 mm 1én ving danh ddu, dudi bot khi va cb dinh
lamen bang son moéng tay.

+ Cat tiéu ban vao khay va giit trong ngin da ta lanh khoang 2-3 phut
dén khi phan tich két qua.
4.1.6. Phan tich két qua

- Phan tich trén kinh hién vi huynh quang duoc thuc hién doc lap boi 2 ky
thuat y.

- Tim vi treong trén tiéu ban & vat kinh 10x véi bo loc mau DAPI.

- Khi d3 x4c dinh duoc vi truong, chuyén sang vat kinh dau 100x, nho dau
va ding ndt vi cap lay nét caa vi truong & do phong dai mai.

- Di chuyén tiéu ban theo mot hudng nhat dinh (vi du: tir trai sang phai,
tir trén xudng dudi). Khi thy té bao, quan sat cac tin hiéu khac nhau bang cach
chuyén cac bo loc, dém sb luong tin hiéu quan sat dugc. Ghi s6 luong tin hiéu
vao phiéu phan tich két qua FISH.

- Chup lai hinh anh té bao bang phan mém phan tich tin hiéu huynh quang.

- Khi d4 phan tich du s6 luong, dua ra két luan cudi ciing va lam béo céo
tra két qua.

4.2. Nhan dinh két qua
- Xem xét mau noi kiém chat lugng: mau ndi kiém trong tat ca cac budc
thuc hién quy trinh dat.
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- Phan tich nhan dinh két qua: so sanh s6 luong, mau sac, cach biéu hién
tin hiéu huynh quang véi tin hiéu chuan caa nha san xuat.

- Phién giai va bao cao két qua: khi dd phan tich du s6 luong, dua ra két
luan nguoi bénh c6 mang céc bat thuong NST hay khéng.

- Noi dung bao céo két qua va luu bao céo theo quy dinh.

4.3. Tra két qua va luu trir hd so
4.3.1. Tra két qua

- B4o céo két qua xét nghiém duogc thuc hién theo cac quy trinh lién
quan, luu ho so va ghi vao biéu mau can thiét va luu ho so xét nghiém.

- Két qua xét nghiém can dugc kiém tra chéo, phé duyét trude khi tra.
4.3.2. Luu trit hd so

HO so xét nghiém dugc luu trir theo quy dinh.

5. NHUNG SAI SOT VA XU TRI
5.1. Truéc khi thuc hign ky thuat

- Céc chat anh hudng dén xét nghiém (yéu té nhiéu) va cac phan ang
chéo, c4c chat anh huong dén xét nghiém: nhidm té bao me trong dich 4i.

- Nham mau bénh pham: Iy lai mau bénh pham cua ngudi bénh.

5.2. Trong qua trinh thuc hién ky thuat

- Nhan vién khong tuan thua quy trinh k¥ thuat: thuc hién lai quy trinh ky
thuat.

- Hoa chat hét han sir dung va khong duoc bao quan dung quy dinh cua
nha san xuat hoic khong duoc tron déu trude khi chia sang cac 6ng nho hoic
trudc khi hat.

- Nhiém trang: 1y lai mau, va tién hanh lai quy trinh k§y thuat.

5.3. Sau khi thuc hign k§ thuat

- Nham mau bénh pham: lay lai mau bénh pham cta nguoi bénh.

- Thyc hién sai quy trinh ky thuat: tién hanh lai xét nghiém.

- Phan tich két qua khong chinh xéac: kiém tra va phan tich chéo két qua
xét nghiém hoac xin y kién cua béac si 1am sang.

- MAu chiing noi kiém khong cé két qua: cay lai hodc thay mau chang
khéac.

- B4o c4o sai két qua xét nghiém: thong bao t6i lanh dao khoa xét nghiém
va sira lai két qua xét nghiém.
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- Lwa chon sai biéu mau béo céo két qua: bao cao 1anh dao khoa va sta
lai bao céo két qua.

6. TIEU CHUAN PANH GIA VA KIEM TRA CHAT LUQNG
6.1. Nudi ciy té bao

- Thé tich méi trudng, thé tich mau bénh pham dam bao ding theo quy
trinh.

- Chat lwong mau sau nudi cdy duoc danh gia bang quan sat: moi truong
trong, khong van duc, khong thay d6i mau sic, khi méi tredng chuyén duc hay
IAn méu la nhitng chai nudi cay c6 nguy co nhiém tring.

- Chai nudi cay noi kiém khéng nhiém tring.

6.2. Thu hoach té bao sau nudi cay hoic thu hoach té bao truc tiép

- Chat luong té bao té bao dich 6i sau nudi ciy dat tiéu chuan thu hoach
khi soi trén kinh hién vi soi nguoc quan sat duoc trén bé mat chai nudi cay co
4-5 clone té bao bam dinh.

- Gia tri bao dong/nguy hiém: néu sb luong cum té bao NST <10 té
bao/vi trudng thi tiéu ban khong dat chat lugng.

- Cach xir Iy néu chét lugng mau thu hoach sau nudi cay hoic hoic thu
hoach tryc tiép: ly tam lai can té bao, tao tiéu ban va kiém tra lai hozc thyc hién
lai quy trinh.

6.3. Lai huynh quang

- Chat luong tin hiéu rd rang, da tiéu chuan nhan dinh

- Hoéa chat dugc bao quan theo cac khuyén cdo caa nha san xuat.
6.4. Phan tich tin hiéu huynh quang

- Tiéu chuan phan tich:

+ MOi nguoi bénh duoc phan tich boi hai nhan vién doc 1ap

+ Tin hiéu huynh quang rd rang, sac nét

+ Pam bao du s té bao dugc phan tich, phu hop véi chi dinh caa nguoi
bénh.

- Béi voi ki thuat Metaphase FISH: sé lugng té bao phan tich tdi thiéu
10 té bao, néu phat hién tinh trang kham ting sé lugng té bao phan tich 1a 30
té bao.
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- Béi vai ky thuat Interphase FISH: sb luong té bao phan tich tdi thiéu
la 50 té bao, néu phat hién tinh trang kham ting s6 luong té bao phan tich 1a
100 té bao.
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5. XET NGHIEM CONG THUC NHIEM SAC THE (KARYOTYPE) TE
BAO MAU NGOAI VI; TUY XUONG; TE BAO MO KHAC

1. PAI CUONG
1.1. Muc dich caa ky thuat
Xét nghiém nhiém sic thé (Karyotype) dé phat hién céac bat thuong sb

lwgng hodc cau tric nhiém sic thé (NST) phuc vu chan doan, tién luong va
diéu tri bénh.
1.2. Dinh nghia, nguyén ly
1.2.1. Pinh nghia

K3 thuat cong thuc nhidm sac thé (Karyotype) 1a ki thuat di truyén dua
trén viéc phan tich bo NST trong 1 té bao. So sanh bo NST cua ngudi bénh véi
bo NST chuan cua nguoi vé s luong, kich thude, do phan giai bang dé danh
gia nhitng bat thuong sé luong NST dang: da boi, thiéu boi, 1éch boi va cac bat
thuong cau tric NST dang: chuyén doan, mat doan, lap doan, dao doan, NST
hinh vong, NST marker.
1.2.2. Nguyén ly

Mau té bao mau ngoai vi hoic tay xuong dugc nudi cdy voi méi truong
nudi cdy phd hop trong thoi gian 24-72h. Béi véi mdi trudng nudi cay té bao
mau ngoai Vi c6 bd sung PHA (phytohemagglutinin) gay ting kha ning phan
bao cua té bao Lympho T. DPdi vai mau bénh pham tuy xuong trong cac bénh
ly tang sinh 4c tinh té bao tuy, ban chat |a cac té bao non co sy ting sinh manh
mé& nén trong mdi trudng nudi cdy khong can bo sung PHA. Sau nudi cay, té
bao duoc tiép xdc véi chat ding nguyén phan khi d6 s& thu dugc cac NST &
ky gitra. NST ldc nay gidn xoan t6i da 1a giai doan tbi wu dé quan sét hinh thai,
cau tric.
2. CHUAN BI
2.1. Ngwoi thuc hién

- Bac si: 01 nguoi;

- Ky thuat y hoac tuong duong: 02 nguoi.
2.2. Vit tu
2.2.1. Dung cu
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Chai nu6i cy c6 dng théng khi; Chai thaty tinh 250mL, 500mL; Céc thuy
tinh; Ong ly tdm nhon 15mL; Pipet nhwa v6 tring 10mL, 3mL; Pau con c6
phin loc 1000 pL, 200 pL, 10 pL; Lam kinh; Lamen phu 24x50mm; khay dung
éng 2mL, 15 mL, khay dung chai nudi cay.

2.2.2. Hda chat/sinh pham

- Hoa chat dung chung: nudc cat 2 1an; 100% ethanol.

- Dung cu lay mau: bom tiém 5 mL; dng dung bénh pham: éng chéng
d6ng Heparin, trang bi bao ho: ging tay; khau trang; mii gidy; béng con; bing
dinh; van phong pham (gidy chi dinh, gidy hen tra két qua xét nghiém); sat
khuan tay nhanh.

Hoa chat nudi cay:

+ Nudi cay té bao mau ngoai vi: st dung méi trudng duoc tdi uu hoa (b6
sung voi Fetal Bovine Serum (FBS), L-glutamine va PHA...).

+ Nubi cay té bao tuy xuwong: sir dung méi truong duoc toi wu hoa (b6
sung voi Fetal Bovine Serum (FBS), L-glutamine va PHA...).

- Hoa chét thu hoach té bao: colcemid, dbi véi té bao tiy xwong: ¢ thé
st dung thém hoa chat can thiét trong qué trinh thu hoach dé ting sb lugng
cum NST va tang do phan giai cia bang NST (Ethidium Bromide...), Acid
acetic, Methanol, KCI.

- Hoa chat nhuém bang G: PBS, dém Phosphat (KH2PO4:Na2P04),
Giémsa (pha 840 mL Glyxerin vao 10 g bot giemsa. Tron déu trong 2 gid, thém
540 mL Methanol 100%, loc va thu dung dich Giemsa can ding), Trypsin
2,5%, Glycerin, Ethanol tuyét doi, vat tu dung dé co dinh lamen phu trén tiéu
ban, muc dich luu gitr lam dé kiém tra lai két qua phan tich khi can (DPX
moutant...), dau soi kinh.

2.3. Trang thiét bj

- T an toan sinh hoc cap I1; ta nudi ciy té bao 37°C, 5% CO,. tu hit hoa
chat doc hai.

- Hé théng kinh hién vi chup va phan tich cong thirc nhiém sac thé tu dong
mién dich huynh quang, phan mém phan tich NST Karyotyping; Kinh hién vi
quang hoc; Kinh hién vi soi nguoc.

- Méy li thm (6ng 15 mL 36 vi tri...).
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- Pipet aid 5-50 mL; Pipets: 200 pL va 1000 pL; Pipet Spenser: 10 mL,
25 mL;

- Tu lanh va ta &m céc loai (-20°C; -40°C; -80°C...).

- Thiét bi phu tro: may lic; ta 6n nhiét khd; bé on nhiét nuéce; may hit
dich, ndi khir tring wét; ti say kho; can dién ta; luu dién; nhiét am ké; nhiét
ké.

2.4. Chuan bi miu bénh pham

- Loai mau bénh pham: mau ngoai vi; dich tiy xuong

- Tiéu chuan mau bénh pham: thé tich 1,5-2 mL, dung trong ong Heparin
vO trung.

2.5. Phiéu chi dinh xét nghiém

- Kiém tra phiéu chi dinh: kiém tra thong tin theo quy dinh.

- Kiém tra 6ng dung bénh pham: kiém tra théng tin theo quy dinh.
2.6. Thoi gian thuc hién ky thuat

9 gio.

2.7. Pia diém thuc hién ky thuat
Phong xét nghiém di truyén — sinh hoc phan tu.
3. AN TOAN

- Pam bao nguyén tic an toan sinh hoc.

- Bam bao an toan theo hudng dan st dung cua nha san xuét.
4. CAC BUOC TIEN HANH
4.1. Cac buwéc thuc hién

- Chuan bi chung cac budc thuc hién xét nghiém

+ Khay dung mau nudi cy; khay chai nudi cay thu hoach; but cac loai.

+ Gang tay, con tuyét d6i va con 70°C, sat khuan tay nhanh, dang ki st
dung ta an toan sinh hoc, ta 4m CO,, may li tdm, bé on nhiét, ta am.

+ Ghi tén nguoi bénh/ ma sb trén dng dung bénh pham, 6ng ly tam, chai
nudi cay.

+ Hoa chat can dung cho mdi lan thuc hién quy trinh: dam bao sé luong,
han sir dung, diéu kién bao quan.

+ Céc biéu mau theo dai thuc hién quy trinh (néu co).

4.1.1. Nubi cay té bao
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- Thuc hién tat ca cac thao tac trong ta an toan sinh hoc cap II. Ghi day
du théng tin vao phiéu theo ddi st dung ta an toan sinh hoc cap 1.

- Bat ti theo dung trinh tu quy dinh, chay khéi dong trong 5 phat, vé sinh
bé mit ta an toan sinh hoc bac I1 biang con 70°C, sau d6 1a dung dich 1am sach
va khir khuan bé mit ding trong y té.

+ Lac déu chai moi truong nudi cy, chia 6 mL méi truedng vao ting chai
nudi cay 25 cm2.

+ Déan nhéan ghi tén nguoi bénh, ma phong xét nghiém vao cac chai nudi
cay.

+ Sr dung pipet dé hit bénh pham vao cac chai nudi cay theo thé tich sau:

+ Mau mau ngoai vi: 500 pL véi ngudi bénh so sinh (<1 thang) (2,7-6 X
10° té bao bach cau); 600 L v&i ngudi bénh tré 16n (> 1 thang) (2,7-6 x 10° té
bao bach cau)/1 chai nudi cay.

* Mau tay xuong: 500 uL/1 chai nudi cay

+ Lic déu chai cay dé hoa tan mau hoan toan vao mdi truong, dat chai
cay niam ngang trén khay cay.

+ Dt khay cdy trong ti nudi cay & 37°C va 5% CO, trong 72h.

+ V¢ sinh bé mit ta an toan sinh hoc bac 11 bang con 70°C, dung dich l1am
sach va khtr khuan bé mat ding trong y té va tat ti theo dung trinh ty quy dinh.
4.1.2. Thuc hién thu hoach té bao sau nudi cay

- Sau 72 gio nudi ciy té bao mau va sau 24h dbi véi nudi cay té bao tuy
xuong, thém 80 pL colcemid vao chai nudi cdy (nong d6 10 pL
colcemid/ImL). Lac déu, dé trong ta ciy & 37°C trong 90 phut.

- Sau thai gian xt ly colcemid, 1dy mau tir ta cdy va lac nhe chai nudi cy
dé mau hoa tan hoan toan vao dung dich. B6 mau sang ong ly tam 15 mL, dan
tén nguoi bénh, ma sé PXN.

- Ly tdm 1800 vong/5 phut, loai bo dich noi, tron déu can.

- Thém 8 mL dung dich nhugc truong (KCI1), u mau trong bé 6n nhiét
nudc 37°C trong 35 phut, 1ic mau 10 phat/lan.

- Thém 3 mL dung dich ¢6 dinh té bao (cRNAoy), tron déu, ly tam 1800
vong/5 phut, loai bo dich néi, tron déu can.

- Thém 8 mL dung dich CRNAoy va tron déu, ly tam 1800 vong/5 phut,
loai bo dich néi, trén déu can. Lap lai budc nay thém 2 1an.
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- Thém 8 mL dung dich CRNAoy va tron déu, ly tdm 1800 vong/5 phut,
loai bo dich néi, chi dé lai khoang 500 - 1000 pL cin té bao.

- Tao tiéu ban (lam)

+ Nho 50 pL cin té bao cua mdi mau nguoi bénh sau thu hoach 1én tiéu
ban do, dua tiéu ban qua ngon lira dén con tir 8-10 gidy. Dan nhan cua dung
ngudi bénh 1én tiéu ban.

+ Kiém tra mat do va chit luong cum nhiém sic thé cua tiéu ban do trén
kinh hién vi soi nguoc:

+ Tiéu ban do dat tiéu chuan chat luong khi: c6 khoang 10 - 15 cum NST
trong 1 vi truong & do phong dai 100 lan.

* Hinh thai nhiém sic thé dai vira du, khéng qua ngan.

* C4c nhiém sac thé trong cum khong qua rai rac hay tap trung.

- Ghi vao phiéu theo ddi thuc hién nudi cay, thu hoach va nhuom té bao
mau ngoai vi. Néu tiéu ban do da dat tiéu chuan chat luong thi chuan bi thém
tur 3 tiéu ban/ngudi bénh.

- Néu tiéu ban do chua dat tiéu chuan chat luong thi can diéu chinh cac

yéu td sau:
Bdang 3: Chdt lweng tiéu ban do va cach xi ly

Chat lwong tiéu ban do Cach xir ly

X _ | Tang thé tich can té bao nho 1&n 60-
Khong du cum NST trén mét vi
‘ 70 pL
truong :
Tang slide

Luogng cum NST qué nhiéu trén | B6 sung thém CRNAoy vao dung
mat vi trudng dich can té bao dé pha lodng can

Tang thoi gian dua ti€éu ban qua
Cum NST khong bung ngon ltra dén con Ién 10-12 giay
hoic rira lai cin té bao mot lan nita

- Lam gia cac tiéu ban dat tiéu chuan & 37°C trong 2-3 ngay hoic 60°C
qua dém.

- Chuyén can té bao con lai vao 6ng 2 mL, dan nhan bao gom ma sé phong
xét nghiém, tén nguoi bénh. Can té bao luu giir trong hop ¢ 4-8°C trong vong
3 thang hoic & -80°C trong thoi gian dai hon. Can té bao dwoc luu gii va hay
bo theo quy trinh lwu giit va thai bé mau bénh pham.
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- Vé sinh bé mat ta hit bang con 70°C, tit ti theo ding quy dinh cua nha
San Xuat.

4.1.3. Nhuom bang

- Cac budc thuc hién:

+ Nhlng tiéu ban vao céc PBS trong bé 6n nhiét 37°C

+ Budgce 1: nhing tiéu ban vao céc trypsin, thai gian trypsin 1a 10 gidy

+ Budc 2: rira tiéu ban qua 2 céc PBS & nhiét ¢ phong

+ Budc 3: ngam tiéu ban trong dung dich Giemsa nhuém 9 phat

+ Budc 4: rira nhe duéi voi nudc va dé khd

+ Kiém tra chat luong bang dudi kinh hién vi.

+ Chat luong bing dat yéu cau khi di 400 bang cua thang diém danh gia
d6 phan giai cua bang G theo to chic di truyén hoc 1am sang

* Néu chat luong bang chua dat yéu cau can tién hanh do lai tiéu ban theo
cac budc tir 1-4 dé xac dinh thoi gian xir Iy trypsin pht hop. Néu NST chua cit
bang thi can tang thoi gian xir Iy trypsin 1én 11 gidy. Néu NST bi cat bang qua
muc thi can giam thoi gian xu Iy trypsin xudng 9 giay.

* Néu chat luong bang dat yéu cau thi tién hanh nhuém céc tiéu ban con
lai theo cac budc tur 1-4.

- Tiéu ban sau khi kho hoan toan dugc dan lamen 24x50 mm 1én bé mit
bang dung dich DPX (nho 2-3 giot DPX 1én bé mit tiéu ban va pha lamen 1én
trén, dudi hét cac bot khi khoi tiéu ban).

- Ghi vao phiéu theo ddi thuc hién nudi cay, thu hoach va nhuém té bao.
4.1.4. Phan tich nhiém sac thé

- MAi mdi bénh pham can duoc d¢ém va phan tich 20 cum nhiém sic thé,
trong d6 it nhat 3 cum nhiém sac thé duoc lap karyotype.

- Trong trudng hop c6 dong té bao khac: Phan tich it nhat 30 cum NST.

- Khéng bao co két qua voi cac truong hop kham thap (néu phan tich
30 cum NST c¢6 thé khong bao cio truong hop kham <15%; néu phan tich 50
cum NST, ¢d thé khong bao céo truong hop kham <9%).
4.2. Nhan dinh két qua

- Xem xét két qua: thuc hién noi kiém chat luong theo quy trinh ni kiém
chat luong.
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- Doc va nhan dinh két qua: so sanh két qua phan tich nhidm sic thé cua
ngudi bénh véi bo nhiém sac thé cia ngudi binh thuong. Can e vao s6 luong,
kich thudc va d6 phan giai bang cua nhidm sic thé dua ra dugc két luan nguoi
bénh cd mang bat thudng nhiém sic thé bat thuong vé s6 lwgng hoic cau tric.

+ Sau khi hoan thanh phén tich, dwa ra két luan vé Karyotype, lva chon 1
cum 6 chét luong tét nhat dé béo co hinh anh. D4i véi cac truong hop thé
kham, in du s anh dai dién cho tirng dong té bao. Yéu cau vé cum NST lam
bao c4o: cc bang rd rang, cic nhidm sic thé tach roi nhau, phan anh ding va
trung thuc két qua bat thuong.

+ Noi dung béo céo két qua cua nguoi bénh s& dugc thuc hién theo quy
dinh (gébm cac trang két qua: giay chi dinh xét nghiém (trang 1), bao céo két
qua (trang 2) va bao c4o hinh anh céng thic nhidm sac thé (e trang 3, 1 anh
trong truong hop két qua Cong thirc NST dang thuan, nhiéu anh trong céc
truong hop co6 bat thuong NST dang kham)).

+ B4o céo két qua s& dugc luu theo quy dinh.

4.3. Tra két qua va lwu trit ho so
4.3.1. Tra két qua

- B4o céo két qua xét nghiém dugc thuc hién theo cac Quy trinh lién quan,

Iru hd so va ghi vao biéu mau can thiét va luu ho so xét nghiém.

- Két qua xét nghiém can dugc kiém tra chéo, phé duyét trude khi tra.
4.3.2. Luu trit hd so

HO so xét nghiém dugc luu trit theo quy dinh.

5. NHUNG SAI SOT VA XU TRI
5.1. Truéc khi thuc hién ky thuat

- C4c chat anh hudng dén xét nghiém (yéu té nhiéu) va cac phan ang chéo,
c4c chat anh huong dén xét nghiém: chat chéng dong EDTA, nguoi bénh mai
truyén mau hoic cac ché phdm mau trong vong 1 thang. ..

- Nham mau bénh pham: Iy lai mau bénh pham cua ngudi bénh.

5.2. Trong qua trinh thuc hién ky thuat

- Nhan vién khong tuan thua quy trinh k¥ thuat: thuc hién lai quy trinh k¥

thuat.
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- Hoa chat hét han sir dung va khong duoc bao quan ding quy dinh cua
nha san xuat hoic khong duoc tron déu trude khi chia sang cac 6ng nho hoic
trwdc khi hit: thay hoa chat méi.

- Nhiém trang: 1y lai mau, va tién hanh lai quy trinh k§y thuat.

5.3. Sau khi thgc hién ky thuat

- Nhdm mau bénh pham: Iy lai miu bénh pham cua ngudi bénh.

- Thyc hién sai quy trinh ky thuat: tién hanh lai xét nghiém.

- Phan tich két qua khong chinh xac: kiém tra va phan tich chéo két qua
xét nghiém hoac xin y kién cua béac si 1am sang.

- Mau chting noi kiém khong co két qua: cay lai hoac thay mau ching
khac.

- B4o c4o sai két qua xét nghiém: théng béo t6i 1anh dao khoa xét nghiém
va sira lai két qua xét nghiém.

- Lya chon sai biéu mau béo céo két qua: bao cao 1anh dao khoa va st
lai béo céo két qua.

6. TIEU CHUAN PANH GIA VA KIEM TRA CHAT LUQNG
6. TIEU CHUAN PANH GIA VA KIEM TRA CHAT LUQNG
6.1. Nubi cay té bao
- Mat db té bao dat > 70%, nhiéu té bao ki giira tron sang.

6.2. Thu hoach té bao sau nudi cay

S6 lugng cum té bao > 10 té bao/ 1 vi trudng
6.3. Nhugom bang G

- Chit luong bang NST dat tiéu chuan theo quy dinh: dam bao sé luong
bang 400-500 bang.
6.4. Phan tich nhiém sic thé

Hai nhan vién dugc dao tao, cé ching chi chuyén moén, phan tich doc
lap.
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Phu luc: Hwéng din 1ap Karyotype theo danh phap quéc té

- Nhan dinh by NST ngwo'i:

Bo nhiém sic thé cia ngudi binh thudng bao gdm 22 cap NST thuong va 1 cap
NST gidi tinh v6i karyotype dugc viét dudi dang: 46,XX ¢ ngudi nit hodc
46,XY & nguoi nam. 46 NST nguoi dugc xép thanh 7 nhom, ky hiéu 1a A, B,
C, D, E, F va G, theo vi tri cia phﬁn tam.
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Hinh 2: Cong thirc nhiém sic thé ciia ngwoi nam binh thuong
Nhoém A (NST 1,2,3): kich thudc 1on nhat, cap s6 1: tm giira, cap s6 2: tam
léch, cap s 3: tam gita.

Nhém B (NST 4,5): kich thuéc 16n va tuong ddng vé chiéu dai va déu cd tam
léch.

Nhém C c6 7 cap NST, bao gom tir s6 6 dén s6 12: ¢6 kich thuéc trung binh,
tam léch. NST X ciing dugc xép vao nhém nay.

Nhom D ¢6 3 cap NST s6 13, 14 va 15 : kich thudc trung binh, déu 1a NST tam
dau, c6 vé tinh gan vao canh ngan.

Nhom E ¢6 3 cap NST s6 16, 17 va 18, cac NST nay tuong dbi ngan. NST sb
16 c6 tam gitra, coOn cip s6 17 va 18 cd tam léch.

Nhom F ¢6 2 cap NST s6 19 va s 20: kich thudc ngan, tam giira.

Nhom G ¢6 2 cap NST sb 21 va sb 22: kich thuéc ngan, tAm dau va cd vé tinh.
NST Y ciing duoc xép vao nhdm nay, tuy nhién NST Y khéng c6 vé tinh.

- Thang diém danh gia @9 phan giai bing G

Theo t6 chic di truyén hoc 1am sang. Cum NST ¢6 thé phan tich can dam bao
tbi thiéu 400 bang theo tiéu chuan cua to chuc di truyén hoc 1am sang.
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Bang 4: Thang diém danh gia d9 phén giai ciia bing G theo to chirc di

truyén hoc 1am sang

Do phan giai bang

Tiéu chuin vang danh dau

300 bang

2 bang tbi trén 8p (8p12 va 8p22)
3 bang t6i trén 10q (10g21,10023,10025)
quan sat thiy 20p12, 22q12

400 bang

3 bang tdi trén doan gitra canh dai NST sb 4 (4922-
q28)

3 bang tdi trén doan gitta canh dai NST sé 5 (5q14,
5921, 5923)

2 bang tbi trén 9p (9p21, 9p23)

Thay rd 13933

500 bang

Thay rd 7933, 7935

3 bang t6i trén 11p (11p12, 11p14, 11p15.4)

Thay rd 14¢32.2

4 bang tbi trén 18q (18gl12.1, 18q12.3, 18q21.2,
18022)

550 bang

Thay rd 5931.2

8p21.2 c6 thé quan sat duoc

2 bang tbi trén 11pter (11p15.2 va 11p15.4)
Thay rd 22913.2

700 bang

Vung xa 2p25.2

Vung xa 2q37.2

Phan tich duoc 10921.1 va 10021.3

Phan tich dugc 17922-q24 vao ving 3 bang tdi

- Cé4ch viét danh phap quéc té

+ Danh phép qudc té cua cac bat thuong sé lugng, bat thuong cau tric va
da hinh duoc viét dung chuan cua ISCN (An international system for
human cytogenomic nomenclature).

+ Cong thirc nhidm sic thé duoc ghi nhu sau: [tong s6 nhidm sic thé],
[nhiém sic thé gisi], [bat thuong nhiém sac thé]. Nhidm sac thé thuong
chi dugc ghi khi c6 bat thuong.

+ Vidu: 46,XX: B6 NST nir binh thuong; 46,XY: B6 NST nam binh thuong
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+ Bat thuong s6 lugng NST ding dau + (ting) hoac - (giam) viét truéc NST
dé chi sy thay d6i s6 luong NST, vi du: 47,XX,+21.

+ Bat thuong s6 lugng NST gi6i duoc ghi nhu sau:
45,X: B6 NST chi c6 1 NST X (hoi chuing Turner)
47 XXY: B0 NST c6 2 NST X val NST Y ( Hoi ching Klinefelter)
47,XYY:BONST c61NST Xva2NSTY
48, XXXY: B0 NST c6 3NST XvalNSTY

+ Trong cac bat thuong NST thi NST giéi bat thuong dugc ghi dau tién,
tiép theo 1a cac bat thuong NST thuong sap xép theo thir tu NST tir 1-
>22, cac bat thuong viét cach nhau bang dau phay (). Vi du:
47 X,i(X)(q10),+21.

Bang 5: Mt s ki hiéu thwong dung trong bit thuong cau tric NST:

Ky Y nghia Vi du
hi¢u )
del Deletion: mat doan 46,XX,del(5)(q13). Mat doan NST sb 5,
diém dut & nhanh dai vang 1, bang 3.
der Derivative: bat nguon tir | 46,XX,der(1)t(1;3)(p22;g13.1) NST s6 1
bat nguon tir chuyén doan gitta NST s6 1
vaNST s6 3
dn Dervivative de novo: | 46,XY,1(5;6)(g34;923)mat,inv(14)
NST phat sinh c6 nguon | (q12931)dn: NST s6 14 bi dao doan la dot
goc tir dot bién moi bién moi

dmat/ NST phat sinh c6 nguén | 46,XX,der(5)t(2:5)(q21:q31)dmat
dpat géc tir me/bd

dic Dicentric: NST 2 tdm 45,XX,dic(13;15)(g22;924) NST 2 tam
V6i chd dat va ndi lai & bang 1322 va
15024
dup Duplication: nhan doan | 46,XX,dup(1)(q22q25) nhan 1 doan NST
s6 1 tir bang q22 dén bang q25
h Heterochromatin: di | 16gh+ tang chiéu dai ving di nhiém sac
nhiém sac trén nhanh dai NST 16

[ Isochromosome:  NST | 46,X.,i(X)(q10) I NST X binh thuong va 1
déu NST déu la nhanh dai NST X




72

Ky

_ Y nghia Vidu
hi¢u
ins Insertion: chén doan 46,XX,ins(2)(p13q21q31) doan nhanh dai
gitra bang 2g21 véi bang 2q31 da duoc
gan vao nhanh ngan ¢ vi tri bang 2p13
inv Inversion: dao doan 46,XX,inv(3)(q21g26) dao doan ngoai
tam, NST dut va ndi lai ¢ vi tri 3¢21 va
3026
mar Marker  chromosome: | 47, XX,+mar. Thém 1 NST marker
NST dénh dau
pat Paternal: nguon goc tir | 46,XX,t(5;6)(q34q25)mat: Dot bién
bd chuyén doan giita NST s6 5 va NST s6 6
mat Maternal: nguon gbc tir | nhan tor me.
me inv(14)(q12q31)pat: Dot bién dao doan
NST 14 nhan tir b6
p/q Nhanh ngan/nhanh dai
NST
r Ring chromosome: NST | 46,XX,r(7)(p15g31) NST s6 7 dang vong
hinh vong tron
rob Robertsonian 45,XX,rob(14;21)(g10;q10) hoac
translocation: ~ chuyén | 45,XX,der(14;21)(q10;q10): Piém dut va
doan hoa nhap tam ndi lai xay ra & tim 14q10 va 21q10
S Satellite: vé tinh 21ps+ ting chiéu dai cua vé tinh trén
nhanh ngian NST 21
stk Satellite stalk: than vé | 21pstk+ ting chiéu dai cua than vé tinh

tinh

trén nhanh ngan NST 21

Translocation:
doan

chuyén

46,XX,t(9:22)(q34:q11) chuyén
gitra nhanh dai NST s6 9 tai vi tri q34 va

nhanh dai NST s6 22 tai vi tri q11

doan
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6. XET NGHIEM NHIEM SAC THE TE BAO MAU NGOAI VI; TUY
XUONG; CAC TE BAO MO KHAC BANG KY THUAT FISH

1. PAI CUONG
1.1. Muc dich caa ky thuat
Xét nghiém nhiém sic thé té bao mau ngoai vi; té bao tay xuong bang ky

thuat lai tai chd huynh quang (Flurorescence In situ Hibridization - FISH) dé
phat hién mot s6 bat thuong sé luong, cau tric & mac do nhiém sac thé (NST)
phuc vu chan doan, tién luong va diéu tri bénh.
1.2. Dinh nghia, nguyén ly
1.2.1. Pinh nghia

K§ thuat FISH 1a ky thuat di truyén dwa trén phan tich cac tin hiéu huynh
quang cua cac ving NST, cac gen, t6 hop gen trong mot té bao. So sanh sd
lwogng tin hiéu, mau sic tin hiéu véi tin hiéu trén té bao binh thudng theo quy
dinh cua hang san xuat cac dau do. Tir d6 danh gia duoc bat thuong sé lugng
NST dang: da boi, thiéu boi, léch boi va cac bat thuong cau tric NST: mat
doan, lap doan, chuyén doan, khuéch dai.
1.2.2. Nguyén ly

Ky thuat lai huynh quang tai chd FISH (Fluorescent In-situ
Hybridization) dua trén nguyén ly bat cip cac trinh ty nhat dinh caa ngudi bénh
véi dau do huynh quang theo nguyén tac bo sung. Cac dau do huynh quang c6
kich thuéc tir 20 bp dén 1000 bp, dau do huynh quang c6 thé duoc danh dau
vao vung tan cung cua NST, tdm NST, cac vung gen dac hiéu. Phéan tich cac
tinh hiéu huynh quang bang hé thng kinh hién vi huynh quang dé phat hién
cac dang bat thuong NST vé s lwong va cau tric.
2. CHUAN BI
2.1. Ngwoi thuc hién

- Bac si: 01 nguoi;

- Ky thuat y hoac twong duong: 02 nguoi.
2.2. Vit tu
2.2.1. Dung cu

- Chai nudi cdy c6 dng thdng khi; chai thily tinh (250mL, 500mL...); cb¢

thay tinh; 6ng ly tdm nhon (15mL...); Pipet nhya vé trung (10mL, 3mL...).
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- Pau ¢6n c6 phin loc 1000 pL, 200 pL, 10 pL; Lam kinh SuperFrost hoic
xu ly polysine; Lamen phu 22x22mm; 18x18mm.

- Khay dung 6ng céc thé tich (2mL, 15 mL...), khay dung chai nudi ciy.
2.2.2. Hda chat/sinh pham

- Hoa chit dung chung: nuéc cat 2 1an; 100% ethanol. Bao quan & nhiét
d6 phong.

- Ong dung bénh pham (éng dung mau vo trung chéng déng Heparine...),
ging tay; khau trang; mil gidy; bong con; bang dinh; vin phong pham (gidy chi
dinh, giy hen tra két qua xét nghiém); sat khuan tay nhanh.

- Hoa chat nudi cay:

+ Nubi ciy té bao mau ngoai vi: sir dung méi truong duoc bd sung chat
t6i uu hoa (bd sung vai FBS Bovine Serum (FBS), L-glutamine va PHA).

+ Nubi cy té bao tiry xwong: sir dung moéi trudng dugc bo sung chét toi
uu héa (b6 sung voi FBS Bovine Serum (FBS), L-glutamine va PHA).

- Héa chat thu hoach té bao:

+ Trypsin EDTA 1X: Ra dong & 37°C, chia nhé vao céac ong ly tam 15mL
vo tring (13 mL/dng) va luu gitt & -20°C. R déng 1an nita ¢ 37°C trudce khi sir
dung va bao quan ¢ -4°C néu chua ding hét.

+ Colcemid: bao quan & nhiét do 4°C. Béi véi té bao tiry xuwong: co thé sir
dung thém hoa chét can thiét trong qué trinh thu hoach dé tang sb lwong cum
NST (Ethidium bromide...).

+ Acid acetic; Methanol; KCI.

- Hoa chat lai

+ Pau do huynh quang.

+ Thudc nhudm huynh quang (DAPI 11 couterstain. ..).

+ Dung dich dém lai (LSLI...); SSC 20x; NP 40; dau soi kinh.

2.3. Trang thiét bj

- T an toan sinh hoc cap I1; ta hat moi hoa chat doc hai.

- Tt nudi cay té bao 37°C, 5% CO,,

- Hé théng kinh hién vi chup va phan tich cong thirc nhiém sac thé tu dong
mién dich huynh quang, phan mém phan tich (FISH ISIS...); kinh hién vi soi
nguoc.

- My li tm thuong.
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- Pipet cac thé tich: 5-50mL; 0,5-10pL, 2-20pL va 200-1000 pL; 10 mL,
25 mL.

- May lai nhiét, ta lanh va ta &m céac loai (-20°C; -40°C; -80°C...).

- Thiét bi phu tro: may lic; ta 6n nhiét khd; bé on nhiét nuéc; may hat
dich, ndi khir tring uét; ta say kho; can dién tir; luu dién; nhiét am ké; nhiét
ké: may in anh; may in tem ma vach.

2.4. Chuan bi mau bénh pham

- Loai mau bénh pham: té bao méu ngoai vi, té bao tay xuong.

- MAu bénh pham sir dung c6 thé Ia can té bao sau khi nudi cay hoac sau
khi thu hoach tryc tiép.

2.5. Phiéu chi dinh xét nghiém

- Kiém tra phiéu chi dinh: kiém tra théng tin theo quy dinh.

- Kiém tra 6ng dung bénh pham: kiém tra théng tin theo quy dinh.
2.6. Thoi gian thuc hién ky thuat

5,6 gio.

2.7. Pia diém thuc hién ky thuat
Phong xét nghiém di truyén — sinh hoc phan tu.
3. AN TOAN

- Pam bao nguyén tic an toan sinh hoc.

- Pam bao an toan theo huéng dan st dung ciia nha san xuat.
4. CAC BUOC TIEN HANH
4.1. Cac bwéc thuc hién

- Chuan bi chung céac budéc thuc hién xét nghiém

+ Khay dung mau nudi cy; khay chai nudi cay thu hoach; bt céc loai

+ Ging tay, con tuyét doi va con 70°C, sat khuan tay nhanh, dang ki st
dung tu an toan sinh hoc, ta 4m CO,, may li tdm, bé on nhiét, ta am, ...

+ Hoa chat can dung cho mdi 1an thuc hién quy trinh: ¢am bao s6 luong,
han st dung, diéu kién bao quan theo huéng dan cua nha san xut va yéu cau
cua quy trinh xét nghiém.

+ Céc biéu mau theo dai thuc hién quy trinh (néu co).

4.1.1. Nudi cdy té bao st dung cho ky thuat Metapahase FISH

- Thuc hién tat ca cac thao tac trong ta an toan sinh hoc cap II. Ghi day

du thdng tin vao phiéu theo ddi st dung ta an toan sinh hoc cap 1
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- Bat ta theo dang trinh tu quy dinh, chay khoi dong trong 5 phut, vé sinh
bé mit ta an toan sinh hoc bac I1 bang con 70°C, sau d6 1a dung dich 1am sach
va khir khuan bé mit ding trong y té.

- Pién day du thong tin cua ngudi bénh va kiém tra chat luong mau vao
trong phiéu theo ddi thuc hanh (néu co).

- Cac budce thyc hién quy trinh nudi cy cac loai té bao thuc hién theo quy
trinh “Xét nghiém cong thicc Nhiém sic thé (Karyotype) mau ngoai vi; tay
xuong”. Mau bénh pham sau khi thu hoach theo quy trinh, thu duoc cin té bao
su dung cho ky thuat Metaphase FISH.

4.1.2. Thu hoach té bao sir dung cho ky thuat Interphase FISH

- Pha dung dich nhuoc truong (ndng d6 0,56 g/mL).

- Lam am dung dich Trypsin 1X.

- Pha dung dich cb dinh té bao (ty 1¢ 3 methanol/1 acid acetic).

- Chuan bi tiéu ban sach.

- Trudce thu hoach 30 phat: 1am am dung dich Trypsin 1X (6 mL/mAau) va
KCI 0,075M (8 mL/mAau) tai 37°C. Chuan bi téi thiéu 50 mL dung dich
CRNAoy theo ty 1¢ 3 thé tich Methanol voi 1 thé tich Acid Acetic.

- Tron déu va hit 200 mL mau mau ngoai vi sau xir Iy trypsin ¢ budc trén
chuyén vao 6ng ly tam 15 mL, bo sung 8 mL dung dich KCI 0,075M da lam
am va u tai 37°C trong 30 phdit.

- Sau 1, bd sung 2 mL dung dich CRNAoy dé lam dimg qué trinh nhuoc
treong. Ly tam 1800 vong/phut, loai bo dich ndi va git lai can.

- B6 sung 7 mL dung dich CRNAoy, ly tam 1800 vong/phuit, loai bé dich
noi va gitr lai can. Lap lai 2-3 lan..

- Sau lan ly tdm cubi, loai bo dich néi d¢én 50 mL, tron déu cin té bao.
4.1.3. Tao tiéu ban

- Chuan bi 1 tiéu ban c6 xu ly polysine cho 1 nguoi bénh.

- Ghi nhan tiéu ban: ma sé PXN, tén ngudi bénh, dau do.

- Panh dau ving lai bang bat da den va but kim cuong.

- Nho 7-10 pL can té bao sau thu hoach theo chiéu thang dting vao ving
lai d danh dau.

- Kiém tra mat d6 va chat luong té bao duéi kinh hién vi soi nguoc. Néu
quan sat duoc tir 15-20 té bao trong 1 vi trudng thi ving lai dat tiéu chuan. Néu
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mat do té bao it hon thi can phun thém cho dén khi dat tiéu chua Néu mat do
té bao qua day (~50 té bao/ vi truong) thi can pha lodng can té bao (cho thém
dung dich canroy vao cin té bao) va phun lai ving lai khac.
4.1.4. Lai huynh quang

- Ngam 2 thanh 4m vao nudc trong 5 phit va Iap vao may lai.

- Lam tan dau do va dém & nhiét ¢6 phong, ly tam nhanh 1-3 pht .

- Chuan bi: hai pipet (01 pipet 0,5-2 L va 01 pipet 10pL); hai loai dau
con co loc 10 pL, chng dinh va khéng chong dinh; Lamen 18x18 mm.

- Nho lan lugt dau do va dung dich dém 1én lamen 18x18 mm theo huéng
dan ciia nha san xuat, tron déu bang pipet.

- Up phan vung té bao di danh dau trén tiéu ban vao lamen chira hdn
hop dau do, dudi hét bong khi (néu c6) va cb dinh lamen bang keo cao su.

- bat tiéu ban vao may lai nhiét, chon chu trinh lai phu hop.
4.1.5. Rtra sau lai
a. Chuan bi:

- Chuan bi 3 céc nhya hozc thuy tinh chiu nhiét:

+ Cbc 1: 100 mL dung dich SSX 2X, bd sung 300 uL NP40, dé trong bé
6n nhiét 75°C

+ Coc 2: 100 mL dung dich SSX 2X, b6 sung 300 pL NP40, dé & nhiét
d6 phong

+ Cdc 3: 100 mL nudc cat, d&é ¢ nhiét d6 phong

+ Pdng hd bam gidy; Pipet 1-10 pL
b. Thuc hién

- Tat dién phong, tranh anh sang trong qua trinh ria lam

- L4y tiéu ban ra khoi may lai, boc keo cao su va loai bo lamen

- Rura tiéu ban trong codng 1 tai 75°C trong 3 phdt.

- Rua tiép tiéu ban trong coong 2 tai nhiét ¢ phong trong 2 phut

- Raa nhanh tiéu ban trong vai gidy & coong 3 va dé tiéu ban kho tu
nhién tai nhiét d6 phong

- Nho 7 pL DAPI vao ving té bao lai dau do da danh dau trén tiéu ban

- Phu lamen 22x22 mm 1én ving danh dau, dudi bot khi va cé dinh lamen

bang son mong tay
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- Cat tiéu ban vao khay va gitr trong ngin dé tu lanh khoang 2-3 phut
dén khi phan tich két qua
4.1.6. Phan tich két qua

- Phan tich trén kinh hién vi huynh quang, tim vi trudng trén tiéu ban &
vat kinh 10x véi bo loc mau DAPI

- Khi di xac dinh duoge vi trudng, chuyén sang vat kinh dau 100x, nho
dau va dung nat vi cap lay nét caa vi truong ¢ do phong dai mai

- Di chuyén tiéu ban theo mot huéng nhat dinh (vi du: tir tri sang phai,
tir trén xudng dudi). Khi thay té bao, quan sat cac tin hiéu khac nhau bang cach
chuyén céc bo loc, dém s lugng tin hiéu quan sat duoc. Ghi sé lugng tin hiéu
vao phiéu phan tich két qua FISH.

- Chup lai hinh anh té bao bang phan mém phan tich tin hiéu huynh
quang.

- Khi d4 phan tich du s6 luong, dua ra két luan cudi cung va 1am béo céo
tra két qua.
4.2. Nhan dinh két qua

- Xem xét mau noi kiém: mau noi kiém chat lugng trong tat ca cac budc
thuc hién quy trinh dat yéu cau.

- Phan tich nhan dinh két qua: so sanh s6 luong, mau sac, cach biéu hién
tin hiéu huynh quang véi tin hiéu chuan caa nha san xuat.

- Phién giai va bao cao két qua: khi dd phan tich du s6 luong, dua ra két
luan nguoi bénh c6 mang céac bat thuong NST hay khéng.

- Noi dung béo céo két qua, luu két qua xét nghiém duoc thuc hién theo
quy dinh.
4.3. Tra két qua va luu trir ho so
4.3.1. Tra két qua

- B4o céo két qua xét nghiém duogc thuc hién theo cac quy trinh lién
quan, luu ho so va ghi vao biéu mau can thiét va luu ho so xét nghiém.

- Két qua xét nghiém can dugc kiém tra chéo, phé duyét trude khi tra.
4.3.2. Luu trit ho so

- Ho so xét nghiém duge luu theo quy dinh.
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5. NHUNG SAI SOT VA XU TRI
5.1. Trwoc khi thuc hién ky thuat

- Céc chat anh hudng dén xét nghiém (yéu té nhiéu) va cac phan ung
chéo, c4c chat anh hudng dén xét nghiém: chat chong dong EDTA, ngudi bénh
méi truyén mau hoic cac ché pham mau trong vong 1 thang. ..

- Nhdm mau bénh pham: Iy lai mau bénh pham cua ngudi bénh.

5.2. Trong qua trinh thuc hién ky thuat

- Nhan vién khéng tuan tha quy trinh k¥ thuat: thuc hién lai quy trinh ky
thuat.

- Hoa chat hét han st dung va khéng duoc bao quan dung quy dinh cta
nha san xuat hoic khong duoc tron déu trude khi chia sang cac 6ng nho hoic
trudc khi hat.

- Nhiém trang: 1y lai mau, va tién hanh lai quy trinh k¥ thuat.

5.3. Sau khi thuc hién k§ thuat

- Nham mau bénh pham: Iy lai mau bénh pham cua ngudi bénh.

- Thyc hién sai quy trinh ky thuat: tién hanh lai xét nghiém.

- Phan tich két qua khong chinh xac: kiém tra va phan tich chéo két qua
xét nghiém hoac xin y kién cua béac si 1am sang.

- MAu chiing noi kiém khong cé két qua: cay lai hodc thay mau chang
khac.

- B4o céo sai két qua xét nghiém: thdng bao toi 1anh dao khoa xét nghiém
va sira lai két qua xét nghiém.

- Lwa chon sai biéu mau béo céo két qua: bao cao 1anh dao khoa va sta
lai bao cao két qua.

6. TIEU CHUAN PANH GIA VA KIEM TRA CHAT LUQNG
6.1. Nudi cay té bao

- Thé tich méi truong va mau bénh pham dam bao dung theo quy trinh.

- Chat lwong mau sau nudi cdy duoc danh gia bang quan sat: mau mau
d6. tuoi, khong dong von, khong van duc, khong thay doi mau sac.

- Chai nudi cay noi kiém khéng nhiém tring.

6.2. Thu hoach té bao sau nudi cdy hoic thu hoach té bao truc tiép

- Chit lugng té bao trudc va sau nudi cdy, dam bao v tring.
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- Gia tri bao dong/nguy hiém: néu sb luong cum té bao NST <10 té
bao/vi trudng thi tiéu ban khong dat chat lugng.

- Céch xtr ly néu chat lwong mau thu hoach sau nudi cdy hoic thu hoach
truc tiép: ly tam lai cin té bao, tao tiéu ban va kiém tra lai hoic thuc hién lai
quy trinh.

6.3. Lai huynh quang

- Chat luong tin hiéu rd rang, da tiéu chuan nhan dinh

- Hoa chat duoc bao quan theo cac khuyén cao caa nha san xuat.
6.4. Phan tich tin hiéu huynh quang

- Tiéu chuan phan tich:

+ MOdi nguoi bénh duoc phan tich boi hai nhan vién doc 1ap

+ Tin hiéu huynh quang rd rang, sic nét

+Pam bao du s6 té bao dugc phan tich, phi hop véi chi dinh caa nguoi
bénh.

- B6i voi ki thuat Metaphase FISH: s6 lugng té bao phan tich tdi thiéu
10 té bao, néu phat hién tinh trang kham tiang s luong té bao phan tich 1a 30.

- Béi vai ky thuat Interphase FISH: sb lwong té bao phan tich tdi thiéu
la 50, néu phat hién tinh trang kham ting s6 luong té bao phan tich 1a 100 té
bao.
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7. XET NGHIEM NHIEM SAC THE TREN TIEU BAN MO BANG KY
THUAT FISH

1. PAI CUONG
1.1. Muc dich caa ky thuat

- Xét nghiém nhiém sac thé (NST) trén tiéu ban mé bénh hoc bang ky
thuat lai tai chd huynh quang (Flurorescence In situ Hibridization - FISH) dé
phat hién mot s6 bat thuong sé lwong, cau tric & mic do nhiém sac thé.

- Xét nghiém FISH trén tiéu ban md bénh hoc thuong duoc chi dinh
trong c&c bénh Iy nghi ngo co lién quan dén bat thuong NST hoic bién dbi gen,
nham phuc vu cho chan doan, tién luong va diéu tri.

- Muc dich nham phéat hién cac bat thuong NST dac hiéu, khuéch dai
gen, mat doan hoac tai sap xép gen. ..

1.2. Dinh nghia, nguyén ly
1.2.1. Pinh nghia

K3 thuat FISH 1a ky thuat di truyén dua trén phan tich cac tin hiéu huynh
quang cua cac ving NST, cac gen, t6 hop gen trong mot té bao. So sanh sé
luong tin hiéu, mau sic tin hiéu véi tin hiéu trén té bao binh thuong theo quy
dinh cua hang san xuat cac dau do. Tir d6 danh gia duoc bat thuong sé lugng
NST dang: da boi, thiéu boi, léch boi va cac bat thuong cau tric NST: mat
doan, lip doan, chuyén doan, khuéch dai.

1.2.2. Nguyén ly

Ky thuat lai huynh quang tai chd FISH (Fluorescent In-situ
Hybridization) dwa trén nguy@n Iy bét cip cac trinh tu nhat dinh caa ngudi bénh
véi dau do huynh quang theo nguyén tac bd sung. Cac dau do huynh quang c6
kich thuéc tir 20 bp dén 1000 bp, dau do huynh quang c6 thé dugc danh dau
vao vung tan cung cua NST, tam NST, cac vung gen dac hiéu. Phan tich cac
tinh hiéu huynh quang bang hé thng kinh hién vi huynh quang dé phat hién
cac dang bat thuong NST vé sé luong va cau tric.

2. CHUAN BI
2.1. Ngwo'i thwc hién
- Bac s1: 01 nguoi;
- K¥ thuat y hodc twong duong: 01 nguoi.
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2.2. Vit tu
2.2.1. Dung cu

- Chai thuy tinh (250mL, 500mL...); cdc thuy tinh.

- Ong ly tm nhon 15mL; pipet nhya vé trung 10mL, 3mL; dau con c6
phin loc 1000 pL, 200 L, 10 pL.

- Lam kinh (SuperFrost hoac xur ly polysine); Lamen pha 22x22mm;
18x18mm.

- Khay dung 6ng 2mL, khay dung mau u.

2.2.2. Hoa chat/sinh pham

- Nudc cat 2 1an; 100% ethanol.

- Ong dung bénh pham (éng dung mau vd trung, chong dong
heparine...), gang tay; khau trang; mii gidy; bdng con; bang dinh; vin phong
pham (gidy chi dinh, gidy hen tra két qua xét nghiém); sat khuan tay nhanh.

- Hoa chat lai: dau do huynh quang; thudc nhuém huynh quang (DAPI
Il couterstain); dung dich dém lai (LSI...), SSC 20x; NP 40.

- Dau soi kinh,

2.3. Trang thiét bi

- Hé théng kinh hién vi chup va phan tich cong thirc nhiém sac thé tu dong
mién dich huynh quang, phan mém phan tich NST Karyotyping.

- Ta hat mui héa chat doc hai; ta lanh va ta &m cac loai (-20°C; -40°C; -
80°C).

- May li tam thuong; may lai nhiét.

- Pipets (0,5-10 pL, 2-20 pL, 200-1000 pL...); Pipet Spenser (10 mL, 25
mL...).

- Thiét bi phu tro: may lac; ta 6n nhiét kho; bé 6n nhiét nuwdc; may hat
dich, ndi khir triung uét; ti sdy kho; luu dién; nhiét am ké; nhiét ké.
2.4. Chuan bi mau bénh pham

Loai mau bénh pham:

- Tiéu ban u tuoi chua qua cd dinh.

- Manh u duoc ¢ dinh bang paraffin sau khi sinh thiét.

2.5. Phiéu chi dinh xét nghiém
- Kiém tra phiéu chi dinh: kiém tra théng tin theo quy dinh.
- Kiém tra ng dung bénh pham: kiém tra théng tin theo quy dinh.
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2.6. Thai gian thuc hién ky thuat

9 gio.
2.7. Pia diém thuc hién ky thuat

Phong xét nghiém di truyén — sinh hoc phan tu.
3. AN TOAN

- Bam bao nguyén tic an toan sinh hoc.

- Bam bao an toan theo hudng dan st dung cua nha san xut.
4. CAC BUOC TIEN HANH
4.1. Cac bwéc thuc hién

- Chuan bi chung cac budc thuc hién xét nghiém

+ Khay dung mau, bt céc loai.

+ Ging tay, con tuyét ddi va con 70°C, sat khuan tay nhanh, dang ki st
dung ta an toan sinh hoc, ta &m CO2, may li tdm, bé 6n nhiét, ta am.

+ Hoa chat can dung cho mdi lan thuc hién quy trinh: dam bao sé luong,
han st dung, diéu kién bao quan.

+ Céc biéu mau theo dai thuc hién quy trinh (néu co).
4.1.1. Tao tiéu ban trén mau u tuoi

- Chuan bi 1 tiéu ban c6 xtr Iy polysine cho 1 ngudi bénh

- Ghi nhan tiéu ban: ma sé PXN, tén nguoi bénh, dau do

- MAu bénh pham u ¢6 kich thuéc phil hop 0,5-1cm/1 canh va ti I¢ té bao
u téi thiéu 10 %, duoc cat bang may cét lanh, d6 day 14t cat 2-5 micromet dan
Ién lam.

- Lam duoc cd dinh trong dung dich cb dinh té bao (Metanol/acid acetic:
3/1) trong 15°, sau d6 dé kho tu nhién.

- Panh dau ving lai bang bat da den va but kim cuong.
4.1.2. Tao tiéu ban trén mau u nén

- Pat coplinjar chira dung dich Pretreatment vao bé 6n nhiét 95°C dé lam
am truéc.

- Su dyng lam Polysine, ghi rd ho tén nguoi bénh, ngay thang nam sinh,
gioi, Labcode.

- Mau bénh phiam u ¢6 kich thudc phd hop 0,5-1cm/1 canh va ti 18 té bao
u tdi thiéu 10 %, dugc cat bang may cit block nén, do day 4t cit 2-5 micromet
dan Ién lam.
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- Panh dau ving lai bang bat da den va but kim cuong.
4.1.3. Lai huynh quang
a. Chuéan bi:
- Ngam 2 thanh 4m vao nudc trong 5 phat va lap vao may lai:
- Lam tan dau do va dém & nhiét &6 phong, ly tim nhanh 1-3 pht;
- Hai pipet: 01 pipet 0,5-2 pL va 01 pipet 10pL;
- Hai loai dau con c6 loc 10 pL chéng dinh va khéng chéng dinh;
- Lamen 18x18 mm.
b. Thyc hién:
- Chuan bj dau do: nho lan lugt dau do va dung dich dém Ién lamen 18x18
mm theo huéng dan cua nha san xuat, tron déu bang pipet.
- Up phan viing té bao da danh dau trén tiéu ban vao lamen chta hdn hop
dau do, dudi hét bong bong (néu cd) va cd dinh lamen bang keo cao su.
- bat tiéu ban vao may lai nhiét, chon chu trinh lai phu hop
4.1.4. Rtra sau lai
a. Chuan bi:
- Chuan bi 3 céc nhya hozc thuy tinh chiu nhiét:
+ Coc 1: 100 mL dung dich SSX 2X, b sung 300 uL NP40, dé trong bé 6n
nhiét 75°C
+ Cbc 2: 100 mL dung dich SSX 2X, bd sung 300 uL NP40, d¢ & nhiét do
phong.
+ Cbc 3: 100 mL nudc cat, dé ¢ nhiét d6 phong.
- bong hd bam giay
- Pipet 10 pL
b. Thuc hién:
- Tat dién phong, tranh anh sang trong qué trinh ria lam
- L4y tiéu ban ra khoi may lai, boc keo cao su va loai bo lamen
- Rura tiéu ban trong codng 1 tai 75°C trong 3 phdt.
- Rua tiép tiéu ban trong codng 2 tai nhiét ¢ phong trong 2 phut
- Rira nhanh tiéu ban trong vai gidy & coong 3 va dé tiéu ban kho ty nhién
tai nhiét 46 phong
- Nho 7 pL DAPI vao ving té bao lai dau do da danh dau trén tiéu ban
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- Phit lamen 22x22 mm 1én ving danh dau, dudi bot khi va ¢ dinh lamen
bang son mong tay
- Cét tiéu ban vao khay va gitr trong ngan da tu lanh khoang 2-3 phut dén

khi phan tich két qua
4.1.5. Phan tich két qua

- Phan tich trén kinh hién vi huynh quang

- Tim vi truong trén tiéu ban & vat kinh 10x véi bo loc mau DAPI

- Khi d3 xac dinh duogc vi truong, chuyén sang vat kinh dau 100x, nho
dau va ding nat vi cap lay nét caa vi truong ¢ do phong dai moi

- Di chuyén tiéu ban theo mot huéng nhat dinh (vi du: tir trai sang phai,
tir trén xudng dudi). Khi thy té bao, quan sat cac tin hiéu khac nhau bang cach
chuyén cac bo loc, dém sb luong tin hiéu quan sat dugc. Ghi s6 luong tin hiéu
vao phiéu phan tich két qua FISH.

- Chup lai hinh anh té bao bang phan mém phan tich tin hiéu huynh
quang.

- Khi d3 phan tich du sé luong, dua ra két luan va 1am béo céo tra két
qua.
4.2. Nhan dinh két qua

- Phan tich nhan dinh két qua: so sanh s6 luong, mau sac, cach biéu hién
tin hiéu huynh quang véi tin hiéu chuan caa nha san xuat.

- Phién giai va bao cdo két qua: khi da phan tich du s6 luong, dua ra két
luan nguoi bénh c6 mang céac bat thuong NST hay khéng.

- N§i dung bao cdo va luu bao cao thuc hién theo quy dinh.
4.3. Tra két qua va luu trir ho so
4.3.1. Tra két qua

- B4o céo két qua xét nghiém duoc thuc hién theo cac quy trinh lién
quan, luu hd so va ghi vao biéu mau can thiét va luu ho so xét nghiém.

- Két qua xét nghiém can dugc kiém tra chéo, phé duyét trudc khi tra.
4.3.2. Luu trit ho so

Ho so xét nghiém duge luu trir theo quy dinh.
5. NHUNG SAI SOT VA XU TRIi
5.1. Trudc khi thuc hign ky thuat
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- CAc chat anh hudng dén xét nghiém (yéu té nhiéu) va cac phan tng
chéo, cac chat anh huong dén xét nghiém: lugng mé sinh thiét, vi tri mé sinh
thiét, chat luong duc nén.

- Nham mau bénh pham: Iy lai mau bénh pham cua ngudi bénh.

5.2. Trong qua trinh thuc hién ky thuat

- Nhan vién khong tuan thu quy trinh k¥ thuat: thuc hién lai quy trinh Ky
thuat.

- Hoa chét hét han sir dung va khong duoc bao quan ding quy dinh caa
nha san xuat hoic khong duoc tron déu trude khi chia sang cac 6ng nho hoic
trudc khi hat.

- Nhiém tring: lay lai mau, va tién hanh lai quy trinh k§ thuat.

5.3. Sau khi thuc hién ky thuat

- Nham mau bénh pham: Iy lai mau bénh pham cua nguoi bénh.

- Thuyc hién sai quy trinh k§y thuat: tién hanh lai xét nghiém.

- Phan tich két qua khong chinh xac: kiém tra va phan tich chéo két qua
xét nghiém hoac xin y kién cua béac si 1am sang.

- MAu chiing noi kiém khong c6 két qua: cay lai hodc thay mau ching
khac.

- B4o c4o sai két qua xét nghiém: thong bao téi 1anh dao khoa xét nghiém
va sira lai két qua xét nghiém.

- Lwa chon sai biéu mau béo céo két qua: bao céo lanh dao khoa va sta
lai bao cao két qua.

6. TIEU CHUAN PANH GIA VA KIEM TRA CHAT LUQONG
6.1. Tao tiéu ban
- Trudc khi thuc hién quy trinh:

+ Kiém tra han st dung cta céc hoa chét.

+ Kiém tra hoat dong caa dung cu hd tro pipet (pipet aid), cac pipet vo
tring, cac ong ly tm vo tring, chai nudi cay vo trung, dau con vo tring. ..

+ Kiém tra sy vo triing cua trang thiét bj can c6 su khir trang nhu: chai
thay tinh, pipet 10 mL, dam bao bao bi dong goéi khi khir trung khéng bi rach,
ha...

- Tiéu ban duoc tao sau khi c6 két qua huéng dan cua két qua giai phau
bénh, dam bao vung lai trén tiéu ban 12 ving chira té bao u.
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6.2. Lai huynh quang

- Chat luong tin hiéu 1 rang, du tiéu chuan nhan dinh

- Hoa chat duoc bao quan theo cac khuyén cdo cua nha san xuat.
6.3. Phan tich tin hiéu huynh quang

- Tiéu chuan phan tich:

+ MOi nguoi bénh duoc phan tich béi hai nhan vién doc 1ap

+ Tin hiéu huynh quang rd rang, sac nét

+ Pam bao du sb té bao duoc phan tich, phd hop vai chi dinh cua nguoi

bénh.

- Pbi véi phan tich ky thuat FISH trén tiéu ban u: s6 luong té bao phan
tich téi thiéu 1a 50 té bao, néu phaét hién tinh trang kham ting sé luong té bao
phan tich 1a 100 té bao.
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8. XET NGHIEM NHIEM SAC THE THEO DONG TE BAO BANG KY
THUAT FISH

1. PAI CUONG
1.1. Muc dich caa ky thuat

K§ thuat nham xac dinh céc bat thuong vé sé luong hoic ciu tric cua
nhiém sic thé trong nhan té bao theo ting dong té bao khac nhau (nhu dong
tuy, lympho, plasma...).
1.2. Dinh nghia, nguyén ly

Xét nghiém nhiém sac thé theo dong té bao duoc thuc hién trén nguyén
ly cua ky thuat lai huynh quang tai chd - FISH (Fluorescent in-situ
hybridization). Nguyén ly k¥ thuat dua trén co s cua phan tng lai DNA. Trong
té bao, phan tir DNA ton tai dudi dang phan tir kép gom 2 chudi don gan két
b6 sung voi nhau thong qua lién két hydro. Lién két hydro 1a lién két yéu nén
dé dang bi dut gay dudi tdc dong cua nhiét do hay pH cao. Luc do, phan tir
DNA bi tach thanh 2 soi don. Tuy nhién khi nhiét do hay pH thay doi, lién két
hydro ciing ndi lai nhanh chéng. Dua trén dic tinh nay, k§ thuat FISH st dung
cac dau do dac hiéu c6 gan huynh quang dé lai ghép véi cac doan DNA tuong
ddng trén NST sau khi tach dong té bao. Cac doan do DNA dugc danh dau
huynh quang s& dugc lai gan lén cac vi tri twong wng trén nhiém sac thé dich.
Sau lai, san pham duoc quan sat dudi kinh hién vi dé tim tin hiéu huynh quang
cta cac doan do duoc lai. Su ¢d mat hay khdng c6 tin hiéu huynh quang thé
hién c6 hay khong cé su hién dién cua cau tric nhiém sac thé dic hiéu tuong
tng. Tir d6, xét nghiém co thé phét hién bat thuong nhiém sic thé theo cac
dong té bao mot cach chinh xéac va nhanh chéng.
2. CHUAN BI
2.1. Nguwoi thuc hién:

- Bac si: 01 nguoi;

- Ky thuat y hoac twong duong: 02 nguoi.
2.2. Vit tu

- Kit tach té bao bach cau:

- Hoa chat tach dong té bao bach cau;

- Probe dic hiéu va sinh pham kém theo;
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- 20X SSC;

- NP-40;

- Ficoll;

- PBS 1X;

- DAPI;

- Nudc cét, con tuyét ddi, xi mang cao Su.
2.3. Trang thiét bi

- Bé 6n nhiét;

- May lai FISH;

- May ly tdm, may vortex;

- Kinh hién vi huynh quang.
2.4. Chuan bi mau bénh pham

Bénh pham 14 1-2 mL tay xuong chéng dong Sodium Heparin. Bao quan
2-8°C, giao mau dén khoa xét nghiém trong vong 24 gio ké tir khi lay mau.
2.5. Phiéu chi dinh xét nghiém

Kiém tra phiéu chi dinh xét nghiém: ghi day du thong tin theo quy dinh:
ho tén nguoi bénh, tudi, givdng bénh, tén khoa phong, chan doén, loai mau bénh
pham, thoi gian 1ay mau bénh pham, yéu cau xét nghiém.
2.6. Thoi gian thuc hién ky thuat

U6 tinh tir l0c bat dau cho dén khi két thiic xét nghiém: 36 gio.
2.7. Pia diém thuc hién ky thuat

Phong xét nghiém Di truyén - Sinh hoc phan ti.
3. AN TOAN

- Nhan vién phai mang gang tay, khau trang va mic trang phuc y té trong
suét qua trinh 1am xét nghiém.

- Phan loai dtng rac thai va loai bo réac thai ngay sau qua trinh thyc hién
xét nghi¢m.

- Thuc hién kiém soat diéu kién moi trudng theo “Quy trinh theo ddi va
kiém soat diéu kién moi truong”.
4. CAC BUOC TIEN HANH
4.1. Cac bwdéc thyc hién
4.1.1. Chuén bi tiéu ban

- Chuan bi ho so xét nghiém.
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- T4ch bach cau tir mau bénh pham theo huéng dan di kém cua b sinh
pham st dung.

- Téch té bao theo dong, thuc hién theo hudng dan di kém cua b sinh
pham st dung.

- Nhuoc truong, ¢d dinh mang té bao, nho huyén dich té bao 18n lam
kinh, say kho lam kinh theo huéng dan di kém ctia nha san xuét.

4.1.2. Chuan bi probe

Chuan bi probe dic hiéu theo muc dich xét nghiém, thuc hién theo huéng
dan cia nha san xuét.
4.1.3. Lai

- Nhé dung dich probe vao viing nho té bao trén tiéu ban sau d6 che phu
bang coverslip.

- Yéu cau: dung dich probe dan déu trén tiéu ban, khong c6 bot khi.

- Phu kin coverslip bang xi mang cao su.

- Pat vao may lai, chon ché d¢ lai theo hudng dan di kém cua bo sinh
pham.

4.1.4. Rwra sau khi lai

- G& bo xi mang cao su va coverslip ra khoi tiéu ban.

- Ngam va lac manh tiéu ban lan luot qua cac cong chtra cac dung dich
hoa chét (SSC va NP40 pha theo hudng dan cia nha san xuat) dé rira sach céac
probe va héa chit con thira.

4.1.5. Chéng mat mau probe

- Nho dung dich DAPI 1én ving lai dé chéng mat mau probe va nhuém
nhan té bao.

- Phu kin tiéu ban bang coverslip.

Yéu cau: dung dich dan déu trén tiéu ban va khong co bot khi.
4.2. Phan tich, nhan dinh két qua

Quan sat duéi kinh hién vi huynh quang, véi ky thuat dual colour
FISH, chlng ta s& thay cac mau:

- Mau xanh da troi: mau nhan té bao.

- Mau xanh 14 cay: mau cua probe.

- Mau do: mau cua probe.

- Mau xanh da troi ¢am (aqua): mau cua probe.
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TUy theo loai probe dic hiéu duoc sir dung, tién hanh nhan dinh va phan
tich két qua theo hudng dan cua nha san xuat di kém theo tirng loai probe tuong
ng.

4.3. Tra két qua va lwu trir hd so

Tra két qua theo quy trinh lién quan, ghi vao biéu miu c6 lién quan dén

quy trinh va luu ho so xét nghiém.5. NHUNG SAI SOT VA XU TRI

SAI SOT

XU TRI

Liy mau khong du hoic sai chat
chbng dong.

Thuc hién dang huéng dan qui
cach lay mau.

Sai sot trong dan ma xu ly mau
dan dén nham mau, sét mau.

Kiém tra dung thong tin hanh
chinh khi gan ma.

Khéng tin hiéu hoic tin hiéu yéu.

Kiém tra lai kinh va cac vat kinh.

Kiém tra lai cac thiét bi, vat tu, cac
thanh phan dung dich rira, diéu
kién bao quan hoa chat sinh pham.

Nén qué ban.

Tang thoi gian bién tinh, kiém tr
adung dich rua hoac rua lai tiéu
ban

Hinh thai cac NST bi co cum, bién
dang

Tang d6 am hoic ting nhiét do bé
am trong qua trinh tién hanh thi
nghiém.

Lam gia lam trugc khi tién hanh
FISH 24 gio.

Chuan bi lai thi nghiém véi tiéu
ban méi.

6. TIEU CHUAN PANH GIA VA KIEM TRA CHAT LUQONG

- Yéu cau ndi kiém chat lwong: Thuc hién noi kiém 01 lan/tuan. Khi
phan tich két qua phai c6 tin hiéu rd rang, khdng bi nhiéu.

- Y&u cau ngoai kiém (khong bat budc): Thuc hién ngoai kiém/ so sanh
lien phong toi thiéu 1 1an/1 nam, thoi gian ngoai kiém/ so sanh lién phong an
dinh theo chuong trinh ctia don vi to chirc ngoai kiém chat luong.

7. TAl LIEU THAM KHAO
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9. XET NGHIEM TY LE KHAM TRONG GHEP TE BAO GOC KHAC
GIOI BANG KY THUAT FISH

1. PAI CUONG
1.1. Muc dich caa ky thuat

K§ thuat xac dinh ty 1& té bao mang nhiém sac thé gigi tinh XX/XY trong
cac truong hop ghép té bao goc khac gii, nham muc dich theo ddi dap tng
cling nhu danh gia diéu tri nguoi bénh sau ghép.
1.2. Pinh nghia, nguyén ly

Ghép té bao goc tao méu 1a phuong phép truyén té bao géc tao mau vao
nham muc dich thiét 1ap lai viéc san sinh té bao mau cho ngudi bénh ¢ hé
théng mién dich hoac tiry xuong bi khiém khuyét hay ton thuong. Trong nhiing
truong hop ghép té bao goc tao mau tir nguoi cho khac gisi tinh, dé theo ddi
diéu tri cling nhu dénh gia dap (ng cta ngudi bénh, cd thé sir dung ki thuat lai
huynh quang tai chd (FISH). Ky thuat FISH dugc tién hanh duya trén co sé caa
phan tng lai DNA. Trong té bao, phan tir DNA ton tai duéi dang phan tir kép
gom 2 chudi don gan két bo sung voi nhau théng qua lién két hydro. Lién két
hydro 12 lién két yéu nén dé dang bi dat gay dudi tac dong cua nhiét do hay pH
cao. Lic do, phan tir DNA bi tach thanh 2 s¢i don. Tuy nhién khi nhiét d6 hay
pH thay dbi, lién két hydro ciing ndi lai nhanh chéng. Dua trén dic tinh nay,
ki thuat FISH st dung cac dau do dac hiéu c6 gian huynh quang dé lai ghép
Véi cac doan DNA tuong dong va dic trung trén NST gigi tinh X va Y. Tir d6
c6 thé phat hién ty 1¢ té bao mang nhiém sac thé gioi tinh XX/XY trén cac dong
té bao mot cach chinh xac va nhanh chong.
2. CHUAN BI
2.1. Nguwoi thuc hién:

- Bac si: 01 nguoi;

- Ky thuat y hoac twong duong: 02 nguoi.
2.2. Vit tu

- Héa chét tach té bao bach cau:;

- Hoa chat tach dong té bao;

- Probe dic hiéu va sinh pham kém theo;

- Dung dich tay rira dac hiéu;
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- DAPI/ thudc nhudm nhan té bao;

- Nudc cét, con tuyét ddi, xi mang cao Su.
2.3. Trang thiét bj

- Bé 6n nhiét;

- May lai FISH;

- May ly tdm, may vortex;

- Kinh hién vi huynh quang.
2.4. Chuan bi miu bénh pham

Bénh pham 1a 1-2 mL mau toan phan/tay xuwong chéng dong Sodium
Heparin. Bao quan 2-8°C, giao mau dén khoa xét nghiém trong vong 24 gio ké
tir khi lay mau.
2.5. Phiéu chi dinh xét nghiém

Kiém tra phiéu chi dinh xét nghiém: ghi day du thong tin theo quy dinh:
ho tén ngudi bénh, tudi, givong bénh, tén khoa phong, chan doan, loai mau bénh
pham, thoi gian 1ay mau bénh pham, yéu cau xét nghiém.
2.6. Thai gian thuc hién ky thuat

U6 tinh tir l0c bat dau cho dén khi két thiic xét nghiém: 36 gio.
2.7. Pia diém thuc hién ki thuat

Phong xét nghiém du tiéu chuan thyc hién xét nghiém Di truyén va Sinh
hoc phén tu.
3. AN TOAN

- Nhan vién phai mang gang tay, khau trang va mic trang phuc y té trong
suét qua trinh 1am xét nghiém.

- Phan loai dtng rac thai va loai bé rac thai ngay sau qua trinh thyc hién
xét nghiém.

- Thuc hién Kiém soat diéu kién moéi trudng theo “Quy trinh theo ddi va
kiém soat diéu kién moi truong”.
4. CAC BUOC TIEN HANH
4.1. Cac buwéc thuc hién
4.1.1. Chuan bi tiéu ban

- Chuan bi hd so xét nghiém.

- Téch té bao theo dong, thuc hién theo hudng dan di kém cua b sinh
pham st dung.
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- Nhuoc truong, ¢d dinh mang té bao, nho huyén dich té bao 18n lam
kinh, sdy kho lam kinh theo hudng dan di kém caa nha san xuat.
4.1.2. Chuén bi probe

Chuan bi probe dic hiéu gan X/Y, thuc hién theo huéng dan cua nha san
XUA.

4.1.3. Lai

- Nhé dung dich probe vao viing nho té bao trén tiéu ban sau d6 che phu
bang coverslip.

- Yéu cau: dung dich probe dan déu trén tiéu ban, khong c6 bot khi.

- Phu kin coverslip bang xi ming cao su.

- Pt vao may lai, chon ché db lai theo huéng dan di kém caa bo sinh
pham.

4.1.4. Rira sau khi lai

- G& bo xi mang cao su va coverslip ra khoi tiéu ban.

- Ngam va lac manh tiéu ban lan luot qua cac cong chtra cac dung dich
hoa chét (SSC va NP40 pha theo huéng dan cia nha san xuat) dé rira sach cac
probe va héa chit con thira.

4.1.5. Chéng mat mau probe

- Nho dung dich DAPI 1én ving lai dé chéng mat mau probe va nhuom
nhan té bao.

- Phu kin tiéu ban bang coverslip.

Yéu cau: dung dich dan déu trén tiéu ban va khéng cé bot khi.
4.2. Phan tich két qua

Quan sat duéi kinh hién vi huynh quang, véi ky thuat dual colour FISH,
ching ta s& thay cac mau:

- Mau xanh da troi : mau nhan té bao.

- Mau xanh 14 cay: mau cua probe.

- Mau do: mau cua probe.

Tién hanh nhan dinh va phan tich két qua theo hudng dan va quy wdc
cua nha san xuat di kém theo ting loai probe twong (ng, tir d6 xac dinh ty 18
té bao mang NST gidi tinh XX/XY theo tirng dong té bao.
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Tra két qua theo quy trinh lién quan, ghi vao biéu miu c6 lién quan dén

quy trinh va luu ho so xét nghiém.
5. NHUNG SAI SOT VA XU TRI

SAI SOT

XU TRI

= Lay mau khong di hoic sai chat
chdng dong.

Thuc hién dang huéng dan qui cach
ldy mau.

= Sai sOt trong dan ma xur Iy mau
dan dén nham mau, st mau

Kiém tra dung thong tin hanh chinh
khi gan méa

= Khoéng tin hiéu hoac tin hiéu
yéu

Kiém tra lai kinh va cac vat kinh
Kiém tra lai cac thiét bi, vat tu, cac
thanh phan dung dich rira, diéu kién
bao quan hoa chat sinh pham

= Nén qua ban

Tang thoi gian bién tinh, kiém tra
dung dich rira hoac rua lai tiéu ban

= Hinh thai cac NST bi co cum,
bién dang

Tang d6 am hoic tang nhiét d6 bé am
trong qua trinh tién hanh thi nghiém
Lam gia lam trudc khi tién hanh
FISH 24 gio

Chuan bi lai thi nghiém véi tiéu ban
mai

6. TIEU CHUAN PANH GIA VA KIEM TRA CHAT LUQONG

- Y&u cau noi kiém chat luong: Thuc hién noi kiém 01 lan/tuan. Khi
phan tich két qua phai c6 tin hiéu rd rang, khdng bi nhiéu.

- Y&u cau ngoai kiém (khong bat budc): Thuc hién ngoai kiém/ so sanh
lien phong t6i thiéu 1 1an/1 nim, thoi gian ngoai kiém/ so sanh lién phong an
dinh theo chuong trinh ctia don vi to chirc ngoai kiém chat luong.
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10. XET NGHIEM GEN BANG KY THUAT PCR

1. PAI CUONG
1.1. Muc dich caa ky thuat

Xét nghiém gen bang ky thuat PCR nham phét hién dot bién diém hoac
méat/thém doan nho hoic chén doan, ldp doan... trén 1 gen/ving gen da dugc
xac dinh, phuc vu cho chan doan, tién luong va diéu tri bénh.

1.2. Dinh nghia, nguyén ly
1.2.1. Pinh nghia

K3 thuat PCR (polymerase chain reaction) 1a mot phuong phap tong hop
DNA dya trén mach khudn 1a mot trinh tu dich DNA ban dau, khuéch dai, nhan
s6 luong ban sao cua khudn nay thanh hang triéu ban sao nho hoat dong cua
enzyme polymerase va mét ciap méi (primer) dic hiéu cho trinh ty dich.
1.2.2. Nguyén ly

Tach DNA tdng sb dua trén nguyén tic pha vd mang té bao, mang nhan
bang cac phuong phép vat Iy, hoa hoc dé giai phong DNA ra méi truong dong
thoi phan huy cac protein lién két voi DNA, va thu nhan lai DNA tinh sach
bang hoa chét ph hop.

K¥ thuat PCR (polymerase chain reaction) duoc thuc hién dya trén
nguyén tac b6 sung va nhd hoat dong cua enzyme polymerase.

Dua vao dic tinh cau tric cta cac axit nucleic 1a cac dai phan tir tich
dién am dong déu trén khap bé mat nén khi chiu tac dung cua dién truong
khéng doi chiing sé di chuyén vé cuc duong. Tc do di chuyén caa ching trén
ban thach agarose phu thudc vao kich thuéc DNA va ndng d6 ban thach.

2. CHUAN BI
2.1. Ngwoi thuc hién

- Bac si: 01 nguoi;

- Ky thuat y hoac twong duong: 02 nguoi.
2.2. Vit tu
2.2.1. Dung cu

- Pau c6n thudng va dau con cé phin loc (1000 pL, 200 pL, 100 pL, 10
uL...).

- Ong ly tam 1,5-2 mL; 6ng PCR céc thé tich (0,2-0,5 mL...).
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- Khay giit mau cac loai (24-48 vi tri...): khay giir lanh, khay giit dng
0,5 mL-2mL-15mL-50mL; Ban thi nghiém; tu dung hoa chat; hop luu mau;
gidy lau may va giay lau tay.

- Ong dung bénh pham (éng chéng dong EDTA, éng dung mau vo
trung...); ging tay; khau trang; mii gidy; bang dinh, sat khuan tay nhanh.

- Chi phi khac: chi phi phan mém noi bo cua bénh vién, chi phi hiéu
chuan trang thiét bi hodc chi phi danh gia ISO (néu c9)...

2.2.2. Hoa chat/sinh pham

- Hoa chat dung chung: nuéc khdng chira Nuclease; ethanol 100%.

- B6 mau chang gom mau chimg khong c6 dot bién, mau ching am va
duong cac loai (néu co).

- Hoa chat tach DNA: kit tach DNA tong s6, ethanol 100% va 70%.

- Hoa chat PCR: hdn hop hoa chét sir dung trong phan tng PCR (PCR
Master mix...) hodc enzym (Taq DNA Polymerase...); hon hop 4 loai
nucleotid (NTPs Mix...); moi xudi va mdi nguoc (50 nmol/ng...).

- Hoa chat dién di: thach dién di (agarose); chat nhuom DNA) (ndng do
5X/6X/10X...); dung dich dém dién di; thuéc nhuom DNA (Ethidium Bromide
(10mg/mL...); thang do DNA (1 kb, 100 bp...); nudc cat 2 lan.

- Bao quan theo huéng din caa nha san xuat.

2.3. Trang thiét bj

- Pipet cac thé tich: 0,1-1 pL; 1-10 pL; 1-20 pL; 10-200 pL; 0,1-1 mL.

- T sach/Tu ATSH cép 1/Tu ATSH cép 2, Tu hat hda chit.

- May luan nhiét PCR 96 giéng, may tach DNA ty dong; may quang pho
do DNA/RNA, hé thong dién di, hé théng chup anh gel dién di kém phan mém;
May ly tam thuong; may ly tdm lanh.

- Tu lanh va ta @m céc loai (-20°C; -40°C; -80°C...).

- Thiét bi phu tro: may lic; ta on nhiét khd; bé 6n nhiét nuéc; ndi khir
tring udt; ti siy kho; can dién tir; luu dién; nhiét am ké; nhiét ké; may in anh;
may in tem ma vach.

2.4. Chuan bi miu bénh pham

- Loai mau bénh pham: mau ngoai vi; dong té bao dich 6i sau nudi cay;
cac bénh pham khac: nudc bot, niém mac mé, mau u, gai rau, mau cudng ron,
mAu u tuoi, DNA tong sb, san pham PCR.
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- Tiéu chuan mau bénh pham:

+ Mau ngoai vi: 0,5-2 mL, dung trong 6ng EDTA vo tring.

+ Céc bénh pham khac: dung trong 6ng dung bénh pham vé tring.

+ DNA tdng sd, san pham PCR: lugng DNA t6i thiéu 10 ng/uL.

2.5. Phiéu chi dinh xét nghiém

- Kiém tra phiéu chi dinh: kiém tra théng tin theo quy dinh.

- Kiém tra ng dung bénh pham: kiém tra théng tin theo quy dinh.
2.6. Thai gian thuc hién ky thuat

6,2 gio.

2.7. Pia diém thuc hién ki thuat
Phong xét nghiém di truyén — sinh hoc phan tu.
3. AN TOAN

- Pam bao nguyén tac an toan sinh hoc: mac 4o vo tring, deo khau trang,
kinh bao hg, mii bao hg, gang tay khi thyc hién xét nghiém.

- Pam bao an toan theo huéng dan cia nha san xuat hoa chat, thiét bi.

4. CAC BUOC TIEN HANH
4.1. Cac buwéc thuc hién

- Chuan bi chung cho cac budc thuc hién xét nghiém:

+ Hoa chat, tiéu hao, dung cu va dang ki str dung may

+ Ghi tén nguoi bénh/ma s6 ngudi bénh 1én cac bng xét nghiém.

+ Tinh tong s6 hda chat can pha dé thuc hién 1 l1an xét nghiém hoic xét
nghiém cho 1 mau bénh pham.

4.1.1. Tach DNA tong sb

DNA tong s6 c6 thé thuc hién theo 2 cach: tch bang kit thuong mai theo
huéng din cua nha san xuat va tach thu cong sir dung céc loai hoa chat tuong
duong nhu enzyme protease, hoa chat tay rizta manh (SDS...), dung dich dém
ly giai, con.... Cac budc thuc hién nhu sau:

- Bién tinh va phan giai protein: thém lwong mau can thiét vao ong da
chtra enzyme hoic hda chat tuong duwong nham pha mang té bao va mang nhan;
b sung dung dich dém (néu can), tron déu va o & nhiét dé phd hop.

- Loai bo protein: protein sau bién tinh s& dugc két tua va phan 1ép hoac
gitr lai trén cot loc.
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- Thu axit nucleic: s dung con hoic hoa chat tuong duong dé tia DNA
hoic hoa tan DNA va dugc thu lai bang céch ly tm ¢ téc 6 phu hop. DNA
duoc hoa tan trong dung dich phu hop (nudc khir enzyme hoac dung dich tuong
duong) va bao quan & nhiét o -20°C.

- Kiém tra chat lugng DNA tng sé bang dién di hoic quang pho ké.
4.1.2. Thyc hién ky thuat PCR

- Chuan bi phiéu theo ddi thuc hién xét nghiém (néu c6), rd dong hoa chat
can dung.

- Chuan bi b mau can chay (¢ nhiét do phong) bao gom: mau chiing am;
mau ching duong (néu c6); mau trang; mau bénh pham.

- Tinh sb phan ng can chuan bj va thé tich hoa chat can pha cho 2 lan
thuc hién xét nghiém PCR gém ngudi bénh va mau noi kiém. Thé tich cho mai
phan ang gom cac thanh phan sau:

Hoa chat Thé tich (uL)/ phan vng
dH20
Hon hop hoa chét pha phan tng PCR

Moi xubi (10 pmol)

Moi nguoc (10 pmol)
DNA téng s6
Téng thé tich
- Chia déu hoa chat PCR ra dng ng PCR 0,2 ul va bd sung DNA tong s6

ctia ngudi bénh va cac mau ching can thiét vao 6ng PCR, chuyén cac 6ng PCR
vao may luan nhiét PCR va chay theo chuong trinh nhiét caa tirng xét nghiém.
4.1.3. Pién di san pham PCR

- Chuan bi dung dich dém 1X.

- Chuan bi ban thach agarose véi nong do thich hop.

+ Lip luoc vao cac khay do thach va diéu chinh khay can bang.

+ Can luong thach agarose can thiét, va bo sung dung dich dém véi thé
tich twong g v&i nong do thach can dung va dun néng dung dich thach bang
10 vi séng cho dén khi toan bo agarose trong dung dich tan hoan toan.

+ Lam nguoi dung dich d¢én khoang 50-70°C va thém 5pL thuéc nhuom
trong 100mL dung dich agarose, lic déu (trudng hop khdng bd sung thude
nhuém DNA, sau dién di ban thach s& ngam trong dung dich thudc nhuém
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DNA) rdi d6 toan bo dung dich thach agarose vao khuon da duoc cai sin luoc,
dé ban thach ngudi ¢ nhiét dé phong trong khoang 30 phit.
- bién di san pham PCR

+ Khi thach ngudi, tir tir nhac lugce ra khoi khuon, va dit ban thach vao bé
dién di.

+ D6 dung dich dém 1X vao bé dién di sao cho dung dich dém cao hon
mat ban thach khoang 2-5 mm.

+ Dung pipet hat | thé tich thudc nhuém va tron déu véi 5 thé tich san
pham PCR. Sau d6, dung pipet hit toan bd mau va nhé mau vao ting giéng
trén ban thach.

+ DPay nap bé dién di va cam dién cyc vao ngudn dién di va dién di mau
trong khoang 30-50 phdt véi dién thé 90-200V.

- Chup anh san pham dién di: dat ban thach vao may chup anh gel, dong
nap, bat dén UV va chup theo huéng dan caa nha san xuat; luu hinh anh dién
di hoac in anh (néu can); vé sinh cac dung cu dién di bang con 70°C.

4.2. Nhan dinh két qua
4.2.1. Xem xét két qua QC
a. Tach DNA

Luong DNA tong s6 dugc do trén may quang phd do DNA/RNA tai budc

song OD2s0/280nm > 10 ng va d6 tinh sach DNA trong khoang 1,8-2,0.
b. Qua trinh PCR

- San pham PCR soi d6i dugc kiém tra bang cach dién di trén thach
agarose, nong do phu hop, tly thudc vao dic trung cua cac gen khuéch dai
trong ciing mot ong nghiém.

- MAau chitng ndi kiém, mau bénh pham xuat hién bang co kich thudc ding
kich thudc ly thuyét.

c. biendi

- Céch thirc phan tich két qua: vi tri cia DNA duoc xac dinh dua vao
thang DNA chuan dé uéc luong kich thudc cua san pham PCR. Bing dién di
trén ban thach phat hién thay dudi anh sang UV.

- Cac bang dién di trén thang DNA chuan duoc sir dung dé ddi chiéu véi
kich thudc san pham PCR cta nguoi bénh va nhan dinh két qua chi khi dat
dugc d6 sang ro rang, bang khong bi dut gay.
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4.2.2. Doc két qua va nhan dinh két qua
a. Doc két qud
- Két qua duogc phan tich doc 1ap bai 2 nhan vién khac nhau.
- So sanh kich thudc san pham PCR cua nguoi bénh véi mau ching va
dua ra két luan kiéu gen hoac loai dot bién gen.
- Ghi nhan két qua phan tich vao hd so twong tng cia ngudi bénh.
b. Nhdn dinh két qud
- Danh phéap cua céc bién thé dugc viét theo huéng dan cua HGVS.
- Nhan dinh kiéu gen tuong tng (ddng hop tir, di hop tir hodc khdng phat
hién dot bién...).
4.2.3. Phién giai va bao cao két qua
- Phién giai két qua giai trinh tu theo huéng din caa ACMG.
- Bé4o c4o két qua theo quy trinh lién quan.
4.2.4. Bién luan két qua cho nhiing truong hop bét thuong
- Doi chiéu két qua kiéu gen va kiéu hinh theo quy dinh.
- Tu van di truyén hoic thuc hién them xét nghiém néu can.
4.3. Tra két qua va lwu trit ho so
4.3.1. Tra két qua
- Béo céo két qua xét nghiém duoc thyuc hién theo cac quy trinh lién
quan, luu hd so va ghi vao biéu mau can thiét va luu hd so xét nghiém.
- Két qua xét nghiém can duoc kiém tra chéo, phé duyét trude khi tra.
4.3.2. Luu trit hd so
- Ho so xét nghiém dugc luu trit theo quy dinh.
5. NHUNG SAI SOT VA XU TRI
5.1. Trudc khi thuc hién k¥ thuat

Nguy co Nguyén nhan Xir tri

Nham mau | - Nhan vién khong tuan | - Pao tao nhan vién lién tuc, kiém
thi quy trinh/chua | trachéo va lay lai mau bénh pham
duoc dao tao

D6 mau - Nhan vién khong tuén | - Bao tao nhan vién lién tuc,
tht quy trinh/chua |- LAy lai mau bénh pham

duoc dao tao
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Nguy co Nguyén nhan Xir tri
Thiéu mau | - MAu bi tht lac - B4o c4o lanh dao khoa, ghi nhan
- Db mau sy viéc, khtt nhiém va lién hé
ngudi bénh 1ay lai mau
Mau khong | - Sai 6ng dung mau/Sai | - LAy lai mau bénh pham
dat mau bénh pham

-Van chuyén sai quy
dinh
- B4o quan sai quy dinh

- L4y lai mAu, dao tao nhan vién van
chuyén mau

- Ly lai mau, kkiém tra va hiéu
chuan thiét bi bao quan mau

5.2. Trong qua trinh thuc hién ky thuat

Nguy co Nguyén nhan X tri
Sai quy trinh |- Nhan vién khong | - Pao tao nhan vién lién tuc, kiém tra
ky thuat tuan thu quy trinh/ | cheéo va thuc hién lai quy trinh k¥
chua duoc dao tao thuat
Hoéa  chat | - Bao quan sai/hét han | - Chuan bi lai hoa chat
khong dat - Bao tao nhan vién sur dung va bao
quan hoa chat.
Thiét bi |- May hong - Str dung may khac ciing chic ning
ding  dot dé thyc hién lai xét nghiém va kiém
ngot tra thiét bi dinh ki,
- Mt dién - Pam bao ngudn dién wu tién va
thuc hién lai PCR
- Thiéu hoa chat chay | - B6 sung hoa chat va khoi dong lai
may may xét nghiém
Nhiém mau |- Nhan vién khong | - X Iy lai mau va thyuc hién lai xét
tuan tha quy trinh ky | nghiém
thuat va an toan sinh | - Gidm sét va kiém tra chéo
hoc
DNA khong | - Nhan vién khong | - Pao tao nhan vién lién tuc, kiém tra
dat tuan thu quy trinh/ | cheéo

chua duoc dao tao
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Nguy co Nguyén nhan X tri
-Chua du thé tich |- Lay lai miu
mau
-Do tinh chéat bénh |- LAy loai mau khac
hoic thubc diéu tri
cua nguoi bénh
D6 DNA - Nhéan vién khong |- Thuc hién lai quy trinh tich DNA
tuan tha quy | - Kiém tra va danh gia nhan vién lién
trinh/chua duoc dao | tuc
tao
Nhiém mau | - Sai s6t caanhanvién | - Thuc hién lai quy trinh tach xét
nghiém
- Kiém tra va danh gia nhan vién lién
tuc
Nham mau |- Nhan vién khdng |- Dao tao lién tuc va kiém tra chéo
tuan thu quy trinh
PCR khdng | - Mat dién - Thyc hién lai PCR

c6 san pham

- Nhan vién khong
tudn tha quy trinh/

chua duoc dao tao

- Pao tao lién tuc va kiém tra chéo.

- Thuc hién lai PCR, giam sat thuc

- Nham mau hanh/kiém tra chéo
- Thiéu hoa chat chay | - B6 sung hoa chat chay may va thuc
may hién lai budc chay may xét nghiém
San  pham |- Hoa chat hét han st | - Thuc hién lai PCR; dao tao lai nhan
PCR khéng | dung/khéng duoc | Vviéntrong bao quan va st dung hda
dung  kich | bao quan dtng quy | chat.
thude/khdong | dinh cia nha san
dac hiéu XUAt - L4y lai mdu va thuc hién lai quy
- Nham maiu trinh k¥ thuat

- Thao tadc cua nhan
vién chua dat/chua

ding

- Pao tao va kiém tra lién tuc




106

Nguy co Nguyén nhan X tri
Mau noi | - Str dung sai mau ndi | - Chon lai mau ni kiém va thyc hién
kiém khong | kiém lai k§' thuat
dat - Sai chu trinh nhiét - Thyc hién lai PCR

- Sai mau bénh pham | - LAy lai mau/tach lai mau va thuc

hién lai quy trinh k¥ thuat

PCR khéng |-Héa  chat  hét |- Kiém tra hoa chat truéc khi st
cé sanpham | han/bao quan sai | dung, pha lai PCR

quy dinh

-Nong d6 hoa chat
khong ding

- Nhan vién khong
tuan thu quy trinh

- Mét dién

- Pao tao va giam sat nhan vién, pha
lai PCR

- Pao tao va kiém tra lién tuc va thuc
hién lai quy trinh k¥ thuat

- Thuc hién lai PCR trén may khac

két qua xét

nghiém

tuan thu quy trinh/
chua duogc dao tao

- Lya chon sai biéu
mAu béo cdo két qua

- May hong
Sai thang |- Nhan vién chua |- Chon lai thang chuan va dién di lai
chuan duoc dao tao/ khong | san pham PCR
tap trung
Khéng c¢0 |- Sai chu trinh nhiét - Thuc hién lai PCR
san  pham | - Sai dién cuc dién di | - Bién di lai
saudiéndi |-Dung dich dém |- Chuan bi lai dung dich dém va dién
khong dat di lai
Phan  tich |- Nhan vién khéng | - kiém tra va phan tich chéo két qua
két qua | tudn tha quy trinh/ | xét nghiém hoac xin y kién cua béac
khong chinh | chua dugc dao tao si lam sang.
Xac
5.3. Sau khi thuc hién ky thuat
Nguy co Nguyén nhan X tri
Bao céo sai |- Nhan vién khong |- Thyc hién lai quy trinh ky thuat néu

can.

- Kiém tra chéo két qua

- Bdo cao lanh dao khoa va sua lai
béo cdo két qua.
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Nguy co Nguyén nhan Xir tri
Tranham ket | - Nhanh 7V|en I\(hk?ng - B4o céo lanh dao va lay lai mau dé
qua xét tuan thu quy trin thuc hién lai xét nghiém
nguol  bénh
khac
Mat két qua | - Nhan vién de sai vi | - Kiem tra lai ho so xét nghiém va in
wét nahiam tri luuketqua lai ban ket qua khac
ghic - Nhan vién tra nham | - Kiém tra lai ho so xét nghiém va in
cho nguoi bénh khac | lai ban két qua khac

6. TIEU CHUAN PANH GIA VA KIEM TRA CHAT LUQONG

- Gi4 tri bao dong/nguy hiém:

- Luong DNA tong s6 < 1ng/uL, d6 tinh sach (OD260/260nm) NGO khoang
tu 1,8-2,0.

-PCR caa mau noi kiém, miu trang khong dat tiéu chuan khi xuat hién
cac bang c6 kich thuac khac véi kich thudc theo ly.

- Tiéu chuan danh gia:

+ Phan tich két qua duoc thuc hién khi mau noi kiém dat yéu cau (da sb
bang, ding kich thudc).

+ MAu trang khong c6 bang va thang chuan phu hop, tach déu.
7. TAl LIEU THAM KHAO

1. L1 MM, Cottrell CE, Pullambhatla M, et al. 2023. “Assessments of
Somatic Variant Classification Using the Association for Molecular
Pathology/American Society of Clinical Oncology/College of American
Pathologists Guidelines: A Report from the Association for Molecular
Pathology”. J Mol Diagn. 25(2):69-86.

2. Sambrook J., Fritsch E.F., Maniatis T. 2001. "Molecular Cloning: A
laboratary manual”. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor.

3. Tran Buc Phéan va cs. 2021. “Di truyén Y hoc”. Nha xuat ban Gido duc
Viét Nam.



108

4. Saiki RK, Gelfand DH, Stoffel S, et al. 1988. “Primer-directed enzymatic
amplification of DNA with a thermostable DNA polymerase. Science”.
239(4839):487-91.

5. Mullis KB. 1990. “Target amplification for DNA analysis by the
polymerase chain reaction”. Ann Biol Clin (Paris). 48(8):579-82.

6. Richards S, Aziz N, Bale S, Bick D, Das S, Gastier-Foster J, Grody WW,
Hegde M, Lyon E, Spector E, Voelkerding K, Rehm HL; ACMG
Laboratory Quality Assurance Committee. Standards and guidelines for
the interpretation of sequence variants: a joint consensus recommendation
of the American College of Medical Genetics and Genomics and the
Association for Molecular Pathology. Genet Med. 2015 May;17(5):405-
24. doi: 10.1038/gim.2015.30. Epub 2015 Mar 5. PMID: 25741868;
PMCID: PMC4544753.

7. Tiéu chuan 1SO 15189:2022.

8. Huéng dan HGSVS: https://hgvs-nomenclature.org/



109

11. XET NGHIEM GEN BANG KY THUAT MULTIPLEX-PCR

1. PAI CUONG
1.1. Muc dich caa ky thuat

Xét nghiém gen bang k¥ thuat Multiplex PCR nham phat hién cing luc
nhiéu bién thé da biét trén ciing 1 gen hoic nhiéu gen da biét trong ciing 1 phan
rng nham phuc vu chan doan, diéu tri va tién lugng bénh. Vi du bénh di truyén,
ung thu...

1.2. Pinh nghia, nguyén ly
1.2.1. Pinh nghia

K¥ thuat Multiplex PCR la k¥ thuat dua trén phuong phap PCR nhung str
dung cung IGc nhiéu cdp mdi khac nhau trong ciing mét phan tng, nhor d6 ¢
thé khuéch dai nhiéu san pham mong mudn c6 do 16n khac nhau va nhan biét
duogc nho dién di trén agarose ¢6 nong do cao.

1.2.2. Nguyén ly

Tach DNA tdng sb dua trén nguyén tic pha vd mang té bao, mang nhan
bang cac phuong phép vat Iy, héa hoc dé giai phong DNA ra méi truong dong
thoi phan hay cac protein lién két vai DNA, thu nhan lai DNA tinh sach bang
hoa chat phu hop.

KV thuat Multiplex PCR (Multiplex polymerase chain reaction) su dung
nhiéu cap moi khac nhau dé khuéch dai cac trinh tu muc tiéu khéc nhau trong
ciing mot phan ung. Dé thiét ké duoc phan tng Multiplex PCR doi hoi cac cap
moi sir dung phai c6 cing nhiét do bat cap va cac cap moi nay ciing khong
duoc bat cap voi nhau hay bat cap chéo 1an nhau.

Dua vao dic tinh cau tric cua cac axit nucleic 13 cac dai phan tu tich dién
am dong déu trén khap bé mat nén khi chiu tac dung cua dién truong khong
d6i ching s& di chuyén vé cuc duong. Tc d6 di chuyén cua ching trén ban
thach agarose phu thudc vao kich thudc DNA va nong do ban thach.

2. CHUAN BI
2.1. Nguwoi thuc hién

- Bac si: 01 nguoi;

- Ky thuat y hoac tuong duong: 02 nguoi.
2.2. Vit tu
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2.2.1. Dung cu

- Pau ¢6n thudng va dau cdn cé phin loc (1000 pL, 200 pL, 100 pL, 10
uL).

- Ong ly tam 1,5-2 mL; éng PCR céc thé tich (0,2-0,5 mL).

- Khay giit mau cac loai (24-48 vi tri): khay giit lanh, khay giir 6ng 0,5
mL-2mL-15mL-50mL; ban thi nghiém; tu dung hda chat; hop lwu mau; gidy
lau may va lau tay.

- Ong dung bénh pham (6ng chéng dong EDTA, 6ng dung mau vé tring);
ging tay; khau trang; mii gidy; bang dinh; sat khuan tay nhanh.

- Chi phi khac: chi phi phan mém noi bo cua bénh vién, chi phi hiéu chuan
trang thiét bi hodc chi phi danh gia ISO (néu cd)...

2.2.2. Hoa chat/sinh pham

- Hoa chat dung chung: nuéc khdng chira Nuclease; ethanol 100%.

- B6 mau chung gom mau ching khong co dot bién, mau chiing am va
duong cac loai (néu co).

- Hoa chat tach DNA: kit tach DNA tong s, ethanol 100% va 70%.

- Hoa chat PCR: hdn hop hoa chat sir dung trong phan tng PCR (PCR
Master mix...) hodc enzym Tag DNA Polymerase; hon hop 4 loai nucleotid
(dNTPs Mix...); moi xudi va moi nguoc (50 nmol/éng...).

- Héa chat dién di: thach dién di (Agarose); dém mau tra mau dién di DNA
(Loading dye) (ndng d6 5X/6X/10X...); dung dich dém dién di; thubc nhuém
huynh quang (ethidium bromide, redsafe...) (10mg/mL); thang do DNA
chuan, nudc cat 2 lan.

- Bao quan theo hudng dan caa nha san xuat,

2.3. Trang thiét bj

- Pipets véi cac thé tich: 0,1-2,5 pL; 1-10 pL; 10-200 pL; 100-1000 pL.

- T sach/Tu ATSH cap 1/Ta ATSH cép 2, Ta hit hoa chat

- May luan nhiét PCR 96 giéng, may tach DNA ty dong; may quang pho
do DNA/RNA, hé thong dién di, hé théng chup anh gel dién di kém phan mém.

- May ly tdm: may ly tdm thuong; may ly tdm lanh.

- Tu lanh va ta &m céc loai (-20°C; -40°C; -80°C...).
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- Thiét bi phu trg: may lac; ta 6n nhiét khd; bé én nhiét nudc; ndi khir
tring udt; ti siy kho; can dién tir; luu dién; nhiét am ké; nhiét ké; may in anh;
may in tem ma vach.

2.4. Chuan bj miu bénh pham

- Loai mau bénh pham: mau ngoai vi; dong té bao dich 6i sau nudi cay;
cac bénh pham khac: nudc bot, niém mac ma, mau u, gai rau, mau cudng ron,
mau u, DNA tong s6, san pham PCR.

- Tiéu chuan mau bénh pham:

+ Mau ngoai vi: 0,5-2 mL, dung trong 6ng EDTA vo tring.
+ Céc bénh pham khac: dung trong ong dung bénh pham vo tring.
+ DNA tong s6, san pham PCR dat chat luong theo quy dinh.

2.5. Phiéu chi dinh xét nghiém

- Kiém tra phiéu chi dinh: Kiém tra théng tin theo quy dinh.

- Kiém tra 6ng dung bénh pham: Kiém tra thong tin theo quy dinh.
2.6. Thoi gian thuc hién ky thuat

6,5 gio.

2.7. Pia diém thuc hién ky thuat
Phong xét nghiém di truyén — sinh hoc phan tu.
3. AN TOAN

- Pam bao nguyén tac an toan sinh hoc: mic 4o vo tring, deo khau trang,
kinh bao hd, mii bao h, gang tay khi thuc hién xét nghiém.

- Bam bao an toan theo hudng dan cua nha san xuat hda chat, thiét bi.

4. CAC BUOC TIEN HANH
4.1. Cac buwéc thuc hién

- Chuan bi chung cho cac budc thyc hién xét nghiém:

+ Hoa chat, tiéu hao, dung cu va dang ki stir dung may.

+ Ghi tén nguoi bénh/ma sb ngudi bénh 1én cac dng xét nghiém.

+ Phiéu theo ddi thyuc hién xét nghiém (néu co): tinh tong sé hoa chat can
pha dé thuc hién 1 1an xét nghiém hozc xét nghiém cho 1 mau bénh
pham.

- Cac bude duogc thuc hién bai 1 nhan vién chinh va 1 nhan vién gidm sat.

4.1.1. Tach DNA tong sb
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DNA tong s6 c6 thé thuc hién theo 2 cach: tch bang kit thuong mai theo
huéng dan cua nha san xuat va tach thu cong sir dung céac loai hda chit tuong
duong nhu enzyme protease, hoa chat tay rira manh (SDS...), dung dich dém
ly giai, con.... Cac budc thuc hién nhu sau:

- Bién tinh va phan giai protein: thém luong mau can thiét vao ong da
chtra enzyme hoic hda chat tuong duwong nham pha mang té bao va mang nhan;
b sung dung dich dém (néu can), tron déu va o & nhiét dé phd hop.

- Loai bo protein: protein sau bién tinh s& dugc két tua va phan 1ép hoic
gitr lai trén cot loc.

- Thu axit nucleic: s dung con hoic hoa chat tuong duong dé tia DNA
hoic hoa tan DNA va dugc thu lai bang céch ly tm ¢ téc 6 phu hop. DNA
duoc hoa tan trong dung dich phu hop (nudc khir enzyme hoac dung dich tuong
duong) va bao quan ¢ nhiét o -20°C.

- Kiém tra chat lugng DNA t6ng sé bang dién di hoac quang pho ké.
4.1.2. Thuc hién k§ thuat PCR

- Chuan bi phiéu theo dbi thuc hién xét nghiém (néu c6), rd dong hoa chat
can dung.

- Chuan bi b mau can chay (¢ nhiét do phong) bao gom: mau chiing am;
mau chimg duong (néu c6); mau trang; mau bénh pham.

- Tinh s6 phan ng can chuan bj va thé tich hoa chat can pha cho 2 lan
thuc hién xét nghiém PCR gém ngudi bénh va mau noi kiém. Thé tich cho mai
phan ang gém céc thanh phan sau:

Héa chat Thé tich (uL)/ phan ting

dH20
Hon hop hoa chat pha phan ung PCR

Moi xudi (10 pmol)

Moi nguoc (10 pmol)
DNA tong sd
Tong thé tich

- Chia déu h6a chat PCR ra 6ng PCR 0,2 ul va b6 sung DNA téng s6 cua
ngudi bénh va cac mau chiing can thiét vao éng PCR, chuyén cac éng PCR
vao may luan nhiét PCR va chay theo chuwong trinh nhiét caa tirng xét nghiém.
- San pham PCR duoc bao quan & -4°C-20°C.
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4.1.3. bién di san pham PCR

- Chuan bi dung dich dém 1X.

- Chuan bi ban thach agarose vé&i nong do thich hop.

+ Lap lugc vao cac khay d6 thach sao cho lugc can bang.

+ Can luong thach agarose can thiét, va bd sung dung dich dém vai thé
tich twong tng v4i ndng d6 thach can dung va dun néng dung dich thach cho
dén khi toan bo agarose trong dung dich tan hoan toan.

+ Lam nguoi dung dich dén khoang 50-70°C va thém 5uL thudc nhuém
trong 100mL dung dich agarose, lic déu (trudng hop khdng bo sung thude
nhudm DNA, sau dién di ban thach s& ngdm trong dung dich thuéc nhuém
DNA) rdi d6 toan bd dung dich thach agarose vao khuon da duoc cai sin luoc,
dé ban thach ngudi ¢ nhiét dé phong trong khoang 30 phit.

- Pién di san pham PCR

+ Nhac luoc ra khoi khuon, dit ban thach vao bé dién di.

+ D6 dung dich dém 1X vao bé dién di sao cho dung dich dém cao hon
mat ban thach khoang 2-5 mm.

+ Dung pipet hat | thé tich thudc nhuom va tron déu véi 5 thé tich san
pham PCR. Sau d6, dung pipet hit toan bd mau va nhé mau vao ting giéng
trén ban thach.

+ Pay nap bé dién di va cam dién cuc vao nguédn dién di va dién di mau
trong khoang 30-50 phdt véi dién thé 90-200V.

- Chup anh san pham dién di: dat ban thach vao may chup anh gel, dong
nap, bat dén UV va chup theo huéng dan caa nha san xuat; luu hinh anh dién
di hozc in anh (néu can); vé sinh cac dung cu dién di bang con 70°C.

4.2. Nhan dinh két qua
4.2.1. Xem xét két qua QC
a. Tach DNA

Luong DNA tong s6 duoc do trén may quang phd do DNA/RNA tai budc

song OD2s0/280nm > 10 ng va d6 tinh sach DNA trong khoang 1,8-2,0.
b. Qua trinh PCR

- San pham PCR soi d6i dugc kiém tra bang cach dién di trén thach
agarose, ndong do tir 1%-3%, tly thudc vao dic trung cua cac gen khuéch dai
trong ciing mot dng nghiém.
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- Mau chitng ndi kiém, mau bénh pham xuat hién bang co kich thudc ding

kich thudc ly thuyét.
c. biéen di

- Céch thuc phan tich két qua: Bang dién di trén ban thach phét hién thy
dudi anh séng UV. Vi tri cua san pham PCR dugc xac dinh dya vao thang DNA
chuan dé udc luong kich thudc cua san pham PCR.

- Cac bang dién di trén thang DNA chuan duoc sir dung dé ddi chiéu véi
kich thudc san pham PCR cta nguoi bénh va nhan dinh két qua chi khi dat
dugc d6 sang 1o rang, bang khong bi dut gay.

4.2.2. Poc két qua va nhan dinh két qua
a. Doc két qud

- So sanh kich thugc san pham PCR cua nguoi bénh véi mau ching va
dua ra két luan kiéu gen hoic loai dot bién gen.

- Ghi nhan két qua phan tich vao ho so twong ung cia ngudi bénh.

b. Nhdn dinh két qua

- Danh phép cua céc bién thé duoc viét theo huéng dan cua HGVS.

- Nhén dinh kiéu gen tuong tng (ddng hop tir, di hop tir hodc khdng phat
hién dot bién...).

4.2.3. Phién giai va bao cao két qua
- Phién giai két qua giai trinh tu theo huéng din cia ACMG.
- B4o c4o két qua theo quy trinh lién quan.
4.2.4. Bién luan két qua cho nhiing truong hop bét thuong
- Déi chiéu két qua kiéu gen va kiéu hinh theo quy dinh.
- Tu van di truyén hoic thyuc hién thém xét nghiém néu can.
4.3. Tra két qua va luu trir ho so
4.3.1. Tra két qua
- B4o céo két qua xét nghiém duoc thuc hién theo cac quy trinh lién
quan, luu ho so va ghi vao biéu mau can thiét va luu ho so xét nghiém.

- Két qua xét nghiém can dugc kiém tra chéo, phé duyét trude khi tra.

4.3.2. Luu trit ho so

Ho so xét nghiém dugc luu theo quy dinh.
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5. NHUNG SAI SOT VA XU TRI
5.1. Trwéc khi thuc hién k¥ thuat

Nguy co Nguyén nhan Xir tri
Nham mau | - Nhan vién khong tuan | - Bao tao nhan vién lién tuc, kiém
thi quy trinh/chua | trachéo va lay lai mau bénh pham
duoc dao tao
D6 mau - Nhan vién khong tuén | - Bao tao nhan vién lién tuc,
thi quy trinh/chua |- L4y lai mau bénh pham
duoc dao tao
Thiéu mau | - MAu bi tht lac - B4o céo lanh dao khoa, ghi nhan
- Db mau su viéc, khar nhiém va lién hé
nguoi bénh lay lai mau
Mau khong | - Sai 6ng dung mau/Sai | - LAy lai mau bénh pham
dat mau bénh pham
-Van chuyén sai quy |- LAy lai mau, dao tao nhan vién van
dinh chuyén mau
- Bao quan sai quy dinh | - Lay lai mau, kkiém tra va hiéu
chuan thiét bi bao quan mau

5.2. Trong qua trinh thuc hién ky thuat

Nguy co Nguyén nhan X tri
Sai quy trinh |- Nhan vién khong | - Pao tao nhan vién lién tuc, kiém tra
k¥ thuat tuan thu quy trinh/ | cheéo va thuc hién lai quy trinh k¥
chua duoc dao tao thuat
Hoa  chat | - Bao quan sai/hét han | - Chuan bj lai héa chat
khong dat - Pao tao nhén vién st dung va bao
quan hoa chét.
Thiét bi | - May héng - Str dung may khac cling chic ning
dimg  dot dé thuc hién lai xét nghiém va kiém
ngot tra thiét bj dinh ki,
- Mt dién - Pam bao ngudn dién wu tién va
thuc hién lai PCR
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Nguy co Nguyén nhan X tri
- Thiéu hoa chat chay | - B6 sung hoa chat va khoi dong lai
may may xét nghiém
Nhiém mau |- Nhan vién khéng |- Xua ly lai mau va thuc hién lai xét
tuan tha quy trinh ky | nghiém
thuat va an toan sinh | - Gidm sét va kiém tra chéo
hoc
Luong DNA | - Sai s6t ctia nhan vién | - Bao tao nhan vién lién tuc, kiém tra
khong dat chéo
- Thiéu thé tich mau | - LAy lai mau
-Do tinh chat bénh |- LAy lai bénh pham khac phu hop
hoic thudc diéu tri
cua nguoi bénh
D6 DNA - Sai sOt cua nhan vién | - Thuc hién lai quy trinh tich DNA
- Kiém tra va dao tao, danh gia nhan
vién lién tuc va giam sat thuc hién.
Nhiém mau | - Sai sét ctia nhan vién | - Thuc hién lai quy trinh tach xét
nghiém; Kiém tra va danh gia nhan
vién lién tuc va thuc hién lai xét
nghiém.
-Nguoi bénh nhidm | - LAy lai mau va thuc hién lai xét
trung mau nghiém.
Nham mau |- Nhan vién khong |- Pao tao lién tuc va kiém tra chéo
tuan tha quy trinh
PCR khdng | - Mat dién - Thyc hién lai PCR

c6 san pham

- Sai s6t cua nhan vién
xét nghiém

- Nham mau

- Thiéu hoa chat

-bPao tao lién tuc, gidm sat thuc
hanh/kiém tra chéo.

- L4y lai mau

- B6 sung hoa chat chay may va thuc
hién lai xét nghiém

San  pham
PCR khong
ding  kich

- Héa chét hét han su
dung/khong  duoc
bao quan dang quy

- Thuc hién lai PCR; dao tao lai nhan
vién trong bao quan va sur dung hoa
chat.
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Nguy co Nguyén nhan X tri

thuéc/khdng | dinh cta nha san

dac hiéu XUAt - L4y lai miu va thuc hién lai quy
- Nham maiu trinh ky thuat
- Sai s6t ctia nhan vién | - Pao tao va kiém tra lién tuc

Mau noi | - Sir dung sai mau noi | - Chon lai mau noi kiém va thuc hién

kiém khong | kidm lai k§ thuat

dat - Sai chu trinh nhiét - Thuc hién lai PCR

PCR khéng |-H6éa  chat  hét |- Kiém tra hoa chat truéc khi st

c6 san pham

han/bao quan sai
quy dinh

-Nong do héa chat
khong ding

- Nhan vién khong
tuan thu quy trinh

- Mat dién/May hong

dung, pha lai PCR

- Pao tao va giam sat nhan vién, pha
lai PCR

- Pao tao va kiém tra lién tuc va thuc
hién lai quy trinh k¥ thuat

- Thuc hién lai PCR trén may khac

Sai  thang | - Saisot cuanhan vién |- Chon lai thang chuan va dién di lai

chuan san pham PCR

Khéng c¢0 |- Sai chu trinh nhiét - Thyc hién lai PCR

san  pham | - Sai dién cuc dién di | - Bién di lai

saudiéndi |-Dung dich dém |- Chuan bi lai dung dich dém va dién
khong dat di lai

Sai két qua |- Nham mau bénh |- Lay lai mau.

xét nghiém pham

- Nham mau chting

- Sai quy trinh xét
nghiém

- Sai s6t cua nhan vién

- Thay mau chtng phu hop
- Thuc hién lai quy trinh xét nghiém

- Pao tao, danh gid va giam sat nhan
Vién
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5.3. Sau khi thuc hign ky thuat

Nguy co

Nguyén nhan

X tri

Bao cao sai
két qua xét

nghiém

- Nhén vién Kkhoéng
tuan tha quy trinh/
chua duogc dao tao

- Lya chon sai biéu
mau béo co két qua

- Thyc hién lai quy trinh k¥ thuét néu
can.

- Kiém tra chéo két qua

- Bdo cao lanh dao khoa va sua lai
béo céo két qua.

Tra nham két
qua xet

nghiém

- Nhén vién Kkhong
tuan tha quy trinh

- B4o c4o lanh dao va lay lai mau dé
thuc hién lai xét nghiém
- Bao tao lai nhan vién

Mat két qua

xet nghiém

- Nhan vién dé sai vi
tri luvu két qua

- Nhan vién tra nham
cho nguoi bénh khac

- Kiém tra lai ho so xét nghiém va in
lai ban két qua khac

- Kiém tra lai hd so xét nghiém va in
lai ban két qua khac

6. TIEU CHUAN PANH GIA VA KIEM TRA CHAT LUONG
- Gi4 tri bao dong/nguy hiém:
+ Luong DNA tong s6 < Ing/uL, do tinh sach (ODazso2s0nm) NQOAi
khoang ttr 1,8-2,0.
+ PCR caa mau noi kiém, mau tring khong dat tiéu chuan khi xuat hién
cac bang co6 kich thuac khac véi kich thudc theo ly.
- Tiéu chuan danh gia:
+ Phan tich két qua duoc thuc hién khi mau noi kiém dat yéu cau (du
sb bang, dung kich thudc).

+ Mau trang khong c6 bang va thang chuan phi hop, tach déu.
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12. XET NGHIEM GEN BANG KY THUAT REAL-TIME PCR

1. PAI CUONG
1.1. Muc dich ky thuat

Xét nghiém gen bang k¥ thuat Real-time PCR nham phat hién cac dot
bién gen dd duoc xac dinh phuc vu cho viéc chan doan, tién luong va diéu tri
bénh.
1.2. Dinh nghia, nguyén ly

Real-time PCR (Realtime Polymerase Chain Reaction): la k¥ thuat

PCR ma két qua khuéch dai doan DNA dich duoc hién thi ngay sau mdi chu
ky cta phan ing PCR; chinh vi vay ma dugc goi la real-time: thoi gian thuc va
do dic diém ndy ma véi ky thuat Real-time PCR, ngudi 1am xét nghiém khéng
can phai lam tiép cac xét nghiém dé doc cac san pham khuéch dai. Khi thuc
hién real-time PCR, cac thanh phan phan (ing s& duoc tron vai nhau trong tube
va dit trong may real-time PCR dé thuc hién qua trinh nhan ban DNA. Thanh
phan phan ¢ng qPCR bao gém: mau (khudn DNA/RNA), mdi, chat huynh
quang, dém, DNA polymerase, nucleotide ty do (ANTP) va cac chat hd tro (néu
can). Hién nay c6 hai cach thac dé chuan bi cho phan tng qPCR, d6 1a phdi
tron cac thanh phan don 1¢ hoac sir dung gPCR mix (c4c thanh phan duoc phoi
tron san thanh mat loai dung dich).
2. CHUAN BI
2.1. Ngwoi thuc hién

- Bac si: 01 nguoi;

- Ky thuat y hoac twong duong: 01 nguoi.
2.2. Vit tuw

- Dao cét bénh pham loai st dung mot lan;

- Ong dung méu chtra chat chéng dong K2 EDTA;

- Lam kinh;

- Lugi dao mo;

- Pau cbn 10 pl ¢6 loc;

- Dau con 20 pl c6 loc;

- Bau cbn 200 pl ¢ loc;

- Pau cdn 1mL c6 loc;
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- Ong thu miu c6 ndp 1,5 mL tiét trung;

- Ong thu miu c6 nip 0,2 mL tiét trung:

- Dai 6ng PCR 0,2 mL;

- Bo kit xét nghiém phat hién dot bién gen;

- B9 kit tach chiét DNA hoic RNA;

- Cdn chuyén dung cho sinh hoc phan ti;

- Xylene;

- Nudc tinh sach chuyén dung trong sinh hoc phan ti;

- Gang tay cao su khong bét tan;

- Giy lau khéng bui.
2.3. Trang thiét bj

- Kinh hién vi;

- May nhuom HE;

- Bé 6n nhiét;

- May cit + Ban tai bénh pham;

- Ta am;

- Tu lanh;

- Ta hat hoa chat;

- Pipet;

- Ban sy tiéu ban;

- May Votex;

- May Spin down;

- Tu An toan sinh hoc;

- May do nong d6 DNA/RNA,;

- May i tam;

- Tu thao tac PCR;

- May real-time PCR,;

- Khay dyng mau.
2.4. Chuan bj bénh pham

- Loai mau bénh pham: Mau bénh pham mé di duoc ¢ dinh va vii nén
(FFPE):; mau md, mau mau; mau dich co thé khac.

- Tiéu chuan mau bénh pham: dam bao vé diéu kién bao quan va cach
ldy mau ding theo hudng dan caa bo Kit.
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- Quy dinh van chuyén, bao quan, luu trir bénh pham, thoi gian chuyén
dén phong xét nghiém: Mau duoc cho vao hop dung bénh pham va van chuyén
dén phong xét nghiém trong vong 4 gid ké tir khi lay mau (d6i véi mau
mau/dich co thé).

2.5. Phiéu chi dinh xét nghiém
Kiém tra chi dinh xét nghiém: ghi day du thong tin theo quy dinh, vi du
mot s6 thong tin chung nhu: ho tén ngudi bénh, tudi, giwdng bénh, khoa phong,
chan doan, loai mau bénh pham, thoi gian 1ay mau bénh pham (néu co) ...
6. Thai gian thuc hién ky thuat
Thoi gian thuc hién xét nghiém tir luc tiép nhan bénh pham dén khi tra
két qua khoang 6 dén 10 gio.
2.7. Pia diém thuc hién xét nghiém
Phong xét nghiém di truyén — sinh hoc phan tu..
3. AN TOAN
Phai dam bao an toan vé cac quy dinh caa bénh vién:
- Quy dinh vé hiéu chinh vat tu, trang thiét bi;
- Quy dinh vé an toan dién va phong chéng chay no;
- Quy dinh vé an toan hoa chat;
- Quy dinh vé an toan sinh hoc;
- Quy dinh vé kiém soat moi truong, rac thai y té.
4. CAC BUOC TIEN HANH
4.1. Cac budéc thuc hién
4.1.1. Tach chiét DNA/RNA
- Quy trinh tach chiét dé thu duoc DNA tinh sach theo Kit tich DNA/RNA.
- Panh gia nong d va chat luong DNA tach chiét tir mau bénh pham six
dung b kit chuyén dung.
- L4y c4c mau DNA tach chuan bi cho xét nghiém gen bang k§ thuat Real-
time PCR.
4.1.2. Thuc hién phan wng RT-PCR

- Thiét 1ap hdn hop phan tng RT-PCR.

- M@ phan mém chay may da cai dat san.

- Chon chuong trinh chay phu hop.

- Nap hda chat va vat tu tiéu hao can thiét.
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- Chay may theo huéng dan.
4.2. Nhan dinh két qua
- Kiém tra chat ludng mau ddi ching: Kiém tra két qua chay ching am va
ching duong kém theo b Kit.
- Boc va nhan dinh két qua mau néi chang:
+ Poc va ghi nhan két qua tu dong trén may.
+ Két luan va ban luan mot sé truong hop dic biét.
4.3. Tra két qua va lwu trir ho so
Tra két qua theo cac quy trinh lién quan. Két qua co day da théng tin bénh
pham, k¥ thuat, chan doan va nguoi thuc hién. Luu vao biéu mau theo quy dinh
va luu trit hd so.
5. NHUNG SAI SOT VA XU TRi
5.1. Truéc khi thuc hién ky thuat
- Mau bénh pham khong dat tiéu chuan:
+ Thuc hién ldy lai mau.
+ Pam bao yéu cau vé diéu kién van chuyén va bao quan mau.
- Mau sau khi tach chiét khong dam bao chat luong va sé luong:
+ Thuc hién tach chiét lai theo dung quy trinh.
+ Yéu cau lay lai mau deé tach chiét lai trong truong hop can thiét.
5.2 Trong khi thuc hién ky thuat
- Mau ddi chimg khong dat:
+ Kiém tra diéu kién bao hoa chat xét nghiém.
+ Chay danh gia lai bo kit va mau dbi chung.
- Mau bénh pham khong dat diéu kién phan tich:
+ Kiém tra diéu kién bao hoa chat xét nghiém.
+ Kiém tra lai chat luong DNA, tach chiét lai néu can thiét.
5.3 Sau khi thyc hién ky thuat
- Sai s6t trong qua trinh ghi nhan va tra két qua:
+ Kiém tra lai két qua da ghi nhan.
+ Thyc hién lai quy trinh tra két qua.
6. YEU CAU PANH GIA VA KIEM TRA CHAT LUQNG
- Y&u cau thyc hién noi kiém.
- Yéu cau thuc hién ngoai kiém hoac kiém tra mau mu.
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Phu luc 1
Quy trinh khuyéch dai toan b hé gen bang Single Cell Kit (Qiagen)

1. Tron hon hop: Proteinase K solution (2 pL) + Single-cell lysis and
fragmentation buffer (32 uL).

2. Lay 1 pL hén hop dugc tron budc 1 + 9,0 pL dung dich dé chira té
bao phoi.

3. U 50°C trong 1 gid; 99°C trong 4 phut, sau d6 ngay 1ap tic chuyén
6ng chira san pham trén 1én khay da.

4. Thém 3 pL hdn hop dung dich (ty I& 2 Single-cell library preparation
buffer: 1 Library stabilization buffer).

5. U hdn hop trén 95°C trong 2 pht, ngay 1ap tic chuyén sang khay da
va ly tam mau.

6. Thém 1 pL Library preparation enzyme mixture; Sau doé cho chay Pre
PCR (16°C trong 20 phut; at 24°C trong 20 phut; at 37°C trong 20 phut; at 75°C
for 5 phut; duy tri & 4°C. Hon hop san pham nay c6 thé dé duoc 3 ngay, luu &
- 20 °C.

7. Thém 61 pL (7,5 uL Amplification premix + nudéc 48,5 pL + 5 pL
WGA DNA polymerase). Sau do chay PCR (95°C trong 3 phut; 25 chu ky (94
°C trong 30 giay; 65 °C trong 5 phut); duy tri 4 °C).

8. Tinh sach san pham WGA bang hat tur.

9. Mau DNA thu duoc sau khuyéch dai duoc tién hanh do ndng d6 va
kiém tra do tinh sach. Mau DNA duoc pha lodng vé nong do tir 10-20 ng/pL
dé thyc hién phan ung tiép theo.
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13. XET NGHIEM GEN TRUGC SINH VOI TE BAO Ol; GAI NHAU
BANG KY THUAT GIAI TRINH TU GEN SANGER

1. PAI CUONG
1.1. Muc dich caa ky thuat

Xét nghiém gen trudce sinh bang phuong phap Sanger nham xac dinh dot
bién don gen c6 ngudn gdc di truyén tir bd/me trén mau DNA cua thai nhi.

Giai trinh gen bang phuong phap Sanger duoc tng dung dé xét nghiém
cho céc bénh di truyén da xac dinh dot bién gen dich, phuc vu cho chan doan
trudc sinh bénh di truyén va tu van di truyén.

1.2. Dinh nghia, nguyén ly
1.2.1. Binh nghia

K§ thuat giai trinh tu bang phuong phap Sanger 13 k¥ thuat giai trinh tu
cho 1 doan gen/1 trinh tu gen da biét bang k thuat giai trinh ty truc tiép Sanger.
1.2.2. Nguyén ly

- Trong qué trinh mang thai, cac té bao thai nhi & da, nim mac miéng,
hé thong tiéu hoa, tiét niéu bong ra giai phong vao buong 6i. Do vay nudi cay
dich 6i s& thu hoach duoc dong té bao cua thai nhi. Dich 6i dugc nudi cay trong
flask thanh dong té bao, sau d6 cdy chuyén sang dia petri véi lamen lam gia
d&. Tach DNA tdng sb tir dong té bao 4i dua trén nguyén tic pha vd mang té
bao, mang nhan bang cac phuong phap vat Iy, hda hoc dé giai phong DNA ra
moi truong dong thoi phan hay céc protein lién két vai DNA, thu nhan lai DNA
tinh sach bang hoa chat phu hop.

- Ky thuat PCR (polymerase chain reaction) duoc thuc hién dyua trén
nguyén tic bo sung va nhd hoat dong cua enzyme polymerase, tong hop in
vitro trinh tu gen dich.

- Dya vao dic tinh cu tric cta cac axit nucleic 1a cac dai phan tu tich
dién am dong déu trén khap bé mat nén khi chiu tic dung cua dién truong
khoéng doi chiing sé& di chuyén vé cuc duong. Tc do di chuyén caa ching trén
ban thach agarose phu thudc vao kich thuéc DNA va ndng d6 ban thach.

- Giai trinh tu gen Sanger dua trén nguyén ly “két thic chudi” dé tong
hop céc trinh tu nucleotide sgi don trong mot phan tng c6 ddNTPs. Viéc tong
hop trinh ty dién ra bang cach 1am ding ngau nhién khi mdi loai ddNTP dugc



127

gan vao, két qua 1a tao ra cac doan DNA sgi don hon kém nhau mét nucleotide.
Cac trinh tu DNA duoc doc bang hé thong dién di mao quan ty dong.
2. CHUAN BI
2.1. Ngwoi thuc hién
- Bac si: 01 nguoi;
- Ky thuat y hodc twong duong: 02 nguoi.
2.2. Vit tu
2.2.1. Dung cu

- Pau c6n thudng va dau con c6 phin loc (1000 pL, 200 pL, 100 pL, 10
uL...); ong ly thm céc loai (1,5-2 mL; 15 mL; 50 mL); éng PCR céc thé tich
(0,2-0,5 mL...); chai thay tinh céc thé tich; chai nudi ciy c6 ng thong khi;
chai thuy tinh (250 mL, 500 mL...); cdc thay tinh; pipet cac thé tich (10 mL,
3 mL; pipet pasteur...)

- Bo mao quan céc loai: 50 cm, 70 cm (4 vi tri hoac 8 vi tri...). Khay
chtra mau 96 giéng; tAm cao su day dia chay mau va khay chta dém.

- Khay giit mau cac loai (24-48 vi tri...): khay giir lanh, khay giit dng
0,5 mL-2mL-15mL-50mL; ban thi nghiém; tu dung hda chat; hop luu mau;
gidy lau may va lau tay.

- Ong dung mau (6ng chéng dong EDTA vo tring); trang bi bao ho ca
nhan (giang tay; khau trang; mil gidy); bang dinh giay; gidy in két qua, sat khuan
tay nhanh.

- Chi phi khac: chi phi phan mém noi bo cua bénh vién, chi phi hiéu
chuan trang thiét bi hoic chi phi danh gia ISO (néu c9)...

2.2.2. Hoa chat/sinh pham

- Nudc khdng chira Nuclease; ethanol 100%, Ethanol 70%, nuéc cat 2
lan.

- B4 mau chang gdm mau chimg khong c6 dot bién, mau ching am va
duong cac loai (néu co).

- Hon hop hoa chat pha PCR (PCR Master mix, Tag, dNTPs, Mg2*...);
4 loai nucleotid tu do (ANTPs mix...); trinh tu moi xudi va médi nguoc (5'-3).

- Hoa chat dién di: thach dién di (Agarose); dém mau tra mau dién di
DNA (Loading dye) (ndéng d6 5X/6X/10X...); dung dich dém dién di; thudc
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nhuom huynh quang DNA (ethidium bromide, red safe...); thang do DNA
chuan (DNA ladder) cac loai (1 kb,100 bp...).

- Hda chat tach DNA/Kit tach DNA tng sb; hoa chat tinh sach san pham
PCR soi doi va soi don, hoa chat giai trinh tu gen.

- Hoa chat dién di mao quan: khay dém cho cuc &m va cuc duong may
dién di mao quan; dém dién di mao quan; hoa chat cin chinh cho may dién di
mao quan.

- Héa chét nudi ciy, hoa chat thu hoach té bao i, hda chat 1am ndi té
bao bam dinh; hda chat rira té bao. - Hoa chat duoc str dung va bao quan theo
huéng dan caa nha san xuat.

2.3. Trang thiét bi

- Pipet va dau loc twong tng vai cac thé tich: 0,1-1 pL; 1-10 pL; 1-20
pL; 10-200 pL; 0,1-1 m...L.

- Tu sach/ta ATSH cap 1/ta ATSH céap 2, ta hut

- Hé théng dién di mao quan, may luan nhiét PCR 96 giéng, may tach
DNA ty dong; may quang phd do DNA/RNA, hé thdng dién di, hé théng chup
anh dién di kém phan mém.

- May ly tam: may ly tdm thuong; may ly tdm lanh; may ly tdm mini
spin; may ly tam dia; ta lanh va ta &m céc loai (-20°C; -40°C; -80°C ...).

- Thiét bi phu tro: may lac; ta 6n nhiét kho; bé on nhiét nudc; noi khir
tring u6t; ti siy kho; can dién tir; luu dién; nhiét am ké; nhiét ké; may in anh;
may in tem ma vach; phan mém quan ly bénh vién.

2.4. Chuan bi miu bénh pham

- Loai mau bénh pham: dich 6i/gai nhau sau nudi cay; DNA tong sb
tach tir dong té bao bi/gai nhau, san pham PCR duoc khuéch dai tir dong té
bao bi/gai nhau.

- Tiéu chuan mau bénh pham:
+ Dich di: 5-15 mL, dung trong 6ng vo tring.
+ Té bao gbc trung mo, gai nhau dung trong 6ng vo tring.
+ DNA tong s6, san pham PCR hoic san pham PCR di tinh sach.
2.5. Phiéu chi dinh xét nghiém
- Kiém tra phiéu chi dinh: kiém tra théng tin theo quy dinh.
- Kiém tra ng dung bénh pham: kiém tra théng tin theo quy dinh.
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2.6. Thai gian thuc hién ky thuat
33,8 gio.
2.7. Pia diém thuc hién ky thuat
Phong xét nghiém di truyén — sinh hoc phan tu.
3. AN TOAN
- Bam bao nguyén tic an toan sinh hoc.
- Bam bao an toan theo hudng din cua nha san xuat hda chat, thiét bi.
4. CAC BUOC TIEN HANH
4.1. Cac bwéc thuc hién
- Chuan bi chung cho cac budc thuc hién xét nghiém:

+ Khay giir lanh; khay dung dng 1,5 mL, khay dung 6ng 50 mL va dng
PCR va 6ng 1,5 mL, bt viét, hop luu mau.

+ Tiéu hao, dung cu va dang ki sir dung may.

+ Ghi tén nguoi bénh/ma s6 ngudi bénh Ién cac 6ng xét nghiém.

+ Phiéu theo dbi thuc hién xét nghiém (néu cd); tinh tong s6 hoa chat
can pha dé thyuc hién 1 lan xét nghiém hoac xét nghiém cho 1 mau
bénh pham.

- Cac budce dugc thuc hién bai 1 nhan vién chinh va 1 nhan vién giam sét.
4.1.1. Nubi cay té bao dich 6i

- Mdi mau bénh pham duogc nudi cdy vao 2 chai nudi cay va 1 mau
chung.

- Dién day du thdng tin caa nguoi bénh va kiém tra chat lugng mau qua
danh gia thé tich, mau sic dich 6i (van duc, c6 mau) vao trong phiéu theo doi
thuc hanh xét nghiém.

- Cho thé tich méi truong nubi cay phd hop (vi du 3,5 mL...) vao chai
nudi cdy. Ghi thdng tin ngudi bénh vao chai.

- Ly tdm dng dung dich i ¢ toc d6 1800 vong/phut trong 5 phat, chuyén
6ng dung mau di ly tdm vao ta ATSH, kiém tra can té bao, bo phan dich noi.

- Dung pipet hat toan bo can té bao cia mau 6i di ly tim va chuyén vao
chai nudi cay da bo sung méi truong.

- Dan déu méi trudng trén bé mit chai nudi cdy va dat chai nudi cay vao
trong ta 4m, 5% CO,, 37°C.
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- Hang ngay, kiém tra hinh dang, s6 luong té bao 6i bang kinh hién vi
s01 nguoc.

- Sau 5-10 ngay, k¥ thuat vién kiém tra tinh trang bam dinh va phét trién
cua té bao 6i nudi ciy dudi kinh hién vi soi nguoc. Néu du luong té bao can
thiét, nhan vién thuc hién thay méi truong bang cach chuyén toan bo mai
truong nudi cay trong chai nudi cay vao dng dung mau 6i ban dau (luu ¢ ngan
mat t lanh cho dén khi két thic xét nghiém. Dich néi nay c6 thé dugc sir dung
dé nudi cay tiép trong truong hop can thiét).

- B6 sung thé tich (vi du 2,5-3 mL...) dung dich ria té bao vao chai nudi
cay (trang nhe chai nudi cay), loai bo dich va bo sung tiép 3,5 mL moéi trudng
nudi cdy méi vao chai nudi ciy, chuyén chai nudi cay vao ta am, 5% CO»,
37°C.

- Kiém tra su phat trién cua té bao 6i dé quyét dinh thoi diém thu hoach
(sau 5-7 ngay).

4.1.2. Thu hoach té bao i tir chai nudi cay

- Chuan bi trudc thu hoach: Ra déng hoa chat 1am ndi té bao (trypsin...)
trong ngin mat ta lanh, rd dong méi truong nudi cay néu can thiét (can 10
mL/chai nudi ciy) dé cy luu mau va chuan bi cac dung cu can thiét: 1 coc
thay tinh, chai Duran.

- Chuyén dich noi trong chai nudi cay vao ong ly tam vo tring 15mL (c6
ghi t&n, ma sb ngudi bénh va sb tha tu chai nudi cay).

- B6 sung dung dich 1am néi té bao vao trong chai nudi ciy dé trang hét
bé mat. Hat dich n6i va chuyén vao ong ly tam 15mL dung dung dich & trén.

- B6 sung tiép dung dich 1am ndi té bao vao trong chai nudi cay, u &
37°C trong 3 phut.

- Kiém tra luong té bao da tach khoi bé mat chai nudi cay dudi kinh hién
vi soi nguoc. Néu van con nhiéu té bao bam dinh, gé nhe vao thanh chai nudi
cay hoic dung dung cu nao té bao (cell scraper) dé tach ndt cac té bao con trén
bé mit chai nubi cy.

- Hat hét dich noi trong chai nudi cay va chuyén sang ng ly tam 15mL
dung dich té bao & trén.
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- Thém thé tich méi truong nuéi cay ph hop (1,5-5 mL) vao dé trang
déu bé mat chai nudi cay, va chuyén hét dich néi vao éng ly tim 15mL dich té
bao ¢ trén.

- Ly tdm éng dich té bao & 1800 vong/phut trong 5 phat. Kiém tra can té
bao, loai b phan dich néi. G& nhe vao éng ly tim dé cin té bao khdng bam
dinh duéi day 6ng.

- Thém vao 6ng dung dich rira té bao vo tring, ly tam dng dich té bao &
1800 vong/phut trong 5 phut, loai bo dich noi va 1ap lai bude ria 2 lan.

- Loai bo dich rira té bao, giir lai khoang 400 pL dung dich chta can té
bao va hat 200 pL phan dich noi dén dé tach DNA tong sé.

4.1.3. Tach DNA tong s tir dich 6i, gai nhau sau nudi cay bang kit thuong mai

DNA tong s6 c6 thé thuc hién theo 2 cach: tch bang kit thuong mai theo
huéng dan cua nha san xuat va tach thu cong sir dung cac loai hda chat tuong
duong nhu enzyme protease, hoa chat tay rira manh (SDS...), dung dich dém
ly giai, con.... Cac budc thyc hién nhu sau:

Bién tinh va phan giai protein: thém luong mau can thiét vao éng da
chtra enzyme hoic hda chat tuong dwong nham pha mang té bao va mang nhan;
b6 sung dung dich dém (néu can), tron déu va o & nhiét dé phd hop.

Loai bo protein: protein sau bién tinh s& duoc két tia va phan 16p hoac
gitr lai trén cot loc.

Thu axit nucleic: sir dung con hoic hoa chat twong duong dé tia DNA
hodc hoa tan DNA va duoc thu lai bang cach Iy thm ¢ téc d6 phd hop. DNA
duoc hoa tan trong dung dich phu hop (nudc khir enzyme hoac dung dich tuong
dwong) va bao quan & nhiét do -20°C.

Kiém tra chat lugng DNA tong sé bang dién di hoic quang pho ké.
4.1.4. Thyc hién ky thuat PCR

- R dong cac hoa chat.

- Chuan bi bo mau can chay (¢ nhiét do phong) bao gom: mau chiing am;
mau chimg duong (néu c6); mau trang; mau bénh pham.

- Tinh s hoa éng can chuan bi va thé tich hoa chat can pha cho nguoi
bénh va mau noi kiém. Thé tich cho mdi phan tng gdm cac thanh phan
sau:
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Héa chit

Thé tich (uL)/ phén \ng

dH20

Hon hop héa chét pha phan tmg PCR

Moi xubi (10 pmol)

Moi nguoc (10 pmol)

DNA tbng sd

Téng thé tich

- Chia déu hoa chat PCR ra 6ng PCR 0,2 pL va bo sung DNA tong sé cua
dong té bao 6i va cac mau ching can thiét vao ong PCR, chuyén cac ong
PCR vao may gia nhiét va chay theo chuong trinh nhiét cua tirng loai xét

nghiém.
4.1.5. bién di san pham PCR
- Chuan bi dung dich dém 1 X.

- Sir dung ban thach agarose thuong mai hoic chuan bi ban thach agarose

véi ndng do thich hop.

+ Lip lugc vao cac khay d6 thach va diéu chinh khay can bang.

+ Can luong thach agarose can thiét, va b6 sung dung dich dém véi thé
tich twong ung véi nong do thach can dung va dun néng dung dich

thach cho dén khi toan bo agarose trong dung dich tan hoan toan.

+ Lam nguoi dung dich dén khoang 50-70°C va thém thudc nhuom
DNA vao dung dich agarose, lic déu (truong hop khoéng bd sung
thuéc nhuom DNA, sau dién di ban thach s& ngdm trong dung dich
thuéc nhuom DNA) rdi d6 toan bo dung dich thach agarose vao
khuén da duoc cai san luge, dé ban thach ngudi ¢ nhiét dé phong

trong khoang 30 phut.
- bién di san pham PCR

+ D6 dung dich dém 1X vao bé dién di sao cho dung dich dém cao hon
mat ban thach khoang 2-5 mm.

+ Dung pipet hat | thé tich thuéc nhuém va tron déu véi 5 thé tich san
pham PCR. Sau d6, dung pipet hut toan bd mau va nhé mau vao tirng
giéng trén ban thach. Day nip bé dién di va cam dién cuc vao ngudn
dién di va dién di mau trong khoang thoi gian va dién thé thich hop.
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- Chyp anh san pham dién di: dua ban thach vao may chup anh gel, dong
nap, bat dén UV va chup theo huéng dan caa nha san xuét; luu hinh anh dién
di hoac in anh (néu can); vé sinh cac dung cu dién di bang con 70°C.

4.1.6. Tinh sach san pham PCR

- Qua trinh tinh sach san pham PCR soi ddi bang kit thuong mai va tién
hanh theo huéng dan caa nha san xuat.

- San pham PCR tinh sach duoc bao quan & 4°C trong trudng hop ding
ngay hoac luu trir ¢ -20°C.

- Kiém tra san pham PCR soi dbi di tinh sach bang phuong phap dién
di.

4.1.7. Pha hda chat PCR sgi don
- Pha hda chat PCR sgi don gom cé4c thanh phan sau:
Héa chat Thé tich (uL)/ phan \ng

dH.0
BigDye v3.1
5X buffer
Moi don (10 pmol)
San pham PCR tinh sach
Tong thé tich
- Chuyén cac 6ng PCR vao may gia nhiét va chay theo chwong trinh phu
hop, san pham PCR duoc bao quan & 4-8°C cho dén khi thuc hién cac xét
nghiém tiép theo.
4.1.8. Tinh sach san pham PCR soi don
- Tinh sach san pham PCR soi don bang hda chat thuong mai va thuc

hién theo hudng dan cua nha san xuat.
4.1.9. bién di mao quan

- Khéi dong may dién di mao quan, thiét 1ap chuong trinh trén may dién

di mao quan theo hudng dan ctia nha san xuat.

- Hut thé tich dung dich san pham PCR soi don d tinh sach (10-20 pL)

va nho vao céc giéng trén khay chtra mau.

- bt khay chira mau vao ding vi tri trén may dién di mao quan.

- Tién hanh chay may dién di mao quan theo hudng dan ciia nha san xuat.
4.2.0. Thu thap dix liéu trinh tu gen va phan tich

- Thu thap céc trinh tu gen sau khi dién di mao quan.
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- Lya chon trinh ty gen tham chiéu pht hop trén ngan hang gen quéc té
dé so sanh véi trinh tu gen can phan tich bang phan mém chuyén dung
doc 1ap boi 2 nhan vién khac nhau.
4.2. Nhan dinh két qua
4.2.1. Xem xét két qua QC
a. Nudi cdy va thu hoach té bao éi

- Kiém tra chai nudi cay té bao dich 4i sau 72h: cac chai nudi cy dat chat
lwong khi méi trudng nudi cay trong, xuat hién dan cac té bao bam dinh 18n bé
mat chai nudi cay.

- Néu mau bi nhiém trang (dung dich chuyén mau duc) s& hiy mau va
nging nudi cay.

b. Tach DNA

DNA dat chat lugng khi luong DNA do tai budc song OD2s0/280nm > 10 ng

va d6 sach trong khoang 1,8-2,0.
c. PCR

- Str dung thach agarose va thang DNA chuan phut hop véi kich thuée cua
doan gen quan tam.

- Két qua dién di san pham PCR phai o rang, dung kich thudc ly thuyét,
méu Blank control (BC) khong c6 bang, mau ching noi kiém, mau bénh pham
Xuat hién bang c6 kich thudc ding kich thude ly thuyét.

d. Tinh sach

San pham PCR tinh sach c6 bang dic hiéu, khéng xuat hién cac vét sang
(smear).

e. Gidi trinh tw gen

- Tin hiéu rd rang, nam trong gidi han dugc quy dinh ctua nha san suat.

- Trinh tu gen thu dugc phai bat dau tir trinh tw mdi, ngoai trir truong hop
méat doan xay ra tai vi tri bat cap caa trinh ty mdi.

- Trinh ty moi xudi va modi nguoc c6 thé ghép dugc véi nhau ngoai trix
truong hop dic biét nhu bi dot bién mat/thém doan...

4.2.2. Doc két qua va nhan dinh két qua
a. Poc két qua
- Phan tich trinh gen bang phan mém chuyén dung kém theo may hay

phan mém thuong mai (Chromas, mutation surveyor...). So sanh trinh tu gen



135

dich véi trinh tu gen tham chiéu va xac dinh su thay doi trén trinh tu gen dich
néu c6 va xac dinh bién thé trén gen:
+ Xac dinh loai dot bién gen.
+ Xac dinh vi tri xay ra dot bién trén cDNA va sy thay doi cua céc axit
amin lién quan dén dot bién.
- Ghi nhan két qua phan tich vao hd so twong tng cia ngudi bénh.
b. Nhdn dinh két qud
- Xac dinh tén bién thé va kiéu gen cua ngudi bénh theo hudng dan
HGVS.
- Nhan dinh kiéu gen tuong tng (ddng hop tir, di hop tir hodc khdng phat
hién dot bién...).
4.2.3. Phién giai va bao cao két qua
- Phién giai két qua giai trinh tu theo huéng dan caa ACMG.
- Bé4o c4o két qua theo cac quy trinh lién quan.
4.2.4. Bién luan két qua cho nhiing truong hop bét thuong
- P6i chiéu két qua kiéu gen, kiéu hinh theo quy dinh.
- Tu van di truyén hodc thuc hién thm xét nghiém néu can va sang loc
cho cac thanh vién trong gia dinh ngudi bénh c6 dot bién gen.
4.3. Tra két qua va luu trir ho so
4.3.1. Tra két qua
- B4o cao két qua xét nghiém duoc thuc hién theo céc Quy trinh lién quan,
Iuu ho so va ghi vao biéu mau can thiét va luu ho so xét nghiém.
- Két qua xét nghiém can dugc kiém tra chéo, phé duyét trude khi tra.
- Tu van di truyén va hudng dan chan doan trudc sinh.
4.3.2. Luu trit ho so
- Ho so xét nghiém dugc luu theo quy dinh.
5. NHUNG SAI SOT VA XU TRI
5.1. Trwoc khi thyce hién ky thuat

Nguy co Nguyén nhan Xir tri

-Nham mau | - Nhan vién khong tuan thii | - Pao tao nhan vién lién tuc,
quy trinh/chua dugc dao | kiém tra chéo va lay lai mau
tao bénh pham
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- Db mau - Nhan vién khong tuan tha | - Bao tao nhan vién lién tuc,
quy trinh/chua dugc dao |- LAy lai mau bénh pham
tao

- Thiéu mau |- MAu bj tht lac - Bao cao lanh dao khoa, ghi

- D6 mau nhan su viéc, khtr nhidm va
lign hé 14y lai miu
-Mau khéng | - Sai 6ng dung mau/Sai mau | - Lay lai mau bénh pham
dat bénh pham

- Van chuyén sai quy dinh

- B4o quan sai quy dinh

- L4y lai miu, dao tao nhan
vién van chuyén mau

- L4y lai mau, kiém tra va
hiéu chuan ti bao quan mau

5.2. Trong qua trinh thuc hién ky thuat

Nguy co Nguyén nhan Xir tri

- Sai quy trinh | - Nhan vién khong tuan thu | - Bao tao nhan vién lién tuc,
ky thuat quy trinh/chua dugc dao tao | Kiém tra chéo va thyuc hién

lai quy trinh k¥ thuat

-Hoéa  chat | - Bao quan sai/hét han - Chuan bi lai héa chit
khong dat - Bao tao nhan vién st dung

va bao quan hoa chat.

- Thiét bi |- May hong - Str dung may khac clng
dung  dot chtrc nang dé thyc hién lai
ngot xét nghiém va kiém tra

thiét bi dinh ki,
- Mt dién - Pam bao ngudn dién wu
tién va thuc hién lai PCR
- Thiéu hda chat chay mady | - B6 sung hda chat va khoi
dong lai may xét nghiém
- Nhiém mau |- Nhan vién khong tuan tha | - X ly lai mau va thuc hién

quy trinh ky thuat va an
toan sinh hoc

lai xét nghiém
- Giam sat va kiém tra chéo
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- Lwong DNA | - Nhan vién khong tuan thu | - Bao tao nhan vién lién tuc,
khong dat quy trinh/chua dugc dao tao | kiém tra chéo
- Khéng str dung dung dung | - Cin chinh lai may do bang
dich hoa tan DNA khi can | dung dich hoatan DNA va
chinh may do DNA. do lai.
-Do tinh chat bénh hoic |- Ly lai mau
thude diéu tri.
- b6 DNA - Nhéan vién khong tuan thu |- Thuyc hién lai quy trinh
quy trinh/chua dugc dao tao | tach DNA
- Kiém tra va danh gia nhan
vién lién tuc
-Nham mau |- Nhan vién khong tuan thi | - Pao tao lién tuc va kiém
quy trinh tra chéo
-San  pham |-Ho6a chat hét han s |- Thuchiénlai PCR; dao tao
PCR khong | dung/khong dugc bao quan | lai nhan vién trong bao
ding kich | dung quy dinh. quan va si dung hda chat.
thuéc/khong | - Nham mau - Ly lai mau va thuc hién
dac hiéu lai quy trinh k¥ thuat
-Thao tadc cta nhan vién |- Dao tao va kiém tra lién
chua dat/chua ding tuc
-Mau  ndi |- Str dung sai mau ndi kiém | - Chon lai mau noi kiém va
kiém khéng thuc hién lai ky thuat
dat - Sai chu trinh nhiét - Thuyc hién lai PCR
- Sai mau bénh pham - L4y lai /tach lai mau va
thuc hién lai quy trinh k¥
thuat
-PCR khéng | - Hoa chat hét han/bao quan | - Kiém tra hdéa chét truéc
c6 san pham | sai quy dinh khi st dung, pha lai PCR

- Nong d6 héa chat khong
dang

- Nhéan vién khong tuan thu
quy trinh

- Pao tao va giam sat nhan
vién, pha lai PCR
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- Mét dién
- May hong

-Pao tao va kiém tra lién
tuc va thuc hién lai quy
trinh ky thuat

- Thuc hién lai PCR

- Stra may va thuc hién lai
PCR

-Sai  thang | - Nhan vién chua dugce dao |- Chon lai thang chuan va
chuan tao/khdng tap trung dién di lai san pham PCR
-Khéng c¢0 |- Sai chu trinh nhiét - Thyc hién lai PCR
san  pham | - Sai dién cuc dién di - bién di lai
sau dién di |- Dung dich dém khong dat | - Chuan bi lai dung dich
PCR dém va dién di lai
- Khéng ¢0 |- Nhan vién khong tuan thu | - PCR va tinh sach lai.
san  pham | quy trinh
tinh sach sau | - Sai dién cuc dién di - bién di lai
dién di - Dung dich dém khong dat |- Chuan bi lai dung dich

dém va dién di lai

- Trinh ty gen | - Luong DNA khuén quéa |- Tién hanh lai phan ung
khong dat it/nhiéu PCR
- Hoa chat dién di mao quan | - Thay hoéa chat dién di mao
quéa han quan hoac thay mao quan
- Ky thuat caa nhan vién |- Dao tao lai nhan vién va
chua chuan kiém tra, giam sat
- Khéng ¢0 |- Sai phuong phap chay - Chon lai phuong phap
trinh tu gen chay
- Sai moi -Pha lai hoa chat PCR
- Ky thuat caa nhan vién | va/hoac giai trinh tu gen
chua chuén - Pao tao lai nhan vién va
kiém tra, giam sat
- Phén tich va | - Nhan vién khong tuan thu | - Phan tich lai, dao tao lai
nhan dinh | quy trinh/chua dugc daotao | nhan vién, kiém tra chéo

sai két qua

khi thuc hanh.
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5.3. Sau khi thuc hién ky thuat

Nguy co Nguyén nhan X tri
- Sai thdng tin | - Nhan vién khong tuan thu | - Bi chiéu thong tin ngudi
ngudi bénh quy trinh bénh va hd so xét nghiém
va stra lai thong tin nguoi
bénh
-Do nhap liéu sai trén hé | - Lién hé CNTT ho tro sira
théng cua bénh vién thong tin ngudi bénh va in
lai két qua.
- B4o cao sai | - Nhan vién khdng tuan thua |- Thuc hién lai quy trinh k¥
két qua xét | quy trinh/chua duoc daotao | thuat néu can.
nghiém - Phéan tich va nhan dinh lai
- Kiém tra chéo két qua
-Tra  nham |- Nhan vién khdng tuan thu | - Bao cdo ldnh dao va lay lai
két qua xét | quy trinh mau dé thuc hién lai xét
nghiém cua nghiém

nguoi  bénh
khac

- Bao tao lai nhan vién

- Mat két qua

- Nhan vién dé két qua xét

-Kiém tra lai ho so xét

Xét nghiém nghiém sai vi tri nghiém va in lai ban két
qua khac
-Nhan vién tra nham cho |- Kiém tra lai hd so xét
ngudoi bénh khac nghiém va in lai ban két
qua khac
-Két qua 2 |- Nhan vién khong tuan thu |- Bio cao lanh dao khoa,
dong té bao | quy trinh kiém tra lai hd so xét
cia 1 mau nghiém va thyc hién lai
khong trung quy trinh xét nghiém.

- Mau ¢4 tinh trang kham

-Nudi cdy thém dong té

bao, thuc hién lai xét
nghiém va lam thém xet
nghiém bang ky thuat
Khéac.
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6. TIEU CHUAN PANH GIA VA KIEM TRA CHAT LUQONG
- Gi4 tri bao dong/nguy hiém:

+ Néu sé luong cum té bao NST <10 té bao/vi trudng.

+ Lugng DNA téng s6 < 10 ng/uL, d6 tinh sach (OD2s0/280nm) NQOAI
khoang tur 1,8-2,0.

+ Hoa chat hét han sir dung

+ Két qua dién di mao quan khong c6 tin hiéu

- Tiéu chuan danh gia: mau dat khi dam bao céc yéu cau sau

+ Mau noi kiém trong, khéng cé té bao moc.

+ Chat luong té bao dich 4i sau nudi cdy dam bao du mat do té bao
bam dinh trén bé mat chai nudi cay.

+ Mau trang (BC) khong c6 bang khi PCR.

+ Céc mau chang noi kiém c6 kich thude dung kich thudc Iy thuyét.

+ San pham PCR duoc dién di cung thang chuan pht hop, rd rang.

+ Thang do DNA phu hop véi kich thudc san pham PCR.

+ Tin hiéu cac nucleotide trong gidi han cho phép, chan khéng bi
nhiéu.

+ Mau noi kiém PCR c6 bang ding kich thudc ly thuyét.

+ Chat luong tin hiéu chay dién di mao quan dat yéu cau.

+ Phan tich va kiém tra chéo truge khi phé duyét két qua.
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14. XET NGHIEM GEN BANG KY THUAT MLPA

1. PAI CUONG
1.1. Muc dich caa ky thuat

Xét nghiém gen bang ky thuat MLPA nham phét hién dot bién da biét trén
gen/ving gen cu thé.

1.2. Dinh nghia, nguyén ly
1.2.1. Binh nghia

K§ thuat khuéch dai da dau do dua trén phan tng ghép néi (MLPA) la
mot ky thuat ban dinh lugng duoc sir dung dé xac dinh sé lugng ban sao cua
t6i da 60 trinh tw DNA dic hiéu trong cing mét phan ang.

1.2.2. Nguyén ly

- Tach DNA tong sb duya trén nguyén tac pha v mang té bao, mang nhan
bang cac phuong phép vat Iy, hoa hoc dé giai phong DNA ra méi truong dong
thoi phan hay céc protein lién két véi DNA, thu nhan lai DNA tinh sach bing
héa chat phd hop.

- K§ thuat MLPA dya trén phan tng PCR khuéch dai nhiéu doan gen khac
nhau chi véi 1 cap moi duy nhat. Phan (g MLPA tao ra mét tap hop cac san
pham PCR c¢6 chiéu dai tir 64-500 nt duoc phan tach bang dién di mao quan.

- K§ thuat MLPA 1a mot ki thuat phét hién sy thay d6i s6 lwong ban sao
bang céach so sénh chiéu cao cua cac dinh tin hiéu cac doan trong phan @ng
MLPA. So sanh chiéu cao cua dinh tin hiéu mau DNA dich v&i dinh tin hiéu
tuong tng cia mau DNA ddi chiing, cung cap théng tin vé trang théi sb lugng
ban sao gen cua trinh tu dich. Viéc x6a mét hoac nhiéu trinh tu dich c6 thé nhin
thay khi chiéu cao dinh giam tuong (ng, trong khi su gia ting chiéu cao dinh
phan anh sy gia ting sb lugng ban sao.

2. CHUAN BI
2.1. Ngwai thuc hién
- Bac si: 01 nguoi;
- Ky thuat y hoac twong duong: 02 nguoi.
2.2. Vit tu
2.2.1. Dung cu
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- Pau ¢6n thudng va dau cdn cé phin loc (1000 pL, 200 pL, 100 pL, 10
uL).

- Ong ly tam 1,5-2 mL; éng PCR céc thé tich (0,2-0,5 mL).

- Bd mao quan céc loai: 50 cm, 70 cm (4 vi tri hoac 8 vi tri), Khay chura
mau 96 giéng; TAm cao su day dia chay mau va ddy khay dém cho may dién
di mao quan.

- Khay gitr mau cac loai (24-48 vi tri): khay gitt lanh, khay gitt éng 0,5
mL-2mL-15mL-50mL; Ban thi nghiém: tu dung héa chat; hop luu mau; gidy
lau may va giay lau tay.

- Ong dung bénh pham (6ng chéng dong EDTA, 6ng dung mau vo tring);
trang bi bao ho: gang tay; khau trang; mii gidy; bang dinh; sat khuan tay nhanh.

- Chi phi khac: chi phi phan mém noi bo cua bénh vién, chi phi hiéu chuan
trang thiét bi hodc chi phi danh gia ISO (néu co)...

2.2.2. Hoa chat/sinh pham

- Hoa chat dung chung: nuéc khdng chira Nuclease.

- B mau ching gdm mau ching khong co dot bién, miu chimng am va
duong cac loai (néu co).

- Hoa chat tach DNA: kit tach DNA tong s6, ethanol 100% va 70%.

- Hoa chat PCR: hdn hop hoa chat sir dung trong phan ting PCR (PCR
Master mix...) hodc enzym Tag DNA Polymerase; hon hop 4 loai nucleotid
(dNTPs Mix...); mdi xudi va mdi nguoc (5'-3") (50 nmol/ng).

- Hoa chat MLPA (Salsa MLPA Probemix...); dung dich dém dién di mao
quan (Hidi formamide. ..); thang chuan dién di mao quan (Genscan 500 Liz...);
nudc khong chira Nuclease.

- Hoa chat dién di mao quan: khay dém cho cuc &m va cuc duong may
dién di mao quan (Anode Buffer Container (ABC), Cathode Buffer Container
(CBC); POP-7 Polymer for 3500/3500xL Genetic Analyzers...); hoa chat can
chinh cho may dién di mao quan (DS-33 Matrix Standard (Dye set G5)...).

- Bao quan theo hudng dan caa nha san xuat,

2.3. Trang thiét bj
- Pipet cc thé tich: 0,1-1 pL; 1-10 uL; 1-20 pL; 10-200 pL; 0,1-1 mL.
- Tu sach, ta ATSH, ti hat hoa chét.
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- Hé thong dién di mao quan, may luan nhiét PCR 96 giéng, may tach
DNA ty dong; may quang phd do DNA/RNA, hé thdng dién di, hé théng chup
anh gel dién di kém phan mém.

- May ly tam thuong; may ly tdm lanh; may ly tdm dia; Tu lanh va tu am
céc loai (-20°C; -40°C: -80°C).

- Thiét bi phu trg: may lac; ta 6n nhiét kho; bé én nhiét nudc; ndi khir
tring udt; ti siy kho; can dién tir; luu dién; nhiét am ké; nhiét ké; may in anh;
may in tem ma vach.

2.4. Chuan bi miu bénh pham

- Loai mau bénh pham: mau ngoai vi; dong té bao dich 6i sau nudi cay;
cac bénh pham khac: nudc bot, niém mac ma, mau u, gai rau, mau cudng ron,
té bao MSC sau nudi cdy, DNA tdng s, san pham PCR.

- Tiéu chuan mau bénh pham:

+ Mau ngoai vi: 0,5-2 mL, dung trong 6ng EDTA vo tring.
+ Céc bénh pham khac: dung trong dng dung bénh pham v tring.
+ DNA tong s6, san pham PCR dat chat luong theo quy dinh.

2.5. Phiéu chi dinh xét nghiém

- Kiém tra phiéu chi dinh: kiém tra thong tin theo quy dinh.

- Kiém tra 6ng dung bénh pham: kiém tra théng tin theo quy dinh.
2.6. Thoi gian thuc hién ky thuat

6,2 gio.

2.7. Pai diém thuc hién ky thuat
Phong xét nghiém di truyén — sinh hoc phan tu.
3. AN TOAN

- Pam bao nguyén tic an toan sinh hoc: mic 4o vo tring, deo khau trang,
kinh bao hd, mii bao ho, gang tay khi thuc hién xét nghiém.

- Pam bao an toan theo huéng dan cua nha san xuét hda chat, thiét bi.

4. CAC BUOC TIEN HANH
4.1. Cac buwdéc thuc hién
- Chuan bi chung cho céac budc thuc hién xét nghiém:
+ Hoa chat, tiéu hao va dang ki str dung may.
+ Ghi tén nguoi bénh/ma sé nguoi bénh Ién céc dng xét nghiém.
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+ Chuan bi phiéu theo dai thuc hién xét nghiém (néu co): tinh téng sb
hoa chat can pha dé thuc hién 1 1an xét nghiém hoic xét nghiém cho
1 mau bénh pham.

- Cac bude dugc thuc hién bai 1 nhan vién chinh va 1 nhan vién giam sat.
4.1.1. Tach DNA tong sb

DNA tong s6 c6 thé thuc hién theo 2 cach: tch bang kit thuong mai theo
huéng dan cua nha san xuat va tach thu cong sir dung c4c loai hda chit tuong
duong nhu enzyme protease, hoa chat tay rira manh (SDS...), dung dich dém
ly giai, con.... Cac budc thyc hién nhu sau:

- Bién tinh va phan giai protein: thém luong mau can thiét vao ong da
chtra enzyme hoic hda chat tuong duwong nham pha mang té bao va mang nhan;
b sung dung dich dém (néu can), tron déu va o & nhiét dé phd hop.

- Loai bo protein: protein sau bién tinh s& dugc két tua va phan l1ép hoac
gitr lai trén cot loc.

- Thu axit nucleic: s dung con hoic hoa chat tuong duong dé tia DNA
hodc hoa tan DNA va duoc thu lai bang cach Iy thm ¢ téc d6 phd hop. DNA
duoc hoa tan trong dung dich phu hop (nudc khir enzyme hoac dung dich tuong
duong) va bao quan ¢ nhiét o -20°C.

Kiém tra chat lugng DNA tong s6 bang dién di hodc quang pho ké.
4.1.2. Thyc hién k§ thuat MLPA

- R d6ng cac hoa chat: Dé hoa chét tan tir tir trén khay giit lanh dén khi
h6a chét tan hoan toan rdi bao quan trong khay gitr lanh.

- Chuan bi bo mau can chay (¢ nhiét do phong) bao gom: mau chiing am;
mau chimg duong (néu c6); mau trang; mau bénh pham.

- Thyc hién phan tng MLPA theo cac budc sau:

Buéc 1: Bién tinh DNA

- Lay lwong DNA can thiét (5 ul DNA hoic luong twong duong 50-200
ng DNA) cho vao éng PCR 0,2 mL da ghi tén.

- bat 6ng vao may PCR, bién tinh DNA tong sé theo khuyén céo caa nha
San Xuat.

Budc 2: Lai cac dau do

- Pha hdn hop hoa chét lai dau do theo cé4c thanh phan sau:
Héa chat S6 lwong (UL)/ mau
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Hon hop dau do
Dung dich dém
Tong thé tich
- Chia thé tich can thiét (vi du 3 pL...) hoa chat da pha vao cac 6ng PCR
chira DNA di bién tinh va tron déu, t mau theo chu trinh nhiét theo
khuyén céo ctiia nha san xuat.
Budc 3: Phan tng ghép ndi

- Pha hén hop hoa chat ghép néi theo cac thanh phan theo hudng dan caa
nha san xuat:

Héa chat S6 lwong (uL)/

mau

Nuac khong chira Nuclease
Dung dich dém 1

Dung dich dém 2

Dung dich dém 3

Tong thé tich

- Giit mau ¢ nhiét d6 54°C, thém thé tich (vi du 16pl...) dung dich dém

trén vao mdi mau, tron déu va u & nhiét do theo khuyén céo caa nha san
XUAt.

Buac 4: Phan tng PCR

- Pha hdn hop dung dich PCR theo céc thanh phan theo huéng dan caa
nha san xuat:

Héa chat S6 lwong (uL)/

mau

Nudéc khong chira Nuclease
Dung dich chtra trinh ty moi
Enzyme Polymerase

Tong thé tich

- Giit mau & nhiét d6 20°C, chia thé tich can thiét (vi du 6 pl...) hdn hop
PCR vao mdi miu, sau d6 trén déu bang Pippet va thuc hién phan tng PCR.

- Thuc hién chu trinh nhiét PCR theo khuyén cao cua nha san xut.
4.1.3. bién di san pham MLPA bang may dién di mao quan
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- Khoi dong may dién di mao quan, thiét 1ap chuong trinh trén may dién
di mao quan theo huéng dan caa nha san xuat.

- Pha hdn hop dung dich dién di mao quan theo céc thanh phan sau:
Hoéa chat S6 lweng (uL)/
mau

Dung dich dém di mao quan

Than chuén dién di mao quan
San pham PCR
Tong thé tich

- Ht thé tich can thiét (vi du 10-20 pL...) hdn hop vira pha theo khuyén
c4o cua nha san xuat va nho vao cac giéng trén khay chira mau.

- Pay nap va dat khay chira mau vao dung vi tri trén may dién di mao
quan, tién hanh chay may dién di mao quan theo hudng dan caa nha san xuat.
4.1.4. Thu thap dir liéu va phén tich

- Két qua phan tmg MLPA duoc thu thap va luu trit theo quy dinh.

- Phan tich két qua MLPA bang phan mém chuyén dung.

4.2. Nhan dinh két qua
4.2.1. Xem xét két qua QC
a. Tach DNA

Luong DNA tong s6 duogc do trén may quang phd do DNA/RNA tai budc

song OD2s0/280nm > 10 ng va d6 tinh sach DNA trong khoang 1,8-2,0.
b. Pién di san phdam MLPA

- Kiém tra tin hiéu rd rang, khéng nhiéu, kich thuéc dai tin hiéu téi wu, toi
thiéu va téi da cho cac thiét bi dién di mao quan theo huéng dan caa nha san
xuat hoa chit va thiét bi.

4.2.2. Doc két qua va nhan dinh két qua
a. Poc két qud

- Két qua duoc phan tich doc 1ap bai 2 nhan vién khac nhau, theo hudéng
dan cua nha san xuét.

- Ty lé tin hiéu (Final Ratio - FR) duoc phan tich bang viéc so séanh cac
tin hiéu cac doan caa mau bénh pham véi doan twong (ng ctia mau déi ching.

- B¢ léch chuan cua timg doan so véi cac doan tham chiéu phai <0,10.
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- Phan tich ty Ié tin hiéu tai vi tri cac dau do va twong quan giita kiéu gen

- 56 ban sao gen.
b. Nhén dinh két qud

- X4c dinh tén bién thé theo huéng dan cia HGVS.

- Nhén dinh kiéu gen tuong tng (ddng hop tir, di hop tir hodc khdng phéat
hién dot bién...).
4.2.3. Phién giai va bao cao két qua

- Phién giai két qua theo huéng dan cia ACMG.

- Bé4o c4o két qua theo cac quy trinh huéng dan lién quan.
4.2.4. Bién luan két qua cho nhiing truong hop bét thuong

- Poi chiéu két qua kiéu gen-kiéu hinh theo quy dinh.

- Tu van di truyén hoic thuc hién them xét nghiém néu can.
4.3. Tra két qua va luu trir ho so
4.3.1. Tra két qua

- Béo céo két qua xét nghiém duogc thyc hién theo cac quy trinh lién

quan, luu hd so va ghi vao biéu mau can thiét va luu ho so xét nghiém.

- Két qua xét nghiém can duoc kiém tra chéo, phé duyét trude khi tra.
4.3.2. Luu trit ho so

Ho so xét nghiém dugc luu theo quy dinh.
5. NHUNG SAI SOT VA XU TRI
5.1. Trwoc khi thuce hién ky thuat

Nguy co Nguyén nhan Xir tri

Nham mau | - Nhan vién khéng tuan | - Pao tao nhan vién lién tuc, kiém
thi quy trinh/chua | trachéo va lay lai mau bénh pham

duoc dao tao

D6 mau - Nhan vién khong tuén | - Bao tao nhan vién lién tuc,
thi quy trinh/chua |- LAy lai miu bénh pham
duoc dao tao

Thiéu mau | - MAu bj thét lac - Bao c4o lanh dao khoa, ghi nhan
- Db mau su viéc, khi nhim va lién hé
ngudi bénh lay lai mau

Mau khong | - Sai 6ng dung mau/Sai | - LAy lai mau bénh pham
dat mau bénh pham
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- Bao quan sai quy dinh

Nguy co Nguyén nhan Xir tri
-Van chuyén sai quy | - LAy lai mau, dao tao nhan vién van
dinh chuyén mau

- Ly lai mau, kkiém tra va hiéu
chuan thiét bi bao quan mau

5.2. Trong qua trinh thuc hién ky thuat

tuan thu

quy

Nguy co Nguyén nhan Xir tri
Sai quy trinh |- Nhan vién khéng |- Pao tao nhan vién lién tuc, kiém tra
ky thuat tuan thu quy trinh/ | cheéo va thuc hién lai quy trinh k¥
chua duoc dao tao thuat
Hoa  chat | - Bao quan sai/hét han | - Chuan bi lai hoa chat
khong dat - Pao tao nhan vién st dung va bao
quan hoa chét.
Thiét bi |- May hong - Str dung may khac cling chic ning
ding  dot dé thuc hién lai xét nghiém va kiém
ngot tra thiét bi dinh ki,
- Mat dién - Pam bao ngudn dién wu tién va
thuc hién lai PCR
- Thiéu hda chat chay | - B sung hda chat va khoi dong lai
may may xét nghiém
Nhiém mau |- Nhan vién khéng |- Xua ly lai mau va thuc hién lai xét
tuan tha quy trinh ky | nghiém
thuat va an toan sinh | - Gidm sét va kiém tra chéo
hoc
Luong DNA |- Nhan vién khong |- Pao tao nhan vién lién tuc, kiém tra
khong dat tudn tha quy trinh/ | chéo
chua duoc dao tao
- [t mau - LAy lai méu
-Do tinh chat bénh
hoic thubc diéu tri
cua nguoi bénh
D6 DNA - Nhéan vién khoéng |- Thuc hién lai quy trinh tich DNA
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Nguy co Nguyén nhan X tri
trinh/chua duge dao | - Kiém tra va danh gia nhan vién lién
tao fuc
Nham mau |- Nhan vién khdng |- Dao tao lién tuc va kiém tra chéo
tuan thu quy trinh
San  pham |- Hoa chat hét han sir | - Thuc hién lai MLPA; dao tao lai
MLPA dung/khéng  duoc | nhan vién trong bao quan va su
khong ding | bao quan dang quy | dung hoa chat.
kich dinh cua nha san
thuéc/khong | xuét - L4y lai mau va thuc hién lai quy
dac hiéu - Nham mau/ héa chat | trinh ky thuat
- Thao tac cua nhan | - Pao tao va kiém tra lién tuc
vién chua dat/chua
ding
Mau noi | - Sir dung sai mau noi | - Chon lai mau noi kiém va thuc hién
kiém khong | kiém lai k§ thuat
dat - Sai chu trinh nhiét - Thuc hién lai phan tng
- Sai mau bénh pham | - LAy lai mau/tach lai mau va thyc
hién lai quy trinh k¥ thuat
Tin hiéu cac | - Qua nhiéu san pham | - Giam thoi gian dién di/ hiéu dién
dau do trén | PCR thé
muc tin hiéu - Sir dyng it san pham PCR hon (Toi
t6i wu da 10% tong thé tich mau dién di)
- Pha lodng san pham PCR
Cic  dinh |-Bay hoi trong gia |- Kiém tra nap gia nhiét
ciia dau do | doan lai qua dém - Sir dung dau ngin bay hoi, dam bao
MLPA déc | - Bay hoi trong busc | ong PCR déng chit.
xuéng phan &ng ndi - Giam thoi gian thao tac ma nap (sir
-Tap chat tr miu | dung pipet da kénh)
DNA - Pha lodng hoac tinh sach DNA
Khong c6 |-Hoa  chat  hét |- Kiém tra hoa chat trugc khi su
san  pham | han/bao quan sai | dung, pha lai PCR
MLPA quy dinh
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két qua xét

nghiém

tri/that lac/nham tén.
- Nhén vién Kkhong
tuan tha quy trinh

Nguy co Nguyén nhan X tri
-Nong d6 hoa chat | - Thyc hién lai phan ang MLPA trén
khong diung may khéac
- Nhan vién khong
tuan thu quy trinh
- Mét dién
- May hong
Phan  tich |- Nhan vién khong |- kiém tra va phan tich chéo két qua
két qua | tudn tha quy trinh/ | xét nghiém hoic xin y kién cua béac
khong chinh | chua dugc dao tao si lam sang.
Xac
5.3. Sau khi thuc hién ky thuat
Nguy co Nguyén nhan X tri
Bao cao sai |- Nhan vién khong | - Thuc hién lai quy trinh k§ thuat néu
Két qua xét tuan thu quy trinh/ | can. ,
a chua duge dao tao | - Kiém tra chéo ket qua
nghiém - Lva chon sai biéu | - Bao cao lanh dao khoa va stra lai
mau bao cao két qua | béo céo két qua.
Nham/mat - Két qua dé sai vi

- B4o c4o lanh dao va ldy lai mau dé
thuc hién lai xét nghiém

- Pao tao lai nhan vién

6. TIEU CHUAN PANH GIA VA KIEM TRA CHAT LUQNG
- Gia tri bao dong/nguy hiém: Luong DNA tong sé < Ing/uL, do tinh sach
(OD2601280nm) Ngoai khoang tur 1,8-2,0.
- MAu noi kiém dat chat luong.

- Chat luong tin hiéu chay dién di mao quan dat yéu cau.
- Phan tich va kiém tra chéo truéc khi phé duyét két qua.
- Kiém soéat chat luong ky thuat MLPA: Phu luc
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15. XET NGHIEM GIAI TRINH TU GEN BANG PHUONG PHAP
SANGER
1. PAI CUONG
1.1. Muc dich caa ky thuat

Xét nghiém giai trinh ty gen bang phuong phap Sanger dugc sir dung dé
phan tich mot hodc nhiéu doan gen dich nhiam phat hién va xac dinh dot bién/
bién thé gen lién quan dén chan doén, tién luong va diéu tri bénh.

1.2. Dinh nghia, nguyén ly
1.2.1. Pinh nghia

K§ thuat giai trinh tu bang phuong phap Sanger 13 k¥ thuat giai trinh tu
cho 1 doan gen di biét bang phuong phap giai trinh ty truc tiép Sanger.
1.2.2. Nguyén ly

- Tach DNA tong s6 dua trén nguyén tic pha v mang té bao, mang nhan
bang cac phuong phép vat Iy, héa hoc dé giai phong DNA ra méi truong déng
thoi phan huy céc protein lién két véi DNA.

- K¥ thuat PCR (polymerase chain reaction) dugc thyc hién dya trén
nguyén tic bo sung va nho hoat dong caa enzyme polymerase.

- Dya vao dic tinh cau tric cua cac axit nucleic 1a cac dai phan tu tich
dién am ddong déu trén khap bé mat nén khi chiu tac dung cua dién truong
khong doi chiing sé di chuyén vé cuc duong. Tc do di chuyén caa ching trén
ban thach agarose phu thudc vao kich thudc DNA va nong do ban thach.

- Giai trinh tu gen Sanger dua trén nguyén 1y “két thic chudi” dé tong
hop céc trinh tu nucleotide sgi don trong mét phan tng c6 ddNTPs. Viéc tong
hop trinh tu dién ra bang cach 1am ding ngau nhién khi mdi loai ddANTP duoc
gan vao, két qua 1a tao ra cac doan DNA soi don hon kém nhau mét nucleotide.
Cac trinh tu doan DNA duoc doc bang hé thong dién di mao quan tu dong.

2. CHUAN BI
2.1. Ngwoi thuc hién

- Béc si: 01 nguoi;

- Ky thuat y hoac twong duong: 02 nguoi.
2.2. Vit tu
2.2.1. Dung cu
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- Pau ¢6n thudng va dau cdn cé phin loc (1000 pL, 200 pL, 100 pL, 10
uL).

- Ong ly tdm cac loai (1,5-2 mL; 15 mL; 50 mL); éng PCR céc thé tich
(0,2-0,5 mL); chai thay tinh cac thé tich; khay chtira mau dé dién di mao quan;
tam cao su ddy dia chay mau va khay dém cho may dién di mao quan.

- Bd mao quan cac loai: 50 cm, 70 cm (4 vi tri hoac 8 vi tri).

- Khay giit mau cé4c loai (24-48 vi tri): khay giit lanh, khay giit dng 0,5
mL-2mL-15mL-50mL.

- Ban thi nghiém; ti dung hoa chat; hop luu mau; giay lau may va lau tay.

- Ong dung mau (6ng chong dong EDTA v6 trung...), trang bi bao ho cé
nhan (ging tay; khau trang; mil gidy); bang dinh gidy; giy in két qua; sat khuan
tay nhanh.

- Chi phi khac: chi phi phan mém noi bo cua bénh vién, chi phi hiéu chuan
trang thiét bi hodc chi phi danh gia ISO (néu co)...

2.2.2. Hoa chat/sinh pham

- Nuéc khdng chira Nuclease; ethanol 100%, Ethanol 70%, nudc cat 2
lan.

- B mau chung gom mau ching khong co dot bién, mau chimng am va
duong cac loai (néu co).

- Hon hop hoa chat pha PCR (PCR Master mix, Taq, dNTPs, Mg2+...);
4 1oai nucleotid tu do (ANTPs mix...); trinh tur moi xudi va mdi nguoc.

- Hoa chat dién di: thach dién di (Agarose); dém mau tra mau dién di DNA
(Loading dye) (néng d6 5X/6X/10X...); dung dich dém dién di; ; thubc nhuom
huynh quang (ethidium bromide, red safe...); thang do DNA chuian (DNA
ladder) cac loai (1 kb,100 bp...).

- Hoa chat tach DNAVKit tach DNA tong sd; hda chat tinh sach san pham
PCR soi don va soi don, hoa chét giai trinh tu gen.

- Héa chat dién di mao quan: khay dém cho cuc am va cuc duong may
dién di mao quan; dém dién di mao quan; hoa chat can chinh cho may dién di
mao quan.

- Hoa chat duoc sir dung va bao quan theo hudng dan ciia nha san xuat.
2.3. Trang thiét bj

- Pipets v&i cac thé tich: 0,1-2.5 pL; 1-10 pL; 10-200 pL; 100-1000 pL.
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- T sach/ta ATSH cap 1/ta ATSH cap 2, ta hit

- Hé thong dién di mao quan, may luan nhiét PCR 96 giéng, may tach
DNA tu dong; may quang phd do DNA/RNA, hé thdng dién di, hé théng chup
anh dién di kém phan mém.

- May ly tam: may ly tam thuong; may ly tdm lanh; may ly tdm mini spin;
may ly tam dia.

- Tu lanh va ta &m céc loai (-20°C; -40°C; -80°C ...).

- Thiét bi phu trg: may lac; ta 6n nhiét kho; bé on nhiét nudc; ndi khe
tring wot; tu sdy kho; can dién tir; luu dién; nhiét am ké; nhiét ké; may in anh:
may in tem ma vach; phan mém quan ly bénh vién.

2.4. Chuan bi mau bénh pham

- Loai mau bénh pham: mau ngoai vi; dong té bao dich 6i sau nudi cay:
cac bénh pham khac: nuéc bot, niém mac ma, mau u, gai rau, DNA tong so,
san pham PCR.

- Tiéu chuan mau bénh pham:

+ Cac bénh pham khéc: méau ngoai vi, gai nhau, mé, té bao niém mac ma,
mau cuéng rén, mau u... dung trong dng dung mau vé tring.

+ DNA tong s6, san pham PCR dat tiéu chuan quy dinh.

2.5. Phiéu chi dinh xét nghiém

- Kiém tra phiéu chi dinh: kiém tra thong tin theo quy dinh.

- Kiém tra ng dung bénh pham: kiém tra théng tin theo quy dinh.
2.6. Thai gian thuc hién ky thuat

13,8 gio.

2.7. Pia diém thuc hién ki thuat
Phong xét nghiém di truyén — sinh hoc phan tu.
3. AN TOAN
- Pam bao nguyén tic an toan sinh hoc.
- Pam bao an toan theo huéng dan cua nha san xuat.
4. CAC BUOC TIEN HANH
4.1. Cac buwéc thuc hién
Chuan bi chung cho cac budc thuc hién xét nghiém:
+ Khay gitt lanh; khay dung 6ng 1,5 mL va éng PCR, bat viét.
+ Tiéu hao, dung cu va dang ky st dung may.
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+ Ghi tén nguoi bénh/ma sé ngudi bénh Ién céc 6ng xét nghiém.

+ Phiéu theo dai thuc hién xét nghiém (néu co): tinh tong sé hoa chat
can pha dé thyuc hién 1 lan xét nghiém hoic xét nghiém cho 1 mau
bénh pham.

- Cac budc dugc thuc hién bai 1 nhan vién chinh va 1 nhan vién gidm sat.
4.1.1. Tach DNA téng sé

DNA tong s6 c6 thé thuc hién theo 2 cach: tch bang kit thuong mai theo
huéng dan cua nha san xuét va tach thu cong sir dung cac loai hda chit tuong
duong nhu enzyme protease, hoa chat tay ria manh (SDS...), dung dich dém
ly giai, con.... Cac budc thyc hién nhu sau:

- Bién tinh va phan giai protein: thém lwong mau can thiét vao 6ng da
chtra enzyme hoic hda chat twong duwong nham pha mang té bao va mang nhan;
bo sung dung dich dém (néu can), tron déu va a & nhiét do phir hop.

- Loai bo protein: protein sau bién tinh s& dugc két tia va phan 16p hoac
gitr lai trén cot loc.

- Thu axit nucleic: sir dung c6n hoac hda chit twong dwong dé taa DNA
hodc hoa tan DNA va duoc thu lai bang cach Iy thm ¢ téc d6 phd hop. DNA
duoc hoa tan trong dung dich phu hop (nudc khir enzyme hoac dung dich tuong
duong) va bao quan & nhiét @6 -20°C.

- Kiém tra chat lugng DNA t6ng sé bang dién di hoac quang pho ké.
4.1.2. Thyc hién ky thuat PCR

- Chuan bi phiéu theo ddi thuc hién xét nghiém (néu c6) va ra dong hoa
chat can dung va chuan bi bo mau (& nhiét d6 phong) bao gom: mau ching am;
mau chimg duong (néu c6); mau trang; mau bénh pham.

- Tinh s6 phan ng can chuan bi va thé tich hoa chat can pha cho nguoi
bénh va mau noi kiém. Thé tich cho mdi phan tng gém cac thanh phan sau:



157

Hoéa chat Thé tich (uL)/ phan &ng
Nudc khong chira DNAase/RNAase
Hon hop héa chat pha phan tng PCR
Mbi xubi (10 pmol)

Mbi nguoc (10 pmol)
DNA tong s6
Téng thé tich
- Chia déu hda chat PCR ra 6ng PCR 0,2 pL va bd sung DNA tong s6

ctia ngudi bénh va cac mau ching can thiét vao dng PCR, chuyén cac 6ng PCR
vao may luan nhiét PCR va chay theo chuong trinh nhiét caa tirng xét nghiém.
4.1.3. bién di san pham PCR

- Chuén bi dung dich dém 1X.

- Str dyng ban thach agarose thwong mai hozc chuan bi ban thach agarose
véi ndng do thich hop.
+ Lap lugc vao cac khay d6 thach va diéu chinh khay can bang.
+ Can luong thach agarose can thiét, bo sung dung dich dém véi thé tich

tuong g V4i ndng do thach can dung va dun nong dung dich thach cho dén
khi toan bo agarose trong dung dich tan hoan toan.

+ Lam nguoi dung dich d¢én khoang 50-70°C va thém thuéc nhuom DNA
vao dung dich agarose, lac déu (truong hop khong bo sung thuée nhuom DNA,
sau dién di ban thach s& ngam trong dung dich thudc nhuom DNA) rdi d6 toan
bo dung dich thach agarose vao khudn da duoc cai san luoc, dé ban thach nguoi
& nhiét d6 phong trong khoang 30 phdt.

- bién di san pham PCR

+ D6 dung dich dém 1X vao bé dién di sao cho dung dich dém cao hon
mat ban thach khoang 2-5 mm.

+ Dung pipet hat | thé tich thudc nhuom va tron déu véi 5 thé tich san
pham PCR. Sau d6, dung pipet hut toan bd mau va nhé mau vao ting giéng
trén ban thach. Bay nap bé dién di va cam dién cuc vao ngudn dién di va dién
di mau trong khoang thoi gian va dién thé thich hop.

- Chup anh san pham dién di: dua ban thach vao may chup anh gel, dong
nap, bat dén UV va chup theo huéng dan caa nha san xuét; luu hinh anh dién
di hoac in anh (néu can); vé sinh cac dung cu dién di bang con 70°C.
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4.1.4. Tinh sach san pham PCR
- Qua trinh tinh sach san pham PCR so¢i d6i bang kit thuong mai va tién
hanh theo huéng dan caa nha san xuat.
- San pham PCR tinh sach duoc bao quan & 4 °C trong trudng hop ding
ngay hoac luu trir ¢ -20 °C.
- Kiém tra san pham PCR soi doi da tinh sach bang phuong phap dién di.
4.1.5. Pha hoa chat PCR sgi don
- Pha hda chit PCR soi don gdm cé4c thanh phan sau:
Hoa chat S6 hrong (UL)/ phan vng
dH,0
Hoa chat giai trinh tu gen
Dung dich dém
Mbi don (10 pmol)
San pham PCR tinh sach
Tong thé tich
- Chuyén cac ong PCR vao may gia nhiét va chay theo chuong trinh phu
hop, san pham PCR duoc bao quan ¢ diéu kién phi hop cho dén khi thuc
hién tiép cac xét nghiém khac.
4.1.6. Tinh sach san pham PCR soi don
- Tinh sach san pham PCR soi don bang kit thuong mai va thyuc hién theo
huéng dan caa nha san xuat.
4.1.7. Bién di mao quan

- Khoi dong may dién di mao quan, thiét 1ap chuong trinh trén may dién

di mao quan theo hudng dan ctia nha san xuat.

- HUt thé tich pht hop (10-20 pL) san pham PCR soi don da tinh sach va

nho vao cac giéng trén khay chara mAau.

- bt khay chira mau vao dung vi tri trén méy dién di mao quan.

- Tién hanh chay may dién di mao quan theo huéng dan cua nha san xuat.
4.1.8. Thu thap dix liéu trinh tu gen va phan tich

- Thu thap céc trinh tu gen sau khi dién di mao quan.

- Lya chon trinh ty gen tham chiéu pht hop trén ngan hang gen quéc té

dé so sanh véi trinh ty gen can phan tich bang phan mém chuyén dung.

- Trinh tu gen duoc phan tich doc 1ap bai 2 nhan vién khac nhau.
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4.2. Nhan dinh két qua
4.2.1. Xem xét két qua QC
a. Tach DNA
- Luong DNA tong sé tdi thiéu > 10 ng va @6 tinh sach tai budc song
OD260/280nm ttr 1,8-2,0.
b. San phdm PCR

- Str dung thach agarose va thang DNA chuan phu hop véi kich thuée cua
doan gen quan tam.

- Két qua dién di san pham PCR phai 6 rang, dung kich thudc ly thuyét,
mau Blank control (BC) khong c6 bang, mau ching noi kiém, mau bénh pham
Xuat hién bang c6 kich thudc ding kich thudce ly thuyét.

d. Tinh sach

- San pham PCR tinh sach c6 bang dac hiéu, khong xuat hién cac vét sang
(smear).

e. Gidi trinh tw gen

- Tin hiéu rd rang, kich thudc gen thu duoc tdi thiéu phai bat dau tir trinh

ty mdi néu trinh tu khong bi mat doan tai vi tri bt cip caa mai.

- Trinh ty moi xudi va moi nguoc c6 thé ghép dugc véi nhau ngoai trix

truong hop dac biét nhu bi dot bién mat/thém doan...
4.2.2. Doc két qua va nhan dinh két qua

a. Doc két qud

- Két qua duogc phan tich doc 1ap boi 2 nhan vién khac nhau.

- Phan tich trinh gen bang phan mém chuyén dung kém theo may hay
phan mém thuong mai (Chromas, mutation surveyor...). So sanh trinh tu gen
dich véi trinh tu gen tham chiéu va xac dinh su thay doi trén trinh tu gen dich
néu c6 va xac dinh bién thé trén gen:

+ Xac dinh loai dot bién gen.

+ Xac dinh vi tri xay ra dot bién trén cDNA va sy thay doi cua céc axit

amin lién quan dén dot bién.

- Ghi nhan két qua phan tich vao ho so twong tng cia ngudi bénh.

b. Nhén dinh két qud

- Xac dinh tén bién thé va kiéu gen cua ngudi bénh theo hudng dan

HGVS.
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- Nhén dinh kiéu gen tuong tng (ddng hop tir, di hop tir hodc khdng phat
hién dot bién...).

4.2.3. Phién giai va bao cao két qua
- Phién giai két qua giai trinh tu theo huéng dian caa ACMG.

- Bé4o céo két qua theo quy trinh lién quan.

4.2.4. Bién luan két qua cho nhiing truong hop bét thuong
- Poi chiéu két qua kiéu gen, kiéu hinh theo quy dinh.
- Tu van di truyén hodc thuc hién thém xét nghiém néu can va sang loc

cho cac thanh vién trong gia dinh ngudi bénh c6 dot bién gen.

4.3. Tra két qua va luu trir ho so
4.3.1. Tra két qua
- B4o céo két qua xét nghiém dugc thuc hién theo cac quy trinh lién

quan, luu ho so va ghi vao biéu mau can thiét va luu ho so xét nghiém.
- Két qua xét nghiém can dugc kiém tra chéo, phé duyét trude khi tra.
- Tu van di truyén va huéng dan chan doan trudc sinh.
4.3.2. Luu trit hd so
HO so xét nghiém dugc luu theo quy dinh.
5. NHUNG SAI SOT VA XU TRI
5.1. Trwoc khi thuc hién ky thuat

Nguy co Nguyén nhan Xir tri
-Nham mau | - Nhan vién khéng tuan tha | - Dao tao nhan vién lién tuc,
quy trinh/chua dugc dao | Kkiém tra chéo va lay lai miu
tao bénh pham
- Db mau - Nhan vién khong tuén tha | - Pao tao nhén vién lién tuc,
quy trinh/chua dugc dao |- LAy lai mau bénh pham
tao
- Thidumau | - Mau bj that lac - B4o c4o lanh dao khoa, ghi
- D6 mau nhan sy viéc, khi nhiém va
lien hé nguoi bénh lay lai
mau
-Mau khéng | - Sai 6ng dung mau/Sai mau | - Lay lai mau bénh pham
dat bénh pham
- Van chuyén sai quy dinh
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- B4o quan sai quy dinh

- Ly lai miu, dao tao nhan
vién van chuyén mau

- L4y lai mau, kkiém tra va
hiéu chuan thiét bi bao quan
mau

5.2. Trong qua trinh thuc hién ky thuat

Nguy co Nguyén nhan X tri

- Sai quy | - Nhan vién khong tuan thu | - Pao tao nhan vién lién tuc,
trinh ky | quy trinh/chua dugc dao | kiém tra chéo va thuc hién
thuat tao lai quy trinh k¥ thuat

-Ho6a  chat |- Bao quan sai/hét han - Chuan bi lai héa chat
khong dat - Bao tao nhén vién st dung

va bao quan hoa chat.

- Thiét bi |- May hong -Str dung may khac clng
dung  dot chtic ning dé thyuc hién lai
ngot xét nghiém va kiém tra thiét

bi dinh ki,

- Mat dién - Pam bao ngudn dién uu tién
va thuc hién lai PCR

- Thiéu hoa chat chay may | - B4 sung hoa chat va khai
dong lai may xét nghiém

- Nhiém mau | - Nhan vién khong tuan tha | - Xt ly lai mau va thyc hién

quy trinh ky thuat va an | lai xét nghiém
toan sinh hoc - Giam sat va kiém tra chéo

- Luong - Nhan vién khong tuan thu | - Pao tao nhan vién lién tuc,
DNA khéng | quy trinh/chua dugc dao | kiém tra chéo
dat tao - Can chinh lai may do bang

- Khéng str dung dung dung | dung dich hoa tan DNA va
dich hoa tan DNA khi can | do lai.
chinh may do DNA. - Lay lai mau

- Do tinh chat bénh hoic
thude diéu tri.
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- D6 DNA - Nhan vién khong tuan tha | - Thuc hién lai quy trinh tach
quy trinh/chua dugc dao | DNA
tao - Kiém tra va danh gia nhan
vién lién tuc
-Nham mau |- Nhan vién khéng tuan tha | - Dao tao lién tuc va kiém tra
quy trinh chéo
-San  pham |-Hoéa chat hét han st |- Thuc hién lai PCR; dao tao
PCR khong | dung/khong dugc bao | lainhanviéntrong bao quan
dung kich | quan dtng quy dinh caa | va st dung hoa chat.
thuéc/khén | nha san xuat
g dac hieu |- Nham mau - L4y lai mau va thuc hién lai
quy trinh k¥ thuat
- Thao tac cta nhan vién | - Pao tao va kiém tra lién tuc
chua dat/chua ding -
-MAau  néi |- Su dung sai mau noi kiém | - Chon lai mau noi kiém va
kiém khéng | - Sai chu trinh nhiét thuc hién lai ky thuat
dat - Sai mau bénh pham - Thuc hién lai PCR
- LAy lai /tach lai mAu va thyc
hién lai quy trinh k¥ thuat
-PCR khéng | - Hoa chat hét han/bao quan | - Kiém tra hoa chét truée khi

c6 san pham

sai quy dinh

- Nong d6 hoa chat khong
ding

- Nhan vién khong tuan thua
quy trinh

- Mat dién
- May hong

st dung, pha lai PCR

- Pao tao va gidm sat nhan
vién, pha lai PCR

- Pao tao va kiém tra lién tuc
va thuc hién lai quy trinh k§y
thuat

- Thuc hién lai PCR

- Sua may va thuc hién lai
PCR

- Sai
chuin

thang

- Nhan vién chua duoc dao
tao/khong tap trung

- Chon lai thang chuan va
dién di lai san pham PCR
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-Khéng c¢6 | - Sai chu trinh nhiét - Thuc hién lai PCR
san  pham | - Sai dién cuc dién di - bién di lai
saudiéndi | - Dung dich dém khéng dat | - Chuan bi lai dung dich dém
va dién di lai
-Khéng c¢6 | - Nhan vién khong tuan tha | - Thuc hién PCR va tinh sach
san  pham | quy trinh lai.
tinh  sach | - Sai dién cuc dién di - bién di lai
sau diéndi | - Dung dich dém khong dat | - Chuan bi lai dung dich dém
va dién di lai
- Phén tich va | - Nhan vién khong tuan tha | - Phan tich lai, dao tao lai
nhan dinh | quy trinh/chua duoc dao | nhan vién, kiém tra chéo két
sai két qua tao qua.
- Trinh ty gen | - Lwong DNA khubn qué | - Tién hanh lai phan ung PCR
khong dat it/nhiéu - Thay hoa chat dién di mao
- Héa chit dién di mao quan | quan hoac thay mao quan
quéa han - Pao tao lai nhan vién va
- Thao tac nhan vién kiém tra, giam sat
- Khéng cd | - Sai phuong phap chay - Chon lai phuong phap chay
trinh tw gen | - Sai trinh tu moi -Pha lai héa chiat PCR

- Thao tac nhan vién

va/hoac giai trinh tu gen
- Pao tao lai nhan vién va
kiém tra, giam sat

5.3. Sau khi thuc hién ky thuat

Nguy co

Nguyén nhan

Xir tri

- Sai thong tin
nguoi bénh

- Nhéan vién khong tuan thu
quy trinh

- Do nhap liéu sai trén hé
théng cua bénh vién

- Poi chiéu thong tin nguoi
bénh véi ho so xét nghiém
va sua lai thong tin .

- Lién hé CNTT hd tro sua
thong tin ngudi bénh va in
lai két qua xét nghiém

- Bao cao sai
két qua xét
nghiém

- Nhéan vién khong tuan thu
quy trinh/chua dugc dao tao

- Thuyec hién lai quy trinh k§y
thuat néu can.
- Phan tich va nhan dinh lai
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- Kiém tra chéo két qua

- Nham/mat
két qua xét
nghiém

- Nhan vién dé sai vi tri luu
két qua

-Nhan vién tra nhiam cho
nguoi bénh khac

- Nhan vién khong tuan thu
quy trinh

- B4o c4o lanh dao va lay lai
mau dé thuc hién lai xét
nghiém

- Bao tao lai nhan vién

6. TIEU CHUAN PANH GIA VA KIEM TRA CHAT LUQONG
- Gi4 tri bao dong/nguy hiém:

+ Lugng DNA tong s6 < 10 ng/uL, do tinh sach (OD2s0/2800m) NGOAi
khoang tur 1,8-2,0.

+ Hoa chat hét han sir dung

+ Két qua dién di mao quan khdng co tin hiéu

- Tiéu chuan danh gia: mau dat khi dam bao céc yéu cau sau

+ MAu trang (BC) khong c6 bang sau khi PCR.

+ C4c mau chtng noi kiém co kich thudc dung kich thudc ly thuyét.

+ San pham PCR dugc dién di ciing thang chuan phi hop, 16 rang.

+ Thang DNA phu hop vaéi kich thuéc san pham PCR.

+ Tin hiéu cac nucleotide trong gidi han cho phép, chan khong bi nhiéu.

+ MAu noi kiém PCR c6 biang dung kich thuéc Iy thuyét.

+ Chat luong tin hiéu chay dién di mao quan dat yéu cau.

+ Phan tich va kiém tra chéo truéc khi phé duyét két qua.
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16. XET NGHIEM GEN BANG KY THUAT NGS

1. PAI CUONG
1.1. Muc dich ky thuat

Xét nghiém dugc thyc hién nham phét hién va xac dinh céc bién thé/ dot
bién gen lién quan dén bénh ly di truyén hoic ung thu ciing nhu cac bénh khéc
phuc vu cho chan doan, tién luong, diéu tri bénh hodc nghién ctu va sang loc
nguy co bénh di truyén trong gia dinh hoac quan thé bang k§ thuat giai trinh tu
gen thé hé méi (NGS-Next Generation Sequencing).
1.2. Pinh nghia, nguyén ly

Giai trinh ty gen 12 ky thuat xac dinh trinh tuy DNA cua cé4c gen cu thé, ma

hoa hoac khéng ma hoé cho céc protein chiic nang cu thé. Giai trinh ty gen thé
hé mai (Next-Generation Sequencing, NGS) la cong nghé cho phép giai mé
dong thoi hang triéu DNA cung luc, qua d6 giup nang cao hiéu suat cia qué
trinh giai ma hé gen nguoi. Cong nghé gilp khic phuc mot sé nhuoc diém cua
giai trinh tu gen truyén théng: thoi gian doc nhanh hon, dit liéu dau ra lén, tiét
kiém chi phi. NGS c6 nhiéu ¢ing dung trong y hoc, bao gdm chan doan bénh,
xac dinh b gen ciia mot loai va nhan biét cac bién thé gen quan trong lién quan
dén sy phat trién, sic khang va tién hda cua cac loai, xac dinh ngudn goc cua
cac bién thé gen, kham phé quy luat di truyén, va nghién ctu sy tuong tac giira
cac gen; trong tha y va ndng nghiép...
2. CHUAN BI
2.1. Ngwoi thuc hién

- Bac si: 01 nguoi;

- Ky thuat y hoac twong duong: 02 nguoi.
2.2. Vit tu

- Ong dung méu chtra chat chéng dong K2 EDTA;

- Dao cat bénh pham loai st dung mot lan;

- Lam kinh;

- Ludi dao mo;

- Ong falcon 15mL;

- Ong falcol 50 mL;

- Pau con 10 pl 6 loc;
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- Pau c6n 20 pl 6 loc;
- Pau c6n 200 pl ¢6 loc;
- Pau cdn 1mL c6 loc;
- Ong thu mau c6 ndp 1,5 mL tiét trung;
- Ong thu mau c6 nép 2,0 mL tiét trung;
-Ong PCR 0,2 mL;
- Ong chuyén dyung do Qubit 0,5mL;
- Cén chuyén dung dung trong sinh hoc phan tu;
- Xylene;
- Hoa chat tinh sach thu vién;
- Nudéc tinh sach chuyén dung trong sinh hoc phan t;
- Giay do pH;
- Tween 20;
- Kit tAch ctDNA, DNA/RNA;
- Kit phat hién dot bién gen (chuan bj thu vién) bang ky thuat NGS;
- B6 kit xac dinh nong 6 DNA/RNA;
- Kit kiém tra tinh toan ven cia DNA/RNA tong sd;
- Kit kiém tra kich thudc thu vién;
- Kit chay may NGS;
- Gang tay cao su khong bét tan;
- Giay lau khéng bui.
2.3. Trang thiét bj
- Pipet ban tuy dong co thé diéu chinh 1 - 10pul, 10 - 100ul, 200 - 1000ul;
- Tu thao tac PCR;
- Tt lanh 4°C;
- Tu lanh -20°C;
- Gia dé bng;
- Khay gitr lanh;
- Thung rac dung dau con va hoa chat;
- May ly tam;
- May vortex;
- May Spin down;
- May do nong d6 DNA;
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- Ta An toan sinh hoc;

- May cit tiéu ban;

- May PCR;

- Hé thdng dién di Kiém tra kich thudc thu vién;

- Hé thdng NGS.

2.4. Chuan bi bénh pham

- Loai mau bénh pham: Mau bénh phim mé di dugc cb dinh va vii nén
(FFPE):; mau md twoi, mau mau, mau dich co thé khac...

- Tiéu chuan mau bénh pham: dam bao vé diéu kién bao quan va cach
ldy mau dting theo hudng dan caa bo Kit.

- Quy dinh van chuyén, bao quan, luu trir bénh pham, thoi gian chuyén
dén phong xét nghiém: Mau duoc cho vao hop dung bénh pham va van chuyén
dén phong xét nghiém trong vong 4 gio ké tir khi lay mau (d6i véi mau
mau/dich co thé).

2.5. Phiéu chi dinh xét nghiém

Kiém tra chi dinh xét nghiém: ghi day du thong tin theo quy dinh, vi du
mot s6 thong tin chung nhu: ho tén ngudi bénh, tudi, giwdng bénh, khoa phong,
chan doan, loai mau bénh pham, thoi gian 1dy mau bénh pham, két qua chan
doan giai phau bénh (néu co) ...

2.6. Thoi gian thuc hién xét nghiém

Thai gian thuc hién xét nghiém tir lac tiép nhan bénh pham dén khi tra

két qua khoang tir 120 gior dén 168 gio.
2.7. Pia diém thuc hién xét nghiém

Phong xét nghiém di truyén — sinh hoc phan tu.
3. AN TOAN

- Bam bao an toan cho ngudi thuc hién xét nghiém, du phong nguy co
trudc, trong va sau xét nghiém.

- Hiéu chuan vat tu, thiét bi dinh ky.

- An toan dién va phong chong chay no.

- Bam bao day du bang chi dan an toan ting loai hoa chat.

- Bam bao an toan sinh hoc.

- Pam bao cé4c yéu té moi trudong nhu nhiét d6, do 4m, anh sang. ..
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4. CAC BUOC TIEN HANH
4.1. Lap biéu mau:

Lap danh sach mau xét nghiém va dién cac buéc thuc hién xét nghiém

giai trinh tu gen tir mau bénh pham bang k¥ thuat NGS.
4.2. Chuén bi méi treong lam viéc

- Khir nhiém dung cu, thiét bi, bé mat, khong gian 1am viéc;

- Kiém tra va chuan bi du vat tu tiéu hao va dung cu can thiét.
4.3. Chuan bi mau DNA/RNA

- Quy trinh tach chiét dé thu duoc DNA/RNA, ctDNA tinh sach theo Kit
tach DNA/RNA, ctDNA.

- Panh gia nong d6 va chat lugng DNA/RNA, ctDNA tach chiét tir mau
bénh pham bang thiét bi hodc phwong phéap dinh lwong phd hop (vi du: Qubit,
NanoDrop....).

- Lay cac mau DNA/RNA, ctDNAJ4 tach ma dat yéu cau vé nong do
va do tinh sach s& dugc chuyén sang budc chuan bi thu vién dé giai trinh tu
gen.

4.4. Thuc hién ky thuat NGS:

4.4.1. Poi véi hé thong NGS tw dng hoan toan

Quy trinh xét nghiém s& tudn theo cic budc nhu hudng dan cua nha san xuat
va huéng dan cua bo kit. Bao gom céc budc sau:

- Nap miu DNA hoic cfDNA/ctDNA hoic RNA sau tach chiét vao
cartridge/ hop hoa chat theo huéng dan cua nha san xuat.

- Khai bao thong tin mau va chon bo xét nghiém/ bang gen (gene panel)
trén phan mém diéu khién hé thong.

- Heé thdng thuc hién tu dong cac budc: khuéch dai va/hoic phan manh
DNA (tuy theo kit); Gan chi s6 (index) va adapter. Tinh sach thu vién, dinh
lwong noi bo va chuan bi thu vién. Tién hanh giai trinh tu va phan tich két qua
tu dong bang phan mém phan tich chuyén dung dé nhan dién cac bién thé/ dot
bién gen.

- Bdi chiéu két qua véi co sa dit liéu tham chiéu va tiéu chuan béo céo.
Lap bao cao két qua.

4.4.2. Poi véi NGS thia cdng/ ban tw dong
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Tuy theo tirng hdng va ting bo it s& ¢é quy trinh chi tiét khac nhau theo
huéng dan cia nha san xuat. Nhung vé co ban s& bao gom céc bude chung nhu
sau:

- Tao thu vién: DNA/RNA, ctDNA can giai trinh ty dugc tach chiét va
cit thanh cac manh nho (néu can), khuéch dai qua PCR. San pham PCR sau d6
duoc tinh sach va gan cac adapter can thiét. San pham ghép ndi dugc khuéc
dai thu vién va tinh sach st dung cho qua trinh giai trinh ty. Thu vién duoc
kiém tra va danh gia chat luong, nong do.

- Tao cluster: mdi soi DNA duoc giit lai trén bé mat thiét bi giai trinh tu
(flowcell) bang adapter da duoc gan trudc d6. Mdi soi DNA sau khi dugc
khuéch dai s& tao thanh mot cum DNA (cluster) ¢6 trinh tu giéng hét nhau dé
st dung cho qua trinh giai trinh tu.

4.4.2. Nap thw vién va giai trinh tu.
Giai trinh tu: San pham dugc dua 1én hé théng NGS theo hudng dan cua kit
chuyén dung.
4.4.3. Phan tich dir liéu va bao cao két qua.

+ Két qua tir qua trinh giai trinh ty dugc phan tich dua trén pham mém
chuyén dung duoc thiét ké danh riéng cho bo kit.

+ Kiém tra mau chtng, sau d6 phan tich cac mau xét nghiém.

+ Phién giai két qua, phan loai bién thé dot bién, do sdu phan tich.

+ Dbi chiéu bién thé phan tich vai cac co sé dit liéu vé gen trén thé gioi.
5. NHUNG SAI SOT VA XU TRi
5.1. Truéc khi thuc hién ky thuat

- Mau bénh pham khong dat tiéu chuan:

+ Thuc hién lay lai mau:

+ Pam bao yéu cau vé diéu kién van chuyén va bao quan mau.

- Mau sau khi tach chiét khong dam bao chat lugng va s6 luong:

+ Thyc hién tach chiét lai theo diing quy trinh;

+ Yéu cau lay lai mau dé tach chiét lai trong truong hop can thiét.

5.2 Trong khi thuc hién ky thuat

- Mau ddi chimg khéng dat:

+ Kiém tra diéu kién bao hoa chat xét nghiém:;

+ Chay danh gia lai bo kit va mau dbi chung.
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- Mau bénh pham khong dat diéu kién phan tich:

+ Kiém tra diéu kién bao hoa chat xét nghiém:

+ Kiém tra lai chat lugng DNA/RNA, tach chiét lai néu can thiét.

5.3 Sau khi thuc hién ky thuat

- Sai s6t trong qué trinh ghi nhan va tra két qua

+ Kiém tra lai két qua da ghi nhan.

+ Thuce hién lai quy trinh tra két qua.

6. YEU CAU PANH GIA VA KIEM TRA CHAT LUQNG

- Y&u cau thuc hién ni kiém.

- Yéu cau thyc hién ngoai kiém hozc kiém tra mau mu ( néu co).
7. TAI LIEU THAM KHAO

1. Quyét dinh 5530/QD-BYT ngay 25/12/2015 cua Bo y té Hudng dan
quy trinh thuc hanh chuan trong quan ly chat lugng xét nghiém.

2. Quyét dinh 3376/QD-BYT ngay 30/08/2023 ciia Bo y té Ban hanh
“Pé cuong Quy trinh k¥ thuat xét nghiém.

3. Boycaott, K., Vanstone, M., Bulman, D. et al. Rare-disease genetics
in the era of next-generation sequencing: discovery to translation. Nat Rev
Genet 14, 681-691 (2013).

4. Qin D. Next-generation sequencing and its clinical application.
Cancer Biol Med. 2019; 16(1): 4-10.
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17. XET NGHIEM GEN BANG KY THUAT DNA MICROARRAY

1. PAI CUONG
1.1. Muc dich caa ky thuat

Xét nghiém gen bang ky thuat DNA microarray dugc sir dung dé phan
tich ddng thoi s6 lugng 16n cac trinh tuy DNA nham phat hién va xac dinh bat
thuong sb lwong ban sao (CNV-Coppy Number Variation), phét hién céc bién
thé don nucleotide (SNV-Single nucleotide variants) va cac bién thé di truyén
khac nhu mét doan, lap doan, bat thuong vi mat doan/lap doan. .. trén toan bo
bo gen dé phuc vu cho chan doan, tién luong va diéu tri bénh, hd tro tu van di
truyén, nghién ctu y sinh hoc....

1.2. Dinh nghia, nguyén ly
1.2.1. Binh nghia

- DNA microarray dua trén da hinh don nucleotide (SNP) va lai b gen
so sanh (CGH), 1a mot ky thuat Iy nham nhan dang bién thé don nucleotid, bién
thé cau tric hay su thay d6i trong biéu hién gen va su methyl hoa.

- K§ thuat lai so sanh hé gen (aCGH) 1a ky thuat di truyén dua trén viéc
so sanh 2 hé gen (mau d6i chiing va mau nghién ctru) dé phét hién céc sé lugng
ban sao cua cac bién thé (Copy number variants-CNVs). Mdi mot hé gen dugc
lai v&i 1 mau huynh quang khéc nhau.

1.2.2. Nguyén ly

- Nguyén ly hoat dong cua microarray la su lai giita hai chuéi DNA dua
trén dac tinh cua trinh ty acid nucleic 1a bat cap bd sung mot cach dic hiéu véi
chudi con lai do hinh thanh lién két hydro gitta cac cap bazo nito bd sung.

- K¥ thuat lai hé gen so sanh (aCGH...) dugc thuc hién trén tiéu ban
kinh (DNA chip) c6 chira khoang trinh ty dau do DNA (60K, 180K...) dé nhan
dién vi tri hé gen trong b6 NST. K¥ thuat aCGH c6 kha nang phat hién cac
CNV ciing nhu cac dot bién mat/lip doan trén NST ¢ dang khdng can bang.
2. CHUAN BI
2.1. Nguwoi thuc hién

- Bac si: 01 nguoi;

- Ky thuat y hoac tuong duong: 02 nguoi.
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2.2. Vat tu
2.2.1. Dung cu

- Pau ¢6n thudng va dau cdn ¢é phin loc (1000 pL, 200 pL, 100 pL, 10
uL); Ong ly tdm 1,5-2 mL; dng PCR céc thé tich (0,2-0,5 mL); Gasket; Khay
ria tiéu ban lai; Dong hd bam gidy; Thanh khuay tur

- Khay gitr mau cac loai (24-48 vi tri): khay git lanh, khay gitt éng 0,5
mL-2mL-15mL-50mL; Ban thi nghiém; tu dung hoa chat; hop luu mau; gidy
lau may va lau tay.

- Ong dung bénh pham (6ng chéng dong EDTA, 6ng dung mau vo
tring...); gang tay; khau trang; mii gidy; sat khuan tay nhanh.

- Chi phi khac: chi phi phan mém noi bo cua bénh vién, chi phi hiéu chuan
trang thiét bi hodc chi phi danh gia ISO (néu co)...

2.2.2. Hoa chat/sinh pham

- Hoa chat dung chung: nuéc khdng chira Nuclease; ethanol 100%.

- B6 mau chung gom mau ching khong co dot bién, mau chiing am va
duong cac loai (néu co).

- Hoa chat tach DNA: kit tach DNA tong s, ethanol 100% va 70%.

- Hoa chat dién di: thach dién di (Agarose); dém mau tra mau dién di
(Loading dye) (nong d6 5X/6X/10X...); dung dich dém dién di (TBE, TAE...);
thudc nhudm huynh quang (Ethidium Bromide, Redsafe...); thang do DNA (1
kb,100 bp...); nudc cat 2 lan.

- Dung dich dém (TE 10X...)

- Héa chat lai (Sure Tag DNA Labeling kit, Oligo aCGH/ChIP-on-Chip
Hybridization kit ...).

- DNA tham chiéu (nam va ni); Cot-1 DNA (1,0mg/mL); h6a chat dém
rra lam, lam dém.

- Bao quan theo hudng dan caa nha san xuat.

2.3. Trang thiét bj

- Pipet véi céc thé tich: 0,1-1 pL; 1-10 pL; 1-20 pL; 10-200 pL; 0,1-1
mL; Ta sach/Ta ATSH cap 1/Tu ATSH cap 2, Tu ht.

- May doc quang phé quét vi ddy, Tu lai phan tir, Hé thong phan tich dit
litcu CGH; May do quang phd; May c6 dic DNA.
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- May luan nhiét PCR 96 giéng, may tach DNA tu dong; may quang phd
do DNA/RNA, hé thdng dién di, hé thdng chup anh dién di kém phan mém.

- May ly tim: may ly tdm thuong; may ly tdm lanh; may ly tdm mini
spin; may ly tam dia; Tt lanh va td &m cac loai (-20°C; -40°C; -80°C ...).

- Thiét bi phu tro: may khudy tir gia nhiét, may lac; ta 6n nhiét khd; bé
6n nhiét nudc; ndi khir tring wét; tu siy kho; can dién tir; luu dién; nhiét am
ké; nhiét ké; may in anh; may in tem ma vach.

2.4. Chuan bi miu bénh pham

- Loai mau bénh pham: mau ngoai vi; dong té bao dich 6i sau nudi cay;
cac bénh pham khac: nuéc bot, niém mac ma, mau u, gai rau, DNA tong so,
san pham PCR.

- Tiéu chuan mau bénh pham:

+ Mau ngoai vi: 0,5-2 mL, dung trong 6ng EDTA V0 tring.

+ Céc bénh pham khéc: gai nhau, md, té bao niém mac mé, mau u dung
trong 6ng dung mau vo tring.

+ DNA tdng sb, san pham PCR: lugng DNA tbi thiéu 25 ng/pL.

2.5. Phiéu chi dinh xét nghiém

- Kiém tra phiéu chi dinh: kiém tra thong tin theo quy dinh.

- Kiém tra 6ng dung bénh pham: kiém tra théng tin theo quy dinh.
2.6. Thoi gian thuc hién ky thuat

34,5 gio.

2.7. Pia diém thuc hién ky thuat
Phong xét nghiém di truyén — sinh hoc phan tu.
3. AN TOAN

- Pam bao nguyeén tac an toan sinh hoc: mic 4o vo tring, deo khau trang,
kinh bao hd, mii bao ho, gang tay khi thuc hién xét nghiém.

- Pam bao an toan theo huéng dan cua nha san xuét hda chat, thiét bi.
4. CAC BUOC TIEN HANH
4.1. Cac buwéc thuc hién

- Chuan bi chung cho cac budc thyc hién xét nghiém:

+ Khay giit lanh; khay dung 6ng 1,5 mL va éng PCR, b(t viét.

+ Gang tay, con tuyét d6i va con 70°C, sat khuan tay nhanh, dang ki st
dung ta an toan sinh hoc va may luan nhiét PCR, may giai trinh tu gen.
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+ Ghi tén nguoi bénh/ma sd ngudi bénh 18n cac 6ng PCR hoic dng ly tam.

+ Phiéu theo ddi thuc hién xét nghiém (néu c6); tinh tong sé hoa chat can
pha dé thuc hién 1 1an xét nghiém hoic xét nghiém cho 1 mau bénh pham.

- Cac budc dugc thuc hién bai 1 nhan vién chinh va 1 nhan vién gidm sat.
4.1.1. Tach DNA tong sb

DNA tong s6 c6 thé thuc hién theo 2 cach: tch bang kit thuong mai theo
huéng dan cua nha san xuat va tach thu cong sir dung c4c loai hda chit tuong
duong nhu enzyme protease, hoa chat tay rira manh (SDS...), dung dich dém
ly giai, con.... Cac budc thyc hién nhu sau:

- Bién tinh va phan giai protein: thém luong mau can thiét vao ong da
chtra enzyme hoic hda chat tuong duwong nham pha mang té bao va mang nhan;
b sung dung dich dém (néu can), tron déu va o & nhiét dé phd hop.

- Loai bo protein: protein sau bién tinh s& dugc két tua va phan l1ép hoac
gitr lai trén cot loc.

- Thu axit nucleic: s dung con hoic hoa chat tuong duong dé tia DNA
hodc hoa tan DNA va duoc thu lai bang cach Iy thm ¢ téc d6 phd hop. DNA
duoc hoa tan trong dung dich phu hop (nudc khir enzyme hoac dung dich tuong
duong) va bao quan ¢ nhiét o -20°C.

Kiém tra chat lugng DNA tong s6 bang dién di hodc quang pho ké.
4.1.2. Cat enzyme gi6i han

Pha hdn hop enzyme cat theo khuyén céo cua nha san xuét:
Hoéa chat Thé tich/miu (uL)
Nudc Nuclease-Free
Dung dich dém cho enzyme cat
BSA
Alu |
Rsa |
Tong so

+ Nho thé tich can thiét DNAts (vi du 10uL...) vao cac dng chtra hdn hop
enzyme cat.

+ Pit cac dng vao may PCR va chay chu trinh nhiét theo khuyén céo caa
nha san xuat.

4.1.3. bién di san pham PCR
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- Chuan bi dung dich dém 1X

- Chuan bi ban thach agarose véi nong do thich hop.

+ Lap lugc vao cac khay d6 thach va diéu chinh khay can bang.

+ Can luong thach agarose can thiét, va bd sung dung dich dém vai thé
tich twong tng v&i ndng d6 thach can dung va dun néng dung dich thach cho
dén khi toan bo agarose trong dung dich tan hoan toan.

+ Lam ngudi dung dich dén khoang 50-70°C va thém 5L thubc nhuom
trong 100mL dung dich agarose, lic déu (trudong hop khdng bd sung thude
nhudm DNA, sau dién di ban thach s& ngdm trong dung dich thuéc nhuém
DNA) ré6i d6 dung dich thach agarose vao khuon da dugc cai sin luge, dé ban
thach ngudi ¢ nhiét @6 phong trong khoang 30 phut.

- bién di san pham PCR

+ Khi thach nguéi, nhac luoc ra khoi ban thach, va dat vao bé dién di.

+ D6 dung dich dém 1X vao bé dién di sao cho dung dich dém cao hon
mat ban thach khoang 2-5 mm.

+ Dung pipet hat | thé tich thudc nhuém va tron déu véi 5 thé tich san
pham PCR. Sau d6, dung pipet hat toan bd mau va nhé mau vao ting giéng
trén ban thach.

+ Pay nap bé dién di va cam dién cuc vao nguon dién di va dién di mau
trong khoang thoi gian va dién thé phu hop.

- Chup anh san pham dién di: dua ban thach vao may chup anh gel, dong
nap, bat dén UV va chup theo huéng dan caa nha san xuét; luu hinh anh dién
di hozc in anh (néu can); vé sinh cac dung cu dién di bang con 70°C.

4.1.4. Panh dau huynh quang

- Ly tdm hdn hop sau cit enzyme ¢ 6,000 g x 1 phut

- B6 sung hdn hop madi vao dng chita hdn hop cit enzyme, tron déu hon
hop va thuc hién chu trinh nhiét theo huéng dan ciia nha san xuat va bao quan
dung dich & 4°C cho dén khi thuc hién danh dau huynh quang.

- Chuan bi hdon hop danh dau huynh quang (Labelling Master mix-
LMM...), gitt lanh sau khi pha hdn hop theo hudng dan caa nha san xuat.
4.1.5. Tinh sach san pham DNA sau d4anh dau huynh quang

- Ly tm miu da danh dau huynh quang ¢ diéu kién 6,000 x g trong 1 phut
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- Tinh sach san pham danh dau huynh quang theo huéng dan ciia nha san
XUat va tién hanh do murc d6 gan huynh quang va dé gan huynh quang dac hiéu
sau tinh sach.
4.1.6. Lai vi day

- Tron déu mau ddi ching va mau bénh da tinh sach sau danh dau huynh
quang vao 6ng 1,5 mL.

- Chuan bi hdn hop lai theo khuyén céo cua nha san xuat.

4.1.7. Rura slide sau u
- Chuan bi dung dich dé rua slide theo khuyén cao caa nha san xuat.
- Rua slide theo huéng dan cia nha san xuat.

4.1.8. Quét mau trén may va phan tich két qua

- bit slide da rira vao khay giir slide trén may quét mau va thyuc hién
quét slide theo trinh ty huéng dan cia nha san xuat.

- Sau khi hoan tat quét slide, luu hinh anh c6 dinh dang theo quy dinh
va chuyén sang may vi tinh ¢6 chira phan mém phan tich két qua trén phan
mém chuyén dung.

4.2. Nhan dinh két qua
4.2.1. Xem xét két qua QC
a. Tach DNA

Nong d6 DNA tong s6 duoc do trén may quang phd do DNA/RNA tir

30-50ng/ul va d6 tinh sach ODasoraonm tir 1,8-2,0 V& ODs0/230mm >1.
b. Piéen di

- Céch thire phan tich két qua: Vi tri cia DNA duogc x4c dinh dua vao
thang DNA chuan dé uéc luong kich thudc cua san pham PCR. Bing dién di
trén ban thach phat hién thay dudi anh sang UV.

- Céc bang dién di trén thang DNA chuan duogc st dung dé d6i chiéu véi
kich thuéc san pham PCR cua nguoi bénh va nhan dinh két qua chi khi dat
dugc d6 sang 1o rang, bang khong bi dut gay.

c. Lai

Luong DNA va hoat d6 huynh quang do dugc sau budc gan huynh
quang va tinh sach can dat y&u cAu cua nha san xuit may va hda chat di kém.
4.2.2. Doc két qua va nhan dinh két qua

a. Poc két qud
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- Phan tich ti I¢ tin hiéu huynh quang dé/xanh lyc twong ung tai moi vi
tri ddu do dé tinh ra duoc ti 16 mau bénh/mau ching twong wng gan véi dau do
d6, biéu hién dudi dang logarit co sb 2 ty s6 cua cuong do bt mau huynh
quang giita mau can phan tich va mau déi chang.

b. Nhén dinh két qud

- Bi v6i mau can bang vé vat ligu di truyén, phan tich va nhan dinh két
qua theo hudng dan caa nha san xuat.

- Truong hop bét thuong nhidm sic thé gioi, can dwa trén mau ching
tuong tng cO bao nhiéu ban sao nhiém sac thé gigi dé dua s6 ban sao mau
chung phu hgp vao cong thuec tinh.

- Truong hop két qua log2 (bénh/chting) dua ra cac két qua nam ngoai cac
gia tri & trén, cd thé nghi ngo trudng hop kham, trudng hop nay tir két qua log2
c6 thé tinh ra ti 16 bénh/ chung va ti 1& kham.

- Danh phép cua cac bién thé duoc viét theo hudng dan cia HGVS.

- Nhan dinh kiéu gen twong tng (d6ng hop tir, di hop tir hoac khéng phét
hién dot bién...).

4.2.3. Phién giai va bao cao két qua
- Phién giai két qua theo hudng dan cia ACMG/Clingen.
- Bé4o céo két qua theo cac quy trinh lién quan.

4.2.4. Bién luan két qua cho nhiing truong hop bét thuong

- Poi chiéu két qua kiéu gen va kiéu hinh theo quy dinh.

- Tu van di truyén hoic thuc hién thm xét nghiém néu can.
4.3. Tra két qua va luu trir ho so
4.3.1. Tra két qua

- Bé4o céo két qua xét nghiém duogc thyuc hién theo cac quy trinh lién
quan, luu hd so va ghi vao biéu mau can thiét va luu ho so xét nghiém.

- Két qua xét nghiém can dugc kiém tra chéo, phé duyét truge khi tra.
4.3.2. Luu trit ho so

Ho so xét nghiém dugc luu theo quy dinh.

5. NHUNG SAI SOT VA XU TRI
5.1. Trudc khi thuc hign ky thuat

- C4c chat anh hudng dén xét nghiém (yéu té nhiéu) va cac phan ang
chéo, cac chat anh huéng dén xét nghiém: chét chdng dong heparin, ngudi
bénh méi truyén mau hoic céc ché phdm mau trong vong 1 thang. ..
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- Nhdm mau bénh pham: Iy lai miu bénh pham cua ngudi bénh.
5.2. Trong qua trinh thuc hién ky thuat

- Nhan vién khéng tuan thua quy trinh k¥ thuat: thuc hién lai quy trinh ky
thuat.

- Hoa chét hét han sir dung va khong duoc bao quan dung quy dinh cua
nha san xuat hoic khong duoc tron déu trude khi chia sang cac 6ng nho hoic
trudc khi hat.

- Nhidm mau: tach lai DNA/IAy lai mau, va tién hanh lai quy trinh k§
thuat.

5.3. Sau khi thuc hién k§ thuat

- Nham mau bénh pham: Iy lai miu bénh pham cua ngudi bénh.

- Thyc hién sai quy trinh ky thuat: tién hanh lai xét nghiém.

- Phan tich két qua khong chinh xéac: kiém tra va phan tich chéo két qua
xét nghiém hoac xin y kién cua béac si 1am sang.

- B4o c4o sai két qua xét nghiém: thong bao t6i lanh dao khoa xét nghiém
va sira lai két qua xét nghiém.

- Lwa chon sai biéu mau béo céo két qua: bao cao 1anh dao khoa va stra
lai bao céo két qua.

6. TIEU CHUAN PANH GIA VA KIEM TRA CHAT LUQONG
6.1. Tach DNA tong sé

- Gid tri bao dong/nguy hiém: Nong d6 DNA tong s6 dugc do trén may
quang phé do DNA/RNA dudi 30 hodc trén 350 ng/ul va do tinh sach
OD2601280nm Ngoai khoang tur 1,8-2,0.

- DNA t6ng s6 khong dat chat lwong: tién hanh tach lai mau bénh pham.
6.2. Pién di

- Tiéu chuan cua san pham dién di:

+ Thang DNA chuan phi hop véi kich thuéc san pham PCR theo ly
thuyét.

+ Céc bang dién di rd rang, sac nét, thang DNA chuan tach déu.

+ Kich thudc san pham PCR twong ung véi kich thudc ly thuyét.

- Céch xir ly san pham dién di khong dat tiéu chuan:

+ Thang chuan khéng phu hop: lua chon lai thang chuan.
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+ Tat ca céc giéng dién di khong c6 san pham, can kiém tra lan luot céc
budc nhu sau: kiém tra diéu kién dién di; thuc hién lai k§ thuat dién di; thuc
hién lai k¥ thuat PCR.

+ Giéng san pham cua ngudi bénh: khi kich thudc bang san pham PCR
cuia nguoi bénh khong dung kich thudc Iy thuyét, xét nghiém can thuc hién lai;
néu két qua sau dién di van 1ap lai nhu vay hodc khdng c6 san pham, can tach
lai DNA, Kiém tra lai mdi, chu trinh nhiét, diéu kién dién di.

+ Bang noi kiém c6 nhiéu bang phu hoic mau tring c6 biang: thyuc hién
lai xét nghiém PCR.

6.3. Lai

- MAu noi kiém dat chat luong.

- Chat lugng tin hiéu lai dat yéu cau cia nha san xuat may va hoa chat.

- Phan tich va kiém tra chéo truge khi phé duyét két qua.

- Chét lugng ciia cac mau chay can dat & muc tét hoic rat tét theo khuyén
c4o caa nha san xuat.
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18. XET NGHIEM CAC BIEN THE GEN ALPHA THALASSEMIA
HOAC BETA THALASSEMIA BANG KY THUAT LAI DNA

1. PAI CUONG
1.1. Muc dich caa ky thuat

Xéc dinh céc bién thé gen khac nhau cua bénh alpha thalassemia va beta
thalassemia bang ki thuat lai DNA dé phuc vu tu van va chan doan cho nguoi
bénh va thanh vién gia dinh nguoi bénh.
1.2. Pinh nghia, nguyén ly

Dua trén nguyén ly caa ki thuat lai DNA ngugc trong d6 cac dau do dic
hiéu voi nhiéu dot bién hay da hinh caa mot gen sé duoc gan trén thanh lai va lai
Vvé6i gen di dugc khuéeh dai. Dau do duoc ¢b dinh trén thanh lai 13 mot doan DNA
soi don ¢6 &i lyc manh va dic hiéu véi trinh ty gen muyc tiéu. Chiéu dai caa ching
phl hop cho phan tng lai, gitp phan biét DNA véi nhitng sai khac rat nho trong
trinh tu chudi DNA. San pham sau PCR duoc lai voi dau do trén mang, cac thé
lai c6 thé duoc phét hién bang phan tng véi mot co chat dé tao thanh két taa co
mau. Xét nghiém str dung céc thanh lai voi cac vi tri dd duoc gan dau do phat
hién cac dot bién gen cua bénh alpha thalassemia hoic beta thalassemia.
2. CHUAN BI
2.1. Nguwoi thuc hién:

- Bac si: 01 nguoi;

- Ky thuat y hoac twong duong: 02 nguoi.
2.2. Vat tw

- Kit tach chiét DNA,;

- Kit do néng do DNA,;

- Hoa chat cho phan ¢tng PCR gen alpha thalassemia;

- Hoa chat cho phan ¢ng PCR gen beta thalassemia;

- Hoa chat cho phan @ng lai DNA;

- Pém dién di (TBE hoic TAE);

- Loading dye;

- Agarose,

- Thuéc nhuom DNA;

- Thang DNA chuan.
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2.3. Trang thiét bi

- May PCR;

- Hé théng chup anh gel;

- May tinh ¢ phan mém chup anh gel;

- Bé 6n nhiét;

- BO luu dién;

- May dién di;

- May tron mau;

- May ly tam loai dé ban;

- T an toan sinh hoc cap II;

- May u nhiét kém lc rung;

- May Vortex;

- May ly tdm Spin down;

- Bo pipet céac kich c& tir 1 pL dén 1000 pL.

- Tu lanh 2°C - 8°C;

- T lanh am sau -20°C;

- Tu lanh am sau -70°C.
2.4. Chuan bi miu bénh pham

Bénh pham 1a 1-2 mL mau toan phan/tay xuong dung trong 6ng chéng
dong EDTA. Bao quan 2-8°C, giao mau dén khoa xét nghiém trong vong 24 gio
ké tir khi 1ay mau.
2.5. Phiéu chi dinh xét nghiém

Kiém tra phiéu chi dinh xét nghiém: ghi day du thong tin theo quy dinh: ho
tén nguoi bénh, tudi, givdng bénh, tén khoa phong, chan doén, loai mau bénh pham,
thoi gian lay mau bénh pham...
2.6. Thai gian thuc hién ky thuat

U'dc tinh tir 1dc bat dau cho dén khi két thic xét nghiém: 8-12 gio.
2.7. Pia diém thuc hién ky thuat

Phong xét nghiém Di truyén - Sinh hoc phan ti.
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3. AN TOAN

- Nhan vién phai mang ging tay, khau trang va mac trang phuc y té trong
suét qué trinh 1am xét nghiém.

- Phén loai dung rac thai va loai bo rac thai ngay sau qua trinh thuc hién
xét nghiém.

- Thuc hién kiém soat diéu kién moi truong theo “Quy trinh theo ddi va
kiém soat diéu kién moi truong”.
4. CAC BUOC TIEN HANH
4.1. Cac bwéc thuc hién
4.1.1 Tach chiét DNA

Téch chiét DNA bang cot silica-gel hoic bang hat tir trén may tach tu dong.
Céc budc thuc hién theo hudng dan cua nha san xuat.
4.1.2. Po nong do DNA

Po noéng d6 va danh gia do tinh sach cia DNA & budc séng 260nm va
280nm, hoc sir dung chat chi thi mau gan DNA d6i voi may do huynh quang.
4.1.3. Thuc hién phan wng PCR

- L4y hoa chat cho phan ang PCR va c4c cap moi dit trén khay trit lanh
khoang 10 phut dé rd dong hoan toan, tron nhe va ly tam nhanh trong 1 - 2 gidy.

- Chuan bi ho so xét nghiém, tinh toan sé luong cac thanh phan phan ang.

- Chuan bi cac 6ng PCR 0,2 mL. Ghi m4 mau lén mdi 6ng.

- Chuan bi hdn hop phan tng PCR (thao tac trong tu an toan sinh hoc): st
dung pipet thém lan luot tirng hoa chat (theo quy trinh d3 t6i wu) vao mot éng 0,2
mL hozc 1,5 mL. Tron déu 6ng hdn hop va chia hda chat da pha vao mdi ong
phan &ng (s6 lugng hoa chat chia vao mdi 6ng thuc hién theo quy trinh da t6i uu).

- B6 sung DNA vao mdi 6ng tuong tng (nong d¢6 DNA bd sung vao mdi
6ng PCR theo huéng dan tai quy trinh da t6i wu).

- Pt cac 6ng phan tng vao may PCR, chon chuong trinh PCR tuong thich.

- Lau chui mat san ta an toan sinh hoc bang con 70%.

- Khi trwong trinh PCR két thlc, iy cac ong phan tng ra khoi may luan
nhiét.

- Pién di kiém tra san pham hoic bao quan san pham PCR & nhiét d6 2-
8°C.
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4.1.4. Pién di san pham PCR

- Chuan bi ban gel agarose ¢ nong do thich hop.

- Nhé mau vao céc vi tri twong @ng trén ban gel, nhd mau DNA chuan
(DNA ladder) tuong thich.

- Tién hanh dién di & thoi gian va diéu kién dién thé phu hop.

- Chup anh ban gel va chi thich tén mau, ngay xét nghiém, loai xét nghiém.
4.1.5. Lai DNA

Thuc hién cac budc ki thuat theo huéng dan di kem bo Kit.

4.2. Nhan dinh két qua

- Chi phan tich két qua mau xét nghiém khi cac mau doi ching trong phan
g dat yéu cau.

- Phan tich két qua mau xét nghiém duya vao kich thudc cua cac bang hién
thi trén thanh teststrip. Nhan biét dot bién & céc vi tri vach trén thanh theo hudng
dan di kém bo Kit.

4.3. Tra két qua va luu trir ho so

Tra két qua theo quy trinh lién quan, ghi vao biéu miu co lién quan dén
quy trinh va luu ho so xét nghiém.
5. NHUNG SAI SOT VA XU TRI

SAI SOT XU TRI
= Lay mau khong du hoic sai chat | = Thuc hién dung hudng dan qui
chbng dong. cach ldy mau.

Kiém tra dang thong tin hanh
chinh khi gan ma

= Sai s6t trong dan ma xu ly mau dan | =
dén nham mau, sét mau

= LAy nhiém trong qua trinh PCR cho

két qua &m tinh/dwong tinh gia

Tuén tha dung quy trinh k¥ thuat, tha
tu nhé mau trong qua trinh PCR

Cac tin hiéu trén thanh lai khong
dac hiéu

= Luu y thyuc hién cac budc rira day
du theo quy trinh, kiém soét sb
lwgng mau du dé cac mau duoc
thuc hién dong thoi

6. TIEU CHUAN PANH GIA VA KIEM TRA CHAT LUQNG

Kiém soat cac mau chimg theo huéng dan di kém bo sinh pham st dung.
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19. XET NGHIEM BIEN THE CAC GEN GLOBIN BANG KY THUAT
NGS

1. PAI CUONG
1.1. Muc dich caa ky thuat

Xac dinh cac bién d6i di truyén trén gen globin lién quan dén bénh
thalassemia dé phuc vu chan doan va tu van cho ngudi bénh va thanh vién gia
dinh nguoi bénh,
1.2. Nguyén ly

K§ thuat giai trinh ty gen thé hé mai (Next-Generation Sequencing, NGS)
dira trén phan tng tong hop kéo dai chudi (sequencing by synthesis) st dung cac
nucleotide gan huynh quang. Poan trinh tu can giai dugc tao cau tong hop (bridge
amplification), tao cum (cluster generation). Qua trinh giai trinh tu dugc dién ra
theo chiéu xudi va chiéu ngugc. Mdi loai nucleotit sir dung trong phan @ng giai
trinh ty dugc danh dau duoc gan huynh quang khac nhau va dugc phét hién bang
hé théng quang hoc. Tir d6, xét nghiém cho phép xac dinh chinh xac trinh tu
nucleotit trén chudi DNA cua mau. Viéc so sanh trinh ty chudi DNA cia nguoi
bénh véi trinh tu chudi DNA tham chiéu s& phat hién duoc cac bién thé di truyén
trén cac gen globin.
2. CHUAN BI
2.1. Nguai thuc hién:

- Bac si: 01 nguoi;

- Ky thuat y hoac twong duong: 02 nguoi.

2.2. Vit tu
Héa chat, sinh Thanh phan Piéu kién bao
pham quan
Kit tach DNA Cac thanh phan theo bo kit st | Theo hudng dan
dung ctia nha san xuat
Hoa chat chay Cac cap mai dic hiéu -20°C
PCR Hoa chat cho phan tng PCR -20°C
Agarose 22-25°C
Hoa chat dién di | Loading dye 22-25°C
DNA ladder 22-25°C




189

Hoéa chat, sinh
pham

Thanh phan

Piéu kién bao
guan

Chat nhuom DNA

22-25°C

Hoa chat giai
trinh tu gen

Hat tur

-15°C dén -25°C

Ho4 chat do nong d6 DNA

-15°C dén -25°C

Kit tao thu vién DNA

-15°C dén -25°C

Kit giai trinh tu gen

-15°C dén -25°C

Kit danh dau mau (code)

-15°C dén -25°C

2.3. Trang thiét bi

- Hé thdng giai trinh ty gen NGS;
- May tinh c6 phan mém phan tich dit liéu giai trinh tuy;

- May PCR;

- BO luu dién;
- May tron mau;

- May ly tam loai d¢é ban;
- T an toan sinh hoc cap II;
- May u nhiét kém lc rung;

- May Vortex;

- May ly tdm mini;

- Tu lanh 2°C - 8°C;

- Tu lanh am sau -20°C,;

- Tu lanh am sau -70°C.

- B6 pipet cac kich ¢& tir 1 pL dén 1000 pL.
2.4. Chuan bi mau bénh pham

Bénh pham 1a 2mL mau toan phan chong dong EDTA. Bao quan mau & 2

- 8°C, giao mau dén khoa xét nghiém trong vong 72 gio ké tir khi lay mau.
2.5. Phiéu chi dinh xét nghiém

Kiém tra phiéu chi dinh xét nghiém: ghi day du thong tin theo quy dinh: ho
tén ngudi bénh, tudi, givdng bénh, tén khoa phong, chan doén, loai mau bénh pham,

thoi gian lay mau bénh pham...

2.6. Thoi gian thuc hign k§ thugt
U'6ce tinh tir 10c bét dau cho dén khi két thic xét nghiém: 80 gio.

2.7. Pia diém thuc hién ky thuat
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Phong xét nghiém di truyén - sinh hoc phan ti.
3. AN TOAN

- Nhan vién phai mang ging tay, khau trang va mac trang phuc y té trong
suét qué trinh 1am xét nghiém.

- Phén loai dung rac thai va loai bo rac thai ngay sau qua trinh thuc hién
xét nghiém.

- Thuc hién kiém soat diéu kién moi truong theo “Quy trinh theo ddi va
kiém soat diéu kién mdi truong”.
4. CAC BUOC TIEN HANH
4.1. Cac buwéc thuc hién
4.1.1 Tach chiét DNA tir méau toan phan

Téch chiét DNA bang cot silica-gel hoic bang hat tir trén may tach tu dong.
Cac budc thuc hién theo hudng dan cua nha san xuat.
4.1.2. Khuéch dai gen globin bang phan wng PCR

- Lay hoa chat cho phan (ing PCR va cac cap moi dat trén khay trir lanh
khoang 10 phut dé rd dong hoan toan, tron nhe va ly tdm nhanh trong 1 - 2 gidy.

- Chuan bi hd so xét nghiém, tinh toan sé lwong cac thanh phan phan ang.

- Chuan bi cac 6ng PCR 0,2 mL. Ghi m4 mau lén mdi 6ng.

- Chuan bi hdn hop phan tng PCR (thao tac trong tu an toan sinh hoc): str
dung pipet thém lan luot tirng hda chat (theo quy trinh da tdi uu) vao mot ong 0,2
mL hozc 1,5 mL. Tron déu dng hdn hop va chia hda chat di pha vao mdi dng
phan &ng (s6 lugng hoa chat chia vao mdi 6ng thuc hién theo quy trinh d3 tbi uu).

- B6 sung DNA vao mdi 6ng tuong tng (nong d6 DNA bd sung vao mdi
6ng PCR theo huéng dan tai quy trinh di t6i wu).

- Pit cac 6ng phan ang vao may PCR, chon chuong trinh PCR tuong thich.

- Lau ch0i mat san ti an toan sinh hoc bang con 70%.

- Khi trwong trinh PCR két thic, iy cac dng phan tng ra khoi may luan
nhiét.

- Pién di kiém tra san pham hoic bao quan san pham PCR & nhiét do 2-
8°C.
4.1.3. Pién di san pham PCR

Kiém tra san pham PCR bang dién di trén gel agarose ¢ ndng do phil hop
véi kich thuge san pham.
4.1.4. Tinh sach san pham PCR
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Thuc hién cac budc ky thuat theo huéng dan ciia nha san xuat.
Giai trinh tw

Poi véi hé thong NGS tu déng hoan toan
Quy trinh xét nghiém s& tuan theo cac budc nhu huéng dan cia nha san xuat va
huéng dan caa b kit. Thuong bao gdm céc bude nhu sau:

- Nap mau DNA hoic san pham PCR...vao cartridge/ hop héa chat theo
huéng dan caa nha san xuat.

- Khai b4o thdng tin mau va chon bo xét nghiém trén phan mém diéu khién
tu dong.

- Hé théng thuc hién tu dong cac budc: Khuéch dai vashoic phan manh
DNA (tdy theo kit); Gan index va adapter; Tinh sach thu vién, dinh luong noi bd
va chuan bi thu vién; Tién hanh giai trinh ty va phan tich két qua tu dong bang
phan mém phan tich chuyén dung dé nhan dién cac bién thé gen.

- Pdi chiéu két qua véi co sé dir lieu tham chiéu va tiéu chuan bao céo.
Lap bao cao két qua.
Poi véi hé thong NGS thi cong/ ban tw dong
Tuy theo tirng hang va ting bo kit s& c6 quy trinh chi tiét khac nhau theo hudng
dan ctia nha san xuat. Nhung vé co ban s& bao gom cac budce nhu sau:
Chudn bi thur vién gidi trinh tw

- Do va chuan héa nong do DNA. Thuc hién cac budc ki thuat theo hudng
dan caa nha san xuat kit.

- Pha lodng cac mau dén nong d6 0,2 ng/uL bing dung dich EB
Phan mdanh DNA

Thuc hién phan manh DNA sir dung enzym cat ngau nhién thanh cac doan
ngan theo chiéu dai mong muén (150-600bp). Cac budc ki thuat thuc hién theo
huéng dan cua nha san xuat kit.
Gdn ma phan biét cho thu vién DNA

- Ra dong hoa chat PCR va cac index ¢ nhiét do phong trong khoang 5 dén
10 phdt, nhe nhang d4o thuan nghich cac éng 3-5 lan.

- Sap xép céac ong index trén khay theo thir ty hang doc va ngang tuong
ng.

- Thém 15 pL mastermix vao ting éng, thay dau con sau mdi lan thao tac.
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- Thém 5 pL index 2 vao ting 6ng theo cot, thay dau con sau mdi lan thao
tac.

- Thém 5 pL index 1 vao ting dng theo hang, hit nha pipet 5 lan, thay dau
cn sau mdi 1an thao tac.

- Loai bo tat ca cac ndp da dung va thay bang nap mai dugc cung cip theo
bo kit.

- Pay nap cac ong va ly tam nhanh trong 3 dén 5 giay.

- Tién hanh phan tng PCR dé gan index theo chu trinh nhiét sau:

72°C 3’ -95°C 307 -195°C 107 - 55°C 307 - 72°C 30”|x12 - 72°C 5° - 10°C
forever.

Luu ¥: néu chua st dung san pham PCR, c6 thé bao quan & nhiét do 2 -
8°C trong 2 ngay.
Tinh sach s@n pham thuw vién DNA

- Thyc hién cac buéc ki thuat theo hudng din caa nha san xuat.

- Quy d6i ndng do cac mau tir don vi ng/uL sang don vi nM theo cong thic

nhu sau:
Y x 1000000
M x 650

X =

X: Nong do (nM) ctia mau

Y: Nong d6 (ng/uL) ctia mau

M: kich thudc doan DNA

- Pha lodng nong do cac mau vé 4 nM s dung dém EB.
Chay gidi trinh t gen
a. Chuan bj hoa chat

- Ra dong hoa chat giai trinh tu gen, dé & nhiét do phong.

- Ri dong khay hoa chat bang cach ngadm mat dudi cua khay trong nuéc
trong thoi gian > 60 phut.

- Chuan bi NaOH 0,2N pha loang tir NaOH 1N.
b. Thuc hién

- Sir dung 1 6ng Ly tdm day nhon ghi tén 1a PAL (Pooled Amplicon
Library).

- Chuyén 10 pL cia méi mau trong mdi 6ng da pha loang vé nong do 4nM
vao ong PAL.
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- Sur dung 1 mot ong ly tdm ddy nhon moi ghi tén 13 DAL (Diluted
Amplicon Library).

- Chuyén 5 pL hén hop cac miu di tron trong 6ng PAL sang 6ng DAL.

- Thém 5 pL NaOH 0,2N.

- Tron nhe, ly tdm nhanh dng DAL tir 3 d&én 5 gidy, va u 6ng DAL & nhiét
d6 phong trong 5 phdt.

- Thém 990 uL HT1 (Hybridization Buffer) vao éng DAL, hat nha pipet
dé pha lodng nong d6 cac mau vé 20 pM.

- Pha lo&ng nong d6 cac mau trong 6ng DAL vé nong d6 pht hop theo cong

thirc nhu sau:

Nong d6 | 6 pM 8 pM 10pM | 12pM | 15pM | 20 pM

DAL(uL) | 180 240 300 360 450 600

HT1 (uL) | 420 360 300 240 150 0

- Pua toan bo hdn hop di pha lodng vao khay hoa chét theo vi tri miu trén
Khay.

- bat khay vao vi tri trén may NGS va chay theo chuong trinh phu hop.
4.2. Nhan dinh két qua

Dit liéu giai trinh tu gen duoc phan tich trén cac phan mém chuyén biét
nhu Miseq reporter, IGV, CLC cancer research workbench.
4.3. Tra két qua va lwu trit ho so

Tra két qua theo quy trinh lién quan, ghi vao biéu miu co lién quan dén
quy trinh va luu ho so xét nghiém.
5. NHUNG SAI SOT VA XU TRi

Van dé Nguyén nhan Céch khac phuc
DNA khéng - Luongté baobachcauqua - Diéu chinh luong té bao
tinh sach, 1an nhiéu so véi ¢ cot tach; ban dau theo mac phil hop
ARN. - Budc rira khdng thuc hién Vai Cot;
tot. - Téang thém 1 budc rua.

Tong hopgen - Mbikhong du dic hiéu; - Kiém tra lai moi, nong do
dich khong - Nong d6 céc thanh phan  cac thanh phan phan tng
thanh cong phan tng khong phu hop; va tién hanh chay gradient

- Chua toi wu nhiét do.



Van dé

Két qua doc
trinh tu bi nhiéu
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Nguyén nhan

Thu vién DNA khong dat
du @6 tinh sach;

Bién tinh chua hoan toan;
Budc gan barcode khong
thanh cong;

Lugng thu vién dua vao
qué nhiéu:

Nhiém chéo giira cac mau.

Céach khéc phuc
nhiét dé téi wu nhiét do

phan ung;

Kiém tra budc tinh sach va
chuan hoa thu vién;

bam bao nhiét 3o va thoi
gian bién tinh;

Kiém tra budc gan barcode
theo quy trinh chuan;
Kiém soat lugng thu vién
dua vao doc trinh tu;

- Panh s6 va thay dau con
sau khi thao tac véi moi
mau dé loai bo nhiém
chéo.

6. TIEU CHUAN PANH GIA VA KIEM TRA CHAT LUQONG

- Panh gia chat luong: chat luong mé chay giai trinh tu dat yéu cau khi dat
duoc cac chi s6: Q30 > 70%; mat do cum: > 500K/mm?2; d6 lap bao phua: > 100.

- Do bao phu (coverage) t6i thiéu can dat 13 30x
7. TAI LIEU THAM KHAO

1. Old JM. Screening and genetic diagnosis of haemoglobinopathies.
Scand J Clin Lab Invest 2007; 67: 71-86

2. Najmabadi H, Teimourian S, Khatibi T et al. Amplification refractory
mutation system (ARMS) and reverse hybridization in the detection of beta-
thalassemia mutations. Arch Inn Med 2001; 4: 165-170.

3. Delague V, Kriegsha'user G, Oberkanins C, Me garbane” A. Reverse
hybridization vs. DNA sequencing in the molecular diagnosis of Familial
Mediterranean fever. Genet Test 2004; 8: 65-68

4. Quy trinh thch RNA tir dich co thé (mau toan phan, dich tuy xuong,...)
cua QIAGene: RNeasy Mini_Handbook;
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5. Quy trinh PCR va RT-PCR cua Invitrogen: Superscript onestep RT-PCR
manual;

6. Quy trinh tach chiét va tinh sach san pham PCR tir gel agarose cua
QIAGene: MinElute Handbook;

7. Quy trinh do ndng do thu vién bing Qubit: Qubit 2.0 Fluorometer
manual;

8. Quy trinh dinh lwong néng d6 thu vién bang RQ-PCR cuia KAPA: KAPA
Library Quantification for Illumina;

9. Quy trinh chuan bi thu vién giai trinh ty caa Hlumina: Illumina Nextera
XT library preparation protocol;

10. Quy trinh doc trinh ty gen trén hé théng MiSeq: Illumina MiSeq
operation manual.

11. Céc tai liéu chuan khac vé thao tac véi mau dich co thé, DNA/ARN,
PCR, RT-PCR, real-time PCR, RQ-PCR, do nong d6 DNA/ARN,...

12. Tai liéu huéng dan st dung phan mém MiSeq reporter cua lllumina:
[llumina MiSeq reporter user manual.
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20. XET NGHIEM PHAT HIEN VIRUS BANG KY THUAT PCR

1. PAI CUONG
1.1. Muc dich ky thuat

Xac dinh sy hién dién cua virus gian tiép thong qua phat hién cac vat liéu
di truyén (DNA hoic RNA) cua virus d6 bang ky thuat PCR.
1.2. Pinh nghia, nguyén ly

PCR (Polymerase Chain Reaction) la mot ky thuat nhanh chong va hiéu
qua duoc st dung dé khuéch dai mot doan DNA muc tiéu c6 kich thudc nho tao
ra hang triéu ban sao cia DNA. NGi cach khac, PCR cho phép tao ra hang triéu
ban sao cua mot chudi DNA cu thé tir mot mau nho ban dau hay tham chi 1a mot
ban sao duy nhat. PCR duoc xem la mot qué trinh quan trong doi véi mot loat cac
cdng nghé di truyén trong nghién ciu y hoc va sinh hoc. Bic biét trong céc xét
nghiém sinh hoc phan tir, PCR 1a 1 qué trinh khéng thé thiéu giup con nguoi
nghién ctru sau vao phan tich vat liéu di truyén DNA/RNA ddng thoi phat hién
su ¢6 mit caa virus trong cac mau bénh pham.
2. CHUAN BI
2.1. Ngwoi thuc hién

- Bac si: 01 nguoi;

- K§ thuat y hoac twong duong: 01 nguoi.
2.2. Vit tu

- Ong dung mau chira chat chong dong K2 EDTA;

- Dao cét bénh pham loai st dung mét lan;

- Lam kinh;

- Ludi dao mo;

- Ong falcon 15mL;

- Ong falcol 50 mL;

- Pau con 10 pl 6 loc;

- Pau cbn 20 pl ¢6 loc;

- Pau c6n 200 pl ¢6 loc;

- Pau cdn 1mL c6 loc;

- Ong thu mau c6 nip 1,5 mL tiét trung;

- Ong thu mau c6 ndp 0,2 mL tiét trung;
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- Dai 6ng PCR 0,2 mL;

- Cdn chuyén dung dung trong sinh hoc phan t;

- Xylene;

- Nudc tinh sach chuyén dung trong sinh hoc phan ti;

- B6 hda chat dién di san pham PCR;

- Thang chuan dién di;

- Kit tach ctDNA, DNA/RNA;

- B0 kit xét nghiém phat hién sy c6 mat caa Virus;

- Gang tay cao su khong bét tan;

- Giay lau khéng bui;
2.3. Trang thiét bj

- Pipet ban tu dong c6 thé diéu chinh 0,1 - 10ul, 10 - 100pul, 200 - 1000pl;

- Tu thao tac PCR;

- Ti lanh 4°C;

- Ta lanh -20°C;

- Gia dé 6ng;

- Khay gitr lanh;

- Thung rac dung dau con va hoa chat;

- May ly tam;

- May vortex;

- May Spin down;

- May do ndng d6 DNA;

- Tu an toan sinh hoc;

- Hé thong dién di;

- Hé thdng chup anh;

- May cit tiéu ban;

- May PCR;
2.4. Chuan bj bénh pham

- Loai mau bénh pham: Mau bénh pham md; mau mé di duoc ¢b dinh va
vii nén (FFPE); mau mau, mau phét c6 tir cung; mau dich co thé khéc.

- Tiéu chuan mau bénh pham: dam bao vé diéu kién bao quan va céch lay
mau dung theo huéng dan caa bo Kit.
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- Quy dinh van chuyén, bao quan, luu trir bénh pham, thoi gian chuyén dén
phong xét nghiém: Mau duoc cho vao hop dung bénh pham va van chuyén dén
phong xét nghiém trong vong 4 gio ké tir khi ldy mau (ddi véi mau mau/dich co
thé).

2.5. Phiéu chi dinh xét nghiém

Kiém tra chi dinh xét nghiém: ghi dy du thong tin theo quy dinh, vi du
mot sb thong tin chung nhu: ho tén ngudi bénh, tudi, givong bénh, khoa phong,
chan doan, loai mau bénh pham, thoi gian 1ay mau bénh pham (néu co) ...

2.6. Thai gian thuc hién ky thuat

Thai gian thyc hién xét nghiém tir lGc tiép nhan bénh pham dén khi tra két

qua khoang tir 6 ¢én 10 gio.
2.7. Pia diém thuc hién xét nghiém

Phong xét nghiém di truyén — sinh hoc phan tu.
3. AN TOAN

Phai dam bao an toan vé cac quy dinh caa bénh vién:

- Quy dinh vé hiéu chinh vat tu, trang thiét bj.

- Quy dinh vé an toan dién va phong chdng chay no.

- Quy dinh vé an toan héa chat.

- Quy dinh vé an toan sinh hoc.

- Quy dinh vé kiém soat moi truong, rac thai y té.

4. CAC BUOC TIEN HANH
4.1. Lap biéu miu
Lap danh sach mau xét nghiém va dién cac budc thuc hién xét nghiém phat
hién virus bang ky thuat PCR.
4.2. Chuan bj méi truong lam viéc
- Khtr nhiém dung cu, thiét bi, bé mat, khdng gian 1am viéc;
- Kiém tra va chuan bi du vt tu tiéu hao va dung cu can thiét.
4.3. Chuan bi mau DNA/RNA
- Quy trinh tach chiét dé thu dugc DNA/RNA tinh sach theo Kit tach
DNA/RNA, ctDNA.
- Panh gia ndng d6 va chat lugng DNA tach chiét tir mau bénh pham.
-Lay cac miau DNA/RNA tach chuan bj cho xét nghiém phat hién virus
bang ky thuat PCR.
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4.4. Thuc hién ky thuat PCR:

- Pua cac thanh phan can thiét cua phan ang ra nhiét do phong 10 phut dé
ra dong hoan toan.

- Tron 13n cac thanh phan sau vao mét 6ng 0,2 mL: Buffer, ANTPs, MgCI2
(néu trong Buffer chua c6), hdn hop mdi (gom cap mdi phat hién virus dugc tron
theo ty I& nhat dinh), enzym Taq polymerase, nuéc khir ion vo tring, DNA/RNA
Khudn.

- Ly tdm nhe dé céc thanh phan ling xubng day ong hoan toan; it vao
may PCR; Chon chuong trinh; Bam start dé may chay.

- bién di san pham PCR (kém thang chuan dién di) va quan sét théng qua
hé théng chup anh.

- Phan tich két qua:

+ Két qua tir qua trinh PCR duoc phan tich tly theo muyc dich sir dung va
dua theo hudng dan phan tich cua tung bo kit xét nghiem.

+ Trong qua trinh phan tich két qua, trudc hét can kiém tra mau ching. Sau
do, tién hanh phan tich mau néu mau chimg dat yéu cau.
4.5. Tra két qua va lwu trir ho so

Tra két qua theo cac quy trinh lién quan. Két qua co day da thdng tin bénh

pham, k¥ thuat, chan doan va ngudi thuc hién. Luu vao biéu mau theo quy dinh
va luu trix ho so.
5. NHUNG SAI SOT VA XU TRI
5.1. Trwoc khi thuc hién ky thuat

- Mau bénh pham khong dat tiéu chuan:

+ Thuce hién lay lai mau.

+Pam bao yéu cau vé diéu kién van chuyén va bao quan mau.

- Mau sau khi tach chiét khong dam bao chat lugng va sé luong.

+ Thyc hién tach chiét lai theo dung quy trinh.

+ Yéu cau lay lai mau dé tach chiét lai trong truong hop can thiét.
5.2 Trong khi thuc hién ky thuat

- Mau d6i chimg khong dat:

+ Kiém tra diéu kién bao hoa chat xét nghiém.

+ Chay danh gia lai bo kit va mau dbi chung.

- Mau bénh pham khong dat diéu kién phan tich.
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+ Kiém tra diéu kién bao hoa chat xét nghiém.

+ Kiém tra lai chat lugng DNA/RNA, tach chiét lai néu can thiét.
5.3 Sau khi thuc hién ky thuat

- Sai s6t trong qué trinh ghi nhan va tra két qua.

+ Kiém tra lai két qua da ghi nhan.

+ Thuce hién lai quy trinh tra két qua.

6. YEU CAU PANH GIA VA KIEM TRA CHAT LUQNG

- Yéu cAu thyc hién noi kiém.

- Yéu cau thyc hién ngoai kiém hozc kiém tra mau mu (néu co).
7. TAl LIEU THAM KHAO

1. Quyét dinh 5530/QD-BYT ngay 25/12/2015 cua Bo y té Huéng dan quy
trinh thuc hanh chuan trong quan ly chat luong xét nghiém;

2. Quyét dinh 3376/QD-BYT ngay 30/08/2023 cua Bo y té Ban hanh “Dé
cuong Quy trinh k¥ thuat xet nghiém.

3. Rodriguez R.A., Pepper I.L., Gerba C.P. Application of PCR-Based
Methods To Assess the Infectivity of Enteric Viruses in Environmental Samples.
ASM Journals Applied and Environmental Microbiology, 75(2).

4. Pham Hung Van, Real-time PCR va PCR - c4c van dé co ban va cac ap
dung thuong gap, Nha xuat ban y hoc, 2009
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21. XET NGHIEM PHAT HIEN VIRUS BANG KY THUAT REAL-TIME
PCR

1. DAl CUONG
1.1. Muc dich k¥ thuat

Xét nghiém nham muc dich xac dinh sy hién dién cua virus gian tiép thong
qua phat hién céc vat liéu di truyén (DNA hoic RNA) cua virus d6 bang ky thuat
Real-time PCR.
1.2. Pinh nghia, nguyén ly

Real-time PCR (Realtime Polymerase Chain Reaction): la ky thuat PCR ma
két qua khuéch dai doan DNA dich duoc hién thi ngay sau mdi chu ky caa phan wng
PCR; chinh vi vay ma duoc goi la real-time: thoi gian thyc va do dic diém nay ma
vé6i k§ thuat Real-time PCR, nguoi 1am xét nghiém khong can phai 1am tiép cac xét
nghiém dé doc cac san pham khuéch dai. Khi thuc hién real-time PCR, céc thanh
phan phan &ng s& duoc tron véi nhau trong tube va dit trong may real-time PCR dé
thuc hién qué trinh nhan ban DNA. Thanh phan phan ung gPCR bao gom: mau
(khudn DNA/RNA), méi, chat huynh quang, dém, DNA polymerase, nucleotide tu
do (ANTP) va cac chat hd trg (néu can). Hién nay cé hai cach thie dé chuan bi cho
phan tmg qPCR, d6 1a phdi tron cac thanh phan don 1¢ hoac sir dung gPCR mix (céc
thanh phan dugc phdi tron sdn thanh mét loai dung dich).
2. CHUAN BI
2.1. Ngwai thuc hién

- Béc si: 01 nguoi;

- K¥ thuat y hoac twong duong: 01 nguoi.
2.2. Vit tu

- Ong dung méu chira chat chong dong K2/EDTA;

- Dao cat bénh pham loai st dung mat 1an;

- Lam kinh;

- Ludi dao mo;

- Ong falcon 15mL;
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- Ong falcol 50 mL;
- Piu con 10 ul c6 loc;
- Pau con 20 pl ¢6 loc;
- Pau con 200 pl c6 loc;
- Pau cdn ImL c6 loc;
- Ong thu mau c6 ndp 1,5 mL tiét trung;
- Ong thu mau c6 ndp 0,2 mL tiét trung;
- Dai 6ng PCR 0,2 mL:
- Bo kit tach axit nucleic tir mau bénh pham;
- Bo kit mau ching;
- B kit xét nghiém phét hién Virus;
- C6n chuyén ding cho sinh hoc phan tu;
- Nudc tinh sach chuyén dung cho sinh hoc phén ti;
- Gang tay khong bot chuyén dung cho sinh hoc phén ti;
- Giay khong bui chuyén ding trong sinh hoc phan tir;
- B6 quan 4o xét nghiém.
2.3. Trang thiét bj
- Bé 6n nhiét;
- Ta am;
- Tu lanh;
- T hat hoé chat;
- Pippett cac thé tich;
- May Real-time PCR;
- May ly tam;
- Tu an toan sinh hoc;
- Bo pipett kem gia dg;
- Khay dyng mau.
2.4. Chuan bi bénh pham
- Loai mau bénh pham: MAau bénh pham mé tuoi, mau mé di dugc ¢ dinh va
vUi nén (FFPE); mau mau, mau phét co tir cung; mau dich co thé khéc. ...
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- Tiéu chuan mau bénh pham: dam bao vé diéu kién bao quan va cach lay mau
dting theo huéng dan cua bo Kit.

- Quy dinh van chuyén, bao quan, luu trir bénh pham, thoi gian chuyén dén
phong xét nghiém: Mau duoc cho vao hop dung bénh pham va van chuyén dén
phong xét nghiém trong vong 4 gio ké tir khi 1dy mau.

2.5. Phiéu chi dinh xét nghiém

Kiém tra phiéu chi dinh xét nghiém: ghi day du thong tin theo quy dinh: ho
tén ngudi bénh, tudi, givong bénh, khoa phong, chan doan, loai mau bénh pham,
thoi gian 1dy mau bénh pham, két qua chan doan...

2.6. Thoi gian thuc hién ky thuat

Thoi gian thuc hién xét nghiém tur IGc tiép nhan bénh pham dén khi tra két qua
khoang 6 dén 10 gio.
2.7. Pia diém thuc hién xét nghiém

Xeét nghiém dugc thuc hién tai Phong xét nghiém cé du nang luc thuc hién xét
nghiém nay theo quy dinh.
3. AN TOAN

Phai dam bao an toan vé cac quy dinh caa bénh vién:

- Quy dinh vé hiéu chinh vat tu, trang thiét bj.

- Quy dinh vé an toan dién va phong chdng chay no.

- Quy dinh vé an toan hoa chat.

- Quy dinh vé an toan sinh hoc.

- Quy dinh vé kiém soat moi truong, rac thai y té.

4. CAC BUOC TIEN HANH

4.1. Cac buwéc thuc hién

4.1.1. Thuc hién “maintainence” theo huwéng din sir dung

4.1.2. Khéi tao chwong trinh chay may dua trén cac chwong trinh cé sin trén
may

- Mg phan mém chay may da cai dat san.

- Chon chuong trinh chay phu hop.

- Nap hda chat va vat tu tiéu hao can thiét.

- Nap mau chiing 1én may.
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Nap mau va chay may
- Nap mau bénh pham da chuan bj 18n may.
- Chay may theo huéng dan.

4.2. Nhan dinh két qua

- Kiém tra chat lugng mau d6i chung theo huéng dan cuaa bo Kit.
- Poc va nhan dinh két qua.

+ Poc va ghi nhan két qua tu dong trén may.

+ Két luan va ban luan mot sé truong hop dic biét.

4.3. Tra két qua va lwu trit ho so

99

SO

- Tra két va luu trir ho so theo “quy trinh tra két qua” va “quy trinh luu trit ho

5. NHUNG SAI SOT VA XU TRI
5.1. Trwoc khi thuce hién ky thuat

dong.

- Mau bénh pham khong dat tiéu chuan: 1ay mau khéng du hoac sai chat chong

+ Thuc hién lay lai mau theo dung huéng dan.

+Pam bao yéu cau vé diéu kién van chuyén va bao quan mau.

- Mau sau khi tach chiét khong dam bao chat luong va sé luong.
+ Thuc hién tach chiét lai theo ding quy trinh.

+ Yéu cau lay lai mau deé tach chiét lai trong truong hop can thiét.

5.2. Trong khi thuc hién k¥ thuat

- Mau ddi chimg khong dat:

+ Kiém tra diéu kién bao hoa chat xét nghiém.

+ Chay déanh gia lai bo kit va mau ddi ching.

- Mau bénh pham khong dat diéu kién phan tich:

+ Kiém tra diéu kién bao héa chat xét nghiém.

+ Kiém tra lai chat luong DNA/RNA, tach chiét lai néu can thiét.

5.3. Sau khi thuc hién ky thuat

- Sai s6t trong qué trinh ghi nhan va tra két qua.
- Kiém tra lai két qua va théng tin mau bénh pham.



205

6. YEU CAU PANH GIA VA KIEM TRA CHAT LUQNG

- Yéu cau thuc hién noi kiém.

- Yéu cau thuc hién ngoai kiém hoic kiém tra mau ma (néu co).
7. TAI LIEU THAM KHAO

1. Quyét dinh 5530/QD-BYT ngay 25/12/2015 cua Bo y té Hudng dan quy
trinh thuc hanh chuan trong quan ly chat lugng xét nghiém;

2. Quyét dinh 3376/QD-BYT ngay 30/08/2023 cua B¢ y té Ban hanh “Dé
cuong Quy trinh ky thuat xét nghiém.

3. Pham Huing Van, Real-time PCR va PCR - cac van dé co ban va cé4c ap
dung thuong gap, Nha xuat ban y hoc, 2009.

4. Watzinger F., Ebner K., and Lion T. Detection and monitoring of virus
infections by real-time PCR. Mol Aspects Med. 2006 April-June; 27(2): 254-298.
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22. XET NGHIEM PINH LUQNG VIRUS
BANG KY THUAT REAL-TIME PCR

1. PAI CUONG
1.1. Muc dich caa ky thuat

Xéc dinh sb lwong ban sao cua virus cu thé trong mau bénh phim nhu mau,
dich tiét co thé; danh gia mac d6 nhidm virus; theo ddi dién bién bénh va hiéu qua
diéu tri.
1.2. DPinh nghia/ nguyén ly

Nguyén ly co ban cua k¥ thuat real-time PCR la k¥ thuat si dung mét cap
moi dac hiéu va dau do huynh quang. Pay 1a nhitng dau do oligonucleotide cé trinh
tu bo sung vai mot trinh ty dac hiéu trén gen muc tiéu véi dau 5° c¢o gin chat phat
huynh quang (goi 1a reporter) va dau 3’ c6 chat hap phu tuong ang (goi la quencher)
dé hap phu anh sang huynh quang duoc phat ra tir reporter. Do d6, khi & trang thai
nguyén ven, mau do khong phat dugc anh sang huynh quang di nhan duoc ngudn
sang kich thich. Khi phan tng PCR xay ra, néu c6 su hién dién ciia gen muc tiéu,
mau do s& bat cap & vi tri gitra mdi nguoc va moi xudi. Hoat tinh 5°>3° exonulease
cua DNA polymerase s& thiy phan mau do, giai phong repoter khoi quencher. Khi
do, reporter sé phat huynh quang duéi anh sang kich thich. Tin hiéu huynh quang
s& duoc phét hién twong tng véi su khuéch dai ctia gen muc tiéu trong phan ¢ng
PCR.
2 CHUAN BI
2.1. Ngwoi thuc hién

- Béc si: 01 nguoi;

- K¥ thuat y hoac twong duong: 02 nguoi.
2.2. Vit tw

- Pau tip 10 pL c6 loc;

- Pau tip 20 pL ¢6 loc;

- Pau tip 100 pL ¢ loc;

- Pau tip 1000 pL c6 loc;

- Ong falcon 50 mL;
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- Ong dung mau 1,7mL, chuy@n dung cho sinh hoc phan ter 1,7 mL;
- Ong PCR 0,2 mL (hoic strip 8 dng ding cho may Real-time PCR);
- Ong dung mau chira chat chéng dong EDTA, dng chta dich;
- Ong dung mau chira chat chéng dong EDTA, dng chta dich;
- Block giir lanh;
- Giay khéng bui chuyén dung trong sinh phan tu;
- Gang tay khong bot chuyén dung cho sinh hoc phén ti;
- Khau trang y té;
- Mii gidy;
- Pipet nhya 10 mL;
- Hop luu mau 81 vi tri;
- Gi& nhya cam 6ng 1,5-2mL;
- Gi& nhya cam éng PCR;
- Céc dong thuy tinh 250 mL;
- Hop van chuyén bénh pham;
- Kit tch axit nucleic tir mau mau, dich;
- B sinh pham dinh lwong virus;
- Ethanol 100%, chuyén dung cho sinh hoc phén tu;
- Con sat khuan 70°;
- Nudc tinh sach chuyén dung cho sinh hoc phéan tu.
2.3. Trang thiét bi
- Gi4 gitr lanh 6ng PCR;
- B0 pipet kem gia da;
- Thiét bi tro hat pipet thay tinh tu dong;
- May ly tm lang mau nhanh;
- May ly tdm lanh tach mau dé ban;
- May lac rung tron mau;
- May 1 nhiét kém lic rung;
- May dinh lugng acid nucelic;
- May real-time PCR;
- Tu méat bao quan mau;
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- Tu lanh séau -30°C;

- T thao tac PCR;

- T an toan sinh hoc cap II;

- May tach acid nucleic tu dong
2.4. Chuan bj miu bénh pham

- Chuan bi ngudi bénh: nguoi bénh duoc giai thich vé viéc 1ay mau xét
nghiém, phéi hop dé l1ay mau theo dung yéu cau. Lay mau theo quy trinh.

- Loai mau bénh pham: mau toan phan, dich co thé.

- Dung cu chira mau: dng dung mau chira EDTA, dng chtra dich co thé.

- Tiéu chuan mau bénh pham: 1 6ng mau chaa EDTA 2mL.

- Quy dinh van chuyén, bao quan, luu trir mau bénh pham, thoi gian chuyén
dén phong xét nghiém: cho mau vao hop dung bénh pham va van chuyén mau téi
phong xét nghiém thuc hién trong vong 4 gio ké tir khi lay mau.

2.5. Phiéu xét nghiém

Kiém tra phiéu xét nghiém: Giay chi dinh xét nghiém ghi day du théng tin vé
ngudi bénh: ho tén, tuoi, givdng bénh, khoa phong, chan doan...
2.6. Thoi gian thuc hién xét nghiém

Thai gian thuc hién xét nghiém tur IGc tiép nhan bénh pham dén khi tra két
qua khoang 8 gio.

2.7. Pia diém thuc hién ky thuat

Phong xét nghiém di truyén — sinh hoc phan tu.

3. AN TOAN (N&u céc van dé an toan can luu y khi thuc hién ky thuat)

- Bam bao an toan cho ngudi thuc hién xét nghiém, du phong nguy co trudc,
trong va sau xét nghiém.

- Hiéu chuan vat tu, thiét bi dinh ky.

- An toan dién va phong chong chay no.

- Bam bao day du bang chi dan an toan ting loai hoa chat.

- Bbam bao an toan sinh hoc.

- Pam bao cé4c yéu té moi truong nhu nhiét d, do 4m, anh sang. ..
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4. CAC BUOC TIEN HANH

4.1 Nhan bénh pham (Kiém tra thdng tin trén mau bénh pham véi phiéu xét
nghiém, danh gia mau c6 du tiéu chuan, xt Iy mau).

4.2. Chuan bi dung cu, hoa chat (néu cd).

4.3. Chuan bi hd so xét nghiém

45.4. Thyc hién QC.

4.5. Tién hanh ky thuat (Cac budc thuc hién ky thuat).

Bwérc 1: Tach acid nucleic
a. Tach bang cot silica

- Thu mau: Bé 6ng dung mau chira chat chéng dong EDTA hoac mau dich co
thé (bao quan 2-8°C) vé nhiét do phong. LAy mau mau hoiac mau dich co thé chuyén
vao ong ly thm 1,7mL.

-Ly giai té bao: Thém enzym phan hay protein (proteinase K) va dung dich
dém pha mang té bao vao mdi éng (tranh cho proteinase K va dung dich dém pha
mang té bao cuing madt ltc véi nhau). U 56°C trong 10 phut.

-Cb dinh acid nucelic 1én cot va loai tap chat: Thém ethanol 96-100% va tron
déu bang cach dao 6ng 3-5 lan. Chuyén hét dung dich vao cot loc va ly tam 6.000
xg trong 1 pht, loai dich va thu cot loc. Rua cot bang cach thém dém ria vao moi
cot loc, ly tdm 6000 xg trong 1 phut, loai dich. Lap lai budc rira cot vai dém rira. Ly
tam cot loc & 16.000-20.000 xg dé 1am kho cot.

- Rura giai cot va thu acid nucelic: Thém dém thu acid nucelic vao chinh gitra
mang cot loc va u ¢ nhiét do phong trong 1-5 phut. Ly tam 8000 xg dé thu acid
nucelic luu trit.

- Xac dinh ham Iuong acid nucelic.

b. Tach bang may tu dong

-Sap xép cac protocol vao may theo thi ty ¢6 san

-Panh s6 thir ty mau bénh pham, chimg duong, chitng &m vao 6ng dung bénh
pham va dng dung acid nucleic trén khay dung bénh pham cua may tach chiét axit
nucleic tu dong.

-Sir dung pipet hat 10pL hda chat gan acid nucleic vao cac éng dung bénh
pham.
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- Str dung pipet hat 200 pL bénh pham, ching dwong, chirng am vao céc 6ng
dung bénh pham theo sé tht tu.

-Pat khay dung mau bénh pham vao may tach chiét acid nucleic tu dong.

-Sir dung dau doc ma code dé nhap protocol barcode, thé tich mau, loai 6ng
thu mau va thé tich thu mau vao may.

- An nat Enter trén man hinh dé may bét dau tach chiét acid nucleic.

- Sau khi may tach chiét acid nucleic chay xong, lay acid nucleic ra khoi may,
loai bo cac protocol va bat tia UV dé khir tring may.

- Acid nucleic sau khi dugc tach chiét phai bao quan & ta -20°C /-80°C.

c. Tach bang hat tur

- Thu mau: Bé 6ng dung mau chia chat chéng dong EDTA hoac mau dich co
thé (bao quan 2-8°C) vé nhiét do phong. LAy mau mau hoiac mau dich co thé chuyén
vao ong ly thm 1,7mL.

-Ly giai té bao: Thém enzym phan hay protein (proteinase K) va dung dich
dém pha mang té bao vao mdi ong (tranh cho proteinase K va dung dich dém phé
mang té bao ciing madt ltc véi nhau). U 56°C trong 10 phut.

-Gan acid nucleic vao hat tir : Thém dung dich dém gan két vai, ethanol 96-
100% va beads tir vao 6ng chtra dung dich ly giai té bao, tron déu va u khoang 30
phut ¢ nhiét do phong.

- Loai b tap chat: Pat ong 1én gia tir & nhiét d6 phong cho dén khi dung dich
chura hat tir trong hoan toan, hat bo dich trong ma khong cham vao hat tir. Rira hat
tir bang cach thém dung dich ria va dat lai ong 1én gié tir va loai bo dich trong, gitr
lai hat tr. L3p lai budc ria thém 2 14n véi dém ruaa.

- Thu hdi acid nucelic: thém dung dich dém thu acid nucelic vao éng chira hat
tir da duoc rira véi dém ria, tron déu va i khoang 10 phit & nhiét dé phong. Sau d6
dat ong Ién gia tir cho dén khi dung dich trong lai. Thu dung dich noi trong vao ng
thu acid nucelic va luu trit & nhiét @6 -20°C /-80°C.

- Xac dinh ham lugng acid nucelic.

Bwéc 2: Khuéch dai va phat hién doan gen quan tam
Chuan bi phan wng:
- Ghi tén céc 6ng theo tht tu.



211

-Mau acid nucleic + master mix theo ndng do khuyén cao (néu st dung kit
dinh lwong ché tao séin).

-Chuyén dng vao may PCR va chay chuong trinh theo huéng din nha san
XUA.
Bwéc 3. Nhan dinh két qua

- Sau khi két thiic chuong trinh chay, tat ca cac két qua duoc hién thi [8n man
hinh.,

- Kiém tra cac duong chuan va miu ddi chimg am trudc.

+ Néu dat yéu cau (theo huéng dan cua kit s dung hoic theo két qua ly
thuyét da t6i wu) thi tiép tuc phan tich cac mau khéc theo két qua thu dugc.

+ Néu khong dat yéu cau (mau chuan khdng co tin hiéu huynh quang, mau
d6i ching am bj nhiém thanh duong tinh...) thi khong du co s& dé phan tich cac
mau khac. Trong trudng hop nay phai lap lai xét nghiém sau khi da tim ra nguyén
nhan sai sot & xét nghiém trudc.

5. NHUNG SAI SOT VA XU TRI
5.1. Truéc khi thuc hién ky thuat

Sai s6t/ Nguyén nhan gay o,
A A > Xll’ tl’l
sai léch ket qua
Lay mau khong du hoic sai Thuc hién theo ding hudng dan quy cach lay
chat chong dong maul.
5.2. Trong qua trinh thuc hién ky thuat
Sai sot/ Nguyén nhan ga
Y 9y X tri

sai léch két qua
Thao téc pipet khong chinh
Xac

Str dung pipet theo dung thé tich quy dinh.

Bao quan hoa chat theo dung khuyén céo cua
Tin hiéu phan ang khdng rd | nha san xuat. Thyc hién dung, du cac budc
trong quy trinh xét nghiém.
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5.3. Sau khi thuc hién k§ thuat
Sai s6t/ Nguyén nhan gay
sai léch két qua
Nham 1an két qua khi phan Nguoi phan tich két qua kiém tra ki thong tin

tich maul.

X tri

6. TIEU CHUAN PANH GIA VA KIEM TRA CHAT LUQNG

- Thyc hién noi kiém va danh gia két qua noi kiém theo quy dinh.

- Tham gia, thyc hién va danh gia két qua ngoai kiém/so sanh lién phong (néu
co).

- Bao dudng may dinh ky hang ngay, hang tuan va hang thang theo quy dinh.

- Hoa chat, vat tu trudc khi dua vao str dung can dugc kiém tra/danh gia theo
quy dinh, dam bao chat luong va du co s6 hoa chét, vat tu dé thuc hién xét nghiém.
7. TAl LIEU THAM KHAO

1. Bo y t&, Huéng dan quy trinh k§ thuat kham bénh, chira bénh chuyén nganh
huyét hoc - Truyén mau mién dich - Di truyén - Sinh hoc phan tir, Nha xuét ban y
hoc, Ha Noi, 2014.

2. Pham Hung Van, Real-time PCR va PCR - c4c van dé co ban va cac &p
dung thuong gap, Nha xuat ban y hoc, 2009.

3. Truong dai hoc y Ha Noi, Bai giang y sinh hoc phan tir, Nha xuat ban Y
hoc, 2023.

4. Db Trung Phan, Ky thuat xét nghiém huyét hoc va truyén mau wng dung
trong 1am sang, Nha xuét ban y hoc, 2016.

5. Sprygin Alexander et al, A real-time PCR screening assay for the universal
detection of lumpy skin disease virus DNA, BMC Research Notes volume, 2019.
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23. XET NGHIEM XAC PINH HLA (MQT TRONG SO CAC LOCUS: A, B,
C, DR, DQ HOAC DP) BANG KY THUAT PCR-SSO

1. PAI CUONG
1.1. Muc dich

Xac dinh nhém HLA trén bé mit bach cau ctia ngudi cho va ngudi nhan & do
phan giai cao dé danh gia mirc d6 hda hgp md, phuc vu cho ghép té bao géc va ghép
cac co quan.
1.2. Pinh nghia, nguyén ly

Dua trén nguyén Iy lai gitra dau do DNA véi san pham DNA cua mau xét
nghiém danh dau bang huynh quang, trong d6 cac dau do DNA duoc thiét ké dic
hiéu cho tung alen HLA ¢ d6 phén giai cao (High resolution). Tuy theo mat do
huynh quang tuong (ng, hé thong Luminex hoac hé thong may tuong thich doc va
xéac dinh duogc tén dau do da gan véi chudi DNA cua mau va kiéu gen HLA tuong
ung.
2. CHUAN BI
2.1. Ngudi thuce hién

- Bac si: 01 nguoi;

- K¥ thuat y hoac twong duong: 02 nguoi.
2.2. Vat tw
2.1.1. Héa chit

- Hoa chat PCR SSO:

+ Moi DNA (primer) dac hiéu HLA;

+ Pém PCR;

+ Probe lai DNA chtra hat nhya gan dau do (probe) dac hiéu DNA dbi voi
tung alen HLA,;

+ Dung dich dém lai, dém héi tinh, dém bién tinh, dém rira;

+ Taq polymerase.

- Hoa chit tach DNA;

- Dung dich héa chat huynh quang;

- Héa chat chuan may;
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- Dung dich sheath chay may;

- Dung dich Ficoll;

- Cdn tuyét dbi;

- Isopropanol;

- Cdn 70°;

- Nudc khu ion;

- Nuéc cat;

- Hoa chat khir trung;

- MAu ngoai kiém.
2.1.2. Vit tw

- B6 micropipet cac loai;

- Pipet da kénh;

- Bau cdn ¢6 mang loc céc loai:

- Ong ly thm day nhon 1,5mL;

- Strip 8 6ng PCR 0,2mL;

- Ong fancol 15mL, 50mL;

- Phién nhya 96 giéng 0,2mL;

- Khay nhya dung 4ng ly tam day nhon;

- Khay gitt lanh chira dng ly tam day nhon;

- Giay dan phién;

- Pipet nhua;

- Ong nhya 5mL vé tring;

- Gidy thim cho may do DNA;

- Ong nhya chaa chat chong dong EDTA, Citrate;

- Gang tay, mil, khau trang, tai dung rac.
2.3. Trang thiét bi

- May PCR;

- May 1 nhiét;

- Hé théng Luminex hoic hé théng may tuong thich cho xét nghiém nay.

- May ly tdm lanh;

- May tron mau vortex;
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- May tinh va phan mém két ndi véi hé théng Luminex hoic hé thong may
tuong thich.

- Tu an toan sinh hoc;

- Bé 6n nhiét;

- Ta lanh bao quan mau;

- Tu lanh bao quan sinh pham hoa chét;

- May do DNA.
2.4. Chuin bi miu bénh phim

Mau DNA di tach san hoac bénh pham mau ngoai vi, mau day rén, dich tay
xuong, dich 6i, gai rau hodc cac bénh pham phi hop khac.

+ Vi cac mau bénh pham mau ngoai vi, mau day rén, dich tay xuong, dich
6i, gai rau, can tach DNA trudc bang hoa chat tach DNA,;

+ V6i cac mau DNA di tach san, can dam bao yéu cau vé nong do téi thiéu
10 ng/uL, do tinh sach 1,6 - 2,2.

- Kiém tra lai nong 6 DNA ciia mau trugc khi xét nghiém:;
2.5. Ho so

Yéu cau phiéu chi dinh k¥ thuat c6 day du thong tin theo quy dinh caa don
VI.
2.6. Thoi gian thyc hién xét nghiém: 5 gio
2.7. Pia diém thue hién k§ thuat: Phong xét nghiém di truyén — sinh hoc phan tir.
3. AN TOAN
3.1 An toan thuc hanh

- Mac 4o bao hd khi lam viéc;

- Peo ging tay trong tat ca qua trinh tiép xuc truc tiép véi mau mau, hoa chat;

- D1 giay, dép kin miii chéan;

- Thao tac ding quy trinh, chinh x4c.
3.2 An toan hoéa chat

- Ghi rd ngay nhan, m¢ hoéa chat;

- Hoa chat chua st dung dugc sap xép gon gang, phan loai rd rang;

- Poc ky nhan mac hoa chat truéc khi st dung;

- Hoa chat thai bo dugc do, dé dang noi quy dinh.
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3.3 An toan thiét bi va dién

- Bam bao tay va cac bé mat 1am viéc khé trude khi cham vao thiét bi dién
hay day ndi;

- Kiém tra moi day dan phich va day ndi dai, tim cac dau hiéu troc 16p céch
dién. Thay thé néu can;

- Khéng tu y cét dong cau dao dién;

- Ludn c6 dudng dién wu tién dé an toan cho céc thiét bj.

3.4. Quy dinh vé hiéu chuin

C4c thiét bi duoc hiéu chuan theo quy dinh dé dam bao qué trinh van hanh

cho xét nghiém.

4. CAC BUOC TIEN HANH

4.1. Cac budc thuce hién

4.1.1. Khuéch dai méu DNA sau tich

- Pua dém PCR va DNA mau vé nhiét d6 phong. Vortex dng dém 1 phat, ly
tam bang may spin down 3 giay;

- Chuan bi DNA mAu, nén dé nong do tir 10 dén 50 ng/pL. Mau c6 nong do
trén 50 ng/pL 6 thé pha lodng bang nudc vo triung. DI véi hang giéng dau cua moi
locus 14 giéng chitng am, DNA sé& duoc thay bang nudc cat;

- Khoi dong may PCR, cho may 1am am;

- LAy strip ¢ nip danh cho PCR, ghi tén mau, tén locus vao strip, chia DNA
pha lodng vao mdi giéng PCR;

- Chuan bi dung dich dém PCR véi thanh phan cho mdi locus ctia mot mau.
Chia dung dich dém vao mdi giéng PCR, day nap, ky hiéu trén nap ong dé tranh
nham mau;

- Chuyén strip vao may PCR, day may. Chon chuong trinh phan ung PCR;

- Chd may chay xong thu dugc san pham PCR, ¢ thé luu trong nhiét d6 lanh
4-8°C trudce khi sir dung.

4.1.2. Lai sdn phdam DNA da khuéch dai véi hat probe dic higu

- U hat bead gén dau do ¢ 55-60°C trong 5-10 pht;

- Tiép tuc vortex dng dung hat bead trong 1 phat. Chia hat bead vao ting
giéng trén phién nhya 96 giéng (tranh anh sang);
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- Thém san pham PCR vao dung vi tri, day kin phién bang miéng dén;
- Chuyén phién vao may PCR, day tdm nhuya, chay chuong trinh lai;
- Pha lodng hoa chat huynh quang dé cho vao mdi giéng;
- Khi qué trinh lai két thic, thém héa chat huynh quang vao mdi giéng;
- Chuyén phién nhya vao may Luminex, chay may.
4.2. Nhan dinh két qua
- Xem xét két qua da xuat dat yéu cau bao gom:
+ Giéng chizng &m khdng c6 tin hiéu huynh quang trén phan mém phan tich;
+ Céc hat mang DNA mau cd tin hiéu huynh quang;
+ C4c hat chtmg duong trong giéng ¢ mau déu cho tin hiéu phd hop;
- Két qua HLA duogc phan tich va dugc hién thi ph hop.
+ Két qua HLA 13 2 chir s6 ding ngay sau cac chit cai biéu thi tén cua locus
va 2 chir s6 sau dau hai cham (VD A*01:01, B*15:02).
+ Mdi locus c6 2 allele, nam trén 2 nhidm sic thé, vi vay can ghi da két qua 2
allele (VD A*01:01 - A*33:03).
- Néu c6 van dé bat thuong sau can tién hanh thuc hién lai quy trinh xét
nghiém tu budc PCR:
+ Giéng ching &m ¢ tin hiéu bat thudng voi tat ca cac locus cta mau;
+ MAu xét nghiém khong hién két qua vai tat ca cac locus cuia mau.
- Néu c6 van dé bat thuong sau can tién hanh thuc hién lai quy trinh xét
nghiém tur buac lai:
+ Giéng chizng &m ¢4 tin hiéu bat thudng voi mot vai locus caa mau;
+ MAu xét nghiém khdng hién két qua voi mot vai locus caa mau.
4.3. Tra két qua va lwu trir ho so
- Nhap két qua tir ban bao céo caa may;
- In két qua;
- Lanh dao khoa hoic can b dugc phan cong duyét két qua.
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5.1. Trwde khi thuwe hién ky thuat
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A Cu the Lk .
T nhan nhan biet khac phuc
\ ~ |Nhdm mau, | Ddi chiéu thong tinmau | Stra thong
1 | Hanh chinh s N . .
nham tén va chi dinh tin
- Chi s6 A260/280 khong
nam trong giéi han cho |- Vésinh
. DNA  mau | phép lai khu vuc
Chat lugng . . A R . x
2 iy khéng  tinh | - Khuvuclamviéc khong | tach mau.
a ~
sach duoc vé sinh, 1y nhiém | - Tach lai
chéo bénh pham hoic cac | mau.
chat tiét
5.2. Trong qua trinh thuc hién ky thuat
ST Nguyén < Céach Bién phap
- Cu thé o .,
T nhéan nhan biet khac phuc
~. | Tat ca céc giéng khon
May PCR bi 131 | o coc QIEIKNONG ) 3 1ai PCR
L O tin hiéu
Trang thiét
1 , . . N Stra/thay
bi, dung cu | Loi pipet va dau . x o ] .
) Hut mau khong Ién pipet, dau
con A
con
Loi kitdo qua | Khi xét nghiem c6 mot
han, 15i bao locus tin  hiéu bat | Lam lai voi
quan, do nhiém | thuong con cac locus | kit moi
, Hoéa chat, | ban khac binh thuong
sinh pham | Ldi Taq Tat ca cac giéng khdng | Boi Tag, lam
polymerase [én tin hiéu lai
.. Khéng 1én tin hiéu khi o
Loi SA-PE . Lai lai
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ST Nguyén 5 Céch Bién phap
- Cu thé g .
T nhan nhan biet khac phuc
Thao tac khong | Khéng Ién tin hiéu o tat | Lam lai buéc
Nhan vien | tot & busc PCR | ca cac giéng PCR
3 ~ PYTEEr—
xét nghiém | Thao tac khong | Khong 1én tin hiéu o | | am lai buoc
tét & budc lai | MO SO gieng lai
5.3. Sau khi thye hién ky thuat
ST Nguyén 2 Céch Bién phap
- Cu the g ,
T nhan nhan biet khac phuc
Chon sai vi tri Chon lai
o probe trén phan Khong Ién két qua | chinh xac
Phan tich )
1 . meém probe
ket qua - <
Chon nham lot trén N Chon lot
N Khong Ién ket qua )
phan mém ding

6. TIEU CHUAN PANH GIA VA KIEM TRA CHAT LUQNG

- Két qua ndi kiém dat yéu cau.
- Két qua ngoai kiém phu hop vai t6 chic ngoai kiém (néu cd).

7. TAI LIEU THAM KHAO

1. Heather Dunckley (2012). HLA typing by SSO and SSP methods.

Immunogenetics-Method in Molecular Biology, Volume 882, p 9-25.

Www.immuncor.com, p1-10.

2. Luminex (2008). Luminex 200 system user manual.
3. Immucor (2013). HLA-SSO typing kits (for In vitro diagnostic use).
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24. XET NGHIEM XAC PINH HLA (MOT TRONG SO CAC LOCUS: A,
B, C, DR, DQ HOAC DP) BANG KY THUAT PCR-SSP

1. PAI CUONG
1.1. Muc dich

Xac dinh nhém HLA trén bé mat bach cau cia ngudi cho va ngudi nhan dé
danh gia mac do hoa hgp md, phuc vu cho ghép té bao gbc va ghép cac co quan.
1.2. Pinh nghia, nguyén ly

- Dua trén nguyén ly nhan ban chudi gen bang cap mai dac hiéu (st dung ki
thuat PCR) dé xac dinh cac locus HLA tuong Gng;

- DNA duoc tron véi moi dac hiéu (primer) co trong cac giéng caa phién kit,
khi chay trén may PCR s& nhan ban doan gen ma hoa HLA. Pem dién di san pham
sau khi chay PCR, soi duéi dén chuyén dung s€ phat hién cac vi tri ¢6 bang duong
tinh, twong ung véi kiéu gen HLA cta mau xét nghiém.

- Dya trén cac vi tri c6 bang duong tinh, nhap thdng sé vao phan mém phan
tich, phan mém sé& dua ra tén khang nguyén HLA cta mau xét nghiém.

2. CHUAN BI
2.1. Nguoi thue hién
- Bac si: 01 nguoi;
- K§ thuat y hoac twong duong: 02 nguoi.
2.2. Vit tu
2.1.1. Héa chit
- Hoa chat PCR HLA-SSP:
+ Phién kit;
+ Dung dich dém chay mau;
+ Giay dan phién.
- Hoa chat tach DNA,;
- Taq polymerase;
- Thach Agarose;
- Hoa chat nhuom gel;
- Pém TBE;
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- Dung dich Ficoll;

- Con tuyét ddi;

- Co6n 70°;

- Isopropanol;

- Nudc khu ion;

- Nuéc cat;

- Mau ngoai kiém;
2.1.2. Vit tw

- B6 micropipet cac loai;

- Pipet da kénh;

- Bau ¢dn ¢6 mang loc céc loai;

- Ong ly tam day nhon 1,5 mL;

- Ong 5mL ¢6 nap v tring;

- Ong Fancol 15mL, 50mL;

- Khay nhya dung 6ng ly tam day nhon;

- Khay gitr lanh chira dng ly tam day nhon;

- Khay gitr lanh chira phién kit;

- Lo thay tinh 250mL;

- Pipet nhya;

- Ong nhya 5mL vé trung;

- Giay tham cho may do DNA;

- Ong nhya chaa chat chong dong EDTA, Citrate;

- Gang tay, mii, khau trang, tai dung rac.
2.3. Trang thiét bi

- May PCR;

- May ly tdm lanh;

- May tron mau vortex;

- Bo dung cu dién di bao gém: khuon d6 gel, bé dién di, ngudn dién di, 10 vi
song dé pha gel,

- Thiét bi doc két qua: may chup anh gel, ban soi gel; may tinh va phan mém
phan tich két qua.
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- Ta an toan sinh hoc;

- B& 6n nhiét;

- Tu lanh bao quan mau;

- T lanh bao quan sinh pham héa chét;

- May do DNA.
2.4. Chuin bi miu bénh phim

- Mau DNA d3 tach sén hozc bénh pham mau ngoai vi, mau day rén, dich tay
xuong, dich i, gai rau hodc cac bénh pham phi hop khac.

+ Vi cac mau bénh pham mau ngoai vi, méau day rén, dich tay xuong, dich
6i, gai rau, can tach DNA trudc bang hoa chat tach DNA.

+ V6i cac mau DNA da tach san, can dam bao yéu cau vé nong do téi thiéu
10 ng/uL, do tinh sach 1,6 - 2,2.

- Kiém tra lai ndng 6 DNA ctia mau trude khi xét nghiém:;
2.5. Hb so

Yéu cau phiéu chi dinh k¥ thuat c6 day du thong tin theo quy dinh caa don
V1.
2.6. Thoi gian thwe hién xét nghiém: 5 gio
2.7. Pia diém thye hién k§ thuit: Phong xét nghiém di truyén — sinh hoc phan tu.
3. AN TOAN
3.1 An toan thuc hanh

- Mac ao bao ho khi lam viéc;

- Peo ging tay trong tat ca qua trinh tiép xdc truc tiép véi mau mau, hoa chat;

- b1 giay, dép kin miii chén;

- Thao tac diing quy trinh, chinh xac.
3.2 An toan hoéa chit

- Ghi rd ngay nhan, mé hoa chat;

- Hoa chat chua st dung dugc sap Xép gon gang, phan loai rd rang;

- Poc k§ nhan mac hoa chat truéc khi st dung;

- Hoa chat thai bo duoc do, dé dang noi quy dinh.
3.3 An toan thiét bi va dién
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- Bam bao tay va cac bé mat 1am viéc khé trude khi cham vao thiét bi dién
hay day nbi;

- Kiém tra moi day dan phich va day ndi dai, tim cac dau hiéu troc 16p céch
dién. Thay thé néu can;

- Khéng tu y cit dong cau dao dién;

- Ludn c6 dudng dién wu tién dé an toan cho céc thiét bj.
3.4. Quy dinh vé hiéu chuin

C4c thiét bi duoc hiéu chuan theo quy dinh dé dam bao qué trinh van hanh
cho xét nghiém.
4. CAC BUOC TIEN HANH
4.1. Cac budc thuce hién
4.1.1. Khuéch dai méu DNA sau tich

- Chuan bi phién PCR;

- Khéi dong may PCR,;

- Ra dong DNA va dém PCR & nhiét @6 phong.

- Tron déu dém PCR, DNA va Taq polymerase theo ty 18 ciia huéng dan tir
héng;

- Chia 11-13uL hdn hop trén vao mdi giéng trong phién Kit;

- DUng gidy dan day kin mat phién, ghi théng tin mau;

- Chon chuong trinh chay tuong rng véi tung kit da cai dat trén may PCR;

- Chuyén phién kit vao may, chay may theo chuong trinh da chon;

- Chd may chay xong thu dugc san pham PCR, ¢ thé luu trong nhiét d6 lanh
4-8°C trudc khi st dung.
4.1.2. Pi¢n di san pham PCR

- Chuan bj khay d6 gel; cho bot gel Agarose vao lo thuy tinh, pha dém TBE
Véi ty 1€ tuong tng;

- Dung 16 vi song dé hoa tan gel;

- Thém hda chat nhudém DNA, lic déu tay;

- D6 gel Ién khudn, chd gel kho;

- L4y phién kit ra khoi may PCR, g& bo giay dan nhe nhang;

- bat gel vao bé dién di, d6 ngap gel bang dém TBE;
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- Dung pipet da kénh, hat 11-13pL san pham PCR tir phién kit tra vao giéng
trén gel, thao tac chinh xéc, tranh hat nham;

- Dung day ndi cac dién cuc cua bé dién di voi nguén dién di, thiét 1ap cac
thong sé hiéu dién thé va thoi gian;

- Chay dién di;

- Sau khi dién di xong, chuyén ban gel sang ban soi gel;

- Bat dén, dung may anh hoic thiét bi twong duong ghi lai hinh anh cac bang
trén gel;

- Luu hinh anh trén may tinh;

- Mé phan mém phan tich, lya chon vi tri cac bang duwong tinh va phan tich
két qua.
4.2. Nhan dinh két qua

- Két qua dugc danh gia dat yéu cau khi:

+ Biang dién di bao gdm bang chimg, biang dwong tinh rd rang, khong nhoe,
khéng mo hoic mat.

+ Phan mém phan tich ra duoc két qua khi nhap dung vi tri caa bang dién di.

- Bang duong tinh trén gel 1a bang xuat hién giita bang chiing va moi.

- Két qua HLA 1a 2 chit s6 duang ngay sau céc chit cai biéu thi tén cua locus
(VD A*01, B*15).

- Mi locus c6 2 allele, nam trén 2 nhiém sac thé, vi vay can ghi da két qua 2
allele (VD A*01 - A*33).
4.3. Tra két qua va hru trir ho so

- Nhap két qua tir ban bao cao cia may;

- In két qua;

- Lanh dao khoa hoic can b dugc phan cong duyét két qua.
5. NHUNG SAI SOT VA XU TRi
5.1. Trwée khi thue hién ky thuat
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ST Nguyén 5 Céch Bién phap
- Cu thé Lz .
T nhan nhan biet khac phuc
. ] Nham  mau, | Bdi chiéu thdng tin mau va o
1 Hanh chinh L , Stra théng tin
nham tén chi dinh
Chi sb A260/280 khong
. | namtrong gi&i han cho phé
. DNA  may | m ORI IIOTRaN COPAD 1\ inh lai khu
Chat luogng . _ Khu vuc lam viéc khong .
2 N khong  tinh . . ~ | vuc tach
mau duoc vé sinh, lay nhiem ] L s
sach ) , .| Tach lai mau
chéo bénh pham hoac cac
chat tiét
5.2. Trong qua trinh thuc hién ky thuat
ST | Nguyén 2 Céch Bién phap
) Cu the -z ,
T nhéan nhan biet khac phuc
, . Tat cacac giéngkhonged | .
May PCR bi l0i o Lam lai PCR
tin hiéu
. | Khongthay dau higu dién | .
. | May dién di loi | N . |Stra  nguon
Trang thiet < vao, dién di khong Ién | =~
1 . nguon, dién cuc dién di
bi, dung cu vach.
X . ek Stua/thay
Lo1 pipet va dau L A , \
) Hut mau khong Ién pipet, dau
cbn N
con
Kit bao quan khong tbt, bi
ho khi lay mau dé lam,
.. e x nhiét d6 bao quan khong | o
5 Hoa chat, Loi kit, loi Taq 4 Lam lai véi
5 ung.
sinh pham hoac dém Ag ) . Kit mai
Khéng [én wvach binh
thuong hoac khéng co
vach khi dién di.
3 Nhan vién | Thao tac khong tét | Thé tich mau trong cac | Lam lai buéc
xet nghiém | ¢ budc PCR giéng bi hut, khi dién di | PCR
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ST | Nguyén < Céch Bién phap
R Cu the . .
T nhéan ) nhan biét khac phuc

khéng Ién vach, dac biét
cac giéng sat ria

Gel bi mong, dan khéng

Lam gel khong tét ddu. khé nho mau Lam gel moi
5.3. Sau khi thye hién ky thuat
STT Nguyen Cu th Cach_ ’ Blé'n phap
nhan ) nhan biet khac phuc
Chon nham giéng | Khong lén két qua Chon lai
trén phan mém chinh  xéc
. Phan tich theo giéng
kétqua | Chon nham version Chon
phan tich trén phan | Khong lén két qua version phan
mém tich dung

6. TIEU CHUAN PANH GIA VA KIEM TRA CHAT LUQONG

- Két qua noi kiém dat yéu cau.

- Két qua ngoai kiém phu hop vai t6 chic ngoai kiém (néu cd).
7. TAl LIEU THAM KHAO

1. Texas Biogene (2013). Morgan HLA ABDR SSP typing kit. Instruction for
use.

2. Texas Biogene (2013). Morgan HLA C SSP typing kit. Instruction for use.

3. Texas Biogene (2013). Morgan HLA DQB SSP typing kit. Instruction for
use.

4.Bo Y té (2013). Xét nghiém dinh typ HLA bang k§ thuat sinh hoc phan tu.
Huéng dan quy trinh k§ thuat khdm bénh, chira bénh chuyén nganh Huyét hoc -
Truyén mau, Mién dich-Di truyén, trang 150-151.
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25. XET NGHIEM XAC PINH HLA PQ PHAN GIAI CAO BANG KY
THUAT NGS

1. PAI CUONG
1.1. Muc dich caa ky thuat

Xac dinh céc locus HLA & @6 phan giai cao bang ky thuat giai trinh tu gen
thé hé méi NGS (Next-Generation Sequencing).
1.2. Pinh nghia, nguyén ly

- Xét nghiém HLA 12 mot ki thuat cao thuong duoc st dung dé danh gia muc
d6 phu hop khang nguyén bach cau giita ngudi hién va nguoi nhan trong ghép té
bao géc, ghép tang.

- Muc do twong dong HLA (class I va class IT) dong vai tro quan trong trong
ghép té bao gbc. HLA class | bao gdm céc locus HLA-A, HLA-B, HLA-C; HLA
class 11 bao gém céc locus HLA-DRB1, HLA-DQA1/ DQB1 va HLA-DPBI1.

- Str dung k¥ thuat NGS phan tich trinh ty cac vung gen ma hoa céac locus
HLA cho phép xét nghiém dinh typ tat ca cac locus HLA & d6 phan giai cao, o gia
tri 16n d6i voi ghép té bao gbc, dic biét 1a ghép té bao goc tao mau.

2. CHUAN BI
2.1. Ngwoi thuc hién:

- Bac si: 01 nguoi;

- K§ thuat y hoac twong duong: 02 nguoi.
2.2. Vit tw, sinh pham

Vit tu, sinh pham thiét yéu Piéu kién bao quan
Kit tach chiét DNA Theo huéng dan cua nha
Kit chuan bi mau thu vién HLA san xuat

Kit giai trinh ty gen

Vit tu, sinh pham phu tro khac
2.3. Trang thiét bj

2.3.1. Trang thiét bi truc tiép

- Tu an toan sinh hoc cap II;

- May ly tam dng mau thé tich 10mL (EDTA/ Streck tube;
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- Méay ly tdm lanh cho 6ng 2mL/1,5mL (2-8 °C);

- May vortex, may spindown;

- Tu lanh 2°C - 8°C;

- T lanh &m s@u (-20°C dén -80°C);

- Gia tur loai 0,2 mL va 1,5mL;

- Pipet céc loai 2, 10, 100, 200, 1000 pL;

- Bong hé hen gio;

- May PCR;

- May giai trinh ty gen va thiét bi di kém.

2.4. Chuan bi miu bénh pham.

- Bénh pham 14 méu ngoai vi, dich hit tay xuong, chéng dong (6ng EDTA
K2/K3).

- Mau mau 6n dinh khi luu trit ¢ nhiét 46 phong trong 24h hoic 1 tudn ¢ diéu
kién 2-8°C.

2.5. Phiéu chi dinh xét nghiém.

Kiém tra phiéu chi dinh xét nghiém: ghi day di thong tin theo quy dinh: ho tén
ngudi bénh, tudi, givong bénh, tén khoa phong, chan doan, loai mau bénh pham, thoi
gian lay mau bénh pham...

2.6. Theoti gian thwc hién ky thuat.

U'6e tinh tir lUc bat dau cho dén khi két thiic xét nghiém: 48-72 gio.
2.7. Pia diém thuc hién ky thuat.

Phong xét nghiém di truyén - sinh hoc phan ti
3. AN TOAN

- Nhan vién phai mang gang tay, khau trang va mac trang phuc y té trong sudt
qua trinh lam xét nghiém.

- Phén loai dtng rac thai va loai bé rac thai ngay sau qua trinh thuc hién xét
nghiém.

- Thuc hién kiém soat diéu kién moi trudng theo “Quy trinh theo ddi va
kiém soat diéu kién moi truong”.

4. CAC BUOC TIEN HANH
4.1. Cac budéc thuc hién
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4.1.1 Téch chiét DNA

- Tach chiét DNA tong sb str dung bo sinh pham va theo huéng dan cua nha
san Xuat.

- Mau DNA ¢6 thé luu ¢ 2-8°C trong 24h va luu trit 1au hon & -20 °C.

4.1.2. Thuc hién phan wng Long Ranged PCR

- Khuéch dai cac ving gen dich ma héa cac locus HLA bang ki thuat Long
Ranged PCR v&i cac cap mdi dic hiéu.

- Chuan bj master mix va chay PCR theo huéng dan quy trinh ctia nha san
XUA.

4.1.3. Giai trinh tw gen

- Gan index bang phan wng PCR theo quy trinh caa nha san xuat;

- Tinh sach thu vién DNA str dung hat tur;

- Khuéch dai thu vién DNA bang phan tng PCR;

- Tinh sach lan 2;

- Panh gia chat lugng va do ndng d6 thu vién bang hé thdng dinh luong
huynh quang Qubit hodc phuong phéap, thiét bi tuwong tuong duong, vi du
NanoDrop.....

- Bién tinh, pha lodng thu vién DNA;

- Chuén bi cartridge hda chat;

- Nap mau thu vién;

- Giai trinh tu trén may NGS.

4.2. Phan tich va nhan dinh két qua

- Panh gia két qua chay dua trén cac théng sé chay NGS, nhu mat d cluster,
d6 phu (coverage),...

- Xuat két qua tir may NGS va thuc hién phan tich trén phan mém tin sinh
hoc (MiSeq reporter, CLC Genomic Workbench, IGV,...).

4.3. Tra két qua va luu trir ho so

Tra két qua theo quy trinh lién quan, ghi vao biéu mau c6 lién quan dén quy
trinh va luu hd so xét nghiém.

5. NHUNG SAI SOT VA XU TRI
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SAI SOT XU TRI

= Lay mau khong du hoic sai chat | = Thuc hién dung hudéng dan qui céach
chéng dong. ldy mau.

= Sai sOt trong dan md xt ly mau | = Kiém tra ding thong tin hanh chinh
dan dén nham mau, sét mau khi gan ma

= Lay nhiém trong qua trinh PCR | = Tuén thu dang quy trinh k¥ thuat, tha
cho két qua am tinh/duong tinh tu nhé mau trong qua trinh PCR
gia

6. TIEU CHUAN PANH GIA VA KIEM TRA CHAT LUQNG

Kiém soat cac mau ching (hoic IC) theo hudng dan di kém bo sinh pham sir
dung.

7. TAI LIEU THAM KHAO

1. Cornaby C, Schmitz JL, Weimer ET. Next-generation sequencing and
clinical histocompatibility testing. Hum Immunol. 2021 Nov;82(11):829-837.

2. Danzer, M., Niklas, N., Stabentheiner, S. et al. Rapid, scalable and highly
automated HLA genotyping using next-generation sequencing: a transition from
research to diagnostics. BMC Genomics 14, 221 (2013).

3. Profaizer T, Pole A, Monds C, Delgado JC, Lazar-Molnar E. Clinical
utility of next generation sequencing based HLA typing for disease association and
pharmacogenetic testing. Hum Immunol. 2020 Jul;81(7):354-360.
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26. XET NGHIEM XAC PINH HLA PQ PHAN GIAlI CAO BANG KY
THUAT GIAI TRINH TU GEN SANGER.

1. PAI CUONG
1.1. Muc dich caa ky thuat

Xac dinh céc locus HLA & @6 phan giai cao bang ky thuat giai trinh tu gen
dua trén nguyén ly Sanger.
1.2. Pinh nghia, nguyén ly

- Xét nghiém HLA 12 mot ki thuat cao thuong duoc st dung dé danh gia muc
d6 phu hop khang nguyén bach cau giita ngudi hién va nguoi nhan trong ghép té
bao géc, ghép tang.

- Muc do twong dong HLA (class I va class IT) dong vai tro quan trong trong
ghép té bao gbc. HLA class | bao gdm céc locus HLA-A, HLA-B, HLA-C; HLA
class 11 bao gém céc locus HLA-DRB1, HLA-DQA1/ DQB1 va HLA-DPBI1.

- Str dung k¥ thuat giai trinh ty gen Sanger phan tich trinh tu cac ving gen
ma hoa cac locus HLA cho phép xét nghiém dinh typ tat ca cac locus HLA & d6
phan giai cao, cd gia tri 16n ddi véi ghép té bao gdc, dac biét 1a ghép té bao goc tao
mau.

2. CHUAN BI
2.1. Ngwoi thuc hién:

- Bac si: 01 nguoi;

- K¥ thuat y hoac twong duong: 02 nguoi.
2.2. Vit tw sinh pham

Vit tu, sinh pham thiét yéu Piéu kién bao quan
Kit tach chiét DNA Theo huéng dan cua nha
Kit chuan bi mau thu vién HLA san xXuat

Kit giai trinh ty gen

Vit tu, sinh pham phu tro khac
2.3. Trang thiét bj

2.3.1. Trang thiét bi truc tiép

- Tu an toan sinh hoc cap II;
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- Méay ly tdm éng mau thé tich 10mL (EDTA/ Streck tube);

- Méay ly tdm lanh cho 6ng 2mL/1,5mL (2-8 °C);

- May vortex, may spindown;

- Tu lanh 2°C - 8°C;

- Tt lanh am sau (-20°C dén -80°C);

- Gia tur loai 0,2 mL va 1,5mL;

- Pipet céc loai 2, 10, 100, 200, 1000 pL;

- Bong hé hen gio;

- May PCR;

- May giai trinh tu gen Sanger va thiét bj di kém.
2.4. Chuan bi miu bénh pham

- Bénh pham 1a mau ngoai vi, dich hit tuy xwong, chong dong (6ng EDTA
K2/K3).

- Mau méu 6n dinh khi luu trit & nhiét ¢ phong trong 24h hoic 1 tuan ¢ diéu
kién 2-8°C.
2.5. Phiéu chi dinh xét nghiém

Kiém tra phiéu chi dinh xét nghiém: ghi day di thong tin theo quy dinh: ho tén
ngudi bénh, tudi, givdng bénh, tén khoa phong, chan doan, loai mau bénh pham, thoi
gian lay mau bénh pham...
2.6. Thoi gian thuc hién ky thuat

U'6ce tinh tir lUc bat dau cho dén khi két thiic xét nghiém: 48-72 gio.
2.7. Pia diém thuc hién ky thuat

Phong xét nghiém di truyén - sinh hoc phan ti.
3. AN TOAN

- Nhan vién phai mang gang tay, khau trang va mic trang phuc y té trong suét
qua trinh lam xét nghiém.

- Phén loai dtng rac thai va loai bé rac thai ngay sau qua trinh thuc hién xét
nghiém.

- Thuc hién kiém soat diéu kién moi truong theo “Quy trinh theo doi va kiém
soat diéu Kién méi truong”.
4. CAC BUOC TIEN HANH
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4.1. Cac budéc thyc hién
4.1.1 Téch chiét DNA

- Tach chiét DNA tong s st dung bo sinh pham va theo huéng dan caa nha
san Xuat.

- Mau DNA c6 thé luu ¢ 2-8°C trong 24h va luu trit 1au hon & -20 °C.
4.1.2. Thuc hién phan wng Long Ranged PCR

- Khuéch dai cac ving gen dich ma héa cac locus HLA bang ki thuat Long
Ranged PCR vai c4c cap moi dic hiéu.

- Chuan bj master mix va chay PCR theo huéng dan quy trinh ctia nha san
XUAt.
4.1.3. Giai trinh tw gen

- Sur dung kit giai trinh tu gen sanger theo huéng dan ciia nha san xuat.

- Str dung mai giai trinh ty gen HLA theo huéng dan caa nha san xuét.

- Giai trinh tu trén may Sanger sequencing.
4.2. Phan tich va nhan dinh két qua

Panh gia két qua chay dya trén cac théng so giai trinh tu gen

Xuat két qua tir may va thuc hién phan tich trén phan mém tin sinh hoc (vi
du: Assign, Conexio Genomics.....).
4.3. Tra két qua va lwu trir ho so

Tra két qua theo quy trinh lién quan, ghi vao biéu mau c6 lién quan dén quy
trinh va luu hd so xét nghiém.
5. NHUNG SAI SOT VA XU TRI

SAI SOT XU TRI
= Lay mau khong du hoic sai chat | = Thuyc hién dung huéng dan qui cach
chéng dong. ldy mau.
= Sai sOt trong dan ma xu ly mau | = Kiém tra ding thong tin hanh chinh
dan dén nham mau, sét mau khi gan ma
= LAy nhiém trong qua trinh PCR | = Tuan thi dung quy trinh k¥ thuat,
cho két qua am tinh/duong tinh tha ty nhé mau trong qué trinh PCR

gla




234

6. TIEU CHUAN PANH GIA VA KIEM TRA CHAT LUQNG

Kiém soat cac mau ching (hoic IC) theo huéng dan di kém b sinh pham si
dung.
7. TAI LIEU THAM KHAO

1. Dunn, P. P. J. (2011). Human leucocyte antigen typing: techniques and
technology, a critical appraisal. International Journal of Immunogenetics.

2. Transplantation Immunology, Methods and Protocols, Humana Press
20109.

3. Voorter, C. E. et al. (2018). Full-length hemizygous SBT reveals novel
HLA-A, B, C alleles. American Society for Histocompatibility and
Immunogenetics.
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27. XET NGHIEM TY LE MQC MANH GHEP (CHIMERISM) VOI MAU
TOAN PHAN BANG KY THUAT REAL-TIME PCR

1. PAI CUONG
1.1. Muc dich caa ky thuat

Xac dinh % té bao nguoi cho & ngudi bénh sau ghép dé diéu chinh thudc tc
ché mién dich, danh gia tinh trang moc manh ghép va nguy co thai ghép cho nguoi
bénh diéu tri bang phuwong phap ghép té bao goc.

1.2. Nguyén ly

- Trong ghép té bao goc tao mau dong lodi, muc tiéu chinh cua viéc danh gia
tinh trang moc manh ghép 1a gitp tién lwong cac bién ching sau ghép nhu thai ghép,
bénh ghép chdng chii nham can thiép bang cach diéu chinh, sir dung cac phac do6
diéu trj hop ly.

- O muc d6 phan tir, nguyén 1y co ban caa phan tich moc manh ghép 1a xac
dinh su khéc biét vé hé gen giira ngudi cho va ngudi nhan. Mot phan khac biét rat
nhé cua hé gen c6 thé duoc dung lam chi thi phan tir dé phan biét hai ca thé khéac
nhau nhu STR, VNTR, indel.

- Phuong phap Real-time PCR dinh luong té bao ngudi cho ¢ nguoi nhan sau
ghép dua trén chi s6 Cq 1a thoi diém duong biéu dién khuyéch dai vuot qua duong
huynh quang nén cua c4c chi thi phan tir khac biét gitra nguoi cho va ngudi nhan.
2. CHUAN BI
2.1. Ngwoi thuc hién:

- Bac si: 01 nguoi;

- K¥ thuat y hoac twong duong: 02 nguoi.

2.2. Vit tu
Hoéa chat, sinh pham Picu kién bao quan
Kit tach chiét DNA Theo hudéng dan cua nha
Kit do nong do DNA san xuat
Kit dinh danh ca thé

2.3. Trang thiét bj
- Hé thdng may real-time PCR;
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- Méay tinh ¢ phan mém phan tich dit liéu;

- B6 luu dién;

- Méy tron mau;

- May ly tam loai dé ban;

- T an toan sinh hoc cap II;

- May u nhiét kém lic rung;

- May Vortex;

- May ly tdm Spin down;

- Ta lanh 2°C - 8°C;

- Tu lanh am sau -20°C;

- Tu lanh @m sau -70°C;

- B6 pipet céc kich ¢& tir 1 pL dén 1000 pL.

- Phan mém quan ly xét nghiém.

- B6n rira mat khan cap.
2.4. Chuan bi miu bénh pham

Bénh pham 1a 1-2 mL méu toan phan/tay xuong chong dong EDTA. Bao
quan 2-8°C, giao mau dén khoa xét nghiém trong vong 24 gio ké tir khi lay mau.
2.5. Phiéu chi dinh xét nghiém

Kiém tra phiéu chi dinh xét nghiém: ghi day du thong tin theo quy dinh: ho tén
ngudi bénh, tudi, givong bénh, tén khoa phong, chan doan, loai mau bénh pham, thoi
gian lay mau bénh pham...
2.6. Thoi gian thuc hién ky thuat

U'dce tinh tir IGc bat dau cho dén khi két thic xét nghiém: 8-12 gio.
2.7. Pia diém thuc hién ky thuat

Phong xét nghiém di truyén - sinh hoc phan tir.
3. AN TOAN

- Nhan vién phai mang gang tay, khau trang va mic trang phuc y té trong suét
qua trinh lam xét nghié¢m.

- Phén loai dtng rac thai va loai bo rac thai ngay sau qua trinh thuc hién xét
nghiém.
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- Thuc hién kiém soat diéu kién moi truong theo “Quy trinh theo ddi va kiém

soat diéu Kién méi truong”.

4. CAC BUOC TIEN HANH

4.1. Cac budéc thuc hién

4.1.2 Tach chiét DNA tir mau toan phan

Tach chiét DNA bang cot silica-gel hoic bang hat tir trén may tach tu dong.
Céc budc thyuc hién theo hudng dan cua nha san xuat.

4.1.3. Do ndng dp DNA

Po nong d6 va danh gia do tinh sach cia DNA ¢ budc séng 260nm va 280nm,
hodc st dung chét chi thi mau gan DNA ddi véi may do huynh quang.
4.1.4. Thuc hién phan &ng real-time PCR

- L4y hoa chat cho phan ang real-time PCR dit trén khay trit lanh khoang 10
phut dé rd dong hoan toan, tron nhe va ly tam nhanh trong 1 - 2 gidy.

- Chuan bi ho so xét nghiém, tinh toan s6 luong cac thanh phan phan ang.

- Chuan bi c4c 6ng PCR 0,2 mL. Ghi m& mau lén mdi 6ng.

- Chuan bi hdn hop phan tng real-time PCR (thao t4c trong ti an toan sinh
hoc): sir dung pipet thém lan luot ting hoa chat (theo quy trinh da toi wu) vao mot
6ng 0,2 mL hozc 1,5 mL. Tron déu 6ng hon hop va chia hda chat da pha vao moi
6ng phan @ng (s6 luong hoa chat chia vao mdi 6ng thuc hién theo quy trinh da toi
uu).

- B6 sung DNA/RNA vao mdi 6ng twong ung (ndong d6 DNA/RNA bé sung
vao mdi 6ng PCR theo huéng dan tai quy trinh da t6i uu).

- Pat cac 6ng phan tng vao may real-time PCR, chon chuong trinh tuwong
thich.

- Lau chui mat san ta an toan sinh hoc bang con 70%.

- Két thuc qua trinh PCR, luu dit liéu va loai bo dng phan éng.

4.2. Nhan dinh két qua

Két qua xac dinh chi thi phan tir khac biét giita ngudi cho va nguoi nhan trude
ghép té bao gbc tao mau va két qua dinh luong té bao nguoi cho ¢ ngudi nhan sau
ghép té bao gbc tao mau duoc tinh todn trén phan mém chuyén dung, thuc hién theo
huéng dan di kém bo Kit.
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4.3. Tra két qua va lwu trix ho so

Tra két qua theo quy trinh lién quan, ghi vao biéu méu c6 lién quan dén quy
trinh va luu hd so xét nghiém.
5. NHUNG SAI SOT VA XU TRi

SAI SOT XU TRI
= Liy mau khong du hodc sai chat | = Thyuc hién dang huéng dan qui
chéng dong. cach lay mau.
» Thao tac pipet khéng chinh x&c. = St dung pipet theo diing thé tich
quy dinh.

= Tin hiéu phan tng khéng rd rang. | = Bao quan hoda chit dung theo
khuyén céo ctia nha san xuat
» Thuc hién dang, du cic budc
trong quy trinh xét nghiém.
6. TIEU CHUAN PANH GIA VA KIEM TRA CHAT LUQNG
Két qua dugc chap nhan khi:
- Chimg duong c6 duong khuyéch dai véi Ct nhu khuyén céo caa kit sir dung;
- Chung H,0 khong xuat hién duong khuyéch dai;

- Do lap lai cia cAc mau twong duong nhau.
7. TAI LIEU THAM KHAO

1. Bader P, Holle W, Klingebiel T, et al. Mixed hematopoietic chimerism
after allogeneic bone marrow transplantation: the impact of quantitative PCR
analysis for prediction of relapse and graft rejection in children. Bone Marrow
Transplant. 1997;19:697-702.

2. Barrios M, Jimenez-Velasco A, Roman-Gomez J, et al. Chimerism status
Is a useful predictor of relapse after allogeneic stem cell transplantation for acute
leukemia. Haematologica. 2003;88:801-810.

3. Lamba R, Abella E, Kukuruga D, et al. Mixed hematopoietic chimerism at
day 90 following allogenic myeloablative stem cell transplantation is a predictor of
relapse and survival. Leukemia. 2004;18:1681-1686.

4. Koldehoff M, Steckel NK, Hlinka M, et al. Quantitative analysis of
chimerism after allogeneic stem cell transplantation by real-time polymerase chain
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reaction with single nucleotide polymorphisms, standard tandem repeats, and Y-
chromosome-specific sequences. Am J Hematol. 2006;81:735-746.

5. Huisman C, de Weger RA, de Vries L, et al. Chimerism analysis within 6
months of allogeneic stem cell transplantation predicts relapse in acute myeloid
leukemia. Bone Marrow Transplant. 2007;39:285-291.

6. Horky O, Mayer J, Kablaskova L, et al. Increasing hematopoietic
microchimerism is a reliable indicator of incipient AML relapse. Int J Lab
Hematol. 2011;33:57-66.

7. Jiang Y, Wan LP, Qin YW, et al. Chimerism status is correlated to acute
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28. XET NGHIEM TY LE MQC MANH GHEP (CHIMERISM) THEO
DONG TE BAO BANG KY THUAT REAL-TIME PCR

1. PAI CUONG
1.1. Muc dich caa ky thuat

Xac dinh % té bao ngudi cho & ngudi bénh sau ghép trén mdi dong té bao T
va tuy dé diéu chinh thudc tc ché mién dich, danh gia tinh trang moc manh ghép va
nguy co thai ghép cho nguoi bénh diéu tri bang phuong phap ghép té bao gdc.

1.2. Nguyén ly

- Sir dung phuong phép tach té bao bang hat tir, trong d6 cac hat tir dugc gan
khang nguyén dic hiéu vai mdi dong té bao (té bao lympho T ¢6 khang nguyén bé
mat dic hiéu 1a CD3 sir dung hat tir 6 khang thé CD3; té bao tuy c6 khang nguyén
bé mat dic hiéu 1a CD33 sir dung hat tir c6 khang thé CD33) dé phan lap duoc riéng
biét c4c té bao té bao T hoic té bao dong tuy. Tiép dén cac té bao T hoac tuy duoc
tach DNA va thyc hién ky thuat real-time PCR dé xac dinh ty 1¢ % té bao nguoi cho
& nguoi nhan.

- O muc d6 phan tir, nguyén 1y co ban caa phan tich moc manh ghép 1a xac
dinh su khéc biét vé hé gen giira ngudi cho va ngudi nhan. Mot phan khac biét rat
nho caa hé gen c6 thé dugc ding 1am chi thi phan ti dé phan biét hai ca thé khac
nhau nhu STR, VNTR, indel.

- Phuong phap Realtime-PCR dinh luong té bao nguoi cho ¢ nguoi nhan theo
dong té bao dua trén chi s6 Cq (la thoi diém duong biéu dién khuyéch dai vuot qua
duong huynh quang nén) cua céc chi thi phan ti khéac biét gitta ngudi cho va nguoi
nhan.

2. CHUAN BI
2.1. Ngwoi thuc hién:
- Bac si: 01 nguoi;
- K¥ thuat y hoac twong duong: 02 nguoi.
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2.2. Vat tu
Héa chat, sinh pham Piéu kién bao quan
Kit tach chiét DNA Theo huéng dan cua nha
Kit do nong do DNA san xuat

Hoa chat tach dong té bao
Kit dinh danh ca thé
2.3. Trang thiét bi

- Hé thdng may realtime-PCR;

- May tinh ¢ phan mém phan tich dit liéu;

- May tach té bao tu dong;

- BO luu dién;

- May tron mau;

- May ly tam loai d¢ ban ;

- T an toan sinh hoc cap II;

- Méay u nhiét kém lic rung;

- May Vortex;

- May ly tdm Spin down;

- Ta lanh 2°C - 8°C;

- Tu lanh am sau -20°C;

- Tu lanh @m sau -70°C;

- B6 pipet céc kich ¢& tir 1 pL dén 1000 pL.

- Phan mém quan Iy xét nghiém;

- B6n rira mat khan cap.
2.4. Chuan bi miu bénh pham

Bénh pham 1a 1-2 mL méu toan phan/tay xwong chéng déng EDTA. Bao
quan 2-8°C, giao mau dén khoa xét nghiém trong vong 24 gio ké tir khi lay mau.
2.5. Phiéu chi dinh xét nghiém

Kiém tra phiéu chi dinh xét nghiém: ghi day du thong tin theo quy dinh: ho tén
ngudi bénh, tudi, givong bénh, tén khoa phong, chan doan, loai mau bénh pham, thoi
gian ldy mau bénh pham...
2.6. Theoti gian thuc hién ky thuat
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U'dc tinh tir 1dc bt dau cho dén khi két thic xét nghiém: 8-12 gio.
2.7. Pia diém thuc hién ky thuat

Phong xét nghiém di truyén - sinh hoc phan ti.

3. AN TOAN

- Nhan vién phai mang gang tay, khau trang va mic trang phuc y té trong suét
qua trinh lam xét nghiém.

- Phén loai dtng rac thai va loai bo rac thai ngay sau qua trinh thuc hién xet
nghiém.

- Thyc hién kiém soat diéu kién mdi truong theo “Quy trinh theo ddi va kiém
soat diéu Kién méi truong”.

4. CAC BUOC TIEN HANH
4.1. Cac budéc thuc hién
4.1.1. Tach dong té bao

Tur mau bénh pham, thuc hién tach dong té bao lympho hodc té bao tiy. Thuc
hién theo huéng dan di kém b sinh pham sir dung.
4.1.2 Téch chiét DNA tir dong té bao

Téch chiét DNA bang cot silica-gel hozc bang hat tir trén may tach ty dong.
Cac budc thuc hién theo huéng dan cua nha san xuat.

4.1.3. Po nong do DNA

Do ndng d6 va danh gia d6 tinh sach cia DNA & budc séng 260nm va 280nm,
hoidc st dung chét chi thi mau gan DNA ddi véi may do huynh quang.
4.1.4. Thuc hién phan &ng real-time PCR

- L4y hoa chat cho phan @ng real-time PCR dit trén khay trit lanh khoang 10
phut dé rd dong hoan toan, tron nhe va ly tim nhanh trong 1 - 2 gidy.

- Chuan bi h6 so xét nghiém, tinh toan sé luong cac thanh phan phan tng.

- Chuan bi cac 6ng PCR 0,2 mL. Ghi m& mau Ién mdi 6ng.

- Chuan bi hdn hop phan tng real-time PCR (thao t4c trong ti an toan sinh
hoc): sir dung pipet thém lan luot ting hoa chat (theo quy trinh d3 toi wu) vao mot
6ng 0,2 mL hozc 1,5 mL. Tron déu 6ng hdn hop va chia hda chat da pha vao moi
dng phan &ng (sb luong hoa chat chia vao mdi 6ng thuc hién theo quy trinh da tdi

uu).
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- B6 sung DNA/RNA vao mdi 6ng twong ung (ndong d6 DNA/RNA bé sung
vao mdi 6ng PCR theo huéng dan tai quy trinh da tbi wu).

- Pat cac 6ng phan tng vao may real-time PCR, chon chuong trinh tuwong
thich.

- Lau chii mit san ta an toan sinh hoc bang con 70%.

- Két thdic qua trinh PCR, luu dit liéu va loai bo éng phan ang.
4.2. Nhan dinh két qua

Két qua xac dinh chi thi phan tir khac biét giita ngudi cho va nguoi nhan trudc
ghép té bao gbc tao mau va két qua dinh luong té bao nguoi cho ¢ ngudi nhan sau
ghép té bao goc tao mau duoc tinh toan trén phan mém chuyén dung, thyuc hién theo
huéng dan di kém b Kit.
4.3. Tra két qua va luu trir ho so

Tra két qua theo quy trinh lién quan, ghi vao biéu mau c6 lién quan dén quy
trinh va luu hd so xét nghiém.
5. NHUNG SAI SOT VA XU TRI

SAI SOT XU TRI
= L4iy mau khong du hoic sai chat | = Thuc hién dung huéng dan qui cach
chéng dong. ldy mau.

= Thao tac pipet khong chinh x4c. | = Sir dung pipet theo dng thé tich
quy dinh.

= Tinhiéuphantngkhdngrérang. | = Bao quan hoa chat dung theo
khuyén céo ctia nha san xuat
» Thuc hién dang, du cac budc
trong quy trinh xét nghiém.
6. TIEU CHUAN PANH GIA VA KIEM TRA CHAT LUQNG
Két qua duoc chap nhan khi:
- Chting duong c6 dudng khuyéch dai véi Ct nhu khuyén céo cua kit st dung;
chung
- Chung H20 khong xuat hién duong khuyéch dai;
- Do lap lai cua cac mau twong duong nhau.
7. TAI LIEU THAM KHAO
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29. XET NGHIEM GEN VOI ctDNA BANG KY THUAT NGS

1. PAI CUONG
1.1. Muc dich k¥ thuat

Xét nghiém nhim danh gia, phat hién cac dot bién gen sir dung mau méau,
dich co thé phuc vu cho chan doan, tién lwgng va diéu tri bénh bang ky thuat giai
trinh tu gen thé hé méi (NGS).
1.2. Dinh nghia, nguyén ly

- DNA khéi u luu hanh tu do (ctDNA) duoc tim thay trong mau va dich co thé,
nG ¢6 nguon goc tir cac té bao ung thu va khéi u. Hau hét DNA & trong nhan cua té
bao, khi khdi u ung thu phat trién, cac té bao chét di ctDNA duoc giai phong ra mau
va dich co thé. ctDNA thong thudng kich thudc nho hon 200 bp va nong do rat thap
khoang 0,1-1%. Hién nay, phuong phap sinh thiét long ngay cang néi bat do loi ich
ma né mang lai nhu: i) Phat hién va chan doan ung thu, sir dung sinh thiét long giam
thiéu kha nang phai sinh thiét khéi u, dic biét 1a d6i véi nhimg mo ung thu kho can
thiép nhu ndo, phoi. ii) hudng téi liéu phap diéu tri dich vai ting loai ung thu.

- Giai trinh ty gen 1a k§y thuat xac dinh trinh tw DNA cua c4c gen cu thé, md hoé
hodc khéng ma hoé cho cac protein chirc niang cu thé. Giai trinh tu gen thé hé méi
(Next-Generation Sequencing, NGS) 1a cong nghé cho phép giai ma déng thoi hang
triéu DNA cung lic, qua d6 gitip nang cao hiéu suat caa qua trinh giai ma hé gen
nguoi. Cong nghé gitp khiac phuc mot s6 nhuge diém caa giai trinh tu gen truyén
thdng: thoi gian doc nhanh hon, dit liéu dau ra 16n, tiét kiém chi phi.

2. CHUAN BI
2.1. Ngwoi thuc hién

- Bac si: 01 nguoi;

- Ky thuat y hoac tuong duong: 02 nguoi.
2.2. Vit tu

- Ong nghiém lay miu méu K2 EDTA;

- Ong falcon 15mL;

- Ong falcol 50 mL;
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- Piu con 10 ul c6 loc;
- Piu ¢6n 20 ul c6 loc;
- Pau con 200 pl c6 loc;
- Pau cdn 1mL c6 loc;
- Ong thu mau c6 ndp 1,5 mL tiét trung;
- Ong thu mau c6 nip 2,0 mL tiét trung;
-Ong PCR 0,2 mL;
- Ong chuyén dyung do Qubit 0,5mL;
- Cbn sinh hoc phan tir;
- Xylene;
- Kit tinh sach thu vién;
- Nudc chuyén dung trong sinh hoc phan tu;
- Giay do pH;
- Tween 20;
- Kit tach ctDNA;
- Kit phat hién dot bién gen (chuan bi thu vién) bang ky thuat NGS;
- Kit xac dinh nong d6 DNA soi d6i;
-Kit kiém tra tinh toan ven cua bo gen:
- Kit kiém tra kich thuéc thu vién;
- Kit chay may NGS;
- Gang tay cao su khong bot tan;
- Giay lau khéng bui.
2.3. Trang thiét bi
- Pipet ban tu dong c6 thé diéu chinh 0,1 - 10ul, 10 - 1001, 200 - 1000pul;
- Tu thao tac PCR;
- Ta lanh 4°C;
- Tu lanh -20°C;
- Gia dé bng;
- Khay gitr lanh;
- Thung rac dung dau con va hoa chat;
- May ly tam;
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- May vortex;

- May Spin down;

- May do ndng d6 DNA;

- Tu an toan sinh hoc;

- Hé théng NGS.

2.4. Chuan bj bénh pham

- Loai mau bénh pham: mau mau; mau dich co thé khac.

- Tiu chuan mau bénh pham: dam bao vé diéu kién bao quan va cach lay mau
dung theo huéng dan cua bo kit.

- Quy dinh van chuyén, bao quan, luu trir bénh pham, thoi gian chuyén dén
phong xét nghiém: Mau duoc cho vao hop dung bénh pham va van chuyén dén
phong xét nghiém trong vong 4 gio ké tir khi lay mau.

2.5. Phiéu chi dinh xét nghiém

Kiém tra chi dinh xét nghiém: ghi ddy du théng tin theo quy dinh: vi du ho
tén ngudi bénh, tudi, givong bénh, khoa phong, chan doan, loai mau bénh pham,
thoi gian 1dy mau bénh pham, két qua chan doan giai phau bénh (néu co) ....

2.6. Thoi gian thuc hién xét nghiém

Thai gian thuc hién xét nghiém tir 1Gc tiép nhan bénh pham dén khi tra két

qua khoang tir 120 dén 168 gio.
2.7. Pia diém thuc hién xét nghiém

Phong xét nghiém di truyén — sinh hoc phan tu.
3. AN TOAN

- Bam bao an toan cho nguoi thuc hién xét nghiém, du phong nguy co trudc,
trong va sau phoi nhiém.

- Hiéu chuan vat tu, thiét bi dinh ky.

- An toan dién va phong chong chay no.

- Bam bao day du bang chi dan an toan ting loai hda chat.

- Bam bao an toan sinh hoc.

- Pam bao cé4c yéu té moi trudng nhu nhiét do, do 4m, anh sang. ..

4. CAC BUOC TIEN HANH
4.1. Lap biéu miu



248

Lap danh sdch mau xét nghiém va dién cac budc thuc hién xét nghiém dot

bién gen tir mau mau bang k¥ thuat NGS.
4.2. Chuan bi méi trweong 1am viéc

- Khir nhiém dung cu, thiét bi, bé mat, khong gian 1am viéc.

- Kiém tra va chuan bi du vt tu tiéu hao va dung cu can thiét.
4.3. Chuan bi mau ctDNA

- Quy trinh tach chiét dé thu duoc ctDNA tinh sach theo Kit tich ctDNA

- Panh gia ndng do va chat luong ctDNA tach chiét tir mau bénh pham sir
dung b kit chuyén dung.

- Lay cac mau ctDNA di tach chuan bi cho xét nghiém dot bién gen tir mau
mau biang ky thuat NGS.

4.4. Thuc hién k§ thuat NGS

- Tao thu vién: DNA/RNA, ctDNA can giai trinh tu duoc tach chiét va cat
thanh cac manh nho (néu can), khuéch dai qua PCR. San pham PCR sau d6 dugc
tinh sach va gan cac adapter can thiét. San pham ghép néi dugc khuéc dai thu vién
va tinh sach sir dung cho qua trinh giai trinh ty. Thu vién dugc kiém tra va danh gia
chat luong, nong do.

- Tao cluster: mdi soi DNA duoc gitr lai trén bé mat thiét bi giai trinh tu
(flowcell) bang adapter dd duoc gan trude d6. Mdi sgi DNA sau khi dugc khuéch
dai s& tao thanh mot cum DNA (cluster) ¢ trinh tu giéng hét nhau dé st dung cho
qua trinh giai trinh tu.

- Giai trinh ty: San pham dugc dua 1én hé théng NGS theo hudng dan cua kit
chuyén dung.

- Phan tich két qua:

+ K&t qua tir qua trinh giai trinh tu duoc phan tich dya trén pham mém chuyén
dung duoc thiét ké danh riéng cho bo kit.

+ Kiém tra mau chtng, sau d6 phan tich cac mau xét nghiém.

+ Phién giai két qua, phan loai bién thé dot bién, do sdu phan tich.

+ P4i chiéu bién thé phan tich véi cac co sd dir liéu vé gen trén thé gigi.
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5. NHUNG SAI SOT VA XU TRIi
5.1. Truéc khi thuc hién ky thuat

- Mau bénh pham khong dat tiéu chuan:

+ Thuc hién ldy lai mau.

+ Dam bao yéu cau vé diéu kién van chuyén va bao quan mau.

- Mau sau khi tach chiét khong dam bao chat lwong va sé luong:

+ Thuc hién tach chiét lai theo ding quy trinh.

+ Yéu cau lay lai mau dé tach chiét lai trong truong hop can thiét.
5.2 Trong khi thuc hién ky thuat

- Mau ddi chimg khéng dat:

+ Kiém tra diéu kién bao hoa chat xét nghiém.

+ Chay déanh gia lai bo kit va mau doi ching.

- Mau bénh pham khong dat diéu kién phan tich:

+ Kiém tra diéu kién bao hoa chat xét nghiém.

+ Kiém tra lai chat luong DNA/RNA, tach chiét lai néu can thiét.
5.3 Sau khi thuc hién ky thuat

Sai sot trong qua trinh ghi nhan va tra két qua.

- Kiém tra lai két qua da ghi nhan.

- Thyc hién lai quy trinh tra két qua.
6. YEU CAU PANH GIA VA KIEM TRA CHAT LUQNG

- Yéu cau thyuc hién noi kiem.

- Yéu cau thuc hién ngoai kiém hoic kiém tra mau mi (néu co).
7. TAI LIEU THAM KHAO

1. Quyét dinh 5530/QD-BYT ngay 25/12/2015 cua Bo y té Huong dan quy

trinh thuc hanh chuan trong quan ly chat lugng xét nghiém;

2. Quyét dinh 3376/QD-BYT ngay 30/08/2023 cua Bo y té Ban hanh “Dé

cuong Quy trinh k¥ thuat xét nghiém

3. Boycott, K., Vanstone, M., Bulman, D. et al. Rare-disease genetics in the
era of next-generation sequencing: discovery to translation. Nat Rev Genet 14, 681-

691 (2013)
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4. Lin C., Liu X,, Zheng B., Ke R., and Tzeng C.M. Liquid Biopsy, ctDNA
Diagnosis through NGS. Life (Basel). 2021; 11(9): 890.

5. Chen M. & Zhao H. Next-generation sequencing in liquid biopsy: cancer
screening and early detection. Human Genomics volume 13, Article number: 34
(2019)
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30. XET NGHIEM LAI TAI CHO GAN MAU (ISH)

1. PAI CUONG
1.1. Muc dich caa ky thuat

Xét nghiém bang phuong phap lai tai chd (ISH) str dung chudi DNA, RNA
b sung hoic chudi axit nucleic bién d6i dugc danh dau dé dinh vi trinh tw DNA
hodc RNA cu thé trong md, trong té bao, cac té bao khi u tuan hoan dé phuc vu
cho chan doan, diéu tri, tién lugng bénh.

1.2. Nguyén ly

- ISH (In situ hybridization): Lai tai chd 1a k¥ thuat sir dung cac dau do gan
mdi ¢6 trinh tu bd sung vai trinh tu dich quan tim trén DNA hoic RNA. Két qua
qua trinh lai cho phép xac dinh su c6 mat, s luong cling nhu twong quan vi tri cia
cac trinh tu dich.

- Sr dung kinh hién vi quang hoc dé bién giai két qua xét nghiém. Cac két
qua duong tinh hd tro trong phan loai mau bénh binh thuong va bat thuong, va duoc
dung bé sung véi cac xét nghiém mé/té bao bénh hoc truyén théng khac.

2. CHUAN BI
2.1. Nhan luc

- Bac si: 01 nguoi;

- K§ thuat y hoac twong duong: 01 nguoi.
2.2. Sinh pham, vit tu
2.2.1. Sinh pham

Tén hoa chat Muc dich s dung
Mau do (Probe) Mau do gin dac hiéu RNA can phat hién
iView Blue Detection Kit | Tao tin hiéu xanh cho mRNA muc tiéu
ISH protease 3 Enzyme ph& mang nhén
Red Counterstain |1 Dung dich nhu¢m tuong phan

EZ prep (10X) Dung dich khr paraffin
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Dung dich dau bao phu 1&n tiéu ban md, ngin héa

LCS chit bée hoi

Reaction Buffer (10X) Dung dich ria tiéu ban

CC2 Pém xir ly té bao
SSC (10X) Dung dich xt Iy té bao
RNA Positive Control

Probe Mau do lai mMRNA ching duong

Negative Control Probe | Mau do lai chiing am

Positive Specimen Slides | Tiéu ban mau chimg duong

2.2.2. Vat tu tiéu hao.
- Dao cit tiéu ban st dung mot lan.
- Lam kinh thuong.
- Lam kinh chuyén dung cho k§ thuat hda mé mién dich.
- Lamelle.
- Bat chi.
- Que dan bénh pham.
- Khay da.
- Gi4 dé tiéu ban.
-Ong li tam 1,5 mL;
- Pau c6n 20 pl c6 loc.
- Pau c6n 200 pl c6 loc.
- Pau con 1mL ch loc.
- Khén sach.
- Gang tay.
- Nhan in.
- Nudc cit.
2.3. Trang thiét bi:
- Hé théng méay nhuom HMMD c6 chirc niang nhudm lai tai chd.
- May cat 1at mong: can kiém tra cac ¢ vit va tra dau boi tron;
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- Bé nuéc dan bénh pham ¢ 50°C- 60°C (bé chuyén dung hoic c6 thé st dung
noi nau lau dé & muc nhiét thap nhat);

- May nhudm tu dong cd cac bé nhudm dugce cai dit theo tirng loai bénh pham:

- May do d6 pH dién tu;

- Kinh hién vi quang hoc 1 dau va nhiéu dau cho chan doan va hoi chan mé
bénh hoc;

- Voi nuéc chay, cac dung cu va thudc tay trung dé 1am sach dung cuy;

- Tt am 37°Cva 56°C;

- Tu lanh;

- B pippet dung trong sinh hoc phan tt;

- Tu hut cho phong xét nghiém;

- Bé 6n nhiét;

- May votex;

- May sy lam.

2.4. Chuan bi miu bénh pham:

- Bénh pham Ia cac mau nén c6 ving u can lai hai mau dé danh gia.

- Khoi nén bénh pham dat chat lwong can ¢ cac yéu cau sau:

+ Bénh pham duoc ¢b dinh ngay sau khi mé trong formalin trung tinh 10%
vé6i thoi gian téi vu 1a 6h-14h, nham dam bao chat lwong Nucleic acid trong té bao
duoc giit nguyén trang thai, dong thoi khdng bi tiéu hay do enzyme noi sinh.

+ C4c quy trinh md bénh hoc tao ra khdi nén phai dam bao ding thoi gian va
ki thuat.

+ Mo u du sé luong dé nhuom (>100 té bao).

2.5. Phiéu chi dinh xét nghiém:

Ghi theo quy dinh. Vi du mét s6 thong tin chung nhu: ho tén, tudi, gisi, dia
chi, dién thoai, khoa phong, yéu cau xét nghiém, chan doan 1am sang, bao gom cac
triéu chiing 1am sang (néu co), cac két qua can 1am sang khac (néu cd), loai mau ...
2.6. Thai gian thuc hién ky thuat:

Tong thoi gian wdc tinh: 3 ngay, trong do:

- Thoi gian chuan bi mau: 1 ngay;

- Thoi gian nhuoém: 1 ngay;
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- Thoi gian phan tich két qua, tra két qua: 2 gio.
2.7. Pia diém thuc hién ky thuat

Phong xét nghiém di truyén — sinh hoc phan tu.
3. AN TOAN:

- Thuc hién cac bién phap an toan theo S tay an toan cua ting phong xét
nghiém: an toan sinh hoc, an toan dién, an toan chay nd, an toan hoé chit, ...

- Ap dung cic quy dinh vé an toan sinh va quan 1y chét thai y té.

- Hiéu chuan vat tu, thiét bi dinh ky.

- Kiém soat méi truong: Anh sang, tiéng on, nhiét do, do am, ...

4. CAC BUOC TIEN HANH
4.1. Chuan bj bénh pham

- Cat mau c6 do day 4 pum, lat cit day hon 4 pm co6 thé can xu ly protease
manh hon so voi khuyén céo va c6 thé xuat hién bong bong nhan do paraffin du
thtra trong mo.

- Khéi nén bénh pham cua nguoi bénh cat manh va dan 1én 2 tiéu ban c6 san
mau chiing &m va mau chung duong. Cat 1 tiéu ban dé thuc hién k§ thuat nhuom
hematoxylin - Eosin thong thuong. Mau chimg gitip danh gia tiéu ban xét nghiém
nhuom dat hay khong dat.

+ Tiéu ban chia ching duong dé xac dinh su bao ton mMRNA trén mau nguoi
bénh. Néu tiéu ban nay am tinh c6 nghia 1a mRNA trén mé bénh khong con duoc
bao ton, MRNA bi pha huy.

+ Tiéu ban chung am st dung dé danh gia két qua nhuom nén, nhuom khong
dac hiéu trén mo bénh.

4.2. Quy trinh nhugom tw dong:

Budc 1: Tién xt Iy mau mé: 28 pht;

Buac 2: Ly giai mang nhan ISH Protease: 4 phut;

Budc 4: Bién tinh DNA: 4 phut;

Budc 5: Phan ang lai (Hybridization): 6 gio, nhiét do u 72°C;

Budc 6: Thuc hién phan ung khuéch dai bac: 16 phat;

Budc 7: Hién thi mau (Silver Chromogen): 4 phit;

Budc 8: Thuc hién phan ung khuéch dai tin hiéu do: 24 phut;
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Budc 9: Hién thi mau (Red Chromogen): 8 phdt;

Budc 10: Nhuom tuong phan bang hematoxylin: 8 pht;

Budc 11: Lam xanh nhan: 4 phut;

Budc 12: Lam trong, gan lamen.

4.3. Nhan dinh két qua va bao céo
4.3.1. Poc két qua

- Quy trinh nhudm tu déng tao ra san pham phan ang mau xanh két tua tai vi
tri DNA hodc RNA dich.

- Béc si giai phai danh gia chang am va ching duong trude khi doc két qua
trén mau bénh pham. Néu lam chiang nhuém mau khdng thich hop, thi két qua
nhudém trén mau bénh dugc coi la khong hop 1. Luu y khong nén sir dung vat kinh
100X.

+ Kiém tra lam ching duong trude dé xac dinh rang tat ca cac thuéc thir dang
hoat dong dung. Su hién dién caa san pham phan tng mau xanh trong cac té bao
dich 1a dau hiéu caa phan tmg duong tinh.

+ Chimg am duoc kiém tra sau ching duong dé xac minh tinh dic hiéu cua
phan tng. Khdng nén c6 bat ky sy nhuém mau dic hiéu nao trén ching am. Néu
nhuém mau xay ra, né cho thay phan tng chéo khong dac hiéu véi céc té bao hoic
cac thanh phan cua té bao. Cac té bao nguyén ven nén duogc sir dung dé doc két qua
nhudm mau vi cac té bao hoai tir hoidc thoai hoa thuong bat mau khong dic hiéu.

- Két qua danh gia trén mau bénh phai dugc danh gia cung véi Negative
reagent control duéi kinh hién vi quang hoc.

+ Két qua 1a am tinh khi khéng phat hién duoc chudi DNA hoic RNA trong
té bao dich.

+ Két qua duong tinh 1a su xuat hién caa tin hiéu mau xanh trong té bao dich.
Hinh thai mo hoc cia mau nén duoc danh gia cung tiéu ban nhuom H&E.

4.3.2. B4o c4o, tra két qua xét nghiém va luu trir bénh pham

- Tra két qua theo céc quy trinh lién quan. Két qua co day du thdng tin bénh
pham, k¥ thuat, chan doan va nguoi thuc hién. Luu vao biéu mau theo quy dinh va
luru trit ho so.
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- Luu khéi nén va tiéu ban theo quy trinh Luu va hay bénh pham Giai phau

bénh va thai gian quy dinh.

5. NHUNG SAI SOT VA XU TRI

5.1. Trwéc xét nghiém

5.1.1. Mau pham khong di u (dwéi 100 té bao) hoic chit lwgng khong dat:

- Nguyén nhan: Do manh sinh thiét qua nho hoic do cac budc trong quy trinh
giai phau bénh khong dat 1am bénh pham cé thé mat khang nguyén.

- Khic phuc: Panh gia bang tiéu ban nhuom Hematoxylin néu khong dat can
chon lai mau pham khac cua ngudi bénh. Néu khong c6 mau pham khac can sinh
thiét lai (néu c6 thé). Néu khong thé sinh thiét lai can khuyén cao bac si chi dinh.
5.1.2. Nhirng sai sot vé hoa chat, trang thiét bi

Hoa chat phai dugc dam bao dung khuyén céo cua nha san xuat, theo déi moi
trudng bao quan. Trang thiét bi dugc hiéu chuan, hiéu chinh dinh ki. Cac sai sot vé
hod chat, vat tu, trang thiét bi can khic phuc theo quy trinh quan 1y tuong Gng.

5.2. Trong qua trinh nhugm

- Theo ddi qué trinh nhuém ciia may dé kip thoi xir Iy cac sy ¢b khi may bao
16i.

- Khi hé théng bao 16i, may dung hoat dong, can phai chuyén sang cac buéc
tiép theo nhuém bang tay ngay sau d6, khong dugc dé bénh pham trén tiéu ban bi
kho.

- Reset lai may bang cach khoi dong lai hé thong. Heé théng 16i phirc tap ma
nguoi st dung khéng cé kha nang xu ly can goi ki su cta hing dé duoc hd tro Kip
thoi.

5.3. Sau xét nghiém
5.3.1. Chitng &m nén:

- Nguyén nhan: Boc 16 qua muc.

- Khéc phuc: Test dai nhiét d6 va thoi gian boc 16 dé tim vi tri nhiét 6 va thoi
gian tdi uvu cho phuong phap nhuém. Nhuom lai bénh pham.

5.3.2. Chirng dwong am tinh:

- Nguyén nhan: Hda chat hong; boc 16 khang nguyén chua dat; thoi gian phan

g véi khang thé mot qua ngan; khang thé mot pha lodng 1ong d6 chua t6i wu.
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- Khic phuc: Pha lai ha chat mai; cat cac tiéu ban chimg duong dé test tim
ra thoi gian boc 16 khang nguyén, thoi gian phan tng véi khang thé 1, ti 16 pha lodng
khang thé 1 sao cho ti vu. Nhuom lai bénh pham.

5.3.3. Tiéu ban chi nhuém mét phan mau bénh pham

- Nguyén nhan: Tiéu ban khi thuc hién nhuém bi nghiéng hozic héa chat bay
hoi dan dén khd viing phan tng. Ving nao khé s& khdng bt mau thudc nhudm.

- Khéc phuc: Can bang lai hé théng may, dung cu nhuém. Trong qué trinh
thuc hién quy trinh tiéu ban luén duge dé trong hé théng kin gié. Nhuém lai bénh
pham.

6. TIEU CHUAN PANH GIA VA KIEM TRA CHAT LUQONG

- Yéu cau thuc hién noi kiém chat luong;

- Hiéu chuan va hiéu chinh trang thiét bi;

- Kiém soat diéu kién moi truong;

- Pao tao thuong xuyén nhan vién vé ki thuat, quan ly chat luong va c6 hé
théng quan ly chat luong theo tiéu chuan.
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31. XET NGHIEM NHIEM SAC THE PHAN TU BANG KY THUAT CISH

1. PAI CUONG
1.1. Muc dich caa ky thuat

Xét nghiém lai tai chd gan mau (CISH) nham phat hién su hién dién hay ving
mit cua cac viing DNA cu thé phuc vu chan doan, diéu tri, tién lwong bénh.
1.2. Nguyén ly

- CISH (chromogenic in situ hybridization): Lai tai chd gan mau la ky thuat
st dung cac dau do gan maoi ¢d trinh tu b sung véi trinh tu dich quan tim trén DNA.
Két qua qua trinh lai cho phép xac dinh su ¢6 mat, s6 luong ciing nhu twong quan
vi tri cua cac trinh tyu dich.

- Sir dung kinh hién vi quang hoc dé bién giai két qua xét nghiém. Cac két
qua duong tinh hd tro trong phan loai mau bénh binh thuong va bat thuong, va duoc
ding bé sung véi cac xét nghiém mé/té bao bénh hoc truyén théng khac.

2. CHUAN BI
2.1. Nhan luc
- Bac si: 01 nguoi;
- K¥ thuat y hoac twong duong: 01 nguoi.
2.2. Sinh pham, vit tu
2.2.1. Sinh pham
Tuy theo loai may, hoa chét caa ting hang.

Tén hoa chat Muc dich sir dung
Mau do (Probe) Mau do gan dic hiéu RNA can phat hién
iView Blue Detection Kit Tao tin hiéu xanh cho mRNA muc tiéu
ISH protease 3 Enzyme pha mang nhén
Red Counterstain II Dung dich nhuom tuong phan
EZ prep (10X) Dung dich khtr paraffin

Dung dich dau bao phu I&n tiéu ban mé, ngin hoa

LCS .
chat boc hot

Reaction Buffer (10X) Dung dich rira tiéu ban

CC2 bém xt ly té bao
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SSC (10X) Dung dich xt ly té bao

RNA Positive Control Probe | Mau do lai mRNA ching duong
Negative Control Probe Mau do lai chiing &m

Positive Specimen Slides Tiéu ban mau chimg duong

2.2.2. Vit tu tieu hao.
- Dao cit tiéu ban sir dung mot lan;
- Lam kinh thuong;
- Lam kinh chuyén dung cho k§ thuat héa mé mién dich;
- Lamelle;
- But chi;
- Que tai bénh pham:;
- Khay d3;
- Gia dé tiéu ban;
-Ong li tam 1,5 mL;
- Pau con 20 ul ¢6 loc;
- Pau cbn 200 pl ¢6 loc;
- Pau cdn 1mL c6 loc;
- Khén sach;
- Gang tay;
- Nhén in;
- Nudc cit.
2.3. Trang thiét bi:
- Hé thong may nhudm tuong thich cho xét nghiém nay.
- May cat lat mong: can kiém tra cac ¢ vit va tra dau boi tron.
- Bé nudc dan bénh pham ¢ 50°C- 60°C
- May nhudém tu dong c6 cac bé nhudm duoc cai dat theo ting loai bénh pham:
- May do do pH dién tu;
- Kinh hién vi quang hoc 1 dau va nhiéu dau cho chan doan va hoi chan mo
bénh hoc;
- Voi nuéc chay, cac dung cu va thudc tay trung dé 1am sach dung cu;
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- Ta 4m 37°C va 56°C;

- Tu lanh;

- Bo pippet dung trong sinh hoc phan tu;

- T hut cho phong xét nghiém;

- Bé 6n nhiét;

- May votex;

- May say lam;

2.4. Chuan bi mau bénh pham:

- Bénh pham 1a cac mau nén c6 ving u can lai hai mau dé danh gia.

- Khoi nén bénh pham dat chat lwong can ¢ cac yéu cau sau:

+ Bénh pham duoc cb dinh ngay sau khi mo trong formalin trung tinh 10%
véi thoi gian téi uu 1a 6h-14h, nham dam bao chat lugng Nucleic acid trong té bao
duoc giir nguyén trang thai, ddng thoi khdng bi tiéu hay do enzyme néi sinh.

+ Céc quy trinh md bénh hoc tao ra khdi nén phai dam bao ding thoi gian va
ki thuat.

+ Mo u du s6 luong dé nhuom (>100 té bao).

2.5. Phiéu chi dinh xét nghiém

Ghi day du cac thong tin thoe quy dinh.

- C6 day du thong tin vé ngudi bénh (ho tén, tudi, gidi, dia chi, dién thoai),
khoa phong yéu cau xét nghiém, yéu cau xét nghiém ...

- Chan doan 1am sang, cac két qua can 1am sang khac (néu co), loai mau. ...
2.6. Thoi gian thuc hién ky thuat

Tong thoi gian wdc tinh: 3 ngay, trong do:

- Thoi gian chuan bi mau: 1 ngay;

- Thoi gian nhuoém: 1 ngay;

- Thoi gian phan tich két qua, tra két qua: 2 gio.

2.7. Pia diém thuc hién ky thuat

Phong xét nghiém di truyén — sinh hoc phan t.
3. AN TOAN

- Thyc hién cac bién phéap an toan theo Sé tay an toan cua tirng phong xét
nghiém: an toan sinh hoc, an toan dién, an toan chay nd, an toan hoa chit ...
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- Ap dung cic quy dinh vé an toan sinh va quan 1y chét thai y té.

- Hiéu chuan vat tu, thiét bi dinh ky.

- Kiém soat mai truong: Anh sang, tiéng on, nhiét do, d6 am ...

4. CAC BUOC TIEN HANH
4.1. Chuéan bj bénh pham

- Cat miu c6 do day 4 pm, 1at cit day hon 4 pm co6 thé can xu ly protease
manh hon so véi khuyén céo va c6 thé xuét hién bong bong nhan do paraffin du
thira trong mo.

- Khéi nén bénh pham cua ngudi bénh cat manh va dan 1én 2 tiéu ban c6 san
mau chiing &m va mau chung duong. Cat 1 tiéu ban dé thuc hién k§ thuat nhuom
hematoxylin - Eosin thong thuong. Mau chimg gitip danh gia tiéu ban xét nghiém
nhudm dat hay khong dat.

+ Tiéu ban chua ching duong dé xac dinh su bao ton mMRNA trén mau nguoi
bénh. Néu tiéu ban nay am tinh c6 nghia 1a mRNA trén mo bénh khong con duoc
bao ton, mMRNA bi pha huy.

+ Tiéu ban chung am st dung dé danh gia két qua nhuom nén, nhuom khong
dac hiéu trén mo bénh.

4.2. Quy trinh nhugom tw dong:

Budc 1: Tién xt ly mau mo: 28 phit.

Buac 2: Ly giai mang nhan ISH Protease: 4 pht.

Budc 4: Bién tinh DNA: 4 phit.

Buac 5: Phan ung lai (Hybridization): 6 gio, nhiét d6 u 72°C.

Budgc 6: Thuc hién phan tng khuéch dai bac: 16 phut.

Budc 7: Hién thi mau (Silver Chromogen): 4 phit.

Budc 8: Thuc hién phan ung khuéch dai tin hiéu do: 24 phut,

Budc 9: Hién thi mau (Red Chromogen): 8 phit.

Budc 10: Nhuom tuong phan bang hematoxylin: 8 phut.

Budc 11: Lam xanh nhén: 4 phut.

Budc 12: Lam trong, gan lamen.
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4.3. Nhan dinh két qua va bao céo
4.3.1. Poc két qua

- Quy trinh nhudm tu dong tao ra san pham phan &ng mau xanh két taa tai vi
tri DNA hodc RNA dich.

- Béc si giai phau bénh phai danh gia chung 4m va chung duong trudc khi
doc két qua trén mau bénh pham. Néu lam ching nhuom mau khéng thich hop, thi
két qua nhudém trén mau bénh duoc coi 1a khéng hop 16. Luu ¥ khong nén sir dung
vat kinh 100X.

+ Kiém tra lam ching duong trude dé xac dinh rang tat ca cac thuéc thir dang
hoat dong dung. Su hién dién caa san pham phan ang mau xanh trong cac té bao
dich 1a dau hiéu caa phan tmg duong tinh.

+ Chimg am duoc kiém tra sau ching duong dé xac minh tinh dic hiéu cua
phan (ng. Khéng nén c6 bat ky su nhuém mau dic hiéu nao trén chang am. Néu
nhudém mau xay ra, né cho thay phan tng chéo khong dac hiéu véi céc té bao hoic
cac thanh phan cua té bao. Cac té bao nguyén ven nén dugc sir dung dé doc két qua
nhudm mau vi cac té bao hoai tir hodc thoai hoa thuong bat mau khong dic hiéu.

- Két qua danh gia trén mau bénh phai dugc danh gia cung véi Negative
reagent control duéi kinh hién vi quang hoc.

+ Két qua 1a &m tinh khi khéng phat hién duoc chudi DNA hoic RNA trong
té bao dich.

+ Két qua duong tinh 1a su xuat hién caa tin hiéu mau xanh trong té bao dich.
Hinh thai mo hoc cia mau nén duoc danh gia cung tiéu ban nhuém H&E.

4.3.2. B4o c4o, tra két qua xét nghiém va lwu trir bénh pham

- Tra két qua theo céc quy trinh lién quan. Két qua co day du thdng tin bénh
pham, ky thuat, chan doan va ngudi thuc hién. Luu vao biéu mau theo quy dinh va
luu trit o so.

- Luu khdi nén va tiéu ban theo quy trinh Luu va hay bénh pham Giai phau
bénh va thoi gian quy dinh
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5. NHUNG SAI SOT VA XU TRIi
5.1. Truéc xét nghiém
5.1.1. Mau pham khong di u (dwéi 100 té bao) hoic chat lwong khong dat:

- Nguyén nhan: Do manh sinh thiét quéa nho hoic do cac budc trong quy trinh
giai phau bénh khong dat 1am bénh pham cé thé mat khang nguyén.

- Khic phuc: Panh gia bang tiéu ban nhuom Hematoxylin néu khong dat can
chon lai mau pham khac cua ngudi bénh. Néu khong c6 mau pham khac can sinh
thiét lai (néu cd thé). Néu khong thé sinh thiét lai can khuyén cao bac si chi dinh.
5.1.2. Nhirng sai sot vé hoa chat, trang thiét bi

Hoa chat phai dugc dam bao dung khuyén céo cua nha san xuat, theo déi moi
truong bao quan. Trang thiét bi dugc hiéu chuan, hiéu chinh dinh ki. Cac sai st vé
hod chat, vat tu, trang thiét bi can khac phuc theo Quy trinh quan 1y tuong Gng.
5.2. Trong qua trinh nhugm

- Theo ddi qué trinh nhuém ciia may dé kip thoi xir Iy cac su ¢b khi may bao
16i.

- Khi hé théng bao 16i, may dung hoat dong, can phai chuyén sang cac buéc
tiép theo nhudm bang tay ngay sau do, khong dugc dé bénh pham trén tiéu ban bi
kho.

- Reset lai may bang céch khai dong lai hé théng. Hé théng 13i phuc tap ma
nguoi st dung khéng cé kha nang xu ly can goi ki su cua hing dé duoc hd tro Kip
thoi.

5.3. Sau xét nghiém
5.3.1. Chitng &m nén:

- Nguyén nhan: Boc 16 qua muec.

- Khéc phuc: Test dai nhiét do va thoi gian boc 16 dé tim vi tri nhiét 6 va thoi
gia ti wu cho phuong phap nhuém. Nhuom lai bénh pham.

5.3.2. Chitng dwong am tinh:

- Nguyén nhan: Hda chat hong; boc 16 khang nguyén chua dat; thoi gian phan

ing véi khang thé mot quéa ngan; khang thé mot pha lodng 1ong d6 chua tbi wu.
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- Khic phuc: Pha lai héa chat mai; cat cac tiéu ban chimg duong dé test tim
ra thoi gian boc 16 khang nguyén, thoi gian phan tng véi khang thé 1, ti 16 pha lodng
khang thé 1 sao cho ti vu. Nhuom lai bénh pham.

5.3.3. Tiéu ban chi nhuém mot phan mau bénh pham:

- Nguyén nhan: Tiéu ban khi thuc hién nhuém bi nghiéng hozic héa chat bay
hoi dan dén khd viing phan tng. Ving nao khé s& khdng bt mau thudc nhudm.

- Khéc phuc: Can bang lai hé théng may, dung cu nhuém. Trong qué trinh
thuc hién quy trinh tiéu ban luén duge dé trong hé théng kin gié. Nhuém lai bénh
pham.

6. TIEU CHUAN PANH GIA VA KIEM TRA CHAT LUQONG

- Yéu cau thuc hién noi kiém chat luong;

- Hiéu chuan va hiéu chinh trang thiét bi;

- Kiém soat diéu kién moi truong;

- Pao tao thuong xuyén nhan vién vé ki thuat, quan ly chat luong va c6 hé
théng quan ly chat luong theo tiéu chuan.

7. TAl LIEU THAM KHAO

1. Dandachi N, Dietze O, Hauser-Kronberger C: Chromogenic in situ
hybridization: a novel approach to a practical and sensitive method for the detection
of HER2 oncogene in archival human breast carcinoma. Lab Invest. 2002, 82: 1007-
1014.

2. Gupta D, Middleton LP, Whitaker MJ, Abrams J: Comparison of
fluorescence and chromogenic in situ hybridization for detection of Her-
2/neu oncogene in breast cancer. Am J Clin Pathol. 2003, 119: 381-387.

3. Tanner, M; Gancberg, D; Di Leo, A; Larsimont, D; Rouas, G; Piccart, M.
J.; Isola, J (2000). "Chromogenic in situ hybridization: A practical alternative for
fluorescence in situ hybridization to detect HER-2/neu oncogene amplification in
archival breast cancer samples™. The American Journal of Pathology. 157 (5): 1467-
72.doi:10.1016/S0002-9440(10)64785-2. PMC 1885742. PMID 11073807.



266

32. XET NGHIEM GEN BANG KY THUAT PCR-RFLP

1. PAI CUONG
1.1. Muc dich caa ky thuat

Xac dinh cac bién ddi di truyén (néu c6) bang ky thuat PCR-RFLP
(Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length Polymorphisms hay
Phan tng khuéch dai chudi dai-da hinh chiéu dai doan cit gi¢i han), phuc vu chan
doan, tién luong va diéu tri bénh.
1.2. Pinh nghia, nguyén ly

Ky thuat PCR-RFLP 13 k¥ thuat PCR két hop Vvéi phan tich da hinh doan
DNA dich dua trén vj tri cit ctia enzyme cat gigi han. Cac bién doi di truyén nam &
vi tri nhan biét caa enzyme gigi han bén trong san pham PCR s& duoc xac dinh
thong qua k¥ thuat ndy. K thuat ndy gom hai budc: Buéc PCR khuéch dai viing
gen dich (01) va xtr ly san pham PCR bang enzyme gigi han (02) dé phan tich bién
the.
2. CHUAN BI
2.1. Ngwoi thuc hién:

- Bac si: 01 nguoi;

- K§ thuat y hoac twong duong: 02 nguoi.
2.2. Vat tu

Hoa chat, sinh pham Piéu kién bao quan

Kit tach chiét DNA

Kit do nong do DNA

Hoéa chat cho phan tng PCR

Cac cap mdi dic hiéu

Emzym gidi han Theo huéng dan cua nha

Dém dién di (TBE hoic TAE) San xuat

Loading dye
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Agarose

Thubc nhuom DNA

Thang DNA chuan

2.3. Trang thiét bi

- May PCR;

- Hé thdng chup anh gel;

- May tinh ¢4 phan mém chup anh gel;

- B& 6n nhiét;

- BO luu dién;

- May dién di;

- May tron mau;

- May ly tam loai dé ban;

- T an toan sinh hoc cap II;

- Méay u nhiét kém lic rung;

- May Vortex;

- May ly tdm Spin down;

- B6 pipet céc kich ¢& tir 1 pL dén 1000 pL.

- Ta lanh 2°C - 8°C;

- Tt lanh am sau -20°C;

- Tt lanh am sau -70°C.
2.4. Chuan bi miu bénh pham

Bénh pham 1a 1-2 mL mau toan phan/tuy xuong dung trong 6ng chong dong
EDTA. Bao quan 2-8°C, giao mau dén khoa xét nghiém trong vong 24 gio ké tir khi
ldy mau.
2.5. Phiéu chi dinh xét nghiém

Kiém tra phiéu chi dinh xét nghiém: ghi day du thong tin theo quy dinh: ho tén
ngudi bénh, tudi, givdng bénh, tén khoa phong, chan doan, loai mau bénh pham, thoi
gian ldy mau bénh pham...
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2.6. Theoi gian thuc hién ky thuat

UG tinh tir 1dc bt dau cho dén khi két thic xét nghiém: 24 gio.
2.7. Pia diém thuc hién ky thuat

Phong xét nghiém Di truyén - Sinh hoc phan ti.
3. AN TOAN

- Nhan vién phai mang ging tay, khau trang va mic trang phuc y té trong suét
qua trinh lam xét nghiém.

- Phén loai dtng rac thai va loai bo rac thai ngay sau qua trinh thuc hién xet
nghiém.

- Thyc hién kiém soat diéu kién mdi truong theo “Quy trinh theo ddi va kiém
soat diéu Kién méi truong”.
4. CAC BUOC TIEN HANH
4.1. Cac buéc thuc hién
4.1.1 Tach chiét DNA

Sur dung cac bo kit thwong mai, thuc hién theo huéng dan cua nha san XUA.
4.1.2. Po nong 3o DNA

Thuc hién cac budc ki thuat theo hudng dan cia nha san xuat.
4.1.3. Thuc hién phan wng PCR

- Ly hoa chit cho phan tng PCR va cac cap mdi dat trén khay trit lanh
khoang 10 phut dé rd dong hoan toan, tron nhe va ly tam nhanh trong 1-2 giay.

- Chuan bi ho so xét nghiém, tinh todn s6 luong cac thanh phan phan ang.

- Chuan bi cac 6ng PCR 0,2 mL. Ghi m& mau lén mdi 6ng.

- Chuan bj hdn hop phan tng PCR (thao tac trong ta an toan sinh hoc): st
dung pipet thém lan luot tirng hoa chit (theo quy trinh da tdi wu) vao mot éng 0,2
mL hoac 1,5 mL. Tron déu dng hdn hop va chia hoa chat da pha vao mdi 6ng phan
ng (s6 lwong hoa chat chia vao mdi ong thuc hién theo quy trinh da téi wu).

- B6 sung DNA vao mdi 6ng tuong tng (ndng ¢6 DNA bo sung vao mdi 6ng
PCR theo hudng dan tai quy trinh d3 tdi vu).

- bat cac 6ng phan wng vao may PCR, chon chuong trinh PCR tuong thich.

- Lau chii mat san ta an toan sinh hoc bang con 70%.

- Khi truong trinh PCR két thic, lay cac 6ng phan tng ra khoi may luan nhiét.
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- bién di kiém tra san pham hodc bao quan san pham PCR & nhiét d 2-8°C.
4.1.4. Bién di trén gel agarose

- Chuan bi ban gel agarose ¢ ndng d6 thich hop

- Nho mau vao céc vi tri tuong tng trén ban gel, nhé mau DNA chuan (DNA
ladder) tuong thich.

- Tién hanh dién di ¢ thoi gian va diéu kién dién thé phu hop

- Chup anh ban gel va chi thich tén mau, ngay xét nghiém, loai xét nghiém
4.1.5. Cat san phAm PCR véi enzym giéi han

- Chuan bi 6ng phan ang cit enzym véi cac thanh phan va thé tich theo hudng
dan di kem.

- U mau cat ¢ nhiét do va thoi gian thich hop vai mdi loai enzym.

4.1.6. Pién di san pham cat

- Chuan bi ban gel agarose ¢ nong d6 thich hop.

- Nho mau vao céc vi tri tuong tng trén ban gel, nhé mau DNA chuan (DNA
ladder) tuong thich.

- Tién hanh dién di ¢ thoi gian va diéu kién dién thé phu hop.

- Chup anh ban gel va chi thich tén mau, ngay xét nghiém, loai xét nghiém.
4.2. Nhan dinh két qua

- Chi phan tich két qua mau xét nghiém khi cac mau dbi ching trong phan
g dat yéu cau.

- Phan tich két qua mau xét nghiém dya vao kich thudc cua cac bing san
pham PCR trudc cat va sau cat. Dua vao kich thuéc san pham thu duoc sau cat dé
nhan biét sy c6 mit hay khdng c6 mat cuaa cac bién thé gen mong mudn.

4.3. Tra két qua va luwu trir ho so
Tra két qua theo quy trinh lién quan, ghi vao biéu mau c6 lién quan dén quy
trinh va luu ho so xét nghiém.
5. NHUNG SAI SOT VA XU TRI
SAI SOT XU TRI
= Lay mau khong da hodc sai chat | = Thuc hién ding huéng dan qui cach
chéng dong. ldy mau.
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= Sai sOt trong dan ma x Iy mau | = Kiém tra dung thong tin hanh chinh
dan dén nham mau, s6t mau khi gan ma

= L&y nhiém trong qua trinh PCR | = Tuén tha dung quy trinh k¥ thuat,
cho két qua am tinh/duong tinh th ty nhé mau trong qua trinh PCR
gia

= Quatrinhdiéndicdthébithung | = Khi nhé mau dé dau con ¢ phia trén
giéng, tréi mau, tran mau sang bé mit giéng tach, khéng cim dau
giéng khac con sau vao giéng thach.

6. TIEU CHUAN PANH GIA VA KIEM TRA CHAT LUQNG
Cac mau dbi ching dat yéu cau khi:

- Pi chung dwong: phai c¢6 bang san pham dac hiéu dung kich thudc.

- P6i chting am: khong duoc 1én bang co kich thuéc tring véi loai dot bién
twong rng.

- Chitng H20: phai khong co bang san pham.

7. TAI LIEU THAM KHAO
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33. XET NGHIEM CAC GEN BANG KY THUAT MLPA

1. PAI CUONG
1.1. Muc dich caa ky thuat

Xét nghiém cac gen bang ky thuat MLPA (Multiplex Ligation-dependent
Probe Amplification) duoc sir dung dé phét hién va dinh lugng cac bién thé di truyén
lién quan dén bat thuong sb luong ban sao cua doan DNA, phét hién dot bién
mat/thém/lap doan... hodc dot bién diém da biét trudc trong clng mot lan xét
nghiém trén cac gen/ving gen xac dinh dé phuc vu cho chan doan, tién luong va
diéu tri bénh, hd tro tu van di truyén, ting dung trong nghién cuu.

1.2. Dinh nghia, nguyén ly
1.2.1. Binh nghia

Ky thuat khuéch dai da dau do dya trén phan ung ghép ndi (MLPA) 1a mot
ky thuat ban dinh luong dugc sir dung dé xac dinh sb lwong ban sao cua tbi da 60
trinh ty DNA déac hiéu trong cung mot phan ang.

1.2.2. Nguyén ly

- Tach DNA tong sb dua trén nguyén tic pha v& mang té bao, mang nhan
bang cac phuong phap vat 1y, hda hoc dé giai phong DNA ra méi trudng dong thoi
phan hay cac protein lién két vai DNA.

- K§¥ thuat MLPA dua trén phan ting PCR khuéch dai nhiéu doan gen khéc
nhau chi vai 1 cap moi duy nhat. Phan tung MLPA tao ra mot tap hop cac san pham
PCR duy nhat c6 chiéu dai tir 64-500 nt duwoc phan tach bang dién di mao quan.

- Ky thuat MLPA 1a mot ky thuat phét hién su thay ddi sé luong ban sao bang
cach so sanh chiéu cao cua cac dinh tin hiéu dau do caa phan tng MLPA. So sénh
chiéu cao cua dinh tin hiéu mau DNA dich véi dinh tin hiéu tuong tng cia mau
DNA ddi chting, cung cap thong tin vé trang thai s6 lugng ban sao gen cua trinh tu
dich. Viéc x6a mot hoic nhiéu trinh ty dich c¢6 thé nhin thay khi chiéu cao dinh giam
tuong (ng, trong khi su gia ting chiéu cao dinh phan &nh sy gia ting s6 lugng ban
sao.
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2. CHUAN BI
2.1. Ngwoi thuc hién

- Bac si: 01 nguoi;

- K¥ thuat y hoac twong duong: 02 nguoi.
2.2. Vit tu
2.2.1. Dung cu

- Pau con thudng va dau con ¢é phin loc (1000 pL, 200 pL, 100 pL, 10 pL).

- Ong ly tam 1,5-2 mL; 6ng PCR céc thé tich (0,2-0,5 mL); mao quan céc
loai: 50 cm, 70 cm (4 vi tri hodc 8 vi tri), Khay chtra mau 96 giéng.

- TAm cao su ddy dia chay mau va day khay dém cho may dién di mao quan;
Khay gitt mau cac loai (24-48 vi tri): khay giit lanh, khay giit 6ng 0,5 mL-2mL-
15mL-50mL; Ban thi nghiém; ti dung hoa chat; hop luu mau; gidy lau may va gidy
lau tay.

- Ong dung bénh pham: éng chéng dong EDTA, éng dung mau vé tring.;
trang bi bao ho: ging tay; khau trang; mii gidy; sat khuan tay nhanh.

- Chi phi khac: chi phi phan mém noi bo cua bénh vién, chi phi hiéu chuan
trang thiét bi hodc chi phi danh gia ISO (néu co)...

2.2.2. Hoa chat/sinh pham

- Hoa chat dung chung: nuéc khdng chira Nuclease; ethanol 100%.

- B6 mau chitng gdm mau chimg khong c6 dot bién, mau ching am va duong
cac loai (néu co).

- Hoa chat tach DNA: kit tach DNA tong s6, ethanol 100% va 70%.

- Hba chat PCR: hdn hgp hda chat sir dung trong phan tng PCR (PCR Master
mix hodc enzym Taq DNA Polymerase...); hon hop 4 loai nucleotid (dNTPs
Mix...); mdi xudi va moi nguoc (50 nmol/éng...).

- Hoa chat MLPA (Salsa MLPA Probemix...); Dung dich dém dién di mao
quan (Hidi formamide...); Thang chuan dién di mao quan (Genscan 500 Liz...);
nudc khong chira Nuclease (DNAase/ RNAase free water).

- Hoa chat dién di mao quan: khay dém cho cuc &m va cuc duong may dién
di mao quan (Anode Buffer Container (ABC), Cathode Buffer Container (CBC);
dém cho may dién di mao quan (POP-7 Polymer for 3500/3500xL Genetic
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Analyzers...); hoa chat can chinh cho may dién di mao quan (DS-33 Matrix
Standard (Dye set G5)...).

- Bao quan va sir dung theo hudng dan cua nha san xuat.
2.3. Trang thiét bi

- Pipets céc thé tich: 0,1-1 pL; 1-10 pL; 1-20 pL; 10-200 pL; 0,1-1 mL.

- Tu sach/ Ta ATSH cip 1/ Ta ATSH cép 2, Tu hit hda chat.

- Hé théng dién di mao quan, may luan nhiét PCR 96 giéng, may tach DNA
tu dong; may quang phé do DNA/RNA, hé thong dién di, hé théng chup anh gel
dién di kém phan mém.

- May ly tam: may ly tam thuong; may ly tdm lanh; may ly tdm mini spin; may
ly tam dia; Tu lanh va ta &m céc loai (-20°C; -40°C; -80°C).

- Thiét bi phu tro: may lac; ti 6n nhiét khd; bé 6n nhiét nudc; ndi khir tring
wot; ta sdy kho; can dién ta; luu dién; nhiét am ké; nhiét ké; may in anh; may in tem
ma vach.

2.4. Chuan bi miu bénh pham

- Loai mau bénh pham: mau ngoai vi; dong té bao dich 6i sau nudi cay; cac
bénh pham khéc: nudc bot, niém mac ma, mau u, gai rau, mau cudng rén; DNA tong
sb, san pham PCR.

- Tiéu chuan mau bénh pham:

+ Mau ngoai vi: 0,5-2 mL, dung trong 6ng EDTA vo tring.

+ Céc bénh pham khac: dung trong dng dung bénh pham v tring.

+ DNA tong sb, san pham PCR: lwong DNA t6i thiéu 10 ng/pL.

2.5. Phiéu chi dinh xét nghiém

- Kiém tra phiéu chi dinh: kiém tra théng tin theo quy dinh.

- Kiém tra 6ng dung bénh pham: kiém tra thong tin theo quy dinh.
2.6. Thoi gian thuc hién ky thuat

6,2 gio.

2.7. Pai diém thuc hién ky thuat
Phong xét nghiém di truyén — sinh hoc phan tu.
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3. AN TOAN

- Bam bao nguyeén tic an toan sinh hoc: mic 4o vo trung, deo khau trang, kinh
bao ho, mii bao ho, gang tay khi thyuc hién xét nghiém.

- Pam bao an toan theo hudng dan caa nha san xuat hda chat, thiét bi.

4. CAC BUOC TIEN HANH
4.1. Cac budéc thuc hién

- Chuan bi chung cho céac buéc thyuc hién xét nghiém:

+ Khay giir lanh; khay dung 6ng ly tim day nhon 1,5 mL va dng PCR, but viét.

+ Ging tay, con tuyét dbi va con 70°C, sat khuan tay nhanh, dang ki sir dung
tu an toan sinh hoc va may luan nhiét PCR, may giai trinh tu gen.

+ Ghi tén nguoi bénh/ma s6 nguoi bénh 1én cac 6ng PCR hoac 6ng ly tam.

+ Phiéu theo dbi thuc hién xét nghiém (néu co): tinh tong sé hoa chat can pha
dé thuc hién 1 1an xét nghiém hozc xét nghiém cho 1 mau bénh pham.

- Cac budc duoc thuc hién bai 1 nhan vién chinh va 1 nhan vién giam sat.
4.1.1. Tach DNA tong so

- DNA t6ng so ¢6 thé thuc hién theo 2 cach: tach bang kit thuong mai theo
huéng dan cua nha san xuat va tach thi cong sir dung céc loai hoa chat twong duong
nhu enzyme protease, hoa chét tay rira manh (SDS...), dung dich dém ly giai, con....
Cac budc thuc hién nhu sau:

- Bién tinh va phan giai protein: thém lugng mau can thiét vao 6ng di chua
enzyme hoic hoa chat twong duong nham pha mang té bao va mang nhan; bo sung
dung dich dém (néu can), tron déu va u ¢ nhiét do phu hop.

- Loai bo protein: protein sau bién tinh s& duoc két taa va phan 16p hoac giit lai
trén cot loc.

- Thu axit nucleic: sir dung con hoic hda chat twong duong dé tuia DNA hoic
hoa tan DNA va duoc thu lai bang céch ly tim & toc do pht hop. DNA dugc hoa tan
trong dung dich phu hop (nuéc khir enzyme hoac dung dich twong duong) va bao
quan & nhiét do -20°C.

Kiém tra chat lugng DNA tng sé bang dién di hodc quang pho ké.

4.1.2. Thuc hién k¥ thuat MLPA
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- Rd déng cac hoa chat: Dé hoa chét tan tur tir trén khay giir lanh dén khi hoa
chét tan hoan toan rdi bao quan trong khay gitt lanh.

- Chuan bi bé mau can chay (¢ nhiét 6 phong) bao gém: mau chieng &m; mau
chtng duong (néu cb); mau trang; mau bénh pham.

- Thuc hién phan tmg MLPA theo cac budc sau:
Buéc 1: Bién tinh DNA

- L4y luong DNA can thiét (50- 200 ng DNA) cho vao éng PCR 0,2 mL da ghi
tén va thuc hién bién tinh DNA tng s6 theo huéng dan cia nha san xuat.
Budc 2: Lai cac dau do

- Pha hdn hop hoa chat lai dau do theo céc thanh phan theo khuyén céo cua nha
san xuat.

Héa chat S6 lwong (pL)/ mau

Hon hop dau do
Dung dich dém
Tong thé tich

- Chia 3 pL hoéa chét lai chira dau do di pha vao cac dng PCR chira DNA da
bién tinh va tron déu bang pipet.

- U méu theo chu trinh nhiét theo khuyén co ciia nha san xuat.
Budc 3: Phan ang ghép nbi

- Pha hdn hop hoa chat ghép ndi theo cac thanh phan theo khuyén céo cua nha
San Xuat:

Héa chat S6 lwong (uL)/
mau

Nudc khdng chia Nuclease
Dung dich dém 1
Dung dich dém 2
Dung dich dém 3
Tong thé tich

- Giit mau & nhiét do 54°C, thém thé tich can thiét (vi du 16pl...) dung dich
ghép ndi trén vao moi mau va tron déu.
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- Thuc hién chu trinh nhiét theo khuyén céo cua nha san xuat:
Budc 4: Phan tng PCR

- Pha hdn hop dung dich PCR theo céc thanh phan theo khuyén céo cta nha
san Xuat:

Hoéa chat S6 lweng (uL)/
mau

Nudc khdng chira Nuclease
Hén hop trinh tu moi

Enzyme tong hop DNA soi d6i
Tong thé tich
- Gitr mau & nhiét d6 20°C, chia thé tich can thiét (vi du 6 pl...) hdn hop PCR
vao mdi mau, sau d6 tron déu bang pipet va thuc hién phan tng PCR.
- Thyc hién chu trinh nhiét PCR theo khuyén céo caa nha san xut:
Luu y: San pham PCR c6 thé duoc bao quan tranh anh sang ¢ 4°C trong 1 tuan.
Trong thoi gian dai hon c6 thé bao quan & nhiét do tir -25°C dén -15°C.
4.1.3. bién di san pham MLPA bang may dién di mao quan
- Khoi dong may dién di mao quan, thiét lap chwong trinh trén méy dién di
mao quan theo hudng dan cua nha san xuat.
- Pha hon hop dung dich dién di mao quan theo theo khuyén céo cua nha san

XUAL:

Héa chat S6 lwong (pL)/ mau
Dung dich dém dién di mao quan
Thang chuan dién di mao quan
San pham PCR
Tong thé tich
- H{t thé tich dung dich dién di mao quan vira pha (10 pL...) va nhé vao cac
giéng trén khay chira mau, day nap va dit khay chira mau vao dung vi tri trén may
dién di mao quan.
- Tién hanh chay may dién di mao quéan theo hudng dan cta nha san xuat.
4.1.4. Thu thap dit liéu va phan tich
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- Két qua phan tng MLPA duoc thu thap va luu trit theo quy dinh.
- Phan tich két qua MLPA bing phan mém chuyén dung.
4.2. Nhan dinh két qua
4.2.1. Xem xét két qua QC
a. Tach DNA
Luong DNA téng sé dugc do trén may quang phé do DNA/RNA tai buéc
s0ng OD2g0/280nm > 10 ng va d6 tinh sach DNA trong khoang 1,8-2,0.
b. Pién di san pham MLPA

Kiém tra tin hiéu rd rang, khdng nhiéu, kich thudc dai tin hiéu téi wu, téi thiéu
va t6i da cho cac thiét bi dién di mao quan va céc tin hiéu chuan theo khuyén céo
ctia nha san xuat.

4.2.2. Boc két qua va nhan dinh két qua
a. Poc két qud

- Két qua duogc phan tich theo hudng dan cua nha san xuat.

- Ty & tin hiéu (Final Ratio - FR) duoc phan tich bang viéc so sanh céc tin
hiéu cac doan cia mau bénh pham véi doan tuong tng cia mau déi ching.

- Do léch chuan cua ting doan so Véi cac doan tham chiéu phai <0,10.

- Phan tich ty ¢ tin hiéu tai vi tri cac dau do va mdi teong quan giita kiéu gen
- 56 ban sao gen theo khuyén co ciia nha san xuét.

b. Nhdn dinh két qua

- Danh phéap cua céc bién thé dugc viét theo huéng dan cia HGVS.

- Dua vao s6 ban sao cua mdi doan dé két luan Kiéu gen tuong tng: Khong
phét hién dot bién/ Di hop tir dot bién/ Bong hop tir dot bién/ Di hop tir kép. ..
4.2.3. Phién giai va bao céo két qua

- Phién giai két qua theo huéng dan ACMG.

- Bé4o c4o két qua theo hudng dan caa cac quy trinh lién quan.

4.2.4. Bién luan két qua cho nhimg truong hop bat thuong
- Béi chiéu két qua kiéu gen va kiéu hinh theo quy trinh lién quan.
- Tu van di truyén hoac thuc hién thém xét nghiém néu can.



4.3. Tra két qua va lwu trix ho so
4.3.1. Tra két qua
- B4o céo két qua xét nghiém duogc thuc hién theo céc quy trinh lién quan, luu
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hd so va ghi vao biéu mau can thiét va luu hd so xét nghiém.
- Két qua xét nghiém can dugc kiém tra chéo, phé duyét trude khi tra.
4.3.2. Luu trir ho so
Ho so xét nghiém dugc luu theo quy dinh.
5. NHUNG SAI SOT VA XU TRI
5.1. Truéc khi thuc hién ky thuat

-Van chuyén sai quy
dinh
- Bao quan sai quy dinh

Nguy co Nguyén nhan X tri
Nham mau | - Nhan vién khéng tuan | - Pao tao nhan vién lién tuc, kiém tra
tha quy trinh/chua | chéo va lay lai mau bénh pham
duoc dao tao
D6 mau - Nhan vién khong tuédn | - Pao tao nhan vién lién tuc,
tha quy trinh/chua |- LAy lai mau bénh pham
duoc dao tao
Thiéu mau | - Mau bj that lac - B4o c4o lanh dao khoa, ghi nhan su
- D6 mau viéc, khir nhiém va lién hé nguoi bénh
lay lai mau
Mau khong | - Sai 6ng dung mau/Sai | - Lay lai mau bénh pham
dat mau bénh pham

- Lay lai miu, dao tao nhan vién van
chuyén mau

- L4y lai mAu, kkiém tra va hiéu chuan
thiét bi bao quan mau

5.2. Trong qua trinh thuc hién ky thuat

chua duoc dao tao

Nguy co Nguyén nhan Xir tri
Sai quy trinh | - Nhan vién khong | - Pao tao nhan vién lién tuc, kiém tra chéo
ky thuat tuan tha quy trinh/ | va thuc hién lai quy trinh k¥ thuat
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Nguy co Nguyén nhan Xir tri
Hoéa  chat | - Bao quan sai/hét han | - Chuan bi lai hoa chat
khong dat - PBao tao nhan vién sir dung va bao quan
hoa chét.
Thiét bi | - May hong - St dung may khac cung chtic ning dé
ding  dot thuc hién lai xét nghiém va kiém tra thiét
ngot bi dinh ki,
- Mét dién - Pam bao ngudn dién wu tién va thuc
hién lai PCR
- Thiéu hoa chat chay | - Bo sung hoa chat va khai dong lai may
may xét nghiém
Nhiém mau |- Nhan vién khong |- Xu |y lai mau va thuc hién lai xét
tuan tha quy trinh ky | nghiém
thuat va an toan sinh | - Giam sat va kiém tra chéo
hoc
Luong DNA |- Nhan vién khong | - Dao tao nhan vién lién tuc, kiém tra chéo
khong dat tudn tha quy trinh/
chua duoc dao tao | - LAy lai mau
- [t mau
-Do tinh chat bénh
hoic thudc diéu tri
cua nguoi bénh
D6 DNA -Nhan vién Kkhoéng | - Thuc hién lai quy trinh tach DNA
tuan tha quy | - Kiém tra va danh gia nhan vién lién tuc
trinh/chua duoc dao
fao
Nham mau |- Nhan vién khéng |- Dao tao lién tuc va kiém tra chéo
tuan thu quy trinh
San  pham |- Hoa chat hét han st | - Thyuc hién lai MLPA; dao tao lai nhan
MLPA dung/khong  duoc | vién trong bao quan va st dung hoa chat.
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Nguy co

Nguyén nhan

Xir tri

khong dung
kich

bao quan dung quy
dinh cua nha san

- LAy lai mau va thyc hién lai quy trinh ky

thugc/khdng | xuét thuat
dac hiéu - Nham mau/ héa chat | - Pao tao va kiém tra lién tuc
- Thao tdc cuta nhan
vién chua dat/chua
dang
Mau noi | - Sir dung sai mau ndi | - Chon lai mau ni kiém va thuc hién lai
kiém khong | kiém k§ thuat
dat - Sai chu trinh nhiét - Thyc hién lai phan tng
- Sai mau bénh pham | - LAy lai mau/tach lai mau va thyc hién lai
quy trinh ky thuat
Tin hiéu cac | - Qua nhiéu san pham | - Giam thoi gian dién di/ hiéu dién thé
dau do trén | PCR - Str dyng it san pham PCR hon (Tdi da
muc tin hiéu 10% tong thé tich mau dién di)
ti uu - Pha lo&ng san pham PCR
Cic  dinh |-Bay hoi trong gia |- Kiém tra nap gia nhiét
cia dau do | doan lai qua dém - St dung dau ngan bay hoi, dam bao 6ng
MLPA dbc | - Bay hoi trong buéc | PCR déng chit.
xuéng phan tng ndi - Giam thai gian thao tdc ma nap (st dung
-Tap chat tr mau | pipet da kénh)
DNA - Pha lodng hoac tinh sach DNA
Khong c6 | - Hoa chat hét han/bao | - Kiém tra hda chat trudc khi st dung, pha
san  pham | quan sai quy dinh lai PCR
MLPA -Nong d6 hoéa chat | - Thuc hién lai phan ang MLPA trén may

khong dling

- Nhan vién khoéng
tuan thu quy trinh

- Mt dién

khac
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Nguy co Nguyén nhan Xir tri

- May hong
Phan  tich |- Nhan vién khéng |- kiém tra va phan tich chéo két qua xét
két qua | tudn tha quy trinh/ | nghiém hodc xin y kién cua bac si lam
khong chinh | chua duoc dao tao sang.
X4c

5.3. Sau khi thuc hién k¥ thuat

Nguy co

Nguyén nhan

X tri

Bao cao sai
két qua xét

nghiém

- Nhan vién khong
tuan tha quy trinh/
chua duoc dao tao

-Lua chon sai biéu
mau bao céo két qua

- Thuc hién lai quy trinh k§ thuat néu can.

- Kiém tra chéo két qua

- B4o cao lanh dao khoa va stra lai bao cao
két qua.

Tra nham két

qua Xét
nghiém cua
nguoi  bénh
khac

- Nhan vién khong
tuan thu quy trinh

- B4o c4o lanh dao va lay lai mau dé thuc
hién lai xét nghiém
- Bao tao lai nhan vién

Mat két qua

xet nghiém

- Nhan vién dé sai vi
tri luu két qua

- Nhan vién tra nham
cho nguoi bénh khac

- Kiém tra lai hd so xét nghiém va in lai
ban két qua khéc

- Kiém tra lai hd so xét nghiém va in lai
ban két qua khéc

6. TIEU CHUAN PANH GIA VA KIEM TRA CHAT LUQNG
- Gi4 tri bao dong/nguy hiém: Lwong DNA tong s6 < Ing/uL, d6 tinh sach

(OD260/280nm) N

goai khoang tur 1,8-2,0.

- Mau noi kiém dat chat lugng.

- Chat lwong tin hiéu chay dién di mao quan dat yéu cau.
- Phan tich va kidm tra chéo truc khi phé duyét két qua.
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34. XET NGHIEM GIAI TRINH TU GEN

1. PAI CUONG
1.1. Muc dich caa ky thuat

Xac dinh trinh ty caa mot gen dich hodc mét trinh tu cia doan gen dé phat
hién dot bién trén gen, phuc vu cho chan doan, tién lugng va diéu tri bénh.
1.2. Pinh nghia, nguyén ly
1.2.1. Binh nghia

Ky thuat giai trinh ty 1a ki thuat giai trinh tu cho 1 doan gen di biét bang
phuong phap giai trinh ty truc tiép.
1.2.2. Nguyén ly

- Tach DNA tong sb dua trén nguyén tic pha vd mang té bao, mang nhan
bang cac phuong phap vat 1y, hda hoc dé giai phong DNA ra méi trudng dong thoi
phan hay cac protein lién két vai DNA, va thu nhan DNA tinh sach bang hda chat
phu hop.

- K§ thuat PCR (polymerase chain reaction) dugc thuc hién dya trén nguyén
tac bo sung va nho hoat dong caa enzyme polymerase.

- Dya vao dic tinh cau tric cua cac axit nucleic 13 cac dai phan t tich dién
am dong déu trén khap bé mat nén khi chiu tac dung cia dién truong khong doi
ching sé& di chuyén vé cuc duong. Téc do di chuyén caa ching trén ban thach
agarose phu thudc vao kich thugc DNA va nong do ban thach.

- Giai trinh ty gen Sanger dua trén nguyén ly “két thic chudi” dé tong hop
cac trinh tu nucleotide soi don trong mot phan tng c6 ddNTPs. Viéc tong hop trinh
tu dién ra bang cach 1am dung ngau nhién khi mdi loai ddNTP duoc gin vao, két
qua la tao ra cac doan DNA s¢i don hon kém nhau mot nucleotide. Cac trinh tu doan
DNA duoc doc bang hé thong dién di mao quan tu dong.

2. CHUAN BI
2.1. Ngwoi thuc hién
- Bac si: 01 nguoi;

- Ky thuat y hoac tuong duong: 02 nguoi.
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2.2. Vit tu
2.2.1. Dung cu

- Pau c6n thudng va dau con c6 phin loc (1000 pL, 200 pL, 100 pL, 10 pL).

- Ong ly tdm céc loai (1,5-2 mL; 15 mL; 50 mL...); 6ng PCR céc thé tich
(0,2-0,5 mL...); Chai duran céc thé tich.

- B mao quan céc loai: 50 cm, 70 cm (4 vi tri hoac 8 vi tri...). Khay chua
mau 96 giéng.

- TAm cao su day dia chay mau va khay dém cho may dién di mao quan.

- Khay giit mau céc loai (24-48 vi tri): khay gitt lanh, khay gitr 6ng 0,5 mL-
2mL-15mL-50mL.

- Ban thi nghiém; ti dung hoa chat; hop luu mau; gidy lau may va lau tay.

- Ong dyng mau (Ong chéng dong EDTA vo trung...), trang bi bao ho cé
nhan (ging tay; khau trang; mil gidy); bang dinh gidy; gidy in két qua, sat khuan tay
nhanh.

- Vat tu khac: chi phi phan mém noi bd caa bénh vién, chi phi hiéu chuan
trang thiét bi hodc chi phi danh gia ISO (néu co)...

2.2.2. Hoa chat/sinh pham

- Nuéc khdng chira Nuclease; ethanol 100%, Ethanol 70%, nudc cét 2 1an.

- B mau chirng gdm mau chtmg khong c6 dot bién, mau ching am va duong
cac loai (néu co).

- HAn hop hda chat pha PCR (PCR Master mix, Taq, dNTPs, Mg2+...); 4 loai
nucleotid tu do (ANTPs mix...); trinh ty mdi xudi va moi nguoc (5'-3").

- Hoa chat dién di: thach dién di (Agarose); dém mau tra mau dién di DNA
(Loading dye) (nong d6 5X/6X/10X...); dung dich dém dién di; thubc nhuém huynh
quang (ethidium bromide, red safe...); thang do DNA chuan (DNA ladder) céc loai
(1 kb,100 bp...).

- Hoa chét tach DNA/Kit tich DNA tong so; hoa chat tinh sach san pham PCR
soi doi va soi don, hoa chat giai trinh tu gen.

- Hoa chat dién di mao quan: khay dém cho cuc &m va cuc duong may dién
di mao quéan; dém dién di mao quan; hoa chét can chinh cho méay dién di mao quan.

- Hoa chat dugc sir dung va bao quan theo hudng dan caa nha san xuét.
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2.3. Trang thiét bi

_ Pipets véi c&c thé tich: 0,1-2,5 uL; 1-10 pL; 10-200 uL: 100-1000 pL.

- Tu sach/ta ATSH cap 1/ta ATSH céap 2, ta hit.

- Heé théng dién di mao quan, may luan nhiét PCR 96 giéng, méay taich DNA
tu dong; may quang phdé do DNA/RNA, hé théng dién di, hé thong chup anh dién
di kém phan mém.

- May ly tam thuong; may ly tdm lanh; may ly tdim mini spin; may ly tim dia;
tu lanh va ta am cac loai (-20°C; -40°C; -80°C).

- Thiét bi phu tro: may lic; ta 6n nhiét khd; bé 6n nhiét nuéc: ndi khir tring
wdt; tu say kho; can dién tir; luu dién; nhiét am ké; nhiét ké; may in anh; may in tem
ma vach; phan mém quan ly bénh vién.

2.4. Chuan bi miu bénh pham

- Loai mau bénh pham: mau ngoai vi; dong té bao dich i sau nudi cay; cac
bénh pham khéc: nudc bot, niém mac ma, mau u, gai rau, DNA téng sb, san pham
PCR.

- Tiéu chuan mau bénh pham:

+ Cac bénh pham khac: mau ngoai vi, gai nhau, mé, té bao niém mac ma, mau
cudng rén, mau u... dung trong 6ng dung mau vo triing c6 chat bao quan phu hop.

+ DNA tong sb, san pham PCR dat luong theo quy dinh.

2.5. Phiéu chi dinh xét nghiém

- Kiém tra phiéu chi dinh: kiém tra thong tin theo quy dinh.

- Kiém tra 6ng dung bénh pham: kiém tra théng tin theo quy dinh.
2.6. Theoi gian thuc hién ky thuat

13,8 gio.

2.7. Pia diém thuc hién ky thuat
Phong xét nghiém di truyén — sinh hoc phan tu.
3. AN TOAN

- Pam bao nguyén tic an toan sinh hoc.

- Pam bao an toan theo huéng dan st dung ciia nha san xuat.
4. CAC BUOC TIEN HANH
4.1. Cac budéc thuc hién
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- Chuan bi chung cho céac budc thuc hién xét nghiém:

+ Khay giit lanh/khay dung dng ly tim d4y nhon 1,5 mL va éng PCR, buit.

+ Gang tay, con 96°C, con 70°C, st khuan tay nhanh, dang ki str dung ta an
toan sinh hoc va may luan nhiét PCR, may dién di mao quan.

+ Ghi tén nguoi bénh/ma s6 ngudi bénh I18n cac dng PCR/6ng ly tam.

+ Phiéu theo ddi thuc hién xét nghiém (néu cd): tinh tong s hoa chat can pha
dé thuc hién 1 1an xét nghiém hoic xét nghiém cho 1 mau bénh pham.

- Cac budc dugc thyc hién boi 1 nhan vién chinh va 1 nhan vién giam sat.
4.1.1. Tach DNA téng s6

DNA tong s6 c6 thé thuc hién theo 2 cach: tach bang kit thuong mai theo
huéng dan ctia nha san xuat va tach thi cong sir dung céc loai hoa chat twong duong
(nhu enzyme protease, hoa chét tay ria manh (SDS...)), dung dich dém ly giai,
con.... Cac budc thuc hién nhu sau:

- Bién tinh va phan giai protein: thém luong mau can thiét vao 6ng da chua
enzyme hoic hoa chat twong duong nham pha mang té bao va mang nhan; bo sung
dung dich dém (néu can), tron déu va o & nhiét d6 phi hop.

- Loai bo protein: protein sau bién tinh s& duoc két tia va phan Iop hoic gitr
lai trén cot loc.

- Thu axit nucleic: str dung con hoic hda chit twong duong dé tia DNA hoic
hoa tan DNA va duoc thu lai bang cach ly tim & toc do pht hop. DNA dugc hoa tan
trong dung dich phu hop (nuéc khir enzyme hoac dung dich twong duong) va bao
quan & nhiét d6 -20 °C.

- Kiém tra chat lugng DNA tng sé bang dién di hoic quang pho ké.

4.1.2. Thuc hién ky thuat PCR

- R4 dong cac hoa chat va chuan bi mau can chay (¢ nhiét do phong) bao gom:
mau chizng &m; mau chimg duong (néu c6); mau tring; mau bénh pham.

- Tinh s6 hoa ong can chuan bi va thé tich hda chat can pha cho nguoi bénh
va mau ndi kiém. Thé tich cho mdi phan tng gém céc thanh phan sau:
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Hoéa chat Thé tich (uL)/ phan tng

dH>0
Hon hop hoa chat pha phan tmg PCR

Moi xudi (10 pmol)

Moi nguoc (10 pmol)
DNA téng sO
Tong thé tich
- Chia déu héa chat PCR ra 6ng PCR 0,2 mL va b6 sung DNA tong sb cua

ngudi bénh va cac mau ching can thiét vao éng PCR, chuyén cac 6ng PCR vao may
ludn nhiét PCR va chay theo chuong trinh nhiét cia tirng xet nghiém.
4.1.3. bién di san pham PCR

- Chuan bi dung dich dém 1 X.

- Str dung ban thach agarose thwong mai hoic chuan bi ban thach agarose voi
ndng do thich hop.
+ Lap lugc vao cac khay d6 thach va diéu chinh khay can bang.
+ Can luong thach agarose can thiét, va bo sung dung dich dém vai thé tich

tuong (ng voi ndng do thach can dung va dun néng dung dich cho dén khi toan bo
agarose trong dung dich tan hoan toan.

+ Lam ngudi dung dich dén khoang 50-70°C va thém thubc nhuém DNA vao
dung dich agarose, lic déu (truong hop khong bo sung thuéc nhuém DNA, sau dién
di ban thach s& ngam trong dung dich thudc nhuom DNA) rdi d6 toan bo dung dich
thach agarose vao khudn da duoc cai sin luoc, dé ban thach ngudi & nhiét do phong
trong khoang 30 phut.

- bién di san pham PCR

+ D6 dung dich dém 1X vao bé dién di sao cho dung dich dém cao hon mat
ban thach khoang 2-5 mm.

+ DUng pipet hat | thé tich thudc nhuém va tron déu vai 5 thé tich san pham
PCR. Sau d6, dung pipet hut toan bd mau va nho mau vao ting giéng trén ban thach.
Day nip bé dién di va cam dién cuc vao ngudn dién di va dién di mau trong khoang
thoi gian va dién thé thich hop.
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- Chup anh san pham dién di: dua ban thach vao may chup anh gel, dong nap,
bat dén UV va chup theo huéng dan caa nha san xuit; luu hinh anh dién di hoic in
anh (néu can); vé sinh cac dung cu dién di bang cn 70°C.

4.1.4. Tinh sach san pham PCR

- Qué trinh tinh sach san pham PCR soi ddi bang kit thwrong mai va tién hanh
theo huéng dan cua nha san xuét.

- San pham PCR tinh sach duoc bao quan & 4°C trong truong hop duing ngay
hoac luu trix ¢ -20°C.

- Kiém tra san pham PCR d4 tinh sach bang phuong phap dién di.

4.1.5. Pha hoa chat PCR sgi don
- Pha hda chat PCR sgi don gdm cé4c thanh phan sau:

Héa chat S6 lwong (uL)/ phan tng

dH.0
Hoa chat giai trinh tw gen
5X buffer
Moi don (10 pmol)
San pham PCR tinh sach
Tong thé tich
- Chuyén céc ong PCR vao may gia nhiét va chay theo khuyén cao cia nha
San Xuat.
4.1.6. Tinh sach san pham PCR soi don

Tinh sach san pham PCR soi don bing kit thuong mai va thuc hién theo
huéng dan cua nha san xuét.
4.1.7. bién di mao quan

- Khoi dong may dién di mao quan, thiét 1ap chuong trinh trén may dién di
mao quan theo hudng dan cua nha san xuat.

- HUt thé tich can thiét (10-20 pL) san pham PCR soi don d3 tinh sach va nho
Va0 c4c giéng trén khay chira mau.

- Pay nap va dat khay chra mau vao dang vi tri trén may dién di mao quan,
tién hanh chay may dién di mao quan theo huéng din cua nha san Xuat.
4.1.8. Thu thap dir liéu trinh tu gen va phan tich
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- Thu thap céc trinh tu gen sau khi dién di mao quan.

- Lya chon trinh ty gen tham chiéu phi hop trén ngan hang gen quéc té dé so
sanh vai trinh tu gen can phan tich bang phan mém chuyén dung.

- Trinh tu gen duoc phan tich doc 1ap bai 2 nhén vién khac nhau.

4.2. Nhan dinh két qua
4.2.1. Xem xét két qua QC
a. Tach DNA

DNA dat chat luong khi luong DNA do tai budc song ODasorzsonm> 10 ng va

d6 sach trong khoang 1,8-2,0.
b. PCR

- Sir dung thach agarose va thang DNA chuan phi hop véi kich thudc cua
doan gen quan tam.

- Két qua dién di san pham PCR phai 1 rang, dung kich thudc ly thuyét, mau
Blank control (BC) khong c6 bang, mau ching noi kiém, mau bénh pham xuét hién
bang c6 kich thudc dung kich thudc ly thuyét.

c. Tinh sach

San pham PCR tinh sach dugc kiém tra bang dién di va dugc sir dung ngay

dé giai trinh tu gen hoic bao quan ¢ < -20°C.
d. Giai trinh tzr gen

- Tin hiéu rd rang, nam trong giéi han khuyén co ctia nha sa xuat

- Trinh ty gen thu duoc téi thiéu phai bat dau tir trinh tw moi néu trinh tu
khdng bi mat doan tai vi tri bat cap caa moi.

4.2.2. Doc két qua va nhan dinh két qua
a. Poc két qud

- Két qua dugce phan tich doc 1ap bai 2 nhan vién khac nhau.

- Phan tich trinh gen bang phan mém chuyén dung kém theo may hay phan
mém thuong mai (Chromas, mutation surveyor...). So sanh trinh tu gen dich v&i
trinh ty gen tham chiéu va xac dinh sy thay d6i trén trinh tu gen dich néu c6 va xac
dinh bién thé trén gen:

+ Xac dinh loai dot bién gen.
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+ Xac dinh vj tri xay ra dot bién trén cDNA va su thay d6i caa céc axit amin
lién quan dén dot bién.
- Ghi nhan két qua phan tich vao hd so twong tng cia ngudi bénh.

b. Nhdn dinh két qud

dotb
4.2.3

4.2.4.

- Danh phép cua céc bién thé duoc viét theo hudng dan caa HGVS.

- Nhén dinh kiéu gen tuong tng (dong hop tu, di hop tir hoic khdng phat hién
ién...).

. Phién giai va bao céo két qua

- Phién giai két qua giai trinh tu theo huéng dian caa ACMG.

- Bé4o c4o két qua theo quy trinh lién quan.

Bién luan két qua cho nhiing trudong hop bat thuong

- Béi chiéu két qua kiéu gen va kiéu hinh theo quy dinh.

- Tu van di truyén hoic thuc hién them xét nghiém néu can.

4.3. Tra két qua va lwu trir ho so

43.1

. Tra két qua
- Bao c4o két qua xét nghiém duoc thyc hién theo céac quy trinh lién quan,

luu hod so va ghi vao biéu mau can thiét va luu ho so xét nghiém.

4.3.2

- Két qua xét nghiém can duoc kiém tra chéo, phé duyét truée khi tra.
. Luu trit hd so

Ho so xét nghiém dugc luu theo quy dinh.

5. NHUNG SAI SOT VA XU TR
5.1. Truéc khi thuc hign ky thuat

Nguy co Nguyén nhan X tri
-Nhdm mau |- Nhan vién khong tuan tha |- Pao tao nhan vién lién tuc,
quy trinh/chua dugc dao tao | kiém tra chéo va lay lai mau
bénh pham
-Pbd mau - Nhén vién khong tuan thu | - Pao tao nhan vién lién tuc,

quy trinh/chua dugc dao tao | - LAy lai mau bénh pham
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- Van chuyén sai quy dinh
- Bao quan sai quy dinh

- Thiéu mau |- MAu bi thit lac - Bao cao lanh dao khoa, ghi
- D6 mau nhan sy viéc, khir nhiém va lién
hé ngudi bénh lay lai mau
-Mau khdng | - Sai éng dung mau/Sai mau | - Lay lai mau bénh pham
dat bénh pham

van chuyén mau

chuan tu bao quan mau

5.2. Trong qua trinh thuc hién ky thuat

quy trinh k¥ thuat va an
toan sinh hoc

Nguy co Nguyén nhan Xir tri

- Sai quy trinh | - Nhan vién khong tuan thu | - Pao tao nhan vién lién tuc,
k§ thuat quy trinh/chua duoc dao | kiém tra chéo va thuc hién

tao lai quy trinh k¥ thuat

-Hoéa  chat | - Bao quan sai/hét han - Chuan bi lai héa chat
khong dat - Bao tao nhan vién str dung

va bao quan hoa chat.

- Thiét bi |- May hong - St dung may khéac cung
dung  dot chtrc ning dé thyc hién lai
ngot xét nghiém va kiém tra thiét

bi dinh ki,

- Mat dién - Bam bao nguén dién vu tién
va thuc hién lai PCR

- Thiéu hda chat chay may |- Bo sung hoa chat va thuc
hién lai xét nghiém.

- Nhiém mau | - Nhan vién khong tuan tha | - X 1y lai mau va thyc hién

lai xét nghiém
- Giam sat va kiém tra chéo

- LAy lai méu, dao tao nhan vién

- L4y lai mau, kkiém tra va hiéu
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- Lugng DNA | - Nhan vién khéng tuan thu | - Bao tao nhan vién lién tuc,
khong dat quy trinh/chua duoc dao | kiém tra chéo
tao - Can chinh lai may do bang
- Khéng str dung dung dung | dung dich hoa tan DNA va
dich hoa tan DNA khi can | do lai.
chinh may do DNA.
-Do tinh chat bénh hoic | - Lay lai mau
thude diéu tri.
- b6 DNA - Nhan vién khong tuan tha | - Thuc hién lai quy trinh tach
quy trinh/chua dugc dao | DNA
tao - Kiém tra va danh gia nhan
vién lién tuc
-Nham mau | - Nhan vién khong tuan thu | - Dao tao lién tuc va kiém tra
quy trinh chéo
-San  pham |-Ho6a chat hét han sir |- Thuc hién lai PCR; dao tao
PCR khong | dung/khong dugc bao | lainhanviéntrong bao quan
dung kich | quan dang quy dinh cua | va st dung hoa chat.
thugc/khdng | nha san xuat
dac hiéu - Nham mau - LAy lai mau va thyc hién lai
quy trinh ky thuat
- Thao tac cua nhan vién |- Pao tao va kiém tra lién tuc
chua dat/chua ding
-Mau  ndi |- Str dung sai mau ndi kiém | - Chon lai mau noi kiém va
kiém khong thuc hién lai k§ thuat
dat - Sai chu trinh nhiét - Thuc hién lai PCR
- Sai mau bénh pham - LAy lai /tach lai mau va thuc
hién lai quy trinh k¥ thuat
-PCR khong | - Hoa chat hét han/bao quan | - Kiém tra hda chét truge khi

c6 san pham

sai quy dinh

st dung, pha lai PCR
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- Nong d6 héa chat khéng
ding

- Nhéan vién khéng tuan thu
quy trinh

- Mat dién
- May hong

- Pao tao va gidm sat nhan
vién, pha lai PCR

- Pao tao va kiém tra lién tuc
va thuc hién lai quy trinh k¥
thuat

- Thuc hién lai PCR

- Stra may va thuc hién lai
PCR

-Sai  thang |- Nhan vién chua duoc dao |- Chon lai thang chuan va
chuan tao/khdng tap trung dién di lai san pham PCR
-Khéng c¢0 |- Sai chu trinh nhiét - Thuyc hién lai PCR
san  pham | - Sai dién cuc dién di - bién di lai
saudiéndi |- Dung dich dém khong dat | - Chuan bj lai dung dich dém
va dién di lai
- Khéng 0 |- Nhan vién khong tuan thu | - Thyc hién PCR va tinh sach
san  pham | quy trinh lai.
tinh sach sau | - Sai dién cuc dién di - bién di lai

dién di

- Dung dich dém khong dat

- Chuan bi lai dung dich ¢ém
va dién di lai

- Phén tich va | - Nhan vién khéng tuan thu | - Phan tich lai, dao tao lai
nhan dinh | quy trinh/chua duoc dao | nhanvién, kiém tra chéo két
sai két qua tao qua.

- Trinh ty gen | - Lugng DNA khudn qué | - Tién hanh lai phan tng PCR
khong dat it/nhiéu - Thay hoa chat dién di mao

- Hoa chét dién di mao quan
qua han
- Ky thuat cua nhan vién

chua chuan

quan hoac thay mao quan
- Pao tao lai nhan vién va
kiém tra, giam sat
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-Khéng ¢o
trinh tu gen

- Sai phuong phéap chay
- Sai trinh tu mdi

- Sai s6t vé ky thuat cua
nhan vién

- Chon lai phuong phap chay

-Pha lai hoa chit PCR
va/hoac giai trinh tu gen

- Pao tao lai nhan vién va
kiém tra, giam sat

5.3. Sau khi thuc hién ky thuat

Nguy co

Nguyén nhan

Xir tri

- Sai thong tin
nguoi bénh

- Nhén vién khéng tuan thu
quy trinh

- Do nhap liéu sai trén hé
théng cua bénh vién

- Poi chiéu thong tin nguoi
bénh va ho so xét nghiém
va sua lai thong tin nguoi
bénh

- Lién hé phong CNTT hd
tro stra thong tin nguoi
bénh va in lai két qua xét
nghiém

-Nhan vién tra nham cho
ngudi bénh khac

- Bao cao sai | - Nhan vién khong tuan thu | - Thuc hién lai quy trinh k§
két qua xét | quy trinh/chua duoc ddotao | thuat néu can.
nghiém - Phén tich va nhan dinh lai

- Kiém tra chéo két qua

-Tra  nham |- Nhan vién khdng tuan tha | - Béo cdo lanh dao va lay lai
két qua xét | quy trinh mau dé thuc hién lai xét
nghiém cua nghiém
nguoi bénh - Bao tao lai nhan vién
khac

- Mat két qua | - Nhan vién dé sai vi tri luu | - Kiém tra lai hd so xét
xét nghiem | két qua nghiém va in lai ban két

qua khac
-Kiém tra lai hd so xét
nghiém va in lai ban két
qua khac
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6. TIEU CHUAN PANH GIA VA KIEM TRA CHAT LUQNG

- Gi4 tri bao dong/nguy hiém:

+ Luong DNA téng s6 < 10 ng/uL, do tinh sach (OD260/280nm) ngoai
khoang tir 1,8-2,0.

+ Hoa chét hét han sir dung.

+ Két qua dién di mao quan khdng ¢ tin hiéu.

- Tiéu chuan danh gia: mau dat khi dam bao cac yéu cau sau:

+ MAu trang (BC) khong c6 bang khi PCR.

+ C4c mau chang noi kiém co kich thudc dung kich thudc ly thuyét.

+ San pham PCR dugc dién di ciing thang chuan pht hop, 16 rang.

+ Tin hiéu céac nucleotide trong gisi han cho phép, chan khong bi nhiéu.

+ Tin hiéu céac nucleotide trong gisi han cho phép, chan khong bi nhiéu.

+ Mau noi kiém PCR c6 biang dung kich thudc Iy thuyét.

+ Chat lugng tin hiéu chay dién di mao quan dat yéu cau.
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35. XET NGHIEM GIAI TRINH TU PON GEN BANG KY THUAT NGS

1. PAI CUONG
1.1. Muc dich ky thuat
Xét nghiém nay nham phat hién cac bién thé don gen phuc vu cho chan doan,
tién luong va diéu tri bénh bang ky thuat giai trinh tu gen thé hé mai (NGS).
1.2. Dinh nghia, nguyén ly
Giai trinh tu gen la k¥ thuat xac dinh trinh tu DNA cua cac gen ma hoa hoac

khong ma hoa cho cac protein chirc nang cy thé. Giai trinh tu gen thé hé méi (Next-
Generation Sequencing, NGS) 1a cdng nghé cho phép giai ma déng thoi hang triéu
DNA cuing ltc, qua d6 giup nang cao hiéu suat cua qué trinh giai ma hé gen nguoi.
Cong nghé gilp khac phuc mot s nhuoc diém cua giai trinh tu gen truyén thng:
thoi gian doc nhanh hon, dit liéu dau ra 16n, tiét kiém chi phi. NGS c6 nhiéu tng
dung trong y hoc, bao gom chan doan, tién luong bénh va dinh hudng cac phuong
phap diéu tri tién tién cho nguoi bénh dic biét 1a phuong phap diéu tri dich trong
ung thu.
2. CHUAN BI
2.1. Ngwoi thuc hién

- Bac si: 01 nguoi;

- K¥ thuat y hoac twong duong: 02 nguoi.
2.2. Vat tw

- Ong dung méu chira chat chong dong K2 EDTA;

- Dao cat bénh pham loai st dung mat lan;

- Lam kinh;

- Ludi dao mo;

- Ong falcon 15mL;

- Ong falcol 50 mL;

- Pau con 10 pl ¢6 loc;

- Pau con 20 pl ¢6 loc;

- Pau con 200 pl c6 loc;
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- Pau cdn 1mL c6 loc;
- Ong thu mau c6 ndp 1,5 mL tiét trung;
- Ong thu mau c6 nap 2,0 mL tiét trung;
-Ong PCR 0,2 mL;
- Ong chuyén dung do Qubit 0,5mL;
- Cdn chuyén dung dung trong sinh hoc phan tir;
- Xylene;
- Héa chat tinh sach thu vién;
- Nudc tinh sach chuyén dung trong sinh hoc phan ti;
- Giay do pH;
- Tween 20;
- Kit tdich ctDNA, DNA/RNA;
- Kit phat hién dot bién gen (chuan bj thu vién) bang ky thuat NGS;
- B6 kit xac dinh ndng 6 DNA/RNA;
- Kit kiém tra tinh toan ven caa DNA/RNA tong s6;
- Kit kiém tra kich thudc thu vién;
- Kit chay may NGS;
- Gang tay cao su khong bot tan;
- Giay lau khéng bui.
2.3. Trang thiét bj
- Pipet ban tu dong c6 thé diéu chinh 1 - 10ul, 10 - 100pl, 200 - 1000pl;
- Tu thao tac PCR;
- Tu lanh 4°C;
- Tu lanh -20°C;
- Gia dé 6ng;
- Khay gitr lanh;
- Thung rac dung dau con va hoa chat;
- May ly tam;
- May vortex;
- May Spin down;
- May do nong do DNA;
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- Tu An toan sinh hoc;

- My cit tiéu ban;

- May PCR;

- Hé théng dién di kiém tra kich thuéc thu vién;

- Hé théng NGS;

2.4. Chuan bj bénh pham

- Loai mau bénh pham: Mau bénh phdm mé da dugc cb dinh va vii nén
(FFPE); mau md, mau mau; mau dich co thé khac. ..

- Tiéu chuan mau bénh pham: dam bao vé diéu kién bao quan va cach lay mau
dung theo huéng dan cua bo kit.

- Quy dinh van chuyén, bao quan, luu trir bénh pham, thoi gian chuyén dén
phong xét nghiém: Mau duoc cho vao hop dung bénh pham va van chuyén dén
phong xét nghiém trong vong 4 gio ké tir khi ldy mau (d6i véi mau mau/dich co
thé...).

2.5. Phiéu chi dinh xét nghiém

Kiém tra chi dinh xét nghiém: ghi day du thong tin theo quy dinh: vi du ho
tén ngudi bénh, tudi, givong bénh, khoa phong, chan doan, loai mau bénh pham,
thoi gian 1dy mau bénh pham, két qua chan doan giai phau bénh (néu co). ..

2.6. Thot gian thuc hién xét nghiém

Thai gian thuc hién xét nghiém tir IGc tiép nhan bénh pham dén khi tra két

qua khoang tir 120 gio dén 168 gio.
2.7. Pia diém thuc hién xét nghiém

Phong xét nghiém di truyén — sinh hoc phan tu.
3. AN TOAN

- bam bao an toan cho nguoi thuc hién xét nghiém, du phong nguy co trudc,
trong va sau xét nghiém.

- Hiéu chuan vat tu, thiét bi dinh ky.

- An toan dién va phong chéng chay no.

- Pam bao day da bang chi dan an toan ting loai hda chat.

- bam bao an toan sinh hoc.

- Pam bao cé4c yéu té moi trudng nhu nhiét d, do am, anh sang. ..
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4. CAC BUOC TIEN HANH
4.1. Lap biéu miu

Lap danh sach mau xét nghiém va dién cac budc thuc hién xét nghiém giai

trinh tu don gen tir mau bénh pham bang ky thuat NGS.
4.2. Chuén bi méi treong lam viéc

- Khir nhiém dung cu, thiét bi, bé mat, khong gian 1am viéc;

- Kiém tra va chuan bi du vat tu tiéu hao va dung cu can thiét.
4.3. Chuan bi mau DNA/RNA

- Quy trinh tach chiét dé thu duoc DNA/RNA, ctDNA tinh sach theo Kit tach
DNA/RNA, ctDNA;

- Panh gia ndng d6 va chat lugng DNA/RNA, ctDNA tach chiét tir mau bénh
pham sir dung Qubit® Assay Kit hoic phuong phép, thiét bi tuong dwong, vi du:
NanoDrop...

- Lay cac mau DNA/RNA, ctDNA di tach chuan bi cho xét nghiém giai trinh
tu gen tir mau bénh pham bang ki thuat NGS.
4.4. Thyc hién ky thuat NGS:

- Tao thu vién: DNA/RNA, ctDNA can giai trinh tu duoc tach chiét va cat
thanh cac manh nho (néu can), khuéch dai qua PCR. San pham PCR sau d6 dugc
tinh sach va gan cac adapter can thiét. San pham ghép néi duoc khuéch dai thu vién
va tinh sach sir dung cho qua trinh giai trinh ty. Thu vién duoc kiém tra va danh gia
chat lugng, néng do.

- Tao cluster: mdi soi DNA duoc gitr lai trén bé mat thiét bi giai trinh tu
(flowcell) bang adapter dd duoc gan trudc d6. Mdi sgi DNA sau khi dugc khuéch
dai s& tao thanh mot cum DNA (cluster) ¢6 trinh tu giéng hét nhau dé st dung cho
qua trinh giai trinh tu.

- Giai trinh ty: San pham duogc dua 1én hé théng NGS theo hudng dan cua kit
chuyén dung.

- Phan tich két qua:

+ K&t qua tir qua trinh giai trinh tu duoc phan tich dya trén pham mém chuyén
dung duoc thiét ké danh riéng cho b Kit.

+ Kiém tra mau ching, sau d6 phan tich cac mau xét nghiém.
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+ Phién giai két qua, phan loai bién thé dot bién, do sdu phan tich.
+ Dbi chiéu bién thé phan tich vai cac co sé dit liéu vé gen trén thé gioi.
Néu st dung hé théng NGS tu dong thi toan bo cac budc tir nap mau, tach
chiét mau, chuan bi thu vién dén giai tinh tu, phan tich két qua s& duoc tu dong hoan
toan theo cac budc hudng dan cua nha san xuét.
5. NHUNG SAI SOT VA XU TRIi
5.1. Truéc khi thuc hién ky thuat
- Mau bénh pham khong dat tiéu chuan:
+ Thyc hién ldy lai mau
+Pam bao yéu cau vé diéu kién van chuyén va bao quan mau
- Mau sau khi tach chiét khong dam bao chat luong va sé lugng
+ Thuc hién tach chiét lai theo ding quy trinh
+ Yéu cau lay lai mau dé tach chiét lai trong truong hop can thiét
5.2. Trong khi thuc hién ky thuat
- Mau ddi chimg khong dat:
+ Kiém tra diéu kién bao hoa chat xét nghiém.
+ Chay dé4nh gia lai bo kit va mau doi ching.
- Mau bénh pham khéng dat diéu kién phan tich
+ Kiém tra diéu kién bao hoa chat xét nghiém.
+ Kiém tra lai chat luong DNA/RNA, tach chiét lai néu can thiét.
5.3. Sau khi thuc hién k§ thuat
- Sai s6t trong qua trinh ghi nhan va tra két qua
+ Kiém tra lai két qua da ghi nhan.
+ Thuc hién lai quy trinh tra két qua.
6. YEU CAU PANH GIA VA KIEM TRA CHAT LUQONG
- Y&u cau thuc hién noi kiém.
- Yéu cau thuc hién ngoai kiém hoic kiém tra mau mo. (néu co)
7. TAI LIEU THAM KHAO
1. Quyét dinh 5530/QD-BYT ngay 25/12/2015 cua Bo y té Huong dan quy
trinh thuc hanh chuan trong quan ly chat lugng xét nghiém;
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2. Quyét dinh 3376/QD-BYT ngay 30/08/2023 cua B¢ y té Ban hanh “Dé
cuong Quy trinh k¥ thuat xét nghiém”.

3. Boycott, K., Vanstone, M., Bulman, D. et al. Rare-disease genetics in the
era of next-generation sequencing: discovery to translation. Nat Rev Genet 14, 681-
691 (2013)
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36. XET NGHIEM GIAI TRINH TU PA GEN BANG KY THUAT NGS

1. PAI CUONG
1.1. Muc dich k¥ thuat

Xét nghiém duoc ¢ng dung cho céac truong hop can danh gia, phat hién cac
bién thé trén nhiéu gen lién quan dén chan doan, tién lugng va diéu tri bénh bang ky
thuat giai trinh tu gen thé hé mai (NGS).
1.2. Dinh nghia, nguyén ly

Giai trinh tu gen 1a k¥ thuat xac dinh trinh tu DNA cta cac gen cu thé, ma hoé

hodc khéng ma hoé cho cac protein chirc niang cu thé. Giai trinh tu gen thé hé méi
(Next-Generation Sequencing, NGS) 1a cong nghé cho phép giai ma dong thoi hang
triéu DNA cung lc, qua d6 gitip nang cao hiéu suat caa qua trinh giai ma hé gen
ngudi. Cong nghé gitp khac phuc mot sé nhuge diém cua giai trinh tu gen truyén
thdng: thoi gian doc nhanh hon, dit liéu dau ra 16n, tiét kiém chi phi. NGS c6 nhiéu
ing dung trong y hoc, bao gom chan doan bénh, xac dinh bo gen cua mot loai va
nhan biét cac bién thé gen quan trong lién quan dén su phét trién, sic khang va tién
héa cua cac loai, xac dinh ngudn gbc cua cac bién thé gen, kham phé quy luat di
truyén, va nghién ciru su tuong tac giira cac gen; trong thi'y va ndng nghiép ...
2. CHUAN BI
2.1. Ngwoi thuc hién

- Bac si: 01 nguoi;

- K¥ thuat y hoac twong duong: 02 nguoi
2.2. Vat tw

- Ong dung méu chira chat chong dong K2 EDTA;

- Dao cat bénh pham loai st dung mat 1an;

- Lam kinh;

- Ludi dao mo;

- Ong falcon 15mL;

- Ong falcol 50 mL;

- Pau con 10 pl ¢6 loc;
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- Piu ¢6n 20 ul c6 loc;
- PAu ¢on 200 ul c6 loc;
- Pau cdn 1mL c6 loc;
- Ong thu mau c6 nap 1,5 mL tiét trung;
- Ong thu mau c6 ndp 2,0 mL tiét trung;
-Ong PCR 0,2 mL;
- Ong chuyén dung do Qubit 0,5mL;
- Cdn chuyén dung dung trong sinh hoc phan tu:;
- Xylene;
- Héa chat tinh sach thu vién;
- Nudc tinh sach chuyén dung trong sinh hoc phan ti;
- Giay do pH;
- Tween 20;
- Kit tach ctDNA, DNA/RNA,;
- Kit phat hién dot bién gen (chuan bi thu vién) bang ky thuat NGS;
- Bo kit xac dinh nong d6 DNA/RNA;
- Kit kiém tra tinh toan ven caa DNA/RNA tong s6;
- Kit kiém tra kich thuéc thu vién;
- Kit chay may NGS;
- Gang tay cao su khong bot tan;
- Giay lau khéng bui.
2.3. Trang thiét bj
- Pipet ban tu dong c6 thé diéu chinh 1 - 10ul, 10 - 100pul, 200 - 1000pl;
- Tu thao tac PCR;
- Ta lanh 4°C;
- Tu lanh -20°C;
- Khay gitr lanh;
- Thung rac dung dau con va hoé chat;
- May ly tam;
- May vortex;
- May Spin down;
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- May do ndng d6 DNA;

- Tu An toan sinh hoc;

- May cit tiéu ban;

- May PCR;

- Hé thdng dién di kiém tra kich thuédc thu vién;

- Hé théng NGS.

2.4. Chuan bj bénh pham

- Loai mau bénh pham: Mau bénh phim mé da duoc cb dinh va vii nén
(FFPE); mau md, mau mau; mau dich co thé khac.

- Tiéu chuan mau bénh pham: dam bao vé diéu kién bao quan va cach lay mau
dung theo huéng dan cua bo Kit.

- Quy dinh van chuyén, bao quan, luu trir bénh pham, thoi gian chuyén dén
phong xét nghiém: Mau duoc cho vao hop dung bénh pham va van chuyén dén
phong xét nghiém trong vong 4 gio ké tir khi ldy mau (d6i véi mau mau/dich co
the).

2.5. Phiéu chi dinh xét nghiém

Kiém tra chi dinh xét nghiém: ghi day du thong tin theo quy dinh, vi du mot
s6 thong tin chung nhu ho tén nguoi bénh, tudi, givong bénh, khoa phong, chan
doan, loai mau bénh pham, thoi gian 1dy mau bénh pham, két qua chan doan giai
phau bénh (néu co) ...

2.6. Thoi gian thuc hién xét nghiém

Thai gian thuc hién xét nghiém tir IGc tiép nhan bénh pham dén khi tra két

qua khoang tir 120 gio dén 168 gio.
2.7. Pia diém thuc hién xét nghiém

Phong xét nghiém di truyén — sinh hoc phan tu.
3. AN TOAN

- bam bao an toan cho nguoi thuc hién xét nghiém, du phong nguy co trudc,
trong va sau xét nghi¢m

- Hiéu chuan vat tu, thiét bj dinh ky

- An toan dién va phong chéng chay nd

- Pam bao day da bang chi dan an toan ting loai hoa chat
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- Bam bao an toan sinh hoc

- Bam bao cé4c yéu té moi trudong nhu nhiét d, do 4m, anh sang. ..
4. CAC BUOC TIEN HANH
4.1. Lap biéu mau

Lap danh sach mau xét nghiém va dién cac budc thuc hién xét nghiém giai
trinh tu da gen tir mau bénh pham bang ky thuat NGS.

4.2. Chuén bi méi treong lam viéc

- Khir nhidm dung cu, thiét bi, bé mat, khong gian 1am viéc;

- Kiém tra va chuan bi du vat tu tiéu hao va dung cu can thiét.
4.3. Chuan bji mau DNA/RNA

- Quy trinh tach chiét dé thu duoc DNA/RNA, ctDNA tinh sach theo Kit tach
DNA/RNA, ctDNA;

- Panh gia ndng d6 va chat lugng DNA/RNA, ctDNA tach chiét tir mau bénh
pham sir dung Qubit® Assay Kit;

- L4y cac mau DNA/RNA, c¢tDNAd4 tach chuan bi cho xét nghiém giai trinh
tu gen tir mau bénh pham bang k§y thuat NGS.

4.4. Thuc hign ki thuat NGS

- Tao thu vién: DNA/RNA, ctDNA can giai trinh tu duoc tach chiét va cat
thanh cac manh nho (néu can), khuéch dai qua PCR. San pham PCR sau d6 dugc
tinh sach va gan cac adapter can thiét. San pham ghép néi dugc khuéc dai thu vién
va tinh sach sir dung cho qué trinh giai trinh tu. Thu vién duoc Kiém tra va danh gia
chat luong, nong do.

- Tao cluster: mdi soi DNA duoc gitt lai trén bé mat thiét bi giai trinh tu
(flowcell) bang adapter dd duoc gan trude d6. Mdi sgi DNA sau khi dugc khuéch
dai s& tao thanh mot cum DNA (cluster) ¢6 trinh tu giéng hét nhau dé sir dung cho
qua trinh giai trinh tu.

- Giai trinh tu: San pham duoc dua 1én hé thong NGS theo huéng dan cua kit
chuyén dung.

- Phan tich két qua:

+ K&t qua tir qua trinh giai trinh tu duoc phan tich dya trén pham mém chuyén
dung duoc thiét ké danh riéng cho bo kit.
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+ Kiém tra mau chung, sau d6 phan tich cac mau xét nghiém.

+ Phién giai két qua, phan loai bién thé dot bién, do sdu phan tich.

+ Pbi chiéu bién thé phan tich vai cac co s dit liéu vé gen trén thé gioi.
Poi voi hé thong NGS tu ddng hoan toan
Quy trinh xét nghiém s& tuan theo cac budc nhu hudng dan cua nha san xuat va
huéng dan cua b kit. Bao gém cac budc sau:

- Nap mau DNA hoic cfDNA/ctDNA hoic RNA sau tach chiét vao cartridge/
hop héa chat theo hudng dan caa nha san Xuat.

- Khai b&o thong tin mau va chon bo xét nghiém/ bang gen (gene panel) trén
phan mém diéu khién hé théng.

- Hé théng thuc hién ty dong cac budc: khuéch dai va/hoac phan manh DNA
(thy theo kit); Gan chi sb (index) va adapter. Tinh sach thu vién, dinh lwong noi bo
va chuan bi thu vién. Tién hanh giai trinh ty va phan tich két qua tu dong bang phan
mém phan tich chuyén dung dé nhan dién cac bién thé/ dot bién gen.

- B6i chiéu két qua véi co sé dit lieu tham chiéu va tiéu chuan bao cdo. Lap
bao céo két qua.
5. NHUNG SAI SOT VA XU TRi
5.1. Trwoc khi thyce hién ky thuat

- Mau bénh pham khong dat tiéu chuan:

+ Thuc hién ldy lai mau

+ Pam bao yéu cau vé diéu kién van chuyén va bao quan mau

- Mau sau khi tach chiét khong dam bao chat luong va sé lugng

+ Thuc hién tach chiét lai theo diing quy trinh

+ Yéu cau lay lai mau deé tach chiét lai trong truong hop can thiét
5.2 Trong khi thuc hién ky thuat

- Mau déi ching khong dat:

+ Kiém tra diéu kién bao héa chat xét nghiém.

+ Chay danh gia lai bo kit va mau ddi ching.

- Mau bénh pham khéng dat diéu kién phan tich

+ Kiém tra diéu kién bao héa chat xét nghiém.

+ Kiém tra lai chat luong DNA/RNA, tach chiét lai néu can thiét.
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5.3 Sau khi thuc hién ky thuat

Sai sot trong qua trinh ghi nhan va tra két qua

- Kiém tra lai két qua da ghi nhan.

- Thuc hién lai quy trinh tra két qua.
6. YEU CAU PANH GIA VA KIEM TRA CHAT LUQNG

- Yéu cau thuc hién noi kiém.

- Y&u cau thyc hién ngoai kiém hozc kiém tra mau mu (néu cd).
7. TAI LIEU THAM KHAO

1. Quyét dinh 5530/QD-BYT ngay 25/12/2015 cua Bo y té Huéng dan quy
trinh thuc hanh chuan trong quan ly chat lugng xét nghiém;

2. Quyét dinh 3376/QD-BYT ngay 30/08/2023 cua B y té Ban hanh “Dé
cuong Quy trinh ky thuat xét nghiém.

3. Boycott, K., Vanstone, M., Bulman, D. et al. Rare-disease genetics in the
era of next-generation sequencing: discovery to translation. Nat Rev Genet 14, 681-
691 (2013)
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37. XET NGHIEM PHAN MANH DNA TINH TRUNG

1. PAI CUONG
1.1. Muc dich ky thuat

Xac dinh marec @6 dat gdy DNA tinh triung, danh gia sau chirc nang tinh trung
cua nguoi nam giagi trong suc khoe va sinh san.
1.2. Pinh nghia, nguyén ly

Su phan manh DNA tinh trung (hay con goi su dit gdy DNA tinh trung) la
tinh trang DNA trong nhan tinh trung bi dut gdy mach don hoac tach mach doi. Khi
tinh tring dugc bién tinh bang axit va loai bo protein, DNA trong nhan tinh tring
s& tao thanh quang sang dic trung bao quanh dau tinh tring (quang halo). Hinh anh
ctia quang halo cho phép danh gia cac muc do dat gdy khac nhau cua DNA tinh
trung.

Nguyén ly xét nghiém phan manh DNA tinh trung (xét nghiém xac dinh muc
do dut gdy DNA tinh trung) thuong dung la dya trén phuong phap danh gia sy phan
tan chat nhiém sac.

2. CHUAN BI
2.1. Ngwoi thuc hién:

- Bac si: 01 nguoi;

- K¥ thuat y hoac twong duong: 01 nguoi.
2.2. Vat tw

- Héa chat: Bo kit xac dinh mtrc do dut gdy DNA tinh tring, Thudc nhuém
giémsa, Con 70%, 90% va 100%;

- Pau ¢6n 100 pL va 1000 pL;

- Pipet nhua;

- Ong thu mau 1,5 mL, 6ng thu mau 0,2 mL;

- Lam kinh;

- Khau trang;

- Gang tay v0 trung;
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- Gang tay xur ly dung cu, quan 4o bao ho, dung dich nudc ria tay, con sat
khuan tay nhanh, dung dich khtr trung, khén lau tay;

- Gidy tham, gidy xét nghiém, s6 luu két qua xét nghiém, but viét kinh, bat
bi.

2.3. Trang thiét bi

- Kinh hién vi quang hoc

- May dém té bao

- T lanh thuong

- Tt &m séu -200°C

- Binh céch thay
2.4. Chuan bi miu bénh pham

- Chuan bi ngudi bénh: nguoi bénh duoc giai thich vé viéc 1ay mau bénh
pham, huéng dan ngudi bénh phdi hop dé 1dy mau theo dung yéu cau.

- Loai mau bénh pham: tinh dich.

- Dung cu lay mau, chita mau, bao quan: lo nhya vé khuan.

- Piéu kién bao quan va van chuyén mau bénh pham: diéu kién nhiét do
phong, néu chua thyuc hién ngay trong vong 2 gid, mau can duoc bao quan ta lanh -
4°C trong vong 24 gio.

- Tiéu chuan mau bénh pham (thé tich, sé luong, chat lugng...): tinh dich
duoc lay vao lo dung tinh dich bang phuong phap thi ddm sau 2 - 7 ngay khong
Xuat tinh.

2.5. Phiéu chi dinh xét nghiém

Kiém tra phiéu chi dinh xét nghiém: ghi day du thong tin theo quy dinh: ho
tén ngudi bénh, tudi, tén khoa phong, chan doan, loai mau bénh pham, thoi gian lay
mau bénh pham...

2.6. Thoi gian thuc hién ky thuat

Khoang 5 gio
2.7. Pia diém thuc hién ky thuat
Phong xét nghiém di truyén — sinh hoc phan tu.
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3. AN TOAN

Ap dung cac bién phap an toan chung khi xt Iy mau va thuc hién xét nghiém
theo quy trinh vé an toan xét nghiém, an toan dién va phong tranh chay nd, an toan
hoa chét: ¢ bang chi dan an toan ting loai hda chat (c6 thé xay dung quy dinh riéng
néu can), an toan sinh hoc, an toan méi truong: danh gia cac yéu td vi khi hau nhu
nhiét do, o 4m, anh sang, tiéng on. ..

4. CAC BUOC TIEN HANH
4.1. Cac budéc thuc hién
4.1.1. Buéc 1. Nhdn mau bénh pham

Kiém tra thdng tin trén mau xét nghiém, dbi chiéu véi phiéu xét nghiém.
4.1.2. Buéc 2. Chudn bi dung cu, hda chat (néu co)

4.1.3. Buoc 3. Danh gia QC

- Méay mdc trang thiét bi dugc hiéu chuan/ kiém chuan 1 lan/nam.

- Hoa chat duoc bao quan theo dang quy dinh cia nha san xuat, con han st
dung va kiém tra chét lugng dinh ky.

4.1.4. Buéc 4. Tién hanh kj thugt

Budc 4.1: Pha lodng mau tinh dich bang PBS 1x: 5 - 10 triéu/mL.

Buéc 4.2: Cho 25 pL mau tinh dich da pha lodng vao tube chira Agarose
37°C. Tron déu bang pipet.

Buéc 4.3: Nho 1 giot (10 - 15 pL) hon hop tinh dich trén 1én lam kinh (nhé
trén 2 giéng, mdi giéng 1 giot). Pay 4 kinh 1&n (tranh bot khi).

Budc 4.4: Dat tiéu ban vao ngan mat ti lanh/ 5 phuat: dén khi thach dong

Budc 4.5: Lay tiéu ban tir trong tu lanh ra, can than g& phién kinh. Bé & nhiét
d6 phong vaéi vi tri tiéu ban nam ngang cho dén khi khd hoan toan.

Budc 4.6: DBat tiéu ban vao khay chia dung dich DA, ngdm trong 7 phat &
nhiét d6 22 °C (nhiét do phong). Dung nhip di chuyén tiéu ban cho tham déu dung
dich DA.

Budc 4.7: Chuyén tiéu ban sang khay chtra 10mL dung dich LS, ngam 25
phut.

Budc 4.8: Chuyén tiéu ban sang khay chira nuéc cat dé rira dung dich LS. Dé
yén trong nudc cat 5 phit.
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Budc 4.9: Chuyén tiéu ban lan lugt sang cac khay chitra ethanol 70% (2 phat),
ethanol 90% (2 phut), ethanol 100% (2 phat).

Budc 4.10: LAy tiéu ban khoi khay va dé kho tiéu ban & nhiét ¢6 phong.

Buac 4.11: Nhuom: Giemsa 10%/ 7 - 10 phut.

4.2. Nhan dinh két qua

- Xem xét két qua QC (c6 thé chay QC trudc hodc QC song song tly thudc
loai xét nghiém): Stir dung mau tinh dich va thuc hién chirng 4m va ching duong.
Chutng am la ching ma khi tat ca vi truong khdng hién thi quang sang halo. Ching
duong 1a chiing khi tt ca tinh tring trong céc vi trudng déu cé quang halo.

- Poc két qua va nhan dinh két qua

Can quan sat toi thiéu 500 tinh trang dudi kinh hién vi quang hoc véi cac
thong s6 sau:

Tinh tring khéng b; dirt gdy DNA:

+ Tinh triing véi “Halo” rong - “Halo” halo 16n hon hoic bang kich thudc
nhan.

+ Tinh trung véi “Halo” trung binh: kich thuéc halo trung binh.

Tinh tring bj diit gdy DNA:

+ Tinh triing véi “Halo” bé -“Halo” bang 1/3 hoic bé hon 1/3 kich thudc
nhan.

+ Tinh trung khong c6 “Halo”.

+ Tinh tring khong c6 “Halo” va suy thoai - c6 nghia 1a khong xuét hién
“Halo”, d6ng thoi nhan c6 hinh dang khong binh thudng va bat mau thudc nhuom
yéu.

Sau khi quan sat lam kinh dudi kinh hién vi quang hoc va dém it nhat 500
tinh tring c6 dudi trong tinh dich dé x4c dinh do dat gdy DNA tinh tring. Xéac
dinh bang quang halo cua tinh tring theo Fernandez va cong su (hinh 1). Do dat
gay DNA tinh trung dugc tinh theo cong thirc sau:

TT c6 halo nho + TT khong c6 halo + TT thodi hda

DFI = - - - x 1009%
Tong so TT dém dwoc ’
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TT khong bi phan manh DNA TT bi phin manh DNA

L B I

o) @ @) ) ®)
BIG HALO MEDIUM SIZE SMALL HALO WITHOUT HALO DEGRADED
HALO

Hinh 1. Hinh dnh tinh tring c6 qudng halo va khdng c6 quang halo
(1) Tinh trang c6 quang halo I6n (Big halo): Kich thwéc quang halo > dwong kinh
ngang cua nhan.
(2) Tinh tring c6 quang halo vira (Medium halo): 1/3 dwong kinh ngang cuia nhan
< kich thwéc quang halo < dwong kinh ngang cua nhan.
(3) Tinh tring c6 quang halo nhé (Small halo): Kich thieéc quang halo < 1/3
dwong kinh ngang cuza nhan.
(4) Tinh trang khdng c6 quang halo (Without halo).
(5) Tinh tring thoai hoa (Degraded): Tinh tring ¢ nhan bt mau kém, khéong déu.
- Tu van két qua:
+ DFI < 15% la ty 1& dat gdy DNA tinh trung thap.
+ DFI: 15 - 30%: ty I¢ dut gdy DNA tinh trung trung binh.
+ DFI > 30%: ty I¢ dit gdy DNA tinh trung cao
- Bién luan két qua cho nhitng truong hop bat thuong.
4.3. Tra két qua va lwu trir ho so
Tra két qua theo quy trinh lién quan, ghi vao biéu mau c6 lién quan dén quy
trinh va luu ho so xét nghiém.
5. NHUNG SAI SOT VA XU TRI
5.1. Trwéc khi thuc hién ky thuat
- Sai sOt: mau tinh dich c6 mat do tinh tring quéa thap.
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- Xir tri: ¢6 thé ly tdm thu can truéc khi thyuc hién ki thuét.
5.2. Trong qua trinh thuc hién ky thuat

- Sai s6t: Toan bo tinh tring trong cac vi truong khong c6 quang halo

- Xt tri: Kiém tra qué trinh nhudém va cho con vao ngam trong 2 phat, ria
sach tiéu ban va nhudém lai.

5.3. Sau khi thuc hién ky thuat

- Sai s6t; két thic quy trinh 1am tiéu ban ma thay trén tiéu ban mau thubc
nhudm nhat.

- Xt tri: Ngam tiéu ban trong cdn 2 phdt, rra sach va nhuom lai.

6. TIEU CHUAN PANH GIA VA KIEM TRA CHAT LUQONG

- Yéu cau thuc hién noi kiém chat luong.

- Y&u cau thuc hién ngoai kiém hoic so sanh lién phong hoic kiém tra mau
mu (Y&u cau thuc hién ngoai kiém khéng bt budc).
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