Chwc danh : Ky s hang 111 — Chuyén nganh Sinh hoc (K. XNDTYH)

Phong xét nghiém dat chuin an toan sinh hoc cip 2 cin dat nhitng néi dung hoic tiéu chi
nao?

An toan sinh hoc trong xét nghiém 1a viéc st dung céc bién phap dé giam thiéu hoic loai trir
nguy co lay truyén tic nhan gay bénh truyén nhiém trong phong xét nghiém, tir phong xét nghiém
ra méi trudng va cong dong (theo Luat phong, chdng bénh truyén nhidm). Tac nhan giy bénh truyén
nhiém can dugc xac dinh nhom nguy co, tir d6 xac dinh dugc cap d6 an toan sinh hoc phu hop.
Phong x¢t nghiém an toan sinh hoc cap 2 lam viéc Vo1 nhom vi sinh vat nhom nguy co 2 (nhom c6
nguy co lay nhiém cho ¢ thé & mirc d6 trung binh nhung nguy co cho cong dong & mirc do thap
bao gom céc loai vi sinh vét c6 khd nang gy bénh nhung it gay bénh cho ngudi, c6 khad nang lay
truyén sang nguoi va cé bién phép phong, chéng lay nhlem dleu tri hi¢u qua trong trudng hop méc
bénh). Phong xét nghiém dat chuan an toan sinh hoc cap 2 cin dap Gng cc yéu cau sau:

1. Co 56 vt chat

- Dién tich téi thiéu 20m2 (khong bao gdm khu vuc hanh chinh).

- Hé thong cira: cira s6, cira di c6 khuon, c¢6 chdt, khoa an toan. Cira di c6 phan lap kinh trong
dé quan sat bén trong PXN.

- Tudng, tran, san nha, hé théng dién, nudc, anh sang, phong chay, chira chay ... dat theo tiéu
chuan thiét ké PXN.

- Mit ban xét nghiém khong duoc sir dung chat liéu gd, kinh.

- Bon nudc rira tay 1am bang chat liéu d& co rira, voi nude ¢ can gat, c6 dng chdng trao nguoc.

- Thiét bi rira mat khan cap va hop so ctru phai dat vi tri thuan loi st dung.

- C6 hé thdng cap nudce sach.

- Hé thng bién canh bao twong tng timng khu vyc.

- Cho treo 4o choang PXN riéng biét.

- Hé thong xur 1y nude thai dat quy chuan qudc gia vé méi truong (QCVN 28:2010)

2. Trang thiét bj

- Ké khai thiét bi xét nghiém (ly lich,nhan dan thong tin, huéng dan st dung thiét bj)

- Dung cu chira chat thai dung quy dinh.

- Trang thiét bi bao ho c4 nhan phu hop.

- C6 ta ATSH cép 2 va ndi hap uét.

3. Nhan su

- 2 nhan vién xét nghiém tro 18n, c6 bang cap, ching chi dao tao phu hop, duoc tap huan vé
ATSH cép 2, duoc kham stc khoe ban dau va dinh ky.

- C6 nguoi phu trach ATSH.

- Nhan vién dugc tap huin vé an toan lao dong, phong chay chira chay va duoc tiém ching hoac
ding thudc phong bénh lién quan cac tac nhan gay bénh.

4. Quy dinh thyc hanh

- Quy dinh ché d6 bao cao ATSH.

- Quy dinh vé luu trit ho so, két qua XN (phan loai, thoi gian, phuong phép, trach nhiém va xir
1y luu trir)

- Quy dinh ra vao PXN.

- Quy trinh XN twong tng mdi ky thuat XN (trong d6 c6 phan noi dung vé ATSH).

- Quy trinh khtr nhiém, xur 1y chét thai, sir dung ta ATSH; luwu giit, bao quan, thai bo tac nhan
gdy bénh truyén nhiém.

5. Phong ngira va xit Iy si €O

- Panh gia nguy co xay ra sy ¢d dinh ky va khi can thiét.

- C6 ké hoach phong ngtra va xtr Iy sy c6 ATSH.

- Pao tao, tap huan cho nhan vién vé bién phap phong ngira va xur 1y sur ¢d.

- C6 quy trinh xr Iy sy ¢4 lién quan tac nhan gay bénh truyén nhiém sir dung trong PXN; luu
hd so va bién phap xir 1y sy ¢ it nhat 3 nam.



U'u va nhurge diém ciia phwong phap TRF trong xét nghi¢m sang loc truéce sinh la gi?

- Sang loc trudc sinh (SLTS) la chuong trinh sang loc nguy co bat thuong sd lugng NST 13,
18, 21 va dj tat 6ng than kinh cho thai dua trén nghiém pham 1a mau me.Tuy theo tudi thai, SLTS
dugc thuc hién mét trong hai loai sau:

+ Xét nghiém Double test (thai 11 dén 13 tuan 6 ngay), xét nghiém 2 chit PAPPA va BHCG,
két hop voi do mo da gay (NT) cho ty 1& phat hién dén 90 %.

+ X¢ét nghiém Triple test (thai 14 dén 20 tuan 6 ngay), xét nghiém 3 chat AFP, BHCG va UE3,
cho ty 1€ phat hién 65%.

- Tai khoa XNDTYH, xét nghiém SLTS duogc thuc hién bang hé théng xét nghiém mién dich
tu dong AutoDelfia 1235. Cac thanh phan sinh hoa PAPPA, BhCG, UE3 va AFP c6 trong mau thai
phu dugc dinh lugng dya trén nguyén ly mién dich huynh quang tri hodn (time - resolved
fluorometry). Trong d6, chat muyc tiéu s& dugc nhan dién va giit lai boi khang thé dic hiéu da duoc
¢b dinh trén pha rin, cac tap chat & bi rira troi sau qué trinh rira. Phac hop khang thé - khang nguyén
muc tiéu s& duoc tiép tuc bat cip véi mot khang thé khac di duoc dinh chéat phat huynh quang.
Nhimng khang thé mang chat phat huynh quang khéng duoc bat cap véi khang nguyén muc tiéu s&
bi rira troi sau qua trinh rua tiép theo. Dua trén cuong do phat huynh quang do dugc co thé dinh
lugng duoc nong dod khang nguyén muc tiéu c6 trong nghiém pham.

- Hién nay, c6 nhiéu k¥ thuat xét nghiém double test, triple test va phan mém tinh nguy co trong
SLTS. Trong d6, k¥ thuat mién dich huynh quang tri hoan trén hé thong AutoDELFIA va tinh toan
nguy co bang phén mém LifeCycle duoc sir dung rong rai nhat & cac nudce phat trién, dugc té chic
FMF uu tién str dung nhd vu diém sau:

+ Str dung dic tinh cta cac kim loai hiém (Lanthanine) dé tao phan ung dac hiéu, han ché ti
da sai léch két qua do tap chat gay ra.

+ Xét nghiém trén hé théng khép kin va tu dong hoan toan, yéu cau day da mau chuan va mau
chang trong mdi lan chay may, tranh dugc nguy co nham lan, sai sot va sai s6 do ¢6 y hodc vo .

+ Két qua duoc To chuc y hoc thai nhi (FMF) khuyén cédo hang dau sir dung cho phan mém
tinh nguy co FMF.

+ ~3-5h/lan chay nén tiét kiém thoi gian ddi voi muc dich sang loc hang loat mot s6 luong 16n
nghiém pham.

+ Do nhay cuc cao: Xac dinh dén pham vi Femtogram véi ddi tuong c6 ndng do6 thip ma c6 thé
bi bo sot bai cac phuong phap kém nhay hon.

+ Khoang tuyén tinh rong: Khoang tuyén tinh (Dynamic Range) ciia cong nghé DELFIA cao
gap 2 1an so véi ELISA.

+ Po 6n dinh tuyét hao: Cong nghé DELFIA loai bo duoc nhitng van dé lién quan dén Enzyme
nhu d6 phéan ra hay mau nhiém khuan.

- Tuy nhién, k¥ thuat nay con ton tai nhitng nhuoc diém sau:

+ Vi 14 hé thong khép kin nén trong trudng hop khan cap khong thé bo thém mau vao khi may
dang chay.

+ Chi xem duoc két qua khi hoan tat viéc chay may.

+ Gia thanh cao hon cac ky thuat khac.

Tai sao lai xét nghi¢m 170H-P dé sang loc va chin doan ting san tuyén thweng than

- Tuyén thuong than 1a mot co quan hinh tam giac, nam trén than, sat v6i thanh sau ctua khoan
bung.

- Tang san tuyén thuong than bam sinh (TSTTTBS) la mét bénh ndi tiét di truyén do dot bién
gen nam trén canh ngan cua nhiém sic thé (NST) sé 6, ma hoa tong hop cac ‘enzyme xuc tac qua
trinh tdng hop cortisol va aldosteron tir cholesterol caa vo thugng than. Trén thé gidi, ty 1é mac bénh
1a 1/14.000 va & Viét Nam ty 1& nay 13 1/10.000. Bénh TSTTTBS thuong gap nhat 1a do thiéu
enzyme 21-OH (chiém 90-95%).



- Tuyén thuong than ¢ vai tro trong viéc téng hop hormon cortisol, aldosteron va testosterone
tir nguyén liéu ban dau 13 cholesterol. 17-hydroxyprogesteron (170H-P) khi c6 su xdc tac cua
enzyme 21 hydroxylase (enzyme 21-OH) s& chuyén hoéa thanh Cortisol. Khi thiéu hut enzyme 21-
OH s& dan dén giam ndng do cua hai hormon Aldosteron va Cortisol trong co thé.

- Nong do cortisol giam s& kich thich tuyén yén ting san xuit ACTH
va lam cho cac chit 17-OHP va progesterone ting cao.

- Nong do 17-OHP ting sé& dan dén ting tong hop testosteron lam cho ndng d6 chat nay ting
cao hon rat nhiéu so véi tré binh thuong. Giam hormon cortisol, aldosteron va ting hormon
testosterone lam cho tré cé cac triéu chung bénh sau: hr dir, non 6i, sut can, tut huyét ap, tham chi
c6 thé tr vong do mat nude va réi loan dién giai. Bong thoi, qua trinh phat trién gisi tinh cta bé gai
s& bi nam héa, anh hudng dén kha ning sinh san cua tré khi truong thanh.

- Bénh ting san tuyén thuong than bam sinh & tré nguyén nhan do sy thiéu hut enzyme 21-OH
¢6 thé dugc chan doan gian tiép qua ndng do chat 170H-P.

Dé thuc hién tét thao tac véi chit l6ng bang micromicropipet, ngudi thwc hién can luu y

Micropipet hay con goi la micromicropipette, micropipetman, micropipettor la mot dung cu
phong thi nghiém dung dé hat nha chinh xac mot luong chat long c6 thé tich xac dinh. Viéc st dung
micromicropipet s& anh hudng dén thanh cong va do lap lai cia thi nghiém. Do chinh xac
ctia micropipet rat khac nhau, tiy thudc vao hang san xuat, cong nghé san xuét va thao tac ctia nguoi
su dung.

Cac lwu y khi sir dung micromicropipet

1. Cach thirc sur dung micropipet

- Khéng sir dung dé hut luong dung dich ngoai khoang gisi han cho phép cua micropipet. Han
ché dung micropipet thé tich l6n dé hut mot lwong nho. Vi du, khong nén dung micropipet loai 100-
1000 pl dén hat 100 ul, thay vao dé nén dung loai 10-100 pl dé hat. Thé tich hat nén tiém can voi
gié tri trén 14 tot nhét. Vi micropipet cang 16n thi sai s6 cang nhiéu, khi d6 néu hut lugng nho s& co
sai s6 Ion.

- Thao tac v&i micropipet theo chiéu thang dung, néu cam nghiéng thi lwong chét long hut vao
s& khong chinh xac do anh hudng cua 4p suat thiry tinh. Khi nha chat long, nén dé dau tip cham vao
thanh ctia vat chira sau d6 kéo dan 1én dé tranh chat long dinh vao dau tip sau khi nha.

- Tha piston tir tir dé ting d6 chinh xéac, tha qua nhanh hay dit quang s& gay nén bot khi, hoac
ving ban chat long ra ngoai, gy nhiém hay mat di mot lugng chat long.

- Trong lic day chat long ra khoi dau tip, nhan piston dén diém dirng thir hai. Trong lic hut
chat long, nhan piston dén nac dung thi nhat dé hat lugng mau mong muén va khong duoc day dich
ra khoi tip. Néu ban bom hit véi mot thé tich nho (thudng <10 pl), ban co thé trang nhanh dau tip
bang cach hut va day dich long can ding nhiéu lan.

- D6 nhiing sau ctia micropipet nén khoang 1-3 mm tinh tir dau tip dén bé mat chat long. Vi néu
qua sau thi chat long c6 thé bam vao tip va dugc chuyén vao cing vai lwong chat long can chuyén
nén luong chat long duoc chuyén s& nhiéu hon. Con néu nhung quéa ndng thi chat long hat vao sé& it
hon do anh huong cua khong khi.

- Nén str dung tip c6 phan loc dé giam thiéu nhiém cac hat sol khi (aerosol) cua dich.

- Str dung can than khi bom hat mau mot thoi gian dai. Ban tay cta ban s& lam 4m micropipet
va thay dbi thé tich bom do su gidn no Cua cac thanh phan. Do d6 giira cac 1an hut nha khong nén
cam pipet trong ban tay, qua trinh nghi can duoc thyuc hién dé cho phép cac micropipet 1am mat va
giam thiéu sy kho khan khi van hanh.

2. Cdc yéu té anh hwéng dén kha nang it chinh xdc ciia micropipette

- Pau tip: tip khong dam bao chat lugng s& anh huong 16n toi kha nang hat chinh xac cua
pipet. Vi vay yéu cau tip phai sach, mat trong tip tron nhan, ddng nhat, thang canh va khong tham
nudc.

- Do nhét chét long: cac micropipet ding dé hut cac chét long c6 do nhdt cao nhur mau, huyét
tuong...phai 13 loai khac véi dung dé hat nuéce.



- Nhiét do: 13 yéu t6 quan trong nhét anh hudng dén thé tich chat long duoc phan phdi do su
gidn nd vi nhiét caa cac chat. Cac loai micropipet dugc san xuat thuéng ap dung & nhiét do tir 20
dén 25 d6 C.

- D6 4m: d6 am thich hop cho sir dung micropipet trong khoang 45 dén 75%. bo 4 am c6 anh
hudng 16n den kha nang hat chinh xac cua micropipet vi néu d am thip (<30%) thi téc d6 bay hoi
tang, con neu d6 4m qua cao thi kha nang ngung tu chat long tang.

- Ap suét khi quyén: cang Ién cao ap suét cang giam, tuy nhién n6 chi anh huéng nho dén su
thay d6i ti trong caa chat long nén sai sé do ap suat khi quyén 1a khong dang ké va thuong dugc bo
qua.

Trong k¥ thuat karyotype mau, tai sao phai thuc hién buéc séc nhwee trwong va can luu y
nhirng gi khi thuc hién buéc nay

- Xét nghiém karyotype hay Lap b nhidm sic thé 1a xét nghiém khao sat bo nhidm sic thé bao
gom cac dic diém vé kich thude, hinh dang, s6 luong va ciu triic bo nhidm sac thé (NST) trong mot
mau té bao.

- Xét nghiém karyotype mau duoc chi dinh dé chan doan céc réi loan NST cho nhimg ddi twong
nghi ngd bi méac cac hoi chang di truyén, di tat bam sinh, cham phat trién tm than, v6 sinh — hiém
muon, vo kinh, xac dinh gidi tinh, nhitng cap vo chong co tién can thai luu / siy thai lién tiép / sinh
con di tat bam sinh, ..

- 0 XN karyotype mau, NST duoc khao sat dua trén viéc nudi cay té bao méau ngoai vi hoic
mau cudng ron trong moi truong chuyén biét. Sau thoi gian thich hop, colchicine dugc s dung dé
lam ngimg qua trinh phan bao & Ky gitta nguyén phan. Sau d6, cac té bao dugc thu hoach, nhé lame,
nhudm bing bang céc loai thudc nhudm thich hop va quan sat dudi kinh hién vi (@6 phong dai 1000
lan), cac cum NST duoc chup anh va dugc sir dung dé lap karyotype hoan chinh nhd phan mém
chuyén dung. Khi d6, nhitng bat thuong vé kich thudc, hinh dang, s6 lugng va cau trac caa bd nhiém
sic thé s& duogc phat hién.

- XN nay bao gom nhiéu budc, mdi giai doan déu c6 vai tro quan trong, quyét dinh dén chat
luong, két qua cua xét nghiém. Trong do, giai doan sd¢ nhuge truong 14 giai doan dong vai tro quan
trong, va can luu y nhat bay la budc st dung dung dich nhuge trwong cho vao cdn té bao sau
nudi cay, gitp lam té bao lympho truong phong, cac nhiém sac thé & ky gitra s& phan tan, khong
xép chong 1én nhau, dong thO’l cac té bao hong cau sé& bi pha v va giai phong cac thanh phan noi
bao (do d6 sau giai doan séc nhugc truong, dung dich sau ly tim s& c6 mau d6 sam).

- C6 nhiéu yéu té anh huong dén thanh cong cta giai doan nay. Trong d6 anh hudong 16n nhat
la nong d¢ cua dung dich st dung sdc nhugc truong. Hién nay qui trinh k¥ thuat s dung dung dich
nong do la KCI 0.075M. Pé dam bao dung dich sir dung la ding nong do, ngudi thuc hién xét
nghiém can luu ¥ ngay tir luc chuan bi hoa chét, bao gém han sir dung cta hoa chat, chét lugng cua
hoéa chat, do tinh sach cua nudc cat sir dung dé pha dung dich séc nhuoc truong, qui trinh str dung
can phan tich. Ngoai ra, khi sir dung nguoi thuc hién can luu y thém nhiéu yéu té khac nhu: dam
bao lwong dung dich duoc thém vao mdi dng nghiém chira can té bao phu hop, cin té bao duoc hoa
tron déu tiép xtic déu voi dung dich séc nhuoc truong, Cling can dam bao du thoi gian cua giai
doan séc nhuoc truong (30 phat) sao cho té bao cang phong dén murc d6 vira du dé co thé thuc hién
cac giai doan tiép theo, vi néu sdc nhurgc truong qua muec, cac té bao s& v& sém, nhidém saic thé s&
phan tan khap trong dung dich, 1am cho nhiém sac thé khong tap trung thanh tung cum trén tiéu ban.
Nguoc lai, soc nhugc truong khong du s€ dan dén cac nhlem sac thé chong chéo 1én nhau, gay kho
khin hodc khong thé phan tich bo nhiém sac thé. Trong sudt qua trinh 1 trong bé 6n nhiét, can luu
v vé nhiét do cua bé va tée do lac, diéu nay lam t61 uu hiéu qua sdc nhugce trrong, dam bao cac té
bao duoc xur Iy déng déu nhau.

- Xét nghiém karyotype mau trai qua nhiéu budc thuc hién, sai s6t & mot giai doan bat ky nao
cling c6 thé anh huong 16n dén két qua cua xét nghiém, do d6 nguoi thuc hién ki thuat can can than
va thyc hién dung quy trinh, trau doi k§ nang trong timg giai doan, dam bao tinh chinh xac cua ting
két qua xét nghiém.



Lam thé nao dé xir Iy nhiém chéo DNA trong phong thi nghiém sinh hoc phan tir

PCR la mét ky thuat c6 d6 nhay va do dic hiéu cao. Tuy nhién, v6i kha ning khuéch dai tir
mot luong khudn mau nhé thanh mot legng san pham khéng 16 sau mot sb chu ki nhit dinh nén chi
can mot luong DNA rat nho bi nhiém c6 thé gay nén duong tinh gia hodc 1am sai 1éch két qua xét
nghiém.

Vi vay, ngay khi nghi ngd cé su nhiém chéo DNA trong phong thi nghiém sinh hoc phan tir,
can thyc hién ngay cac bién phap xur Iy nh1em chéo.

- Trudc tién, can nhan dién duoc ngudn gdy nhiém. Ngudn gay nhiém c6 thé 1a san pham cua
qua trinh PCR, DNA tir mau ly trich khac, hoa chét st dung, vt tu tiéu hao, thiét bi, quan 4o, chit
thai...

-Pdi voi nguén gdy nhiém la tir héa chét su dung, c6 thé x4c dinh thanh phén hoéa chét bi nhidm
bang cach thiét 1ap cac phan timg 4m vé6i cac thanh phan khac biét rd khong bi nhiém, sau d6 thém
thanh phan nghi ngo bi nhiém vao. Néu sau phan tmg c¢6 san pham dugc khuéch dai ching to thanh
phan héa chit duoc thém vao bi nhiém. Can loai bo ngay hoa chat bi nhiém va thay thé bang 16 hoa
chat méi khi st dung cho cac phan ung tiép theo.

- V¢ sinh cac loai pipet bang khin gidy véi con 70 do, néu co chit long bi hut vao bén trong
pipet, lién h¢ véi nha san xuat dé duoc hudng dan xir 1y. Cac loai vat dung khac(rack, dung cu
nghién mau...) dugc xtr Iy bang cach ngam trong NaOCI 15% tir 15 phut dén 1 gio, thoi gian xir 1y
tiy thudc vao d6i twong, vi du nhu vat dung kim loai ngdm 1au s& bi an mon. Sau d6 ngdm vat dung
trong nudc Cat it nhat 2 gio, 1ap lai 2 lan, sau d6 lau sach nudc va dé kho tu nhién.

- Véi may moc, thiét bi, cling tién hanh lau bé mit véi NaOCl 15%, dé kho, sau d6 lau lai bang
con 70 do, dé kho, tiép tuc chiéu UV trong 30 phut.

- Ngoai ra, can vé sinh cac bé mit san, tuong, mit ban thi nghiém bang NaOC1 15%, sau d6 lau
lai bang nuéc sach, dé khé va chiéu UV trong 30 phut. Ngam giit quan 40 mic trong phong thi
nghiém véi chat tay raa, loai bo cac chat thai trong phong thi nghiém.

- Sau qua trinh v€ sinh cac may moc, thiét bi va méi truong phong thi nghiém, loai bo cac ngudn
lay nhlem nghi ngo, can kiém tra lai bang cach thyc hién mot so6 phan tng PCR khong chira DNA
khuén mau dé chic chan hién twong nhiém chéo dugc loai bé.

- Khi xay ra nhiém chéo DNA trong phong thi nghiém sinh hoc phan tir, viéc xir ly dé loai
nhidém gay ton nhiéu thoi gian, cong stc va hoa chét, do d6 dé tranh xay ra nhiém, mdi ngudi thuc
hién thao tac tai cac phong thi nghiém sinh hoc phan tir can tuyét ddi tuan thu cac quy dinh vé an
toan, vé sinh va phong chdng nhiém chéo DNA.

Tai sao phai lam gia (aging) tiéu ban nhiém sic thé (NST) trwéc khi nhuém GTG

Xét nghiém karyotype 1a xét nghiém 1ap bo NSTdé khao sat ciu tric va sb lugng bo nhiém sic
thé. Xét nghiém nay thuong duoc chi dinh cho cac cap vo chdng vo sinh - hiém muon, say thai lién
tiép, tién cin co con hoic thai bi di tat bam sinh; cac truong hop bi di tat bam sinh, cham phat trién
tam than, tri tué, van dong, ...; hodc thai c6 si€u am bat thuong.

Quy trinh k¥ thuat karyotype gém cac budc sau:

- Nudi cy té bao bang méi truong c6 thanh phan dinh dudng dic biét

- Ding phan bao bang demecolcine dé thu NST & Ky gitta, sbc nhuoc trrong té bao va cb dinh
NST bang dung dich Carnoy

- Nho lame, c6 dinh NST trén tiéu ban

- Lam gia ti€u ban NST, nhuom GTG

- Chyp hinh va phan tich by NST

B6 NST ngudi gdm c6 46 chiéc gdm 44 NST thudng va 2 NST gidi tinh, cac NST thuong duoc
phan chia thanh 7 nhém: A, B, C, D, E, F, G dya theo kich thudc va vi tri tdm dong.

Dé c6 thé dé dang khao sat cau triic NST, céac tiéu ban lame duoc xur Iy bang enzyme sau d6
nhuém bang thuc nhudém dé c6 cac bang dic trung cho tirng NST. C6 nhiéu ki thuat nhuom khac
nhau, nhung k¥ thuat nhuém bang G (GTG, Giemsa — Trypsin — Gbanding) duoc st dung phd bién
nhét vi thao tac dé dang, hoa chat it doc hai, NST sau nhuém dé phan tich va tiéu ban c6 thé luu trit
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duogc lau. Trong k¥ thuat nhuom GTG cac bang tdi 1a doan DNA giau A, T (nguoc lai vai bang R),
bang sang la nhiing doan giau G, C.

Quy trinh nhu¢m GTG nhu sau:

- Lam gia (aging) tiéu ban lame

- Xur 1y tiéu ban lame bang trypsin 0,05%

- Nhudm tiéu ban da xir Iy bang Giemsa

Phan khé nhét cua ky thuat nhuém GTG 1a chon duoc thoi gian xir 1y tiéu ban lame bang trypsin
t61 wu nhat. Néu thoi gian xur 1y qua dai, NST s& bi cit nat va khong con rd hinh dang, néu thoi gian
xir Iy khong da, NST s& khong c6 bang rd rang va kho phan tich. Cac phan trén cling mot tiéu ban
lame hoic gitra cac tiéu ban lame trong cing mot dot s& c6 dd 4m khac nhau, déu nay ciing gay kho
khan cho viéc xu 1y trypsin.

Vi vay, truée khi nhuom GTG cac tiéu ban lame dugc lam gia (aging) bang 1 trong cac phuong
phép sau:

- Sdy ¢ 60°C qua dém

- Sdy ¢ 80°C trong 1 gio

- Bé & nhiét d6 phong trong 5 — 7 ngay

Muc dich cta budc lam gia lame 1 dung nhiét d6 1am giam d6 am cua céc tiéu ban lame, khién
céc tiéu ban c6 d6 4m dong déu, giap NST khong bi nhoe khi xir 1y trypsin lam ting do sic nét cua
bang NST khi nhuéom GTG.

Ciac thanh phin co ban cia phan @ng nhan chudi DNA (PCR) va vai trd ciia chiing

Phan ng phan tng nhan chudi DNA (Polymerase Chain Reaction, viét tat: PCR), con goi 1a
"phan tng khuéch dai gen", do Karl Mullis va cong su phat minh nim 1985. Pay 1a mot ki thuat
phd bién trong sinh hoc phan tir nham khuéch dai (tao ra nhiéu ban sao) mot doan DNA nhé enzyme
DNA polymerase ma khong can st dung cac sinh vat séng nhu E. coli hay nim men. PCR dugc str
dung trong cac nghién ctu sinh hoc va y hoc phuc vu nhiéu muc dich khac nhau, nhu phat hién cac
bénh di truyén, nhan dang, chan doan nhitng bénh nhiém trung, tach dong gene, va xac dinh huyét
thong.

PCR 1a mot chudi phan @ng nhiéu chu ky néi tiép nhau, mdi chu ky gom ba budc:

- Bién tinh: tach chudi DNA tir dang mach déi thanh mach don

- Bat cap méi: gan cap mdi dic hiéu theo nguyén tac bd sung

- Kéo dai: tong hop chudi DNA méi gidng chudi DNA gbc

Mot chu ky ba bude trén s& dugc lap di 1ap lai nhiéu lan, sau mai lan lai lam ting gap doi luong
mau cua lan trudc.

Mot phan tng PCR can c6 cac thanh phan nhu sau:

1. Nuoc

Nudc str dung cho phan tng PCR phai that tinh khiét, khong chira ion nao, khong chra DNAase,
RNAase, enzyme cit giGi han... N6i cach khac 1a khong chira bat ky mot thanh phan nao khac.

2. Dung dich dém cho phan #ng PCR

Dung dich dém cho PCR 1a mét trong nhirng yéu t quan trong anh hudng dén chit lugng phan
ung PCR.

Thanh phan dung dich dém cua phan tng PCR thudng phu thudc vao loai enzyme DNA
polymerase sir dung trong PCR, thuong chira mudi dém Tris HCI 10 mM, KCl 50mM va
MgCI2 1.5mM. Trong céc thanh phan trén, nong d6 cia Mg2+ 1a nhan t6 anh huong I6n dén qua
trinh PCR. Nong d6 t6i wu tir 0,5 dén 2,5 nM. Chinh ion Mg2+ gan lién két dNTP voi DNA
polymerase, tang kha ning bam ndi cua mdi. Nong dd MgCI2 cao sé tao nhiéu san pham khong dic
hiéu, nong do MgCI2 qua thap s& khong tao san pham PCR.

3. dNTP (deoxy nucleoside triphosphate)

La don vi dé co thé tong hop duoc cac ban sao ciia DNA dich. ANTP ¢6 cau tao gom mot duong
deoxyribose c6 gan mot base, co the 1a Adenine (dATP) hay Thymine (dTTP) hay Cytosine (dCTP)
hay Guanine (dGTP), & carbone sé 1 (C1). Ba phén tir phosphate (triphosphate) duoc gin tai carbone

6



s6 5 (C5) ciia phan tir deoxyribose nay va ddy chinh 1a noi ma dNTP gin vao dau 3’ cua chudi bd
sung trén chudi DNA dich. Nang luong dé cho phan tng nay xay ra duoc |y tir cac ndi phosphate
giau nang lugng cua triphosphate trén dNTP. D6 ciing chinh 1a 1y do tai sao phai 1a ANTP ching
khong phai 1a ANDP (diphosphate) hay ANMP (monophosphate).

4 loai nucleotide dNTPs (dATP, dTTP, dGTP, dCTP), thuong dugc su dung & néng do 20 —
200 microM dbi v&i mdi loai. Nong d6 cao hon s& dé tao cac san pham phuy, néng do cac loai
nucleotide khong déu s& lam ting cac 18i sao chép cuia polymerase.

4. Moi (primer)

Moi 12 nhitng doan DNA soi don ngin dai khoang 20-30 bases c6 trinh ty bo sung voi hai dau
ctia doan DNA va can thiét cho viéc xuc tién phan tng diy chuyén tong hop DNA. Chung nhan ra
phan DNA can dugc nhén 1én, bat cap bd sung véi mot dau cia DNA mau va tao ra vi tri bat dau
tai ban. Cac mdi nay c6 chiéu nguoc nhau, bao gom mét moi xudi (forward primer) va mot moi
nguoc (reverse primer).

Mbi 1a yéu t6 quan trong nhat cua phan tng PCR, quyét dinh tinh dic hiéu caa phan tng

Trong thir nghiém PCR, doan mdi ¢6 hai vai tro chinh: (1) Quyét dinh nén tinh dac hiéu cua
ther nghiém, vi néu doan méi dugc chon cang dic hiéu cho chudi dich, nghia 1a chi c6 thé bat cap
trén chudi dich ma khong thé bat cap duoc trén cac chudi DNA khac ngoai chudi dich, thi san pham
PCR cang dac hiéu va thir nghiém PCR cang dac hiéu. (2) Khoi dong enzyme DNA polymerase vi
enzyme DNA polymerase chi c6 thé bat dau tong hop soi b6 sung cho chudi DNA dich mét khi nd
nhan dang duoc dau 3’ (1a ddu ma né xuc tac cho mot ANTP duoc gan vao) dang ¢ tinh trang soi
doi.

5. Enzyme DNA polymerase

Két qua caa phan tng PCR phu thudc vao kha ning chiu nhiét ciia enzyme polymerase 1a
enzyme xuc tac cho qua trinh 1ap rap cac nucleotide dNTPs (dATP, dTTP, dGTP, dCTP) vao mach
DNA méi tong hop.

Theo quy trinh PCR gbc cua Mullis, enzyme phan tng nhan ban DNA dugc thyc hién trong
6ng nghiém (in vitro). Soi DNA dbi bi tich thanh 2 sgi don khi dun néng & 96°C. Tuy nhién, & nhiét
do nay DNA polymerase bi pha huy vi vay can b6 sung enzyme sau mdi giai doan nung nong cua
mai chu ky. Sau do, quy trinh goc nay duoc phat trién bang cach dung DNA polymerase 13y tir vi
khuan wa nhiét séng trong mach nuée phun & nhiét do trén 110°C. DNA polymerase tu sinh vat nay
on dinh & nhiét do cao va khi dung trong PCR né khéng bi pha v& khi hdn hop duoc nung nong dé
tach soi DNA. Tir d6, qua trinh sao chép DNA c6 thé don gian va ty dong hon.

Mot trong nhitng DNA polymerase chiu nhiét dau tién duoc phan lap dwoc tir Thermus
aquaticus va dugc goi la Tagq.

6. DNA mdu (DNA template)

La mau DNA ma chiing ta s& khuéch dai. Co thé 1a DNA kép, don, hodc RNA duoc tach chiét
tir cac dbi tugng nghién ctru. DNA mau can c6 do nguyén ven cao tranh 1an tap chat, DNA con
nhiéu tap Chat ¢6 thé e ché phan ung, ndng d6 DNA qué cao ¢ thé tao ra cac san pham phy khong
mong mudn.

Phan tng PCR t6i uu xay ra khi mau DNA khéng duoc dai qué, thuong khuéch dai tott nhat
d6i véi doan DNA dai khoang 1-1,5kb.

Mau DNA tinh sach s& cho két qua t6t, tuy nhién k¥ thuat chuan doan bang phuong phap nay
Van dat két qua tot trong trudng hop mau DNA khong c6 do tinh sach cao, nhu vét mau kho, nhitng
mau vat khao ¢6. Phuong phap nay cho phép xac dinh DNA véi mot lugng thap, khoang 100 ng.

Quy trinh xit Iy tran dé nghiém pham sinh hoc cap 11

An toan sinh hoc (ATSH) phong xét nghiém (PXN) 1a thuét nglr dugc su dung dé mo ta nhiing
nguyén tac, kg thuét va thyc hanh can thiét dé ngan ngura nhimg phoi nhlem khong mong muon
hodc 1am that thoat tac nhan gy bénh (TNGB) va doc td. Viéc xac dinh mot cap do ATSH cho mot
PXN can quan tam dén loai vi sinh vat duoc xét nghiém, thiét bi sén c6 cling nhu céc tiéu chuén
thuc hanh va cac quy trinh can thiét dé tién hanh cong viéc trong PXN mét cach an toan. Cac don
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vi dich vu chiam séc stic khoe ban dau, co s chan doan, nghién ctru thudng nam ¢ mic d6 ATSH
cap Il

Ngudi lam viéc trong PXN ATSH cip II luon phai ddi mat véi nguy co bi 1y nhidm tac nhan
gy bénh lién quan dén viéc khong dam bao an toan sinh hoc trong PXN trong d6 ¢6 nguy co do
tran d6 nghiém pham sinh hoc cép 1.

Nghiém pham sinh hoc cép II 1a nhém nghiém pham c6 nguy co lay nhiém cho ca thé & mirc
d6 trung binh nhung nguy co 1y nhiém cho céng ddng & muc thap bao gorn cac loali vi sinh vat co
kha nang gay bénh nhung it gdy bénh nang cho nguoi, c6 kha nang lay truyén sang ngudi va c6 bién
phap phong, chdng 1ay nhiém, diéu tri hiéu qua trong truong hop mac bénh. Vi du nhu: virus viém
gan A, B, C; virus soi; vi khuan ta; .

Bé dam bao ngan ngura phoi nhiém cho véi nhan vién PXN hodc lam that thoat TNGB va doc
t6 ra mé truong, khi xay ra sy ¢b tran d6 nghiém pham sinh hoc cép II, tiy theo vi tri xay ra tran do
can phai xtr 1y theo mt trong cac quy trinh sau:

1. Swrco lam dé dung dich chiza TNGB trong ti an toan sinh hoc

Phai c6 hop dung cu xtr Iy danh d6 dung dich c6 chira TNGB: dung dich khir nhiém, gidy tham,
panh, Kep, tai dung chét thai 1y nhiém, trang bi bao ho c4 nhan phu hop. Cac dung cu niy phai lam
bang cac vat liéu khong bi an mon bai cac hoa chét trong PXN.

Khi danh d6 dung dich chira TNGB trong ti ATSH, nguoi 1am xét nghiém khong duoc tat tia
va tién hanh céc budc sau:

- Bao véi ddng nghiép dang lam viéc gan d6 (néu co);

- Pé cho tu hoat dong 10 phut truéc khi tién hanh cac bién phap xtr Iy dam bao cho tat ca cac
khi dung da duogc loc qua mang loc HEPA cua ta;

- Thay gang tay sach va di lay bo xir Iy sy ¢d d6 mau;

- Dung gidy tham phii 1én dung dich bi d6, d6 hoa chét khir trung (dung dich Bleach pha lodng
10 1an hodc NaClO 0,5%) 1én ving bj d6 theo chiéu tir ngoai vao trong, dé khoang 30 phut cho chat
Khur trung phat huy tac dung;

- Thu nhit vat sic nhon (néu ¢6) bang kep bo vao hop dung vat sic nhon;

- Dung kep thu nhét gidy tham cho vao tai dung chat thai 1ay nhidm dé tiét trung;

- Lau bé mat 1am viéc, thanh bén trong ctia ti ATSH va cac dung cu bén trong ti bang khan/gidy
tham thim hoa chat khir nhiém;

- Thao gang tay, rtra tay;

- Két thuc qua trinh xt 1y;

- Sau khi két thuc xét nghiém va ra khoi PXN, phai ghi chép, bao cao sy viéc véi nguoi phu
trach ATSH va ngudi quan 1y PXN.

2. Sw €6 d6 dung dich chia tdc nhan gdy bénh 1én san nha hodc ban xét nghiém

Khi danh d6 dung dich chtra tac nhan gdy bénh 1én san nha hodc mat ban xét nghiém, can bo
xét nghiém can tién hanh cac budc xir 1y nhu sau:

- Ngay lap tirc canh bao cho dong nghiép dang lam viéc trong cing PXN;

- Thay gang tay sach va quan 4o bao ho (néu dung dich chira tac nhan gy bénh ban 1én quan 4o),
bao giay, deo kinh;

- L4y bo dung cu xt 1y sy ¢6 d6 mau bénh pham;

- Nhit cac vat sic nhon néu co bang kep;

- Phu gidy tham 1én toan bo bé mat co dung dich bj d6 theo trinh tu tir ngoai vao trong;

- D6 hoa chét khir tring (dung dich Bleach pha loang 10 lan hoic NaClO 0,5%) 1én ché da duoc
phu gidy tham theo chiéu tir ngoai vao trong;

- Doi 30 phiit cho chét khir tring phat huy tac dung diét khuan;

- Thay gang tay mdi;

- Lau sach ving bi d6 bang khan/giay thim va cho khan/ gidy thdm va tat ca cac vat dung lay
nhiém cho vao tai dung chat thai 1ay nhiém dé tiét trung;

- Khan/ gidy tham va vat sic nhon (néu co) duoc xtr 1y theo hudng dan xir Iy chét thai 1ay
nhiém:;



- Két thuc qua trinh xt 1y;

- Sau khi két thuc qua trinh xét nghiém, ra ngoai, ghi chép va bao cdo ngudi phu trach PXN vé
su ¢b va cac bién phéap xtr Iy da dugc tién hanh.

3. Sw 6 ddnh do6 dung dich chita TNGB Idy nhiém qua dwong hé hdp bén ngodi t ATSH

- Nin th¢ va roi khoi phong ngay 1ap tuc;

- Bao dong nghiép 1am trong phong (néu c6) rdi khoi phong xét nghiém va déng cta lai;

- Pit dau hi¢u canh bao nhimg nguoi xung quanh ¢ ctra ra, vao;

- Coi bo quan 40 bao ho, ging tay, khdu trang... va cho vao tai, thung thich hop dé mang di
khtr nhiém bang ndi hap tiét tring;

- Rira tay, mdt va nhitng phan trén co thé c6 kha nang bi phoi nhiém;

- Poi 30 phut dé khi dung tao ra do danh d6 ling xudng hoic trao doi ra ngoai PXN;

- Thuc hién theo cdc budc cua quy trinh xtr 1y sy b dbi voi TNGB khong 1ay nhiém qua dudng
hé hap

Lam thé nao dé phong chong nhiém chéo DNA trong phong thi nghiém sinh hoc phan tir

PCR c6 kha ning khuéch dai tir mot phén tir thanh mot lugng san pham khong 16 sau mot sé
chu ky nhat dinh, nén néu nhiém maot luong vét DNA thi v6i kha nang khuéch dai tuyét voi nay,
chinh DNA nhiém c6 thé tré thanh khuén mau cho PCR va két qua 1a mot san pham dich khong
mong mudn duoc khuéch dai (duwong tinh gia). Cac ngudn c6 thé gay nhiém DNA 1a khu vuc ban
lam viéc, trang thiét bi may moc, cac loai pipette nhidm DNA tir nhitng lan lam thir nghiém trudc,
nhiém san pham cua lan khuéch dai trude hay nhiém chéo DNA giita cac mau. Dé tranh nhidém va
lam giam ty 1& duong tinh gia, can tudn thu cac nguyén tic phong thi nghiém nhu sau:

1. Trang thiét bj phong thi nghiém

- ft nhét phai tach biét dugc cac khu vuc lam viéce trudc PCR, PCR, va sau PCR, cac khu vuc
nay duogc bé tri theo ludng mot chiéu;

- Néu c6 thé, nén lam PCR trong hét sinh hoc phan tir ¢6 trang bi dén tim, may ly tim nhe (méay
spin down) va ging tay dung mot lan chuyén dung cho sinh hoc phan tir. Khong nén sir dung bo
pipette cho sinh hoc phan tir chung vai cac loai thir nghiém khac, pipette cho chimg duong phai
riéng biét, va luén dung cac loai dau con loc v tring.

2. Xur Iy mdu va ky thudt thao tac

- Ludn tuan thi cac k¥ thuat vo trung, di giang tay méi khi lam viéc ¢ khu vire PCR va tuyét ddi
tranh tao bot khi;

- Khi chuan bi sinh pham, héa chat, luén st dung dung cu thay tinh hay nhya méi va/hodc vo
trung, va trudc day chua bao gio duoc sir dung dé tach chiét DNA. Sdy w6t moi sinh pham va dung
dich khong anh hudng dén phan tng, trir moi, cac dNTP, va Taq Sinh pham

- Dung dich dung cho PCR can duoc chia thanh mét lwong nho va bao quan riéng biét, khong
dung chung vai cac loai k¥ thuat khac;

- Mdi phan tng ludn kém cac ching gém chimg am (c6 day du cac thanh phan ciia phan ung
nhung khong c6 mat khudn mau), cac ching duong (ly tuong nén c6 ching duong tinh vira va
duong tinh ycu dé klem soat hiéu qua khuéch dai cia phan ung). Khi can xac dinh Su cO mt cua
chat ¢ ché trong mau bénh pham thi cho vao ching duong tinh yeu mot lugng du mau bénh pham
hodc dung ky thuét dong khuéch dai chimg duong bang cach thay thé mot khu vie nao d6 trong san
pham PCR géc bang mét trinh tu da biét va thém san pham bién dbi nay vao cac tube bénh pham
can xet nghiém, sau d6 dung dau do dac hiéu véi trinh ty da biét dé phat hién san pham bién doi va
néu trong mau bénh pham khéng c6 mit cac chat e ché thi phan ung sé& c6 két qua duong tinh.

3. Logi nhiém bang UNG

Mot trong s cac nguon dé gay nhidém nhat cho PCR 1a san pham PCR cua chinh nhitng lan
khuéch dai truée nén c6 thé sir dung enzyme Uracil DNA Glycosylase (UNG) dé pha huy cac san
pham nay bang co ché enzyme va héa hoc nhung khong pha hity DNA ty nhién (khuén mau hay
doan mdi). UNG xuc tic qua trinh loai bo uracil khoi DNA sgi don hodc kép duoc téng hop tir



dUTP — mét trong 3 loai nucleotide cia PCR. Dudi tac dung caa UNG, cac vi tri kiém dugc hinh
thanh va trong diéu kién nhiét @6 cao, pH kiém, cac vi tri kiém nay s€ bi phan cat.
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