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L& gidi thiéu
Trong tam chinh cla tiéu chudn nay la cac phwong phap luan dwa trén ADN chip.

ADN chip Ia k¥ thuat sinh hoc phan tl ¢6 kha ning phat hién dng thdi nhigu trinh ty axit nucleic va
dac biét thich hop dé xac dinh cac trinh ty axit nucleic cin quan tam va d& do murc d6 bidu hién gen.
Ky thuat microarray da dwoc phat trién dé st dung trong linh vizc phan tich thye pham [phan tich sinh
vat bién ddi gen (GMO), nhan biét ddu &n sinh hoc...]. Mac du cac tham sé chudn hoa yéu cdu cho
phuong phap dya trén ADN chip dang dwgc nghién ciru (nhe MAQC va MIAME), nhung cén phai co
cac yéu cau t6i thidu dé giai thich két qua.

Do d6, myc dich cha tiéu chudn nay 1a cung cap hwéng dan va cac ydu cdu cho phép phat hién cac
trinh tw axit nucleic quan tam bang k§ thuat microarray. Thong tin nay lién quan dén:

— viéc thiét 1ap bién phap xac nhan ddi véi cac phwong phap dira trén ADN chip, va
~ xac dinh cac nguyén tdc chung duroc st dung khi thue higén cac phép phén tich trong phéng thte nghiém.

Ky thuat microarray durore phat trién tlr phiong phap “Southern blot”; nguyén tic chinh |4 lai tao gita hai
dai ADN, béng cach két hop chinh xac cac trinh ty axit nucleic. ADN chip ta mét tap hop cla cac diém
ADN siéu nhd gan vao co chét ran hodc cac hat da ma hoa. No6i chung sy phat trién cha phép thle
microarray cin dé thiét ké cac doan do ADN, sdp xép cac doan dd ADN vao co chét, danh diu cac trinh
twr axit nucleic dich, lai cac dich véi cac doan dd ADN va xay dwng mbt hé thdng phat hién phit hop. Hién
c6 nhiéu kidu array va c6 rat nhidu cach dé tao ra microarray. Tly thudc vao céc k¥ thuét danh déu dich
dwoc str dung, viée lai c6 thé phat hien dwgc bing tin hiéu dién, hién mau varhodc huynh quang.

Vao thei diém cong bd ISO 16578, thwc hanh tét va cac tiéu chuén thé hién db ligu va théng tin téi
thiéu 8a dwoc xay dung dé so sanh va kha nang I3p lai dir liéu microarray. Tuy nhién, chi ¢6 mét vai tai
lidu duoc xudt ban nhwng van tap trung vao do tin cay va kha ndng so sanh clia cdc phwong phap
microarray da néu va trong tredng hop nay viéc danh gia xac nhan cla mét phong thir nghiém don 1€
chéc chén sé& khéng dd. Thay vao do, cin c6 danh gia xac nhan phuong phép lién phong thir nghiém,
theo cac hwdng dén quéc té cu thé.

CHU THICH 1 Co quan kiém soat Chét luong Microarray (MAQC) cung cép ngudn d& xac dinh cac thyc hanh tt microarray,
bao gém viéc sir dung méu chudn, bd di ligu va céc dinh dang.

Xem http://www.fda.goviScienceResearch/Bicintormatics Tools/MicroarrayQualityControlProject/default. htm

CHU THICH 2 Thang tin t8i thiéu v& thye nghiém Microarray (MIAME), biing cach thiét Iap céc tiéu chuln théng dung d& mé
td ot ligu microarray, hé théng quan Iy dr fidu, truydn d( ligu, cong khai noi cét gir bao quan va khai thac die ligu, hd tro
théng tin chi tiét ma cac nha nghién ctru cén ¢6 dé gidi thich quy trinh va myc dich sinh hoc véi di ligu microarray.

Xem hitp:/fwww.mged.org/Workgroups/MIAME/miame.html

Cac yéu céu chung déi véi viéc phat hién ADN ciing cé trong cac tiéu chuén sau day: TCVN 7605
(1SO 21569), 1ISO 21570, TCVN 7606 (ISO 21571), TCVN 11134 (1ISO 22174) va TCVN 7608 (I1SO 24276).
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Phan tich dau an sinh hoc phan tir - Dinh nghia va céac yéu cau
chung doi v&i viéc phat hién cac trinh tw axit nucleic dic hiéu
bang microarray

Molecular biomarker analysis - General definitions and requirements for

microarray detection of specific nucleic acid sequences

1 Pham vi ap dung

Tidu chudn nay dwa ra cac thuat nglr vé viéc phat hién trinh ty axit nulceic can tim sl dung cac ADN
chip d& phat hién axit nucleic.

Tiéu chuan nay ap dung cho tat ca cac phwong phéap sl dung microarray dé phat hién cac axit nucleic.

Tidu chuan nay quy dinh cac quy trinh xac nhan va cac tham sé ctia phép phan tich sinh hoc phén ti,
bao gdm phat hién va nhan biét cac trinh ty axit nucleic dac thu,

Tiéu chudn nay dwoc xay dng dé cung cap cac khuyén nghi va quy tac doi vai:
- lhliét ké va san xuét microarray,

— @anh gia xac nhan lai dac hiéu,

- danh gia xac nhén lién phong thir nghiém déi véi cac phuong phap dinh tinh,
— xac dinh cac gi¢i han phat hién cia microarray,

— xdc dinh cac dai tin hiéu tin cdy, va

— cac tiéu chi danh gia hiéu nang k¥ thuat clia microarray platform.

Tiéu chuén nay khéng bao gdm:

— qua trinh do dinh lvong;

— c¢ac yéu cau chuan bi mau tredc khi thwe nghiém ADN chip.
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2 Tailiu vién dan

Cac tai liéu vién dan sau rat cin thiét cho viéc ap dung tiéu chudn nay. Déi voi cc tai lidu vién din ghi
ndm cdng bd thi ap dung phién ban duwgc néu. BAi véi cac tai ligdu vien din khong ghi ndm cang bb thi
ap dung phién ban méi nhét, bao gém ca cac stra ddi, bd sung (néu o).

TCVN 6165 (ISO/IEC Guide 99) Tir vieng qudc té vé do luong hoc — Khai niém, thuat ngiz chung va
co ban

TCVN 6910-1 (ISO 5725-1) B¢ chinh xéc (46 dung va do chum) ciia phuong phéap do va két qua do -
Phén 1: Nguyén tac vé dinh nghia chung

TCVN 6910-2 (ISO 5725-2) D6 chinh xéc (dé dung va do chum) cda phuong phép do va két qué do —
Phén 2: Phuong phép co bén xac dinh dé Iap lai va do tai Iap cua phuwong phap do tiéu chudn

TCVN 7608 (ISO 24276) Thuc phdm — Phuong phép phan tich dé phét hién sinh vét bién déi gen va
sén phém c6 ngudn géc bién ddi gen ~ Yéu ciu chung va dinh nghra

TCVN 11134 (ISO 22174) Vi sinh vét trong thuc phdm va thirc &n chdn nuéi — Phan tmg chubi
polymerase (PCR) dé phat hién vi sinh vét gay bénh tir thue phdm — Binh nghia va yéu céu chung

TCVN ISO/IEC 17025:2007 (ISONIEC 17025:2005) Yéu cdu chung vé nang luc cla phong thir nghiém
va hiéu chuén

3 Thudt ngi® va dinh nghia .

Trong tiéu chudn nay s dung cac thuat nglr va dinh nghfa trong TCVN 6910-1 (ISO 5725-1),
TCVN 6910-2 (1SO 5725-2), TCVN/ISO/IEC 17025 (ISO/IEC 17025), TCVN 7608 (ISO 24276) cung véi
cac thudt ngi» va dinh nghia sau:

3.1
Gioi han phat hién dbi véi microarray platform (limit of detection for microarray platform)

LODP

Lugng twong d6i thap nhét clia chét ngoai chudn (hodc mau chudin) c6 thé phat hién duoc bing thyc
nghiém véi mie tin cdy 95 %, cho s ban sao va/hodc ndng d6 chét ngoai chudn (hodc mau chuin)
Xac dinh (xac dinhwérc lwgng duwec).

3.2

Dai tin hiéu tin cdy (range of reliable signal)

Kha nang (trong dai nhét dinh) cung cap cac két qua ti 1é thuan véi ndng do va/hodc sd ban sao cia
chét ngoai chudn (hodc miu chuén).
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ADN Chip (DNA microrray/DNA chip)

Co chét rén, noi tap hop céc doan do ADN dugc sap xép theo thiét ké cy thé dugc gan véi méat 6o
cao, tryc tiép hodc gian tiép, d& phan tich mét lwong lon vat liéu sinh hoc bing cach st dung phuong
phap sang loc véi sb Iweng lon.

34

Doan do ADN (probe DNA)

Soi don axit nucleic ¢é trinh tu xac dinh diing d& nhan dién cac doan axit nucleic khac c6 trinh tw bd
sung véi no.

35
Platform (platform) ! , '
Thiét bj hé trg cong nghé microarray (hodc DNA chip).

3.6
Phat hién huynh quang (fluorescence detection)
Phuong phap phat hién lai st dung doan do ADN c6 dinh bang do tin hiéu huynh quang.

37
Phat hién mau (colorimetric detection)
Phwong phap phat hién lai st dung doan dd ADN ¢ dinh béng do tin hiéu mau.

38

Phat hién dién héa (electrochemical detection)

Phuwong phap phat hién lai bing cach do dong dién clia mét dién cuc ma trén dé doan dd ADN duwgc
cb dinh.

39

Chét ngoai chuan (external measurement standard)

V4t liéu hodc co chét dwoc chudn bi dé kiém tra tinh twong thich clia phwong phéap phén tich dwa trén
microarray, c6 gia tri dac tinh nhan duoc la gia tri ddng thuan dua trén phép thi nghiém cdng tac dwdi
sk béo trg clia mét nhom khoa hoc hodc ky thuat.

3.10
Lai chéo (cross-hybridization)
Sw gan két khong d3c hiéu clia doan do ADN vao axit nucleic khdng phai dich.



TCVN 11934:2017

4 Nguyén tic
41 Phép thir microarray platform

Vi du vé phép thir microarray platform gdm:

bién tinh ADN sgi don hoac s¢i d6i hodc ARN cén phan tich,

lai dich véi doan dd ADN da dwoc gén vao co chét rén,

phat hign lai blng céc tin higu dién, hién mau va/hodc huynh quang, va

|

phan tich di ligu. _ ‘

Phong thir nghiém phai str dung cac chét ngoai chudn (hodc méu chudn) va thyc hién céc phép kiém
chirng phil hop véi birdc do microarray trong qué trinh kiém tra xac nhan. Nhirng yéu cau nay bao
gdm kiém tra xac nhén cac phirong phap dira trén phuong phap ADN chip ciing gitip 1am 15 viéc gidi
thich cac két qua.

4.2 Thiét ké va ché tao microarray

Phén tich microarray cén s dung cac kiéu doan do ADN va can duoc thiét ké sao cho €6 thé kiém tra
xac nhan dwoc.

Thiét ké co cac doan do ADN dé phat hién

céc chét ngoai chudn (hodc mau chuén),

l

kiém chirng duong,

kiém chirng am, va

|

trinh tw axit nucleic quan tam.

Doan do ADN ¢b dinh phai dwoc sao chép it nhat & cac vi tri hai 14n 13p lai. Cac doan do ADN duoc
thiét ké phai tinh dén gia tri Tm, ty 1& GC va tinh dgc hiéu cla trinh tw. Trinh tw can dwoc mo ta. D&
tranh s nham Ian gil*a cac nucleotid base, ch 'g' s& dwoc st dung d& phan biét 6 gitva 'G' va 'C
trong md ta (nghta 1a C, g, A va T phai dwoc st dung & chi ra cac base). Chat lwong clia doan do
ADN phai dugc dam bao bang mdt phieong phép thich hop (phan tich quang phd, phan tich khdi phd,
VAURR
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4.4.3 Dai tin hiéu tin cay

Dai tin hiéu tin cay 13 dai 4p dung clia phwrong phép can biét trvdc vé s6 ban sao va/hodc ndng do (da
xac dinh/da wéc lwong dwoc) clia chét ngoai chuan (hodc mau chuan) & mire tin cdy 95 %. Cac gid tri
nay can dwoc thiét 14p thong qua phép thir lién phong sir dung cac mau chudn hodc mau chuin duoc
chimg nhan phi hop. Théng tin ciing ¢ thé dwoc lay tir cac nghién ciru ndi phong thir nghiém nhw 12
mét bign phap tam théi.

4.4.4 Mau thir

Dung dich hodic chét chiét c6 chira cac phan tlr ADN/ARN thich hop véi linh vic 4p dung dwoc chudn
bi sao cho khéng c6 (rc ché viéc lai hodc gay nhiéu voi detetor dién, hién mau va/hodic huynh quang.

4.4.5 Hé thong do

Céc dung cu bao gdm may chu trinh nhiét, ti lai hodc cac thiét b lai khac, may quét ADN chip va thiét
b hodc dung cu dé do tinh trang nguyén ven va ndng d6 ADN/ARN phai duwoc higu chuén theo
TCVN/ISO/IEC 17025. Didu nay bao gbm cac tiéu chi lwa chon cai dit dung cu, thiét bj (vi du nhw cai
dat nén, cai dat chuan héa).

Moi phép tinh hodc md hinh dwoc sl dung dé 14y két qué phan tich c&n dwoc danh gia xac nhan.
4.4.6 Udctinh do khong dam bao do

D$ khdng dam bao do phat sinh tir nhidu ngudn, bao gdm c& méu phong thir nghiém, viéc lay mau thir
ttr miu phong thir nghiém, do ndng do axit nucleic trong cac phan chiét va 1dy miu ADN/ARN trong
c4c phan tng, cling nhw dd bién thién phép phan tich . Wéc tinh dd khéng dam bao ca phép do ¢b
thé dwoc Iy tir nghién clru ndi phong/lién phong thir nghigém hosc tir cac wérc tinh clia cac thanh phan,
nhw trong TCYN/ISO/IEC 17025.

4.4.7 Thubc thir microarray

Céc ddc tinh va chét lugng clia thube thir [thudc nhudm huynh quang, enzym phién ma nguoc, dung
dich dém v.v...] va luong chat ngoai chuén (hodc mau chuén) dwgc thém vao hén hop phan (ng phai
duwgc danh gia xac nhan.

5 Biéu thi két qua

5.1 Yéu ciu chung

Khéng biéu thi két qua dang ky hiéu + va -.

Khéng biéu thi két qua 4m tinh dwéi dang “khdng c6 trinh ty dich”.

10
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4.3 Panh gia hiéu lyc lai dac hiéu
4.3.1 Danh gia ly thuyét vé tinh dic hiéu

Danh gia ly thuyét vé doan do ADN bao gdm sang loc mét hodc nhiéu co s& di liéu trinh ty axit
nucleic chinh (xem Refseq: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/RefSeq/) béng tim kiém trinh ty twong déng
(BLAST: http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi, chwong trinh SSEARCH b chwong trinh FASTA, v.v..).
Can lya chon c4c trinh ty d3ic hidu ma khong tao lai chéo. Nhieng trinh ty nay can dwoc kiém tra bang
thwe nghiém.

4.3.2 Danh gia thwc nghiém tinh dac hiéu

Tinh dac hiéu clia doan dd ADN can dwoc danh gia xac nhan béng thuc nghiém trén cac mau cé cac
trinh t],r axit nucleic twong tw nhw trinh ty dich, cing nhw trén cac sinh véat da dwoc xac dinh qua viéc
danh gia ly thuyét vé tinh d&c higu nhuw tinh d&ng déng trinh tw c6 mat c6 kha nang gay ra cac lai chéo.
Céc diéu kién thir nghiém phai gidng nhw nhitng diéu kién thudng 4p dung trong phong thir nghiém.

4.3.3 Danh gia thwc nghiém vé lai chéo

Qua trinh danh gia xac nhan phéi chirng minh Ia khéng cé sy lai chéo xay ra trén doan dé ADN c6 kha
nang phat hién dwoc béng thire nghiém bang chét ngoai chuén (hodc mau chuén) trong nén mau. Cac
két qua duwoc chdp nhan néu cac doan do ADN dé phat hién chét ngoai chuin (hoic miu chuén) 1a
dwong tinh va cac doan dd ADN dé phat hién cac kiém chirng am la am tinh.

4.4 Danh gia xac nhan lién phéng thir nghiém vé cac phwong phap dinh tinh
4.41 Yéu ciu chung

Vé ban chét, cac két qua phép thi dinh tinh chi ¢ cau tra 161 cé/khdng. Tuy nhién, viéc xac dinh dai ap
dung clia phuong phap la cén thiét trong nghién ciru danh gia xac nhan. Phwong phap nay chi ap
dung dugc trong dai dé.

4.4.2 Gi&i han phat hién ddi véi microarray platform (LODP)

Trong truéng hop st dung microarray, khéng thwe hién xac dinh gi¢i han phat hién (LOD) cua tirng
dich cin tham dé. Néu yéu cau LOD cua cac dich riéng ré, ngoai chuan (hodc chuén dbi chirng) thi c6
thé dwoc st dung dé xac dinh gidi han clia mét day dich dai dién trén nén miu cu thé.

LODP thyc nghiém c6 lién quan dén phan miu thir, chét lvong/s Iwgng clia chat phan tich va LODP
tuyét déi cia phuong phap. Cac gia tri nay phai dwoc thiét 1ap thdng qua thir nghiém lién phong st
dung cac méu ddi chirng va mau kiém chirng phii hop va mirc thap nhéat cia chat ngoai chuén (hodc
m&u chuén) thu duoc ti thwe nghiém phai c6 ty 1& am tinh gid nhd hon hoac bang 5 %.
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5.2 Biéu thi két qua am
Cac cau sau day hoic twong (ng ph'éi dwoc thé hién trong bao céo thir nghiém.
Trinh tw dich Y ADN/ARN (d&c hiéu) khdng phat hién dwoc.
LODP ciia phuwong phap 13 X dugc xac dinh bing ABC (mé ta chét ngoai chudn).
5.3 Biéu thi két qua dwong
Céc cau sau day hodc twong (rng phai dugc thé hién trong bao cao thir nghiém.
Trinh ty dich Y ADN/ARN (d3c hiéu) da phét hién duoc.
C6 thé bao gdm ca viéc nhéan dang dich, néu biét.
C6 thé gbém ca nhan dang GMO, néu biét.
5.4 Biéu thi két qua khong xac dinh

Phirong phap da dwoc dénh gia xac nhan bao gém céc tiéu chi ma tir d6 két qua do quan sat dugc co
thé dwoc chdp nhan 14 ¢b gia tri. Cac tiéu chi chap nhan/khéng chap nhan dbi véi phép phan tich phai
dwge md ta.

B4o céo thir nghiém phai bao gdm thang tin vé& do lech chuén I3 lai va 68 1éch chuén tai lap.
Khi it nh&t mét phén thi nghiém cho két qua khéng xac dinh, thi 13p lai phép phan tich.

Néu viéc I3p lai clia phép phan tich xac nhan két qua khdng xac dinh, thi bao c4o thir nghiém phai gbm
cac théng tin sau:

— "Két qua khéng xac dinh";

— 1y do khéng thé thu dugc két qua cudi cing (vi du: dnh hwdng chét e ché, cac chét gay nhiéu v.v...).
6 Bao cdo thir nghiém

Bao co phai duoc the hién nhu dwoc quy dinh trong céc tiéu chudn 4p dung (vi du TCYN ISONEC 17025).
Bao cao thir nghiém phai it nhat bao gém cac théng tin sau:

— moi thdng tin can thiét cho viéc nhén biét day @0 vé mau;

- ngay nhan mau;

1
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moi thong tin cu thé lién quan dén mau phong thir nghiém va bét ky han ché kém theo c6 thé 4p dung;

1

~ moi théng tin lién quan dén mau thir nghiém (loai, sé lwong méu);

~ cé4c diéu kién lién quan dén van chuyén méu, cling nhw béo quan, néu co;
~ ngay va quy trinh Iy mau dwoc sir dung, néu co;

- md ta phwong phap chiét axit nucleic da st dung;

nhén biét phwong phap phén tich va md ta chung vé& quy trinh microarray 1a co s& clia phuong
phép phan tich;

— kiém chirng dwong va kidm ching am;

~ loai chét ngoai chuan (hodc mau chun);

~ két qua LODP thirc nghiém va dai tin hiéu tin cay déi véi phép phan tich phat hign;
— céch tinh toan va mé hinh st dung dé thu duoc két qua phan tich;

- cac diém quan sat dugc trong qua trinh thlr nghiém.

12
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Thw muc tai liéu tham khao

TCVN 9595-3 (ISONEC GUIDE 98-3) Do khéng dam bao do — Phan 3: Huong dén trinh bay do
khéng dam béo do (GUM:1995)

13
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