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Nguyén Minh Thu, Nguyén Thij Trang’

Truong Pai hoc Y Ha Noi

Ngay nhédn bai 8/5/2019; ngay chuyén phan bién 16/5/2019; ngay nhan phan bién 26/6/2019; ngay chip nhan dang 2/7/2019

Tom tiit:

Muc tiéu ciia nghién ctru 1 danh gia do chinh xac ciia by xét nghiém cai tién xac dinh mirc d9 dirt giy ADN tinh
tring ¢ cac trwdong hop nam giéi vo sinh. PSi twong nghién ciru va phwong phap: nghién ciru mé ta ciit ngang trén 50
miu tinh dich ciia bénh nhin nam giéi dwgc chian dodn vo sinh dén 1am xét nghi¢m tai Trung tim Tw vin Di truyén,
Bénh vién Pai hoc Y Ha Ngi va ¢6 mit do tinh trung > 1 triéu/ml. Két qua nghién ciru cho thiy, bd xét nghiém cai
tién 6 h¢ sd bién thién CV% = 2,26% < 5%; t, = 0,97 < t. Nhw vy cé thé két ludn: bd xét nghigm xac dinh mic do
dut gay ADN tinh trung cdi tién dat yéu cau ctiia mgt b xét nghiém dinh lwong.

Tir khéa: DFI, dit gady ADN tinh trung, vo sinh.
Chi s6 phén loai: 3.2

V6 sinh hién nay 1a van dé sic khoé sinh san voi ty 18
gia tang & muc dang bao dong, duoc toan xa hoi quan tam.
Trong d6, vo sinh nam c6 ty 1& kha cao (gan twong dwong
nhu v sinh nit) nhung van chua dugc coi trong ding mirc
do véan dé co s vat chat ky thuat, dinh kién x4 hoi [1, 2]. Tai
Viét Nam, hién chi c6 xét nghiém tinh dich dd duoc chi dinh
thuong quy va phd bién, cac chi s6 c6 mirc do quan trong
tuong duong nhu dinh lugng kém, fructose trong tinh dich
[2], chi s6 dut gdy ADN tinh tring, muc do stress oxy hoa...
thi lai chua dugc quan tdam ding muic. Xét nghiém danh
gia muc do dat gady ADN tinh trung dugc xay dung trén
phuong phap danh gia sy phan tan chéat nhidm sic (Sperm
Chromatin Dispersion - SCD) do Fernandez va cs cong bd
nam 2003 [3], khong chi cho biét duoc dd hoan thién cua
ADN tinh truing ma con danh gia dugc kha nang sinh san
clia nam giGi, gop phan chan doan va theo dai diéu tri vo
sinh [4]. Mac du da khéng dinh dugc vai tro cua minh trong
chan doan vo sinh nam [4], nhung hién nay xét nghiém
danh gia mirc do dut gy ADN tinh tring méi chi xudt hién
tai mot sb trung tdm ho trg sinh san va bénh vién 1én; lai
dugc tién hanh bang bo kit nhap ngoai Halosperm ctia Hang
Halotech ADN (Tay Ban Nha) véi gia thanh kha cao, nén
s6 lugng bénh nhin ddng ¥ lam xét nghiém van con han
ché. Xuat phat tir tinh hinh thyc té trén, nhém nghién ciru
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da tién hanh xay dung va danh gia do chinh xac cia bo xét
nghiém cai tién xac dinh muc do dat gay ADN tinh trung &
nam gidi vo sinh theo phuong phap SCD véi muc ti€u hoan
thién quy trinh, ha gi4 thanh nhung van dam béao chét luong
xét nghiém dé danh gia mac do dat gdy ADN tinh tring &
nam gioi Viét Nam.

Déi twong va phuong phap nghién ciiu

Déi twong nghién ciru

50 mau tinh dich ciia bénh nhan nam dwgc chan doan vo
sinh tai Bénh vién Dai hoc Y Ha N¢i, [am xét nghiém danh
gia do dut giy ADN tinh trung tai Trung tim Tu van Di
truyén, Bénh vién Dai hoc Y Ha Noi.

Tiéu chudn lwa chon: bénh nhan nam tr 18 tudi, xét
nghiém tinh dich d6 két qua mat d¢ tinh trang > 1 tri¢u/ml
va ddng y tham gia nghién ctru.

Tiéu chudn logi trir: bénh nhan nam gi6i khong thoa man
cac tiéu chuan trén, bi cac bénh: ung thu bd phan sinh duc,
HIV, giang mai, lau, bénh cép tinh, bénh tam than va bénh
nhan khong dong y tham gia nghién ctu.

Phuwong phap nghién ciru

C& mau: dé hoan thién quy trinh, x4c dinh d6 chinh xac,
chung t6i sir dung cong thirc tinh ¢& mau cho mot nghién
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Abstract:

The objective of this study is to evaluate the accuracy
of the improved test kit for analysing sperm DNA
fragmentation in infertile men. Subjects and methods: a
cross-section study was conducted on 50 semen samples
from infertile men with the sperm concentration > 1
millions/ml. Results exhibited the improved test kit had
the variable index CV% = 2.26% < 5%; t_=0.97 <t.
It can be concluded that the improved test kit for sprem
DNA fragmentation anlysis is qualified for quantitative
tests.
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ctiru mo ta tinh theo cong thirc ciia Lwanga va Lemeshow [5]:
— 72 i1-p . - C = )
n= Zl_oc/2 T Trong d6: 1 - a/2 = O,?S, €= (3,1‘0,
p = 95% (d0 chinh xac cta quy trinh tham chiéu), n = s0 lan
thuc nghiém can thuc hién, tinh duge béng 21, chung t6i léy
gap d6i va 1am tron s6 1a 50.
Thiét ké nghién ciru: nghién ciru mé ta cit ngang.

Phirong phdp lam tiéu ban: cai tién dya trén quy trinh
SCD cua Fernandez va cs (2003) [3], st dung bd kit
Halosperm ctia Hang Halotech nhu sau:

Budc 1. Chuén bi thach: dun cach thity eppendorf chira
agarose pha san & nhiét ¢ 95-100°C 5 phut hoic trong 10 vi
song 3 phut, cho dén khi hoa 1ong hoan toan agarose. Pha
lodng mau tinh dich bang dung dich PBS sao cho nong do
khoang <15 tri¢u tinh trung/ml tinh dich. Giit ong agarose
& nhiét d6 37°C trong vong 5 phut dén khi nhiét do trong
eppendorf chita thach va nhiét do trong bé @ nhiét dugc can
bang.
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Buéc 2. Chuén bi hdn hop tinh dich - thach: cho 25 ul
tinh dich vao 6ng agarose va tron déu bang pipet. Giir 6ng
& nhiét @6 37°C va nhanh chong thuc hién budc ké tiép,
tranh agarose bi dong. Nho mot giot 25 ul hdn hop tinh
dich - thach 1én vi tri dugc khoanh tron trén lam kinh, day
lamen, 4n nhe, tranh bot khi xuét hién. Lam kinh duoc dat
nam ngang trong sudt qua trinh thao tac. Dit tiéu ban vao ta
lanh 4°C, trong 10 phut dé agarose dong lai.

Budc 3. Sau khi hdn hop tinh dich - thach dong lai, léy
tiéu ban ra khoi tu lanh, bo lamen béng cach truot nhe ra.

Chuan bi dung dich bién tinh va lam bién tinh ADN tinh
trung: 1ay 80 pl dung dich bién tinh cho vao dng dung 10
ml nudce cét, lic déu s& duoc dung dich bién tinh can thiét.
Dit tiéu ban vao khay chtra dung dich bién tinh trong vong
7 phut.

Budc 4. Ly giai té bao: iy tiéu ban tir dung dich bién
tinh va dat vao khay chira 10 ml dung dich ly giai trong 5
phut.

Budc 5. Rua dung dich ly giai: sau khi két thiic budc ly
giai, dit tiéu ban vao khay chira nudc cat trong 5 phit dé rira
dung dich ly giai.

Bude 6. Khir nudce: khir nuée bang cach cho tiéu ban vao
dung dich con trong vong 6 phut, sau d6 dé kho tu nhién.

Budge 7. Nhudm tiéu ban: dat tiéu ban ndm ngang, nho
dung dich Giemsa 5 - 30% phu 1én trén bé mit tiéu ban, dé
& nhiét 6 phong trong 10 phut rdi rira qua nude tir voi, chii
¥ tranh rira qua manh lam nhat mau quang halo.

Xir Iy 56 liéu

Pdnh gid két qua:

Quan sat lam kinh dudi kinh hién vi quang hoc, dém it
nhét 500 tinh trung trén tiéu ban dé xac dinh muc do dut
gdy ADN cua tinh trung. Bg dut gady ADN tinh trung dugc
xéc dinh bang quang Halo cua tinh tring theo Fernandez va
cs [3].

Ty 1&¢ dut gdy ADN tinh trung (DFI - DNA

Fragmentation Index) dugc xac dinh theo cong thuc:
TT c6 halo nho+TT khong cé halo+TT thoai héa
g X 100%-

DFI =

Téng s6 TT dém dwoc
Phén tich s6 liéu:
Danh gia chinh xac ctia bd xét nghiém thong qua 2 chi s6
la do chum va d¢ dang [6]:
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te)

Khong chym + Khong diung
= Khong chinh xic

©)

Chum + Khong ding
= Khong chinh xic

Khong chum + Diing
= Khong chinh xac

Chym + Ding
= Chinh xi¢

Hinh 1. Minh hoa d¢ chinh xac [6].

e D6 chum la mic d6 dao dong cua cac két qua thu
nghiém doc 1ap quanh gia tri trung binh. B§ chum la méot
khai niém dinh tinh va dugc biéu thi dinh luong bang do
léch chuén hay hé s6 bién thién. PO chum cang thép thi do
léch chuén hay h¢ s6 bién thién cang 16n.

SD = Z(:l“‘_‘l;)‘

RSD% =CV%= 2
X

=100

trong d6: SD: do 1éch chuén; n: s6 1an thi nghiém; X gia tri
tinh dugc ctia lan thir nghiém thir “i”; X: gia tri trung binh
cua cac lan thur nghiém; RSD%: d¢ lech chuén tuong dbi;
CV%: hé s6 bién thién.

Do chum c6 thé duge phan ra thanh 3 trudong hop sau:

- B0 1ap lai (repeatability): thé hién mtc d6 chinh xéc
hay muc d6 1ap lai, mirc d6 dao dong giita cac két qua thuc
nghiém duoc thuc hién trong: 1) cung mot phong thi nghiém;
ii) ciing mot mau thir ddng nhét; iii) cing mot kiém nghiém
vién; iv) cung mot khoang thoi gian.

Do 1ap lai duge xac dinh b?mg cach: trén 1 mau tinh dich
ctia bénh nhén, sir dung bo kit cai tién tién hanh xac dinh
muc d6 dut gdy ADN tinh trung lap lai 10 lan. Tinh d¢ léch
chuan SD va hé s6 bién thién CV% véi yéu cau CV < 5%.

- D6 chum trung gian (intermediate precision): biéu thi
dd chinh xéc cua phuong phép theo cac bién sb cua phong
thi nghiém: i) trong nhiéu ngay; ii) v6i kiém nghiém vién
khéc nhau; iii) voi cac dung cu khac nhau.

- Do tai lap (reproducibility): biéu thi d6 chinh xac cua
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nhiéu phong thi nghiém tién hanh nghién ciru trén cing
mot mau dong nhat. Twong tw nhu do lap lai véi dicu kién:
i) phong thi nghiém thay d6i; ii) thay doi phuong phap.

e D diing: chi mirc d9 gan nhau giira gié tri trung binh
cua két qua thir nghiém va gia tri thuc hodc gia tri dugc chap
nhén la dung p.

Xac dinh d6 ding bang cach: trén 1 miu tinh dich ciia
bénh nhan da dugc xac dinh mtc do dut gdy ADN tinh trung
bang kit Halosperm, tién hanh xét nghiém bang bo kit cai
tién 1ap lai 10 lan, tinh gia tri trung binh va d6 léch chuan,
tir d6 tinh dwoc chudn t_ theo cong thuc sau, 10i so sanh véi
t, , Vo1 yéu caut <t:

[ = lu—x|
S2
n
trong do: t : gia tri t thuc nghiém; p: gia tri thyc hodc gia

tri duoc chap nhan (tham chiéu); %: gia tri trung binh cua
phuong phap thir nghiém; S* phuong sai phuorng phap thir
nghiém; n: s6 1an thi nghiém; t (0, k): gid tri t hang sd cua
Bang phén phdi chuan Student v6i mirc y nghia o = 0,05 va
k =n-1.

Dao dirc nghién ciru

Tat ca nhimg thong tin vé bénh nhan duoc giit bi mat
va chi dugc phéan tich dé phuc vu tu van sinh san cho bénh
nhan va cho nghién ctru nay, khong str dung cho bat ky muc
dich nao khac.

Két qua nghién ciiu va ban luan

Trén 1 mau tinh dich di duoc xac dinh DFI béng kit
Halosperm, chung t61 sir dung bd kit cai tién tién hanh xac
dinh mtrc 6 dut gay ADN tinh trung 1dp lai 10 lan. K&t qua
thu duoc trong bang 1.

Bang 1. Két qua thii nghiém xac dinh dé chinh xac cta bo kit
tu pha.

LAn thi nghiém DFI (%)
Lan 1 15,4
Lin 2 15,0
Lén 3 14,4
Lan 4 14,2
Lan 5 15,2
Lan 6 15,2
Lan 7 152
Lin 8 15,0
Lin 9 14,6
Lan 10 15,0
Ching (1am bang kit Halo) 14,8




Dy chum

Do pham vi phong thi nghiém nén ching t6i s€ tinh do
chum théng qua do 1ap lai. Tu bang két qua trén, chiing t6i
thu duoc bang 2.

Bang 2. Két qué danh gia do chum.

Gi tri trung binh DFI (%) 14,92
SD 0,391
CV% 2,62%

Trong cac thu nghiém, dac biét 1a thi nghiém dinh
luong, co rat nhiéu yéu t6 sai s6 anh huong toi thir nghiém,
dan téi két qua khong chinh xac. Do d6, dé kiém soat cac
yéu t6 gy nhiéu nay, can thiét sir dung khai niém d6 chum.
Do chum mé ta két qua chi phu thudc vao yéu td sai sb
ngiu nhién ma khong lién quan dén két qua thyc ctia mau.
D06 chum cang thap thi d¢ 1éch chudn hay hé s6 bién thién
cang 16n, va nguogc lai, d0 chum cang 16n thi hé s6 bién
thién cang nho [6]. Trong nghién ctru nay, b kit cai tién cua
chiing t6i c6 d¢ lap lai v6i hé s6 bién thién CV% = 2,62%.
Theo [6], h¢ s6 bién thién c6 gid tr khong vuot qua 5% noi
Ién quy trinh c6 d0 1ap lai dat yéu cau cua phép phén tich.
Nhu véy, khi ¢6 tdc dong cua cac yéu t6 sai sb ngau nhién,
v6i cing mot mau, mirc d6 dat gdy ADN tinh trung xac dinh
dugc trong cac diéu kién khac nhau c6 sai s6 trong khoang
chap nhan duoc.

D¢ diung

Do ding chi mirc d6 gan nhau gitra cc gié tri trung binh
cua két qua thir nghiém va gia tri thyc hodc gia tri dugc chap
nhén [a dung.

V6i thye nghiém kiém dinh d6 dung, chung t6i tinh duogc
t, = 0,97; bén canh d6 thong qua tra bang c6 t = 2,262 [6].
Nhu vay t <t. Piéu do dong nghia vdi viée ch1 s6 dut gay
ADN tmh trung xac dinh bang bo kit cai tién c6 két qua
tuong duong véi phuong phap st dung bo kit thuong mai
Halosperm. Quy trinh dat duoc do ding theo yéu cau ciia
mot phép phan tich.

Khao sat cu tric chromatin tinh tring (Sperm Chromatin
Structure Assay - SCSA) dugc coi 1a mdt phuong phap
tiéu chuén vang dé phan tich mirc d6 dut giy ADN tinh
trung. Mot so sanh gitta k¥ thuat SCD cua bg kit Halosperm
va SCSA d3 duoc thuc hién trén 45 mau tinh dich tir cac
bénh nhan kham tai Trung tam Y té Sinh san thudc Pai hoc
Minnesota (Hoa Ky). Cac mau tinh dich dugc xir Iy dong
thoi cho SCD va SCSA. Mirc d6 twong dong giira hai k¥
thuat 1a rat cao (hé sb twong quan ndi ham R: 0,85) khi str
dung ham Bland - Altman tir phan mém SPSS dé so sanh.
Nhu véy, b kit tu pha cta chiing t6i cho két qua trong dong
v6i bo kit Halosperm, diéu nay cho thiy do chinh xac ciia
b6 kit rét cao.

Tom lai, bat ky k§ thuat phan tich mtre d¢ dut gy ADN
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tinh trung nao trong phong thi nghi¢m lam sang va phong
thi nghiém hd tro sinh san déu phai don gian, cé thé tai tao,
va t6t nhét 1a khong can mdi, phuc tap, hodc dung cu dit
tién [7]. Nhu vay, cac ky thuat danh gia két qua xét nghiém
mirc d6 dut giy ADN tinh tring bang kinh hién vi thong
thuong nén dugc ap dung phd bién. Két qua ciia nghién ciru
nay cho thay, bo kit xac dinh mic d6 dut gy ADN tinh
tring c6 két qua tuong duong vé6i bo kit Halosperm®, ¢
quy trinh k¥ thuat don gian, nhanh chong, chinh xac va cé
kha ning tai san xuit cao dé phén tich sy dut giy ADN cia
tinh trung.

B¢ kit ndy giip bao quan t6t hon chat nhiém sic; kich
thudc quang sang c6 thé dugc udc tinh mot cach chinh xéac
v6i kinh hién vi thong thudng nho st dung thude nhudém
Giemsa, hodc xac dinh chinh x4c tuyét d6i bang phan mém
tu dong. Khong gidng nhu SCSA, bo kit xac dinh muc do
dut gay ADN tinh trung c6 thé duoc str dung ma khong can
céc yéu cau ctia dung cu phirc tap hodc dit tién.

Keét luan

B6 xét nghiém cai tién c6 do chinh xac dat yéu cau cua
mot b xét nghiém dinh lugng (voi CV% = 2,62% < 5% va
t =097 <t).

Nhém nghién ctru xin chan thanh cam on sy hd tro cta
dong nghiép trong Trung tdm Tu van Di truyén, Bénh vién
Pai hoc Y Ha Noi.
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