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Sàng lọc trước sinh không xâm 

lấn (NIPT)  

Dựa vào phân tích DNA tự do 

(cfDNA) trong máu mẹ.  

Giới thiệu NIPT 

• Nguồn gốc: nhau thai 

• 5-7 tuần vô kinh- sau sinh 2 tiếng 

• DNA trần 

• cfDNA mẹ và con 

• Fetal fraction  

 



Công nghệ xét nghiệm NIPT 

• MPS (massively parallel sequencing) 

• “counting method” 

• Chỉ số z-score 

 

• Targeted sequencing 

• CSS (chromosome-selective sequence) 

• Điểm nguy cơ (risk score) 

 

• SNPs sequencing 

• Phân tích tính đa hình 

 

• Vanadis NIPT system biochemistry 

• Lai huỳnh quang 
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NGS – next generation sequencing 



 10% fetal fraction => chỉ có  0.136%  cf DNA thai 

Thai bình thường 

Chỉ                   cfDNA là Chr. 21 1.36%  

Thai bất thường 

 10% fetal fraction => chỉ có   0.142%   cf DNA thai 

Chỉ                  cfDNA là Chr. 21 1.42%  

Chỉ có 0.06% khác biệt ! 

Công nghệ giải trình tự gen 

thế hệ mới ? 
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• RUO (Research Use Only): chỉ sử dụng trong nghiên cứu 

 

 

• CE-IVD (European Conformity In Vitro Diagnostic): 

chẩn đoán trên người theo tiêu chuẩn của Châu Âu. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CE/IVD - RUO 



Chuẩn hoá Quy trình NIPT  



Quy trình NIPT tại BV Từ Dũ 



Mẫu máu: thu nhận và bảo quản 

Chất kháng đông  K3EDTA  
 



Tách chiết DNA 

Tách plasma từ máu toàn phần:  

Tách plasma 

Chậm 

 
Ly tâm 1 600g 

(10 phút) 

 

 

Nhanh  
Ly tâm 16 000g 

(10 minutes) 
 

EDTA/Streck Tube 

~10 mL ~5 mL ~5 mL 

Centrifugation  

3000g 
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QIAGEN QIAamp 

Circulating Nucleic Acid Kit 

(cat 55114) 

Ủ 
60C trong 30 phút 

Plasma   

+ Proteinase K 

+ Buffer ACL 

Ủ 
+ Buffer ACB 

QIAvac 24 

~ 2-3giờ 

Tách chiết DNA tự do (cell-free DNA) 

https://www.qiagen.com/us/resources/download.aspx?id=0c4b31ab-f4fb-425f-99bf-10ab9538c061&lang=en
https://www.qiagen.com/us/resources/download.aspx?id=0c4b31ab-f4fb-425f-99bf-10ab9538c061&lang=en
https://www.qiagen.com/us/resources/download.aspx?id=0c4b31ab-f4fb-425f-99bf-10ab9538c061&lang=en
https://www.qiagen.com/us/resources/download.aspx?id=0c4b31ab-f4fb-425f-99bf-10ab9538c061&lang=en
https://www.qiagen.com/us/resources/download.aspx?id=0c4b31ab-f4fb-425f-99bf-10ab9538c061&lang=en
https://www.qiagen.com/us/resources/download.aspx?id=0c4b31ab-f4fb-425f-99bf-10ab9538c061&lang=en
https://www.qiagen.com/us/resources/download.aspx?id=0c4b31ab-f4fb-425f-99bf-10ab9538c061&lang=en
https://www.qiagen.com/us/resources/download.aspx?id=0c4b31ab-f4fb-425f-99bf-10ab9538c061&lang=en


DNA fragments from plasma 

Plate 1 

+ Buffer 

+ Enzymes Ủ  

Chuẩn bị thư viện DNA 



 Chất lượng : kiểm tra các đoạn 
DNA (kích thước, độ nhiễu..) 

 Số lượng : Đo nồng độ DNA mỗi 
mẫu 

Kiểm tra  

chất lượng  

DNA Fragment 

Marqueur 1 

GX Reviewer 

Định lượng cfDNA sau PCR 



 

Chuẩn hoá 

 

Kết hợp 12 mẫu 

 
 

DNA được: 

12   Mẫu/pool 

Pool 1  Pool 2 

Tổ hợp DNA và đo kích thước 

DNA 



Post-SS Pool 

 

 

. 

Pool 1  

Đo nồng độ DNA bằng Labchip 

GX Touch. 

GX Reviewer 

Định lượng DNA lần hai 



Chuẩn bị mẫu và Giải trình tự  



Kiểm soát chất lượng 

PCR 

Đánh giá quy trình  

Đánh giá quy trình 

Đánh giá quy trình  

……… 

…… 

…… 

……..… 

Đánh giá mẫu 

Đánh giá mẫu …… 



GC content  

• Tỷ lệ Guanine-Cytosine trên NST  

• Chiếm 40% DNA trong genome 

• Thay đổi tỷ lệ trình tự đọc của NST cần 

phân tích và NST tham khảo 

• Ảnh hưởng đến việc xác định sự khác biệt 

về số lượng trong trình tự đọc 

 

• GC correction: loại bỏ ảnh hưởng của trình 

tự GC, cải thiện độ nhạy và độ đặc hiệu 

 

 



Đánh giá chất lượng giải trình tự NGS  



Số lượng đọc (read counts) 

 Ion 540 Chip 

 150 triệu giếng 

 60-80 triệu đọc 

 200 bp 

 7-8 triệu đọc/ mẫu 

 



Nội kiểm (internal control) 

Run control 

RC01 
PMH017 

RC02 
PMH018 

RC03 
PMH019 

RC04 
PMH022 

 Nội kiểm: trisomy 21 dương tính  

 500,000 reads 

 Đánh giá tiêu chuẩn đã được thiết lập  

 

NỘI KIỂM KHÔNG ĐẠT:  INVALID RUN 

 

 Thực hiện lại xét nghiệm 



Fetal fraction 

• The fetal fraction is essential for accurate test results 

• Fetal fraction of at least 4% for a reportable result 

• Screen failure ranges from approximately 1% to 8% 

• Results may not be obtained because of low fetal 

fraction… 

Cell-free DNA screening for fetal aneuploidy. Committee Opinion No 640. ACOG 2015;126:e31-7 



Phát hiện bất thường nhiễm sắc thể với FF  

≥  2 %  và  ≤ 40 %. 

Valide 
test Fetal 

Fraction (FF) 

Tỷ số NST 

Lượng đọc 
Kết 

quả đạt 

<2% : QC không đạt 
               

≥2% : QC đạt 

Fetal fraction 



• IONA sotfware (BS EN 62304, CE-IVD) 

• Trisomy 21, 18, 13 

• Điểm nguy cơ ≥ 1:150 là nguy cơ cao 

• Nguy cơ nền: combined test hoặc nguy cơ tuổi mẹ 

 

• DNAFolder (Patent US 20160026759A1) 

• Các NST thường và NST giới tính 

• Z-score 

Phân tích kết quả NIPT 



Double check thông tin 



Kết quả 



Năng lực IONA test 

 

The 

IONA® test  

Tỷ lệ phát hiện 

(độ nhậy) 

Tỷ lệ dương tính 

giả (FPR) 

Giá trị tiên đoán 

dương (PPV) 

Trisomy 21  99% 0.03% 99% 

Trisomy 18 92% 0.03% 93% 

Trisomy 13  100% 0.02% 94% 

NST giới tính  Tỷ lệ chính xác > 99% 

Hiệu quả lâm sàng IONA kit trên 20,000 mẫu lâm sàng  

The IONA® test for first-trimester detection of trisomy 21, 18 and 13. Poon LC, Dumidrascu-Diris D, Francisco C, Fantasia I, Nicolaides 

KH 





Đào tạo nhân sự 



• Xét nghiệm NIPT đầu tiên trên thế giới có CE-IVD 

• Quy trình kiểm soát chất lượng chặt chẽ  

• Nội kiểm (run control) 

• Phân tích 24 nhiễm sắc thể bằng hai phần mềm  

• Chuẩn bị tự động hoá hoàn toàn quy trình 

 

 

Ưu điểm NIPT thực hiện tại BVTD 



 


