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QUY TRINH XAC PINH MUC bO PHAN MANH ADN CUA TINH TRUNG VA
KIT DUNG CHO QUY TRINH NAY

(57) Giai phap hitu ich dé cap dén quy trinh xac dinh mdc do6 phan manh ADN

cta tinh trung va kit ding cho quy trinh nay. Quy trinh xac dinh muic do phan

manh ADN cua tinh triing theo giai phap hitu ich bao gém céc budc: a) chuin bi

tiéu ban, b) bién tinh ADN cua tinh trung, ¢) ly giai mang nhan t€ bao tinh trung,

d) nhudm tiéu ban; va e) xac dinh miic do phan manh ADN cua tinh triing. Theo

d6, quy trinh theo giai phap t6i uu diéu kién c6 dinh mau, diéu kién ly giai mang

nhan va diéu kién nhuom gitp giam dugc héa chit pha vd mang nhan va st dung

loai thu6c nhudém thong thudng ma van thu duoc hiéu qua tuong dwuong loai

thudc nhudém dac hiéu. Ngoai ra, giai phap hitu ich con dé cap dén kit dung cho

quy trinh xdc dinh mdc d6 phan manh cta tinh tring theo giai phap hitu ich.
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Linh vue ki thuat dwoe dé cap

Giai phép hitu ich thudc linh vyc di truyén tmg dung trong y hoc, cu thé 1a
dé cép dén quy trinh x4c dinh mic d6 phan manh ADN cia tinh tring va kit

dung cho quy trinh nay.
Tinh trang ky thuat cia giai phap hiru ich

C6 rat nhiéu nguyén nhan gy ra vo sinh nam, mét trong nhiing nguyén
nhdn gdy ra v6 sinh nam 13 do sy phan manh ADN cua té bao tinh trung. Nhiéu
nghién ctru cho thdy rang, mic du nhidu truong hop chi sb tinh dich dd &
ngudng binh thuong, nhung van bi v6 sinh. Pidu nay 13 do cac chi sb tinh dich
do khong danh gid hét duoc hoan toan vé mit hinh thai va chtrc ning cia tinh
trung.

Phan manh ADN cua tinh tring 12 mét trong nhiing réi loan vét chét di
truyén dan t6i kha ning thy tinh kém, thai kém phat trién hogc thai di tat bAm
sinh, dé say thai. C4c nghién ctru da chi ra rang, khoang 25% bénh nhan nam v
sinh c6 mirc d§ phan manh ADN cua tinh tring cao. Khoang 10% sé bénh nhan
diéu tri v sinh c6 thé c6 tinh dich dd binh thuong, nhung ¢6 mirc d6 phan manh
ADN ctia tinh tring cao. Su phan manh ADN cta tinh trung anh huéng truc tiép
dén ti 1¢ thu thai va chit luong phéi thai, tir d6 dan dén giam hiéu qua cta céc

bién phap hd tro sinh san.

D3 ¢6 nhiéu nd luc nhdm chan doan vé sinh & nam giéi trén co sé danh gia
muc d§ phan manh cua tinh trung nhim cai thién, diéu tri v sinh nam. Hién co
mét s6 k¥ thuat duoc str dung dé dénh gia mic d6 phan manh ADN nhu Comet,
. Tunel, SCSA, AOT, SCD. Viéc danh gid mic d0 phdn manh ADN cua tinh
tring bang k§ thuat kiém tra mirc d6 phan tan chit nhiém sic cua tinh tring -

Sperm Chromatin Dispersion (SCD) la mdt trong cac k¥ thuat phat hién mtrc do
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phan manh ADN don gidn, gi4 thanh thap, tién loi va dang dugc st dung rong
rai trén thé gioi.

Niam 2003, Fernadez va cong sy da xdy dung thanh cong phuong phap
khao sat sy phan tan chit nhiém sic cta tinh trung (Sperm Chromatin
Dispersion - SCD), xem: Fernandez J.L., et al, “The sperm chromatin dispersion
test: a simple method for the determination of sperm DNA fragmentaion”,J
Androl 24: 59-66. Co ché SCD dua trén nguyén tic ADN cua tinh trung khong
bi phan manh s& tao quang bit mau nhudm sang (quang halo) dic trung quanh
161 nhan tinh trung, trong khi ADN cua tinh trung bi phan manh s€ khong tao ra
duoc quing sang hodc tao quing sang rat nhé khi xor 1y bién tinh trong moi
trudng axit va loai b cac protein nhan. Nguyén tic nay di duogc thira nhan va
duoc st dung 1am k¥ thuat chudn trong viée danh gia mic d6 phan manh ADN
cua tinh tring. Dua trén nguyén tic ctia phuong phép nay, vao nim 2006
Fernandez va cOng su dua ra kit thvong mai Halosperm (EP 1710320 B1) va

duoc st dung rong rai trong viéc chan dodn va di€u tri bénh vo sinh nam.

Mic du vy, kit thuong mai st dung thuéc nhudém va dung dich phé v&
mang nhan ddc hiéu va c6 gia thanh cao va mat thoi gian, trung binh dé c6 két
qua thi can 2 gid xét nghiém va can nhiéu budc thao tic véi thoi gian nghiém
ngat, vi du can hai 14n ly giai mang nhan t& bao va ba budc rira tiéu ban 1an luot
bang 70% etanol trong 2 phut, sau d6 trong 90% etanol trong 2 phut va cubi
cung 14 100% etanol trong 2 phat. D3 c¢6 nhiéu nghién ctru nham cai tién hé
dung méi pha mang nhan, nhung khong pha v& protein té bao va van giit nguyén
duge hinh thai dc trung ctia té bao tinh trung (dudi) da duoc tién hanh, nhung
khong hi€u qua. Theo phuong phéap cua Fernadez va cong su, cac tac gia nay da
str dung hé dung dich chira 0,2 M dithiothreitol dé pha v& mang té bao va st
dung thubc nhudm Wright dac hiéu dé nhudm. Vi du, Nguyén Thi Thiy An va
cdng su, “Su phan manh ADN cua tinh trung: Nguyén nhan, hdu qua va cac xét
nghiém danh gia”, Tap chi Cong nghé sinh hoc 11 (3): 393-402, 2013 da duara

cai tién vé hé dung méi so vdi phuong phap chuan. Tuy nhién, phuong phap ctia
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c4c tac gia nay khong t6i uu duoc didu kién thuc hién, hé dung moéi st dung do
d6 trong qua trinh ly giai mang nhén, té bio tinh tring bi rung mat dudi, Sau khi
nhudm bing thudc nhudém Wright, viéc dénh gia té bao tinh tring gap kho khin
do kho phan biét duoc té bao tinh tring véi té bao binh thudng.

Do d6, van can cai tién quy trinh xac dinh mtc do phan manh ADN cia
tinh tring v6i hé dung méi ly giai va hé thudc nhudm dic hiéu bing hé dung
mdi va thudc nhudém théng dung nham thay thé, nhung van gitt dugc hiéu qua
nhu khi st dung cdc hé thudc nhudém dic hiéu gitp ting hiéu qua xét nghiém,
giam chi phi va linh dong trong cong tic chan doan va diéu tri bénh.

Ban chat k¥ thudt ciia gidi phap hiru ich

Muc dich ctia giai phap hitu ich nhdm giai quyét cac van dé néu trén. Cu thé
1, giai phap hiru ich dé& xuét quy trinh xac dinh mirc d6 phan manh ADN ctia
tinh tring duogc cai tién vé hé dung méi ly giai mang nhan té bao va thude
nhudm cho phép nhuém ADN cua tinh trung mdt cach rd nét ma khong pha vo
té bao va lam mat dudi cta tinh tring va kit ding trong phuong phép nay.

Theo khia canh tht nhat, quy trinh xac dinh mc d6 phan manh ADN cua

tinh trung theo giai phap bao gom céc budc:

a) chuén bj tiéu ban bang cach dinh luong tinh tring dén 10° t& bao/ml, sau
d6 c¢b dinh mAu chua tinh tring 1én lam kinh bang thach agaroza 0,3% & 37°C va
dé 6n dinh mau & 4°C trong 15 phut;

b) bién tinh ADN cua tinh tring bang cach dua tiéu ban da duoc 6n dinh
méu vao mdi trudng axit HCl 8%o trong 7 phut dé gay bién tinh ADN cua tinh
trung;

¢) ly giai mang nhan té bao tinh tring bang cich chuyén tiéu ban chira tinh
tring da duoc bién tinh ADN vao dung dich bao gdm 0,1M dithiothreitol (DTT);
2M NaCl; 1% Triton X-100, 0,2 M Tris, d6 pH= 7,5 trong 28 phut dé ly giai

mang nhén té bao tinh tring, sau do rira sach bang nudc ct trong 5 phut;
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d) nhudém tiéu ban bing cach rira lai tiéu ban bang etanol 100% trong 6
phut, sau khi dé kho tu nhién, tién hanh nhudém mau béng thubc nhuém Giemsa

5% trong 10 phut, sau d6 rira dung dich thudc nhudém bang nuéc; va

e) xac dinh mirc d6 phan manh ADN cua tinh tring bing cach xac dinh ty
1€ tinh trung bi phan manh ADN theo hinh thai té bao c6 dudi duoc nhudm tir do

dua ra dugc két luan vé mtc do phan manh ADN cua tinh trung.

Theo khia canh thi hai, giai phap hitu ich d& cap dén kit ding dé xac dinh

mirc d6 phan manh ADN ctia tinh tring, trong d6 kit nay bao gém:

- dung dich agaroza néng do 0,3% dé c6 dinh mau;

- dung dich axit HCl 8%o dé bién tinh ADN tinh tring;

- dung dich d ly giai mang nhan protein cta tinh tring bao gdm: 0,1M
dithiothreitol (DTT); 2M NacCl; 1% Triton X-100, 0,2 M Tris, d6 pH=7,5; va

- dung dich thubc nhudém Giemsa 5% dé nhudm tiéu ban tinh trung.
MBO ta vin tit cac hinh vé

Hinh 1 1a 4nh chup hinh anh cta tinh tring duoc nhudém bang quy trinh
theo giai phap htru ich. (A) Hinh thai cta tinh trung khong bi phan manh ADN
va (B) Hinh thai cua tinh trung bi phan méanh ADN.

Hinh 2 13 4nh chup hinh théi té bao véi quang bit mau nhudém (quang halo).
(A) hinh anh quang bat mau nhudém cua té bao tinh tring khi nhuém bang kit
thwong mai d6i chtng, (B) hinh anh quing bit mau nhudm cia té bao tinh trung
khi nhuém bang kit theo giai phap hitu ich.

Hinh 3 1 biéu d6 so sanh ty 1& phan manh ADN cua tinh tring bang kit
theo giai phap va kit thuong mai di ching. Trong dé, DFI 1 1 ty 1é phan manh
ADN cua tinh trung st dung kit theo giai phap; DFI 2 la ty I¢ phan manh ADN
ctia tinh tring st dung kit thuong mai trén cting 30 mau tinh dich.

Hinh 4 13 anh té bao v6i quing bat mau nhudm (quang halo) khi nhudém
bang dung dich nhuém Giemsa 5% véi nhitng giai ndng do dithiothreitol thr
nghiém khac nhau dé ly giai mang nhén té bao tinh tring.

-5-
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MO ta chi tiét giai phap hitu ich

Sau day, giai phéap hitu ich dwoc mé ta chi tiét véi nhimg phuong 4n thuc
hién cu thé, tuy nhién, nhitng phuong an thuc hién dé chi mang tinh chat minh
hoa cho giai phap chtr khéng nhdm muc dich giéi han pham vi yéu cau bao ho
cua giai phap.

Theo d6, giai phap hitu ich dé cap dén quy trinh x4c dinh mic d6 phan manh

ADN cua tinh trung va kit dung trong phuong phép nay.

Theo khia canh tht nhét, quy trinh xac dinh mtrc d§ phan manh ADN cua
tinh tring, trong d6 quy trinh nay bao gém céc budc: a) chuén bi tiéu ban, b)
bién tinh ADN cua tinh tring, ¢) ly giai mang nhén té bao tinh tring, d) nhuém

tiéu ban; va e) xac dinh muc d6 phadn manh ADN cua tinh trung.

Trong budc chuan bi tiéu ban, mau tinh dich tir bénh nhan duoc bao quan &
nhiét do thudong trong vong 2 tiéng va 4°C trong 24 gio dé lam mau xét nghiém.
Pé dinh luong mau, mau tinh dich duoc pha lodng trong dung dich nuéc mudi
sinh ly néu mat do tinh tring 16n hon 1,5x10%ml, nguoc lai, mau tinh dich duoc
ly tim & tAn s6 1500 vong/phut, loai bé dich ndi lay cén chira tinh dich néu mat

d6 thap hon 10° tinh tring/ml.

Lam kinh duoc xir Iy bang thach 0,3% dé tao 16p mang moéng trén bé mat
lam kinh, sau d6 phéi tron agaroza 16ng va tinh dich & 37°C va nhanh chdng cb
dinh mau 1én bé mat lam kinh va dé 6n dinh mau & 4°C trong 15 phut cho dong

mau thu duoc tiéu ban o6n dinh mau.

Trong buéc bién tinh ADN cia tinh tring, tién hanh dua tiéu ban di duoc
6n dinh mau vao méi trudong axit HCI 8%o trong 7 phit dé gay bién tinh ADN

cua tinh trung.

Trong budc ly giai mang nhén té bao tinh tring, muc dich ctia qua trinh nay
nhim phé v& mang nhan, nhung khong pha v& mang té bao, tién hanh chuyén
tiéu ban chira tinh tring di duoc bién tinh ADN vao dung dich bao gém 0,1M
dithiothreitol (DTT); 2M NaCl; 1% Triton X-100, 0,2 M Tris, d6 pH= 7,5 trong
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28 phut. Cac tac gia cua giai phép hitu ich nhan thdy rang, d6i v6i mdi loai thudce
nhudm, thoi gian va ndng d6 dich dém ly gii mang nhan anh huéng 16n dén két
qua nhudm. P6i véi dung dich chira 0,1M dithiothreitol (DTT), thoi gian t61 wu,
du dé ly giai mang nhan, nhung khéng di dé pha vé mang té bao 1a 28 pht.
Thoi gian va ndéng d6 dithiothreitol nay dugc tinh toan dé str dung sao cho c6
kha ning nhudm boi thuéc nhuém Giemsa. Ngoai ra, viéc stt dung Triton X-100
cling gitip 6n dinh dwoc dudi tinh tring, khéng bi dut gay. Sau khi pha v& mang

nhéan, dung dich ly giai dugc ria sach bang nudc cat trong 5 phut.

Trong budc nhudm ti€u ban, dé cd dinh té bao, tién hanh rira tiéu ban béng
etanol 100% trong 6 phut, sau d6 dé khé tu nhién va tién hanh nhudém mau.
Thudc nhudm duge cac tac gia st dung la dung dich thudc nhuém Giemsa 5%,
day la dung dich thong dung, d& pha ché va dugc s dung rong ri trong cac
phong thi nghiém. Thot gian nhudém bang dung dich thuéc nhuém Giemsa 5% la

10 phat, sau d6 rira dung dich thube bang nudc.

Trong budc xac dinh mirc d6 phan manh ADN cua tinh tring, tién hanh
quan sat hinh théi té bao tinh triing, cin ct vao quang bat mau nhudm cta té bao
tinh trung (quang halo), ¢ thé x4c dinh duoc ty 18 tinh trung bi phan manh ADN
theo hinh thai té bao c¢6 dudi dugc nhudm. Can cir theo ty 1& vé sb lugng tinh
tring c6 quang bat mau 16n, nhé hodc khong b4t mau c6 thé dua ra duoc két
luan v& mirc do phan manh ADN ciia tinh tring c6 trong mau thir nghiém.

Theo khia canh thi hai, giai phap hiru ich d& cap dén kit dung dé xéac dinh
murc do phan manh ADN cia tinh tring, trong d6 kit nay bao gom:

- dung dich agaroza néng d6 0,3% dé cb dinh mau;

- dung dich axit HC1 8%o dé bién tinh ADN tinh tring;

- dung dich dé ly giai mang nhan protein cua tinh tring bao gbm: 0,1M
dithiothreitol (DTT); 2M NaCl; 1% Triton X-100, 0,2 M Tris, d6 pH=7,5; va

- dung dich thuéc nhudm Giemsa 5% dé nhudm tiéu ban tinh trung.



1

764

Theo mot phuong an cua khia canh nay, kit nay con chua dung dich

agaroza 0,3% va hudng dan st dung.

Vi du thye hién giai phap hiru ich

Vi du 1. Thir nghiém nhupm mau bang thuéc nhupm Giemsa véi dung dich ly

gidi mang nhén chiva cdc nong dé dithiothreitol (DDT) khdc nhau

Dbé thir nghiém va xay dung dugc nong do chuan, cac thtr nghiém dugc tién

hanh vdi cac né)ng do tir 0,05M dén 0,3M. Két qua thir nghiém duoc thé hién

trén Hinh 4 v6i ndng d6 DTT khéc khau v6i thoi gian ly giai 1 25 phat. Két qua

thir nghiém duoc téng két trong Bang 1.

Bang 1: Két qua hinh anh thu duoc khi thir & cac nong do dithiothreitol trong

cac dung dich ly giai khac nhau

STT | Nong d6 dung dich ly giai | Két qua Nhén xét
_ Mau khoéng ly giai, dau tinh
1 %QIM;) 1;5(’) H()\/I()I(;Ifi/}’”l(“) ’_1% Hinh 4a | tring con nguyén ven, khong co
riton X- , 0, I18 quing halo
0,05 M DTT; 1,5M NaCl; Hinh 4b Co hiép tuong ly gidi, tuy nhién
2 0,5% Triton; 0,05M Tris n chi 1 s0 it tinh trung c6 halo nhé
. ' Céc tinh tring déu c6 quang halo
3 (1)2;1,}4 D;f(Tl, 0 0.2(1)\/[1 MN;C,L Hinh 4¢ | 10, tuy nhién dudi tinh trung bi
olriton A-100; 0, 1s mat hodc bién dang
C6 hién tuong ly giai rd rét, hinh
. . anh quang halo r0 rang, ngoai ra
4 %1 M }I{) 336201\2/[1\1/\[] %FC,I ; 1% Hinh 4d | co su phén biét 1o k‘ich thuoc cac
riton A-100; 0, s quang halo nhu quéng halo lon,
quang halo bé
Co hién tuong ly giai rd rét, tuy
0,3 M DTT; 2 M NaCl; 2% Hinh 4 nhién dudi tinh trung cé hief;n
5 Triton X-100; 1 M Tris 1nh 4e tuong co lai va 161 nhan bién
dang
Co hién tuong ly giai rd rét, tuy
0,5 M DTT; 3 M NaCl; 2% Hinh 4f nhién dudi tinh trung c6 hién
| Triton X-100; 2 M Tris 1 tugng co lai va 16i nhan bién
dang manh
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Két qua thir nghiém cho thay rang, viéc thay d6i thuéc nhuém Wright béang
thudc thudm Giemsa bi anh huéng boi néng d6 DTT trong dung dich ly giai
mang nhan té bao. Theo d6, khi nhuém bang thudc nhudém Giemsa, chi nhiing
mau nao duoc thuc hién véi néng d6 DTT tir 0,1-0,15M thi két qua cho hinh anh
dep, dam bao yéu ciu vé chét lugng. Viéc ting hodc giam ndéng d6 DTT déu cho
két qua khong mong mudn, nghia 13 néu giam ndéng d6 DTT xubng dudi 0,1M
~thi viéc ly giai mang nhan kém, nguoc lai khi tdng qua 2M thi duoéi tinh trung
cang co lai, 16 nhan bién dang va khong thé sir dung dugc néu noéng d6 DDT
16n hon 0,3M. Luu ¥ rang, d6i v6i thube nhudém Wright, cac thir nghiém déu cho
két qua khac.

Qua céc thir nghiém céc tac gia giai phap hitu ich nhan thay rang, d6i véi
phuong phap nhudm Giemsa theo quy trinh cta giai phap hitu ich, néng d6 DDT
0,IM la néng dd6 t6i wu cho hiéu qua bét ngo khi st dung vai thubc nhudm
Giemsa ma c6 thé quan sat duoc rd rang, mang nhan dugc ly giai hoan toan ma

duoi tinh trung con toan ven.

Vi du 2. Thir nghiém ddanh gia sw phan manh ADN cua tinh trung bing kit
theo gidai phap hitu ich

Dé thir nghiém danh gia sy phan manh ADN cua tinh tring, tién hanh thir
nghiém voi 50 mau tinh dich ciia bénh nhéan. Pbi ching str dung kit Halosperm

thwong mai dé so sanh v&i kit theo giai phép hitu ich.

Céac bude tién hanh ddi véi kit Halosperm duoc thuc hién bang thudc
nhudém Wright theo huéng dén ctia nha san xuét, cac budc tién hanh thuc hién
theo kit theo giai phap hitu ich dwoc thuc hién bing phuong phap néu trén.

DPém sb luong tinh tring, 13 nhimg t& bao c6 dudi, dudi kinh hién vi quang
hoc. Xé4c dinh chinh xéc kich thuéc quang bat mau nhuém sang (quang halo)
theo tiéu chuén sau:

- Quéng halo rong: t bao co kich thuéc quang halo 1én hon hodc bang kich

thudc duong kinh ngang cua nhén.
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- Quéang halo trung binh: t& bao c6 kich thuéc quang halo nim trong
khoang 1/3-1 kich thuéc duong kinh ngang ctia nhan.

- Quing halo bé: té bao c6 kich thudc quang halo nhé hon 1/3 duong kinh
ngang cua nhan.

- Khéng c6 quang halo: té bao khong thiy c¢6 quang halo.

_ C6 nhan thoai hoa: t& bao c6 nhan bt mau kém, khong déu.

Ty 1& % DFI (ty 1€ % mirc do phan manh) la ty 1€ xac dinh mic do phan
méanh ADN cuia tinh trung, trong d6 ty 1€ nay duoc tinh theo cong thie:

A+B+C
DFI (%) =

Tng s6 té bao tinh tring
Trong do:

A: tong s6 té bao tinh triung c6 quang halo nhé

B: Tdng s6 té bao tinh trung khong c6 quéang halo

C: Thng s6 té bao tinh tring c6 nhéan thodi hoa.

Két qua thir nghiém ddi vdi kit theo giai phap hitu ich dugc thé hién trén

Bang 2.

Bang 2. Két qua thr nghiém danh gia ty 1 phan manh ADN cua tinh trung béng
kit va phuong phap theo giai phap hitu ich

S&thit | % tébao | % tébaoco [%tébao | %tebao | %tebao | %
tymAu | c6 quang | quanghalo |c6 quang | Kkhongco cénhian | DFI
halo rong | trung binh | halo bé | quang halo | thodi hda

Bl 25,8 24,4 18,0 23,2 8,6 49,8
B2 20,0 14,7 2,0 29,0 343 65,3
B3 68,2 19,1 5,9 3,6 3,2 12,7
B4 45,6 25,6 8,6 18,2 2,0 28,8
BS 33,2 24,6 4,6 8,0 29,0 42,2
B6 67,2 17,8 2,8 6,4 5,8 15,0
B7 75,8 12,0 2,2 6,2 3,8 12,2
Bg 29,3 48,8 6,6 7,6 7,6 21,9
B9 31,4 29,6 9,6 13,0 16,4 39,0
B10 9,6 6,8 9,0 15,0 59,6 83,6
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Bll 61,0 18,2 4,6 3,0 13,2 20,8
B12 21,6 7,6 9,2 31,0 30,6 70,8
B13 30,2 29,6 13,2 8,0 19,0 40,2
B14 0 83,0 9,8 3,7 3,5 17,0
B15 23.6 42,0 7,8 7,6 19,0 34,4
B16 75,6 14,0 3,6 3,6 3,2 10,4
B17 71,4 16,0 4,2 2,6 3,8 12,6
B18 57,2 23,8 10,6 5,4 3,0 19,0
B19 68,2 19,4 5,4 5,0 2,0 12,4
B20 41,7 24,2 2,9 11,9 9,3 34,1
B21 65,8 15,1 3,0 11,4 4,7 19,1
B22 61,3 14,4 4,0 8,8 1,5 243
B23 41,1 15,5 4,4 11,2 27,4 43.0
B24 69,8 10,8 3,3 4.8 11,3 19,4
B25 31,1 23,8 9,6 12,6 2,9 25,1
B26 69,2 14,2 5,0 6,4 5,2 16,6
B27 25,4 26,8 9,6 13,9 243 47.8
B28 442 20,1 8,1 17,4 10,2 35,7
B29 74.4 14,1 2,7 3,5 5,3 11,5
B30 77,0 12,0 4,9 3,6 2,5 11,0
B31 50,9 19,2 6,7 11,2 12 29,9
B32 69,4 17,7 4.4 5,6 2,9 12,9
B33 50 19 5 8 18 31

B34 50,2 12,6 3,7 15,2 18,3 37,2
B35 41,5 22,3 5,8 19,1 11,3 36,2
B36 66,9 13,9 6,3 7,1 5,9 19,3
B37 47 14 5,8 20,8 12,4 39

B38 47,4 20,1 7,5 12,8 12,2 32,5
B39 51,1 13 0,5 16,8 12,6 35,9
B40 52,6 18,9 8,1 9,1 11,3 28,5
B41 57,9 14,9 8 12,1 7,1 27,2
B42 62,5 20,1 2,8 10 4,6 17,4
B43 50,7 19,2 6,7 11,2 12,2 30,1
B44 56 23,8 5,8 10,3 4,1 20,2
B45 70 13,8 4 4.4 7,8 16,2
B46 57,5 11,4 8 16,3 6,8 31,1
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B47 56,2 8,7 7 12,3 15,8 35,1
B48 51 11,2 4.4 19,8 13,6 37,8
B49 58,3 153 . 58 11,5 9,1 26,4
B50 52,1 15,6 8,4 12,2 11,7 323

Két qua thir nghiém d6i v6i kit thuong mai Halosperm d6i ching duoc thé

hién trén Bang 3.

Bang 3. Két qua danh gi4 su phan manh ADN cua tinh tring bang kit thuong

mai d6i chimg Halosperm

Sothir | %tébao | % tébaocod | %tébao | %tebao | %tebao | %
tymau | c6 quang | quanghalo |c6 quing | khongco c6 nhan DFI
halo rong | trung binh | halobé | quang halo | thoai hda
Al 1,6 49,6 16,6 11,0 21,2 48,8
A2 3,2 31,6 25,4 31,8 8,0 65,2
A3 32,4 53,3 8,0 2,9 3,4 14,3
A4 19,2 50,6 11,2 6,3 12,7 30,2
A5 37,6 21,0 29,6 5,8 6,0 41,4
A6 58,2 26,4 6,0 8,4 1,0 15,4
A7 61,8 25,6 6,0 2,8 3,8 12,6
A8 52,5 24,7 4,0 11,8 7,0 22,8
A9 28,4 30,6 4,6 20,8 15,6 41,0
Al0 10,2 4.4 9,0 33,4 43,0 85,4
All 56,2 25,6 5,0 6,0 7,2 18,2
Al2 11,2 18,6 22,2 19,8 28,2 70,2
Al3 33,7 21,0 26,1 15,4 3,8 453
Al4 0 80,0 10,8 5,2 4,0 20,0
AlS 56,2 7,2 2,6 20,2 13,8 36,6
Al6 19,4 68,2 5,8 2,0 4,6 12,4
Al7 74,4 14,8 6,8 2,4 1,6 10,8
Al8 54,8 21,2 11,2 6,2 6,6 24,0
A19 432 43,8 3,0 4,0 6,0 13,0
A20 57,7 10,6 3,3 11,7 11,7 31,7
A21 44,0 343 7,0 7,8 6,9 21,7
A22 58,9 15,7 5,8 7,7 11,9 25,4
A23 33,5 17,6 7,3 29,7 11,9 48,9
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A24 52,2 25,4 9,3 5,4 7,5 22,2
A25 56,3 17,4 3,6 8,5 14,2 26,3
A26 46,7 35,1 8,8 6,7 2,7 18,2
A27 39,9 11,6 15,2 15,4 17,9 48,5
A28 51,6 14,0 4,1 10,9 19,4 34,4
A29 78,1 9,6 5,4 3,2 3,7 12,3
A30 68,0 18,1 6,9 3,6 3,4 13,9
A31 56,5 16,2 6,5 11,2 9,6 27,3
A32 73,1 11,3 4,2 6,6 4,8 15,6
A33 53,7 11,4 6,3 16,9 11,7 34,9
A34 43,3 17,5 7,7 21,9 9,6 39,2
A35 43,9 17,6 8,5 14,5 15,5 38,5
A36 63,1 18,3 4,3 8,9 5,4 18,6
A37 46,4 10,5 11 16,8 15,3 43,1
A38 55 10,2 10 14,5 10,3 34,8
A39 46,4 14,8 9.4 12,3 17,1 38,8
A40 55,3 17,3 4,2 10 13,2 27,4
A4] 52,5 21,9 12,5 7,4 5,7 25,6
A42 61,9 22,1 55 6,2 4,3 16

A43 50 17,7 5,6 17,5 9,2 32,3
A44 56 24,5 6,4 4,3 8,8 19,5
A45 61,9 20,1 1,7 5,9 10,4 18

A46 56,6 9,6 7,4 10 16,4 33,8
A47 44,9 17,9 8,8 19 9,4 37,2
A48 53,1 10,9 7,7 17 11,3 36

A49 63,7 12,9 7,1 7,7 8,6 23,4
AS50 58,8 10,8 5,8 9,7 14,9 30,4

Theo két qua tir bang 2 va bang 3 thay ring, kit va phuong phéap theo giai

phép: hitu ich c6 két qua thir nghiém tuong dwong véi kit thuong mai

Halosperm, di€éu nay cho thay rang, viéc t01 uu diéu kién phan cdt mang nhan va

diéu kién nhuém bang thuoc nhuém Giemsa hoan toan cé thé gidm dugc nong

d6 DTT va thay thé dugc thudc nhuém Wright dic hiéu.
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Két qua xir ly théng ké bang phin mém SPSS theo phuong phép cia
Alman cho thay két qua tuong duong gitra hai phuong phép trén 13 rat cao (R =

0,98). Ty 1 DFI khac biét gitta hai phuong phép 1a 1,43 (95% CI (0,68-2,19)).

Két qua hinh anh nhuém mau giira hai phuong phap dugc thé hién trén
hinh 2a va hinh 2b cho thiy phuwong phép cta giai phap hitu ich twong duong
v6i phuong phéap dbi ching.

Hiéu qua dat dwgc cia gidi phap hiru ich

Phuong phap theo giai phap hitu ich cho phép rut ngan quy trinh do chi can
mot bude ly giai mang nhén té bao, rat ngin duoc thoi gian cho phép cho két
qué trong 65 pht, trong khi quy trinh chuan 1a 2 gio. Quy trinh theo giai phap
hiru ich chi cin mot 1an ly giai mang nhéan va c6 thé st dung duoc thude nhudém
Giemsa thong dung thay vi phai trai qua hai 1an ly giai va st dung thuéc nhudém
Wright dac hiéu.

~ Quy trinh va kit theo giai phap cai tién hé dung méi, trong d6 khoéng str
dung SDS (sodium dodecyl sulfate) gdy bién tinh va lam tiéu hiiy duéi tinh
trung, khién viéc kiém tra két qua nhudém gip khé khan do d& bi nhdm véi té bao
la khong c6 dudi khac.

Quy trinh va kit theo giai phap hitu ich thay ddi thanh phan dung dich ly
giai giup giam luong DTT, nhung van tao diéu kién thuén loi cho viéc thao xoén
cua cac soi nhidm sic, gitt dugc hinh thai cua ddu va nhén cua tinh tring va gitr
duoc toan bo soi nhidm sic bi phéan tan tao thanh quang, tir d6 d& dang danh gia
dugc mirc d§ phan manh ADN cua tinh trung.

Quy trinh theo giai phap hitu ich don gian héa thao tac, vi du, chi can mot
buée ly giai mang nhan va mot bude rira tiéu ban bang etanol 100% duy nhat
trude khi nhuém bang thudc nhuém Giemsa, trong khi d6 quy trinh chudn cén
hai budc ly giai mang nhan va ba budc rira tiéu ban lan luot bang 70% etanol
trong 2 phat, sau d6 trong 90% etanol trong 2 phit va cudi cing 1a 100% etanol

trong 2 phut trude khi nhudm bé‘mg thudc nhudm Wright dac hiéu.
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YEU CAU BAO HO
1. Quy trinh x4c dinh mic d§ phdn manh ADN cua tinh trung, trong d6 quy
trinh nay bao gém céc bude:
a) chuan bj tiéu ban bang cach dinh luong tinh tring dén 10° té bao/ml, sau do
c¢b dinh mau chtra tinh tring 1én lam kinh bang thach agaroza 0,3% & 37°C va dé
6n dinh mau & 4°C trong 15 phut;
b) bién tinh ADN cta tinh tring bang cach dua tiéu ban da duoc dn dinh miu
vao mdi trudng axit HCI 8%o trong 7 phut dé gay bién tinh ADN cua tinh trung;
¢) ly giai mang nhan té bao tinh tring bang cach chuyén tiéu ban chua tinh trung
da dugc bién tinh ADN vao dung dich bao gdm 0,1M dithiothreitol (DTT); 2M
NaCl; 1% Triton X-100, 0,2 M Tris, d6 pH= 7,5 trong 28 phut dé ly giai mang
nhan té bao tinh tring, sau d6 rira sach bang nudc cit trong 5 pht;
d) nhudm tiéu ban bang cach rira lai tidu ban bang etanol 100% trong 6 phut, sau
khi dé khé tu nhién, tién hanh nhudém mau bang thubc nhudém Giemsa 5% trong
10 phitt, sau d6 rira dung dich thudc bang nuéc; va
e) xdc dinh muc do phan manh ADN cua tinh tring bang cach xac dinh ty 1€ tinh
trung bj phan manh ADN theo hinh thai t& bao c6 dudi dugc nhudm tir d6 dua ra
duoc két luan vé mirc do phan manh ADN cua tinh trung.
2. Kit dung dé x4c dinh muc d6 phan manh ADN cla tinh trung, trong doé kit nay
bao gdm:
- dung dich agaroza néng d6 0,3% dé c6 dinh mau;
- dung dich axit HCl 8%o dé bién tinh ADN tinh tring;
- dung dich d& ly giai mang nhén protein cta tinh tring bao gbém: 0,1M
dithiothreitol (DTT); 2M NaCl; 1% Triton X-100, 0,2 M Tris, d6 pH=7,5; va

- dung dich thudc nhudém Giemsa 5% dé nhudm té bao tinh trung.

-15-



1764

HINH 1
(A) (B)

HINH 2

(A) (B)

. B ]

e

-16-



4 % DFI 1

~§%DFI 2

-17-






