lumina’

B6 kit TruSeq™ Custom Amplicon Dx

DUNG CHO CHAN DOAN TRONG ONG NGHIEM
Danh muc s6 20005718: 1-4 lan sr dung, t6i da 96 Thu vién

Muc dich strdung

Bo kit TruSeq Custom Amplicon Dx cdia lllumina |a bd thudc thir va vat tu tiéu hao dung d& chuén bi thu vién mau tir DNA

tach chiét tr mau toan phan ngoai vi va mé nhung parafin, ¢6 dinh bang formalin (FFPE). Ngudi dung can cung cap thudc
th(r cu thé theo chat phan tich d& chudn bi cac thu vién nham dén cac viing hé gen cu thé can quan tam. Cac thu vién mau
duwdc tao ra dé sir dung trén may phan tich trinh tw DNA s6 lugng-16n cla lllumina.

Nguyén tac ctia quy trinh
Bo kit TruSeq Custom Amplicon Dx ctia lllumina gip ban tu chu&n bi cac thu vién dung dé giai trinh tw DNA tir cac mau xét
nghiém mau toan phan ngoai vi va mé da ¢ dinh bang formalin va nhung parafin (FFPE). Nhd st dung thudc thir dudc cung
cép trong B0 kit TruSeq Custom Amplicon Dx, DNA hé gen duoc xtf ly théng qua cac budc chuan bi thu vién, dac biét
khué&ch dai cac viung hé gen du ki€n clia méi mau bang cac oligonucleotide cu thé theo chat phan tich, déng thai b6 sung
cac chi thj va trinh tu thu thap t& bao dong chay vao san pham da khué&ch dai. DNA ti mau xét nghiém mau toan phan tuan
theo quy trinh c6ng viéc dong mam, trong khi DNA tir mé FFPE tuan theo quy trinh céng viéc sinh dudng. Cac thu vién mau
ké&t qua san sang cho qua trinh giai trinh tu trén may phan tich trinh tu DNA s8 lwong-16n cta lllumina va phan tich t&r cac
mo6-dun phan mém cda thiét bi twang *ng véi quy trinh cong viéc dong mam hodac sinh dudng.
Tat ca cac thudc thir déu dugc cung cép ngoai trir cac oligonucleotide cu thé theo chat phan tich do ngudi diing thiét ké.
Qua trinh chu&n bi thu vién gdm 4 budc chinh: Tao thé lai, M& rdng-budc that, Khuéch dai PCR va Chun hoa thu vién.

Chuan bi thu vién

+ Tao thé& lai—Lai nhom gdp gdm cac oligonucleotide ngugc hudng va xudi hudng cu thé cho cac viing quan tam voi
DNA hé gen mau. Vao cudi qua trinh nay, quy trinh rira ba budc véi bd loc cé kha nang lua chon kich cé sé loai bd
céc oligonucleotide khdng gan két khéi DNA hé gen.

+ M& réng-budc that—Keét ndi cac oligonucleotide nguoc hudng va xudi huédng da tao thé lai. Mét DNA polymerase
md rdng tr cac oligonucleotide ngudc hudng qua ving muc tiéu, sau do budc that vao dau 5 cda oligonucleotide xudi
huéng bang DNA ligase. Két qué la tao ra cac san phdm co chira céc oligonucleotide dac trung cho céc ving quan
tam nam gitra céc trinh tu can thiét d& khuéch dai.

+  Khuéch dai PCR—Khué&ch dai cac san phdm ma rong-budc that bang cac moi bé sung trinh tu chi thi d& ghép kénh
ma&u va trinh tu thu thap t& bao dong chay can thiét dé& tao cum trén thiét bi gidi trinh tw cdia lllumina. Vao cudi qua
trinh nay, mot quy trinh tinh sach PCR sé lam sach cac san phdm PCR (duoc goi la thu vién).

+  Chuén héa thu vién—Chuan hoa s6 lugng clia méi thu vién d& dadm bao lugng thu vién cé mat ngang béng hon
trong thu vién gép nhdm cudi cung. Vao cudi qua trinh nay, thu vién da gdp nhom dudc nap vao mot thiét bi giai trinh
tu cla lllumina dé gidi trinh tuw bang phan ng hda hoc giai trinh tu téng hap (SBS).

Cac gidi han ctia quy trinh
1 Dung cho chan doan trong éng nghiém.
2 Thanh phan indel (x6a, chén va két hop) c6 dod dai I6n hon 25 bp khéng duoc can chinh bang phan mém xét nghiém.
Do do, phan mém xét nghiém khong phat hién dugc cac indel co do dai I6n hon 25 bp.
3 Héthdng da dugc xac thuc d& phat hién cac bién thé nucleotide don (SNV) va céc viing xo6a |én dén 25 bp cling nhu
vling chén Ién dén 24 bp khi st dung véi M6-dun bién thé dong mam va sinh dudng. D6i vdi phat hién sinh dudng, &
tan s& bién thé& 0,05, viing x6a 25 bp va ving chén 18 bp da dugc thir nghiém.
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2

10
11
12

13

Doan doc amplicon ¢é thanh phan bién thé cuc han cé thé khéng duoc phan mém xét nghiém can chinh, dan dén
viéc viing do dudc bao céo l1a thé dai. Cac thanh phan cuc han nay bao gém:
Doan doc chtra nhiéu hon ba indel
Doan doc co do dai téi thiu 30 bp vai thanh phan SNV 16n hon 4% téng do dai muc tiéu amplicon (khdng bao
gdm cac ving tham do)
Két qua doc co do dai dudi 30 bp véi thanh phan SNV 16n han 10% tGng do dai amplicon (bao gém céc vung tham
do)
Cac bién thé I16n (bao gdm cac bién thé da nucleotide, viing chén, xda hodc két hop 16n) co thé duoc bao céo la cac
bién thé riéng biét nhd hon trong VCF dau ra.
C4c bién thé x6a c6 thé bi loc hodc bd st khi mé réng hai amplicon dang 6 néu dé dai xéa I6n hon hodc bang ving
chong lan gira cac amplicon dang 6.
Hé thong khong thé phat hién ving chén va xda néu cac vung do xay ra ngay lién ké moi va khong cé amplicon chéng
l&an. D6i véi cac vung cd amplicon chéng 18n, xét nghiém khong thé phat hién ving xda khi viing chéng 18n nhé hon
kich thuwdc viung xda can phat hién. Vi du: néu viing chéng Ian gilra hai amplicon lién ké la hai (2) base, xét nghiém
khong thé phat hién ving x6a nao bao gébm ca hai base do. Cé thé phat hién mét ving x6a base duy nhét tai mot
trong hai base do.
Nhu vdi bat ky quy trinh chudn bi thu vién dua trén qua trinh tao thé lai nao, cac da hinh co ban, dét bién, ving chén
hoac xda trong cac vung gan két oligonucleotide cé thé anh hudng dén cac alen duoc tham do va theo d6 la cac két
qua phat hién trong khi giai trinh tw. Vi du:
M6t bién thé cuing pha véi mét bién thé trong ving mdi c6 thé khong dudc khuéch dai, dan dén truding hop &am
tinh gia.
Céc bién thé trong viing mdi c6 thé ngan can su khuéch dai clia alen tham chiéu, dan dén phat hién bién thé dong
hop t&r khdng chinh xac.
Céc bién thé indel trong viing mbi c6 thé dan dén phat hién duong tinh gia & cudi doan doc lién k& véi moi.
Co thé loc cac indel do sai Iéch sai néu chiing xay ra gan cudi doan doc va bi cat mém trong qué trinh can chinh.
Cac MNV nhé chua dugc xac thuc.
Bién thé s6 lugng ban sao hodc bién thé cau tric, chang han nhu hap nhat hodc chuyén vi, chua dudc xac thuc.
Cac gidi han danh riéng cho dong mam
M&-dun bién thé dong mam dugc thiét ké dé cung cap két qua dinh tinh cho phat hién bién thé dong mam (vi du:
dong hap ttr, di hop tlr, thé dai).
Khi dudc st dung véi M-dun bién thé dong mam, pham vi t8i thiéu trén méi amplicon can thiét dé phat hién bién
thé chinh xac la 150x. S6 luong mau va téng s& base nhdm muc tiéu s& anh hudng dén pham vi. Thanh phan GC
va thanh phan hé gen khac ¢c6 thé anh hudng dén pham vi.
Su thay déi s6 lugng ban sao co6 thé anh hudng dén viéc xac dinh mot bién thé 1a déng hop tir hay di hop tir.
Cac bién thé trong trudng hop Idp lai nhat dinh dugc loc ra khoi cac tép VCF. B loc Idp lai RMxN dudc sir dung
dé€ loc bién thé néu tat ca hoac mot phan trinh tw bién thé xuét hién 13p di 13p lai trong hé gen tham chiéu lién ké
vdi vi tri bién th&. D&i voi phat hién bién thé dong mam, can it nhat 9 [an 14p lai trong tham chiéu dé€ loc bién thé va
chi xét nhirng [an 1ap lai co dd dai t6i da 5 bp (R5x9).
Cac gidi han danh riéng cho sinh dudng
Mé-dun bién thé sinh dudng duoc thiét k& d& cung cap két qua dinh tinh cho phat hién bién thé sinh dudng (vi du:
su hién dién cia mét bién thé sinh dudng co tan sd bién thé 16n hon hodc bang 0,026 vdi gidi han phat hién 1a
0,05).
Khi dudc st dung véi M-dun bién thé sinh dudng, pham vi tdi thiéu trén méi amplicon can thiét dé phat hién bién
thé chinh xac la 450x trén méi nhém gop oligonucleotide. S& ludng mau va téng s& base nhdm muc tiéu sé anh
hudng dén pham vi. Thanh phan GC va thanh phan hé gen khac ¢6 thé anh hudng dén pham vi.
Cac bién thé trong trudng hop 13p lai nhat dinh duoc loc ra khéi cac tép VCF. Bo loc 18p lai RMxN dudc st dung
dé loc bién thé G tat ca hoac mot phan trinh ty bién thé xuat hién 13p di 13p lai trong hé gen tham chiéu lién ké vai
vi tri bién thé. D&i vai phat hién bién thé sinh duwdng, can it nhéat 6 [an 13p lai trong tham chiéu dé loc bién thé va
chi xét nhiing an I3p lai c6 do dai t6i da 3 bp (R3x6).
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Mé-dun bién thé sinh dudng khong thé phan biét gitra bién thé dong mam va sinh dudng. Mé-dun nay duagc thiét
k& dé phat hién cac bién thé trén mét loat cac tan sé bién thé, nhung khéng thé st dung tan sé bién thé dé phan
biét cac bién thé sinh duwdng vdi cac bién thé dong mam.

Mb binh thudng trong mau xét nghiém anh hudng dén viéc phat hién cac bién thé. Gidi han phat hién dudc bao
cao dua trén tan sd bién thé lién quan dén téng s& DNA tach chiét tir ca mé khdi u va mé binh thudng.

Thanh phan san pham
B kit TruSeq Custom Amplicon Dx cla lllumina bao gém cac thanh phan sau:
«  Bo kit TruSeq Custom Amplicon Dx (Danh muc s6 20005718)

Thudc thir

Céc thudc thir dugc cung cap

B kit TruSeq Custom Amplicon Dx clia lllumina dudc dinh cdu hinh d& x& ly 1én dén 96 thu vién trong mét [an st dung (96
mau cho quy trinh cong viéc dong mam va 40 mau cho quy trinh cong viéc sinh dudng [can c6 2 thu vién cho méi mau]).

Bo kit cling s& hd tro bén Ian st dung dé chudn bi thu vién véi 24 thu vién/lan sir dung déi véi quy trinh cdng viéc dong mam
va 20 thu vién/lan sir dung ddi vai quy trinh cong viéc sinh dudng.

Xem cac bang sau day dé biét danh sach day du cac thudc thir duwdc cung cép trong b kit nay.

B6 kit TruSeq Custom Amplicon Dx, hdp 1

Hop Thudc thir tién khuéch dai 1A
Thé tich

Thanh phan S6 luvong déng g6l Thanh phan hoat tinh Bao quéan
Dung dich dém lai 16ng 4,32 ml Dung dich nudc dém co chira mudiva | -25°C dén -15°C
formamide
H6’n hop mé rong-budc | 1 éng 4.8 ml Dung dich nudc dém pha trén doc -25°C dén -15°C
that quyén gom DNA polymerase, DNA
ligase va dNTP
Mbi chi thi A (A501) - H | 1 6ng mbi moi 192 ul M6i PCR vdi trinh tuw chi thi va adapter | -25°C dén -15°C
(A508) gidi trinh tv
Mai chithi 1 (A701)- | 1 6ng m&i moi 128 Mbdi PCR vai trinh tu chi thi va adapter | -25°C dén -15°C
12 (A712) giai trinh ty
PCR Polymerase 16ng 56 ul DNA polymerase déc quyén -25°C dén -15°C
H6n hgp téng thé PCR | 1 6ng 2,8 ml Dung dich nudc dém co chira mudiva | -25°C dén -15°C
dNTP
Hop Thudc thir hau khuéch dai 1B
Thanh phan S8 lwgng Thétich | 112k phan hoat tinh Béo quan
; déng goéi :
Chétpha loang chudn | 1 6ng 4,6 ml Dung dich nudc dém c6 chira muéi, 2- | -25°C dén -15°C
hoa thu vién Mercaptoethanol va formamide
Dung dich dém pha 106ng 4,5ml Dung dich nudc dém -25°C dén -15°C
loéng thu vién
Chung noi PhiX 16ng 10 pl Dung dich nudc dém co chira DNAhé | -25°C dén -15°C
gen PhiX
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B kit TruSeq Custom Amplicon Dx,

Thubc thir tien khuéch dai

hép 2

Thanh phan S6 lvgng ggﬁgtggi Noi dung Bao quéan
Khay loc 4 khay Khoéng ap Khay microtiter polypropylene c6 15°C dén 30°C
dung mang polyethersulfone da bién déi
Thudc thir hau khuéch dai

Thanh phén S8 lugng c-]rgr?gtggi Thanh phan hoat tinh B&o quan
Dung dich dém rira 16ng 4,8 ml Dung dich nuwéc dém 15°C dén 30°C
giai

Dung dich dém bao 16ng 3,5ml Dung dich nudc dém 15°C dén 30°C

quan thu vién

' 5 LUUY

HOp 2 chira thudc thir tien khuéch dai va hau khuéch dai trong mot hop duy nhét.

Bo kit TruSeq Custom Amplicon Dx,

HopThudc thir tién khuéch dai 3A

hop 3

Thanh phén S8 lvgng gg:gtggi Thanh phan hoat tinh Béo quan
Dung dich dém rira 1 chai 24 ml Dung dich nudc dém co6 chita muéi, 2- | 2°C dén 8°C
manh Mercaptoethanol va formamide
Dung dich démritada | 16ng 48ml Dung dich nudc dém c6 chita mugi 2°C dén 8°C
nang
Hop Thudc thtr hau khuéch dai 3B
Thanh phan S6lwgng Th&tich | 11k phan hoat tinh Béo quan
; déng goéi :
Hat tinh sach PCR 106ng 5ml Dung dich nudc dém c6 chua hatthuan | 2°C dén 8°C
t pha ran va polyethylene glycol
Nudc rira chudn héa 2 6ng 4,8 ml Dung dich nudc dém co6 chita muéi, 2- | 2°C dén 8°C
thuw vién Mercaptoethanol va formamide
Hat thu vién 16ng 1,2 ml Dung dich nudc dém co chira hatthuan | 2°C dén 8°C

tr pha ran

Yéu cau tu chudn bi thudc thir chr khdong dude cung cap

Nhom gop oligonucleotide tuy chinh

Cac oligonucleotide cu thé theo chat phan tich sé do ngudi diing phat trién va khong di kém vdi bo kit chudn bi thu vién.

Hinh 1 minh hoa nguyén tac thiét k& oligo tuy chinh. Thiét k& oligo phéai dap (ing cac yéu cau sau:

+ Dai vdi quy trinh cdng viéc dong mam, phai thiét k& mét cp oligonucleotide tly chinh cho méi amplicon: mét Dau do
tly chinh 1 (oligonucleotide danh riéng cho 16-cut ngudc hudng [ULSQO]) va mét DAu do tly chinh 2 (oligonucleotide
danh riéng cho I6-cut xudi huéng [DLSQ]).

+  Dai vdi quy trinh cdng viéc sinh dudng, phai thiét ké& hai cap oligonucleotide tly chinh cho méi amplicon. Méi c&p
gébm mét Bau do tuy chinh 1 (oligonucleotide danh riéng cho 16-cut nguac hudng [ULSO]) va mét Dau do tlly chinh 2
(oligonucleotide danh riéng cho I8-cut xudi huwéng [DLSO]). M6t cap phai nham muc tiéu vao soi cong con cap kia
nham vao sai triv.
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+  Céc oligonucleotide tly chinh phai bao quanh ving quan tam. Vung quan tdm c6 thé nam trong khoang tr 150 dén
250 bp d€ cho phép giai trinh tu hoan chinh cho phan doan trong mét [an chay gidi trinh tu 2 x 150 chu ky.
« Ca hai oligonucleotide phai tao thé lai vai cung mot sgi DNA.
+  Céc oligonucleotide tlly chinh phai chira cac adapter danh riéng cho Illumina d& cho phép b sung cac chi thiva
adapter giai trinh tu bang PCR.
Phai dat Adapter 1 (5- CAACGATCGTCGAAATTCGC-3') 3 dau 5’ clia Dau do tuy chinh 1 (ULSO).
Phai dat Adapter 2 (5- AGATCGGAAGAGCGTCGTGTA-3') 6 dau 3’ clia Dau do tuy chinh 2 (DLSO).
+  Daudod tuy chinh 2 (DLSO) dugc phosphoryl héa & dau 5° dé hd trg budc budc that sau khi mé réng Dau do tuy chinh
1 (ULSO).

Thiét ké oligo cho B6 kit TruSeq Custom Amplicon Dx
5 3

Dau do tuy 0 Dau do tuy P
Adapter 1 chinh 1 3 S 5 chinh 2 ~ ’ Adapter 2
\/ Muc tiéu — Ving quan tadm ‘\/

«  Céc thdng sa thiét k& oligonucleotide sau day dudc dé xuét:
Khoang chiéu dai tir 22 dén 30 nucleotide (ving cu thé theo gen).
Tong kich thudc ctia amplicon tir 190 dén 290 cap base, bao gobm b adapter cho quy trinh cong viéc dong mam
hoac 160 dén 250 cap base, bao gdm b adapter cho quy trinh cong viéc sinh dudng.
Luong GC mdi dugc dé xuét cé thé nam trong khoang tir 25% dén 70%.
Khoang Tm (nhiét do ndng chay) duadc dé xuét |a tir 55°C dén 70°C.
No6ng d6 oligonucleotide phai la 15 nM/oligo trong nhdm gdp tuy chinh.
Khong can tinh ché oligonucleotide bé sung sau khi téng hop. Nén khir mudi.
Co thé pha loang oligonucleotide trong dung dich dém TE.
S6 lugng amplicon trén méi mau cé thé ndm trong khodng tir 16 dén 384.
Thiét k& céac oligonucleotide sao cho dé lai base du giira dau méi va ving quan tdm nhdm hé trg phat hién vung
chén va xda & cac diém cuc cla ving quan tdm (xem muc 7 cta phan Cac gidi han cta quy trinh trén trang 2).
Né&u can tao 6 d& bao phd toan bd ving quan tam, khu vuc chdng I&n trong ving muc tiéu gitta cac vi tri gan két
clia cac bd dau do lién ké phai 16n hon 1 bp so vdi kich thudc ving xéa can phat hién. Vi du: d& phat hién cac
vling x6a 3 bp, vung chdng 1an gitra cac bo dau do lién ké phai 16n hon 4 bp. Céac bd dau do lién ké phai dugc thiét
k& thanh cac soi xen ké& dé tranh hién tuong nhiéu.
Hay tham khéo phan Cac gidi han cia quy trinh & biét pham vi bao ph t6i thiu trén méi amplicon can thiét cho viéc phat
hién bién th&. S6 lvong mau méi Ian chay phai duoc tinh toan dua trén dé bao phu t6i thiBu ma thiét bi giai trinh tu yéu cau
va sé phu thudc vao téng chiéu dai va do bao phl dong déu clia (cac) nhom gop oligonucleotide tuy chinh.
Phai tao tép phiéu ké khai cho mbi nhém gdp oligonucleotide tuy chinh. Phiéu ké khai 1a tép van ban chira théng tin vé cac
viing hé gen duwdc nham muc tiéu va can thiét cho hoat ddng chay phan tich cla thiét bi giai trinh tu. Hay truy cap vao trang
web cdia lllumina dé& tai mau tép phiéu ké khai xudng.

Thudc thir tién khuéch dai

« NaOH 10 N (chuén bi t&r vién nén ho&c s dung dung dich chuén)
*  Dungdichdém TE

*  Nudc khéng co RNase/DNase

Thudc thtr hau khuéch dai

« NaOH 10 N (chu&n bi tir vién nén ho&c s dung dung dich chuén)
« Ethanol, 200 proof cho sinh hoc phan tir

* Dungdichdém TE

*  Nudc khéng co RNase/DNase
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Bao quan va xtrly

1
2

Nhiét d6 phong Ia khoang nhiét do tir 15°C dén 30°C.
Cac thudc thir sau day dudc van chuyén déng lanh va 6n dinh khi dugc bao quan & nhiét do tir -25°C dén -15°C cho
dén ngay hét han theo quy dinh.

Dung dich d@ém lai

Hén hop mé rong-budc thét

MBai chi thi A (A501) - H (A508)

Mai chi thi 1 (A701) - 12 (A712)

PCR Polymerase

Hén hop téng thé PCR

Chét pha lodng chudn héa thu vién

Dung dich dém pha loang thu vién

Chirng ndi PhiX
Thudc thir 6n dinh trong t6i da sau chu ky déng lanh/rd déng dién ra trudc ngay hét han theo quy dinh.
Cac thudce thir sau day duoc van chuyén udp lanh va én dinh khi dudc bao quan & nhiét do tlr 2°C dén 8°C cho dén
ngay hét han theo quy dinh.

Dung dich d@&m rira manh

Dung dich dém rtra da nang

Hat tinh sach PCR

Hat thu vién

Nudc rira chuén hoa thu vién
Cac thudc thir sau day dudc van chuyén @ nhiét dd mai trudng va 6n dinh khi dugc bao quan & nhiét do phong cho
dén ngay hét han theo quy dinh:

Dung dich dém r(ra gidi

Khay loc

Dung dich @&m bao quan thu vién
Nhiing thay d6i vé hinh thitc bén ngoai clia thudc thir dugc cung cép co thé cho thay dau hiéu vat liéu bi hu hdng.
Néu co céc thay d6i vé hinh thirc bén ngoai (vi du: mau sé&c clia thudc thir thay déi rd rang hodc thudc thir bi van duc
rd rang do nhiém vi sinh vét), khéng dugc st dung thudc thr.
Dung dich d&m lai, Dung dich dém rita manh va thudc thir Chat pha lodng chuén hda thu vién co thé tao thanh két tta
hoac tinh thé& nhin thdy dugc. Trudc khi st dung, hay trén xody manh rdi kiém tra bang mét thudng d& dam bao khong
co két ta.
Lam theo cac phuong thire toi uu sau day khi xt ly Hat tinh sach PCR va Hat thu vién:

Khong cép dong hat.

DE hat & nhiét d6 phong.

Tron xody hat cho dén khi hoa tan ki va mau sac dong nhat ngay trude khi st dung.

Dung pipet hat 1&n va xudng mudi 1an d& tron k§ mau sau khi thém hat. C6 thé dung may 3¢ dé tron déu mau.

U hén hop hat/mau & nhiét d6 phong trong toan bd thai gian dugc chi dinh.

Lam theo hudng dan khi s dung chan dé tir tinh. Chd cho dung dich trd nén trong suét trude khi hit. Gitr khay

trén chan dé tur tinh khi tir tir hat dich ni, chi'y khdng lam xao tron cac hat da tach.
Ca thé dat khay khuéch dai PCR trén may luan nhiét qua dém hoéc bao quan & mot trong hai diéu kién duagc liét ké
dudi day. Hay dan kin giéng khay trudc khi bao quan.

2°C dén 8°C trong tdi da hai ngay

-25°C dén -15°C trong t6i da 1 tuan
Khéng c8p dong Hat thu vién hodc tron véi thudce thir Chét pha lodang chuén héa thu vién néu chua st dung ngay.
Co thé bao quan khay chuén hoa thu vién (LNP) da hoan thanh & nhiét dé tir 2°C dén 8°C trong toi da 3 gid hoac tir
-25°C dén -15°C trong t6i da 1 tuan.
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11 Cothé bao quan khay bao quan (SGP) 6 nhiét dd tir -25°C dén -15°C trong toi da 48 gid.
12 Cothé bao quan thu vién amplicon da pha lodng (DAL) & nhiét d6 tir -25°C dén -15°C trong t6i da 84 ngay.
13 Nap nhom gdp amplicon da pha loang vao hop thudc thir ngay sau khi bién tinh.

Thiét bi va vat liéu

Cé cung céap thiét bi va vat liéu, ban riéng

abr owON -

May phan tich trinh tw DNA sé luong I6n cla lllumina va céc vat tu tiéu hao giai trinh tu lién quan

Bo kit TruSeq Index Plate Fixture, Danh muc s6 FC-130-1005

B kit TruSeq Index Plate Fixture & Collar, Danh muc s6 FC-130-1007

Nap thay th& cho adapter chi thi, Danh muc s& DX-502-1003

Bo kit QC TruSeq Custom Amplicon Dx - FFPE, Danh muc s6 20006259 (cho quy trinh cong viéc sinh dudng)

Yéu cau tu chuan bi thiét bi va vat liéu chi* khdéng duoc cung cap

Thiét bi va vat liéu tién khuéch dai

1

Khéi 0 nhiét—Can c6 mot khéi G nhiét cho mét khay 96 giéng. Khéi G nhiét phai dap (ing cac thong sé ky thuat sau.
Nap da gia nhiét
Khoang nhiét do: M6i truong +5°C dén 99°C
Mrc diéu hoa nhiét dé: +0,1°C 3 37°C; £0,4°C 3 60°C
M4y 0 mau—Can cé mét may G (16 tao thé lai). May G phai dap (ing cac théng sé ky thuét sau.
Khoang nhiét do: 10°C dén 100°C
Mrc diéu hoa nhiét do: +0,2°C
May ly tdm d€ ban—Mo6t may ly tAm dé ban (can cé mét may ly tdm riéng trong khu vuce thi nghiém hau khuéch dai).
May ly tam phai dap (ing cac thong sé ky thuét sau.
Cothé duy tri 20°C
Vra vai khay 96 giéng co6 bd phan loc
Chap nhan éng 5 ml
Dat téc do tir 280 dén 2400 x g
May dan nhiét—Dudc dé xuét dé tao thé lai qua dém nham tranh tinh trang bay hai & nhiét dé G 40°C.
Pipet chinh xd4c—Can c6 mét bd pipet chinh xac. (Yéu cau mét b riéng trong khu vire thi nghiém héau khuéch dai).
Viéc st dung pipet chinh xac sé dam bao phan phéi thudc thir va mau chinh xac. Co thé sir dung pipet mét kénh
ho&c da kénh néu pipet dudc hiéu chudn thuong xuyén va co do chinh xac trong khoang 5% thé tich da néu.
Vat tv tiéu hao—Can cd cac vat tu tiéu hao sau day.
Khay PCR 96 giéng c6 gd, 0,2 ml, polypropylene hoac tuong duong
Khay bao quan 96 giéng, 0,8 ml (khay MIDI)
Chau dung dich, PVC, khéng c6 RNase, DNase (mang)
Mang dan nhém két dinh (chiu duoc khoang nhiét do bao gém mitc 95°C) hodc mang dan tuong thich vaéi may
dan nhiét
Mang dan tuong thich véi may luan nhiét PCR
Dau pipet chéng sol khi

Thiét bi va vat liéu hau khuéch dai

1

May luan nhiét—Can c6 mét may luan nhiét. May luan nhiét phai cé ndp da gia nhiét va dap (ng cac thong sd ky
thuat vé hiéu suat nhu sau:

Khoang kiém soat nhiét do: 4°C dén 99°C

D6 chinh xac kiém soat: +0,25°C tir 35°C dén 99°C
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May lac khay vi th€—Can c6 mét may I&c khay vi thé trong khu vuc thi nghiém hau khuéch dai. May 1&c khay phai
dap Urng cac thong s6 ky thuat vé hiéu suat nhu sau:
Toc d6 tron téi da: 3000 vong/phut
Khoang t6c¢ do tron: 200 dén 3000 vong/phut
May ly tdm d€ ban—Can cé mét may ly tdm dé ban (yéu cau mot may ly tadm riéng trong khu vuc thi nghiém tién
khuéch dai). May ly tdm phai dap ing cac thong s6 ky thuat sau.
Cothé duy tri 20°C
Vra vai khay MIDI 96 giéng
Chap nhan éng 5 ml
Dat toc do tir 280 dén 2400 x g
Khdi G nhiét—Can c6 mot khai U nhiét cho 6ng 1,5 ml dén 2 ml. Khéi G nhiét phai dap ting cac thdng so ky thuat
sau.
Khoang nhiét do: Méi trudng +5°C dén 99°C
Mrc diéu hoa nhiét do: +0,1°C & 37°C; +0,4°C §60°C
Chan dé tir tinh—Can cé mét chan dé tir tinh cho khay 96 giéng. Theo quan sat, hiéu suét sé cao han khi cac nam
cham nam & mat bén cla chan dé thay vi phia dudi.
Pipet chinh x4c—Can cd mét bo pipet chinh xac. (Yéu cau mét bo riéng trong khu vuc thi nghiém tién khuéch dai).
Can st dung pipet chinh xac d& dadm bao phan phdi thuéc thir va mau chinh xac. Cé thé sir dung pipet mot kénh hoac
da kénh néu pipet dugc hiéu chudn thudng xuyén va cd dd chinh xac trong khoang 5% thé tich da néu.
Vat tv dién di trén gel—Can co vat tu va thiét bi dién di trén gel cling vai phuong phap nhudm thich hop dé tao hinh
san pham PCR trong gel.
Vét tv tiéu hao—Can cé cac vat tu tiéu hao sau day.
Khay PCR 96 giéng c6 gd, 0,2 ml, polypropylene hoac tuong duong
Khay bao quan 96 giéng, 0,8 ml (khay MIDI)
( LUUY
Dam bao khay 96 giéng vira van va tuong thich vdi chan dé tir tinh.
Gel TBE agarose 2-4%
Thang trong lugng phan t&r DNA 100 bp
Thuéc nhudém nap DNA
éng hinh nén, 15 ml
6ng ly tdm micro Eppendorf (khuyén diing dau van)
Chubi 8 6ng PCR
Chau dung dich, PVC, khéng c6 RNase, DNase (mang)
Mang dan nhém két dinh
Microseal® 'B' (Bio-Rad) hoac tuong duong
Dau pipet chdng sol khi

Thu thap, van chuyé&n va bao quén mau xét nghiém

Quy trinh cong viéc dong mam

8

Phai dap &ng cac diéu kién sau day khi xt ly mau va DNA tach chiét tr mau.

1

:

THAN TRONG )
XU ly t&t c& cac mau xét nghiém mau nhu thé cac mau do dugc biét la cd kha nang lay nhiém HIV, HBV va cac mam
bénh lay qua dudng mau khac.

C6 thé st dung mau xét nghiém mau toan phan thu thap dugc trong 6ng K,EDTA.

2 Ba&o quan mau xét nghiém méau toan phan khéng qua bay ngay & nhiét do phong, t6i da 30 ngay & 2°C dén 8°C, hodc

t6i da 30 ngay néu dong lanh & -25°C dén -15°C.
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3 Van chuyén mau mau toan phan khong qua bay ngay & nhiét do phong, 30 ngay &2°C dén 8°C, hoac 30 ngay néu
doéng lanh & -25°C dén -15°C. Viéc van chuyén mau toan phan phai tuan thi cac quy dinh ctia quéc gia, lién bang, ti€u
bang va dia phuong vé hoat dong van chuyén cac tac nhan gay bénh.

4 Cac mau DNA hé gen déng lanh 6n dinh trong 6 chu ky déng lanh/ra déng.

' LUUY

Khéng quan sat thay tac dung bat Igi nao vé hiéu suét clia bo kit véi mau xét nghiém mau toan phan khi c6 bilirubin,
cholesterol, hemoglobin, triglyceride hoac EDTA tang cao.

Tach chiét DNA (Quy trinh cong viéc dong mam)
Co thé sir dung bat ky phuong phéap tach chiét DNA da xac thuc nao.

Quy trinh cong viéc sinh dudng
Phai dap &ng cac diéu kién sau day khi xr ly mé khéi u va DNA tach chiét tir mé nay.
1 M6 khdi u can duoc ¢é dinh bang formalin va nhung parafin.
2 DNA hé gen da tach chiét phai dugc bao quan & nhiét do tir 2°C dén 8°C trong téi da 28 ngay hoac bao quan dong
lanh & nhiét do tir—25°C dén —15°C trong t6i da 161 ngay.
3 Céac mau DNA hé gen déng lanh &n dinh trong 2 chu ky déng lanh/ra déng.
' & LUUY

Khong quan sat thdy tac dung bat Igi nao vé hiéu suét cta bo kit vai mé FFPE khi co Dung dich khir parafin, sap
parafin, xylen, ethanol, Proteinase K, dung dich rira, hemoglobin hodc mé hoai te.

Tach chiét DNA (Quy trinh cong viéc sinh dudng)

[llumina khuyé&n nghi st? dung cac bo kit tach chiét DNA dua trén cot, sir dung gap doi luvong Proteinase K, U Proteinase K
qua dém co6 khudy trén va dung dich rira giai cudi cung véi thé tich it nhat 1a 30 pl. Khong khuyén khich si¥ dung phuang
phap tach chiét béng hat va phuong phéap chi dung ly giai tach chiét té bao thd véi cac thudc thiy nay.

Canh bao va bién phap phong ngira

j THAN TRONG

: Luat lién bang chi cho phép thiét bi nay dugc ban bdi hodc theo yéu cau clia bac si hoac bac si hanh nghé khac duoc
cép phép bdi luat cta Ti€u bang nai bac si d6 hanh nghé, sir dung hodc yéu cau st dung thiét bi.

] CANH BAO

4 Bo thudc thir nay chira cac hda chat ddc hai tiém &n. Co thé xay ra chan thuong néu hit phai, nuét phai, ti€p xic véi da
va mat. Mang thiét bi bdo hd, bao gém bao vé mat, gang tay va do choang phong thi nghiém tuong tng vdéi cac nguy
ca phoi nhiém. X ly thudc thir da s dung nhu chat thai hoa hoc va thai bd theo cac luat va quy dinh hién hanh cla
dia phuong, quéc gia va khu vuc. D& biét thém thong tin vé moi trudng, stic khoe va an toan, hay xem SDS tai
support.illumina.com/sds.html.

1 XU ly tat ca cac mAu xét nghiém mau nhu thé cac mau dé dudc biét 1a c6 kha nang lay nhiém Vi-rat suy gidm mién
dich & ngudi (HIV), Vi-rdt viém gan B & ngudi (HBV) va cac mam bénh lay qua duong m-au khac (cac bién phap
phong ngtra chung).

2 Viéc khéng tuan thi cac quy trinh da néu c6 thé dan dén két qua sai hodc chat luong mau gidm sut dang ké.

3 Srdung cac bién phap phong ngtra thudng quy clia phong thi nghiém. Khéng ding pipet bang miéng. Khdng an udng
hoac hut thuée trong khu vuc 1am viée dugc chi dinh. Deo gang tay va mac do khoac phong thi nghiém dung mét lan
khi x(r Iy cac mau xét nghiém va thudc thir trong b kit. Rira tay ki cang sau khi xir ly cac mau xét nghiém va thuéc
thr trong b kit.

4 Khong s dung bét ky thanh phan nao trong bd kit khi da qua ngay hét han ghi trén nhan hop bo kit. Khong trao déi
céac thanh phan trong bo kit tr cac 16 bd kit khac nhau. Luu y rang cac 16 bo kit dudc xac dinh trén nhan hdp b kit.

5 Bao quan cac thanh phan clia b kit & nhiét dd quy dinh trong cac khu vuc tién khuéch dai va hau khuéch dai duac
chi dinh.

6 Tranh cac chu ky dong lanh-ra déng 1ap di lap lai clia thude thtr. Tham khao Luw y vé quy trinh d€ biét sé 1an st dung
b6 kit.
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10

11

12
13
14
15
16
17
18
19

20

D& tranh tinh trang suy gidm mau hodc thudc thir, hdy dam béo rang tat ca hoi natri hypoclorit da tan hoan toan trudc
khi bat dau quy trinh.

Yéu cau ap dung phuang phap thuc hanh trong phong thi nghiém thich hop va vé sinh trong phong thi nghiém sach sé
dé ngan chan cac san phdm PCR lam nhiém ban thudc thi, thiét bi do va mau DNA hé gen. Tinh trang nhiém ban
PCR c6 thé khién cho két qua khdng chinh xac va khong dang tin cay.

Dé& tranh tinh trang nhiém ban, hay d&m bao réng khu vuc tién khuéch dai va hau khuéch dai c6 thiét bi chuyén dung
(vi du: pipet, dau pipet, may tron mau va may ly tam).

Tranh nhiém ban chéo. St dung dau pipet mdi giltra cac mau va gilia cac Ian phan phéi thudc thir. Tron mau bang
pipet va ly tdm khay khi dudc chi dinh. Khong tron khay. Viéc st dung cac dau chdng sol khi s& lam giam nguy ca
tén dong amplicon va nhiém ban chéo t& mau sang méau.

Viéc ghép cép mau-chi muc phai khdp chinh xac véi cach bé tri khay da in. Local Run Manager tu dong dién cac moi
chi thi lién két véi tén mau khi duoc nhap vao mé-dun. Ngudi ding nén xac minh mai chi thi lién két véi mau trude khi
bat dau chay giai trinh tu. Bang théng tin mau khéng khdp véi cach bé tri khay sé dan dén thiéu sét trong kha nang
nhan dang mau duang tinh va bao céo két qué khéng chinh xéc.

Ludn chudn bi ethanol 80% mdi cho cac budc rira. Ethanol cé thé hat nudc tir khdng khi va anh hudng dén két qua.
Dam bao loai bo tat ca ethanol khoi day giéng trong cac budc riva. Ethanol ton du cé thé anh hudng dén két qua.
Tuan tha thai gian lam khé theo quy dinh sau budc chan dé tir tinh d& dam bao bay hoi hoan toan. Ethanol ton du co
th& anh hudng dén hiéu suét clia cac phan Ung tiép theo.

Khéng tron nhom gop oligonucleotide tly chinh va Dung dich dém lai d& bao quan. Né&u két hgp, nhom gop oligo ty
chinh sé trd nén khdéng 6n dinh, ngay ca khi duoc bao quan déng lanh.

Khoéng nén sir dung may luan nhiét co ché dé lam mat chii déng (vi du: Peltier, lam mat bang nhiét dién) cho budc tao
thé lai. Budc lam mat thu dong rat quan trong cho viéc tao thé lai dung cach.

Luén thém PCR Polymerase vao Hén hop téng thé PCR ngay trudc khi st dung. Khéng bao gid bao quan dung dich
hoat dong da két hop.

Trong budc chudn héa thu vién, diéu téi quan trong 1a phai tai hoa tan hoan toan vién hat thu vién. Day la yéu ciu can
thiét d& dat dugc méat do cum nhét quan trén té€ bao dong chay giai trinh tu.

Tuan tha thai gian 0 dudc chi dinh trong budc chudn héa thu vién. Viéc 0 khéng ding cach cé thé anh hudng dén
lwong thu vién co mat va mat dé cum.

Do s6 [an chuyén khay va kha nang nhiém ban sau dé, ban can hét stic can than dé dam bao rang céc thanh phan
trong giéng van con day da trong giéng. Khong lam bén thanh phan.

Cac tir viét tat

Cac tr viét tat lién quan dén Bo kit TruSeq Custom

Amplicon Dx cta lllumina

T viét tat Pinh nghia
AMP Khay khuéch dai (thu vién)
CLP Khay tinh sach
COP Nhém gop oligonucleotide tuy chinh
DAL Thu vién amplicon da pha loang
FPU B6 khay loc
HYB Khay tao thé lai
LNP Khay chuén hoa thu vién
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T viét tat Pinh nghia
NTC Ching @m
PAL Thu vién amplicon da gép nhom
POS Chung duong
SGP Khay bdo quan
Luwuy vé quy trinh

1

C6 thé st dung b kit t6i da 4 [an néu can x{ ly it hon 96 thu' vién. Vi 4 [an st dung, quy trinh cong viéc dong mam
ho trg 24 thu vién cho méi [an s dung va quy trinh céng viéc sinh dudng ho trg 20 thu' vién cho mai [an st dung néu
lam theo cac k¥ thuat s dung pipet duwgc mé ta trong Hudng dan sir dung.

2 lllumina yéu cau phai cé 1 mau DNA chiing duong va 1 mau chiing am (NTC hay Chiing am) trong méi [an s dung,
dudc dinh nghiia 1a mét tap hop cac mau dudc x{ ly song song. Mau DNA chiing duong phai 1a mét mau cé dac diém
rd rang vai su thay déi da biét trong viung quan tam.

3 Trudc khi bt dau quy trinh Bo kit TruSeq Custom Amplicon Dx, hay tach chiét va dinh lugng DNA.

4 Dai vdi quy trinh céng viéc dong mam, dinh luong DNA béng may quang phé. Xac minh rdng A260/A280 clia mau
DNA 16n hon 1,5. Chuén héa m&u DNA & ndng dd 5 ng/pl. M&i mau can 10 ul DNA hé gen (t6ng cong 50 ng).

5 Pauvao dé xuat DNA 50 ng cho quy trinh céng viéc dong mam cho phép thay di s6 luong DNA; hiéu suét thu vién
va hiéu suat giai trinh tv sé dua trén mirc dau vao nay.

6 Daivai quy trinh céng viéc sinh dudng, dinh tinh DNA bang B6 kit QC TruSeq Custom Amplicon Dx - FFPE cua
lllumina. Hiéu suét thu vién va hiéu suét gii trinh tu phu thudc vao chét luong mau dugc do bang phuong phap
QC FFPE.

S6 luong mau

Dai vai Bo kit TruSeq Custom Amplicon Dx ctia lllumina, s6 lugng thu vién clia mot [an chay gidi trinh tw ¢6 thé ndm trong
khoang ttr 1 d&n 96 thu vién trén MiSeqDx va 8 dén 96 thu vién trén NextSeq 550Dx. Quy trinh cdng viéc sinh dudng yéu
cau 2 thu vién cho mdi mau.

Cac mdi chi thi dugc str dung trong qua trinh khuéch dai PCR phai dugdc chon dua trén sé luong mau cudi cling mong mudn
dé dam bao méi thu vién sir dung mét t6 hop chi thi duy nhat.

Trinh tu m6i chi thi

Trinh tu cia moi chi thi A (A501) — H (A508)

Mbi chi thi Trinh ty

Mbi chi thi A (A501) TGAACCTT
Mbi chi thi B (A502) TGCTAAGT
Mbi chi thi C (A503) TGTTCTCT
MBbi chi thi D (A504) TAAGACAC
Mbi chi thi E (A505) CTAATCGA
MBbi chi thi F (A506) CTAGAACA
Mbi chi thi G (A507) TAAGTTCC
Mbi chi thi H (A508) TAGACCTA
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L 'll_':{éLrJl’LextSeqTM 550Dx, cac moi chi thi A501-A508 dugc doc theo trinh tu bc‘i’ sung dao ngugc. Nén si* dung cac trinh
tw b6 sung ddo ngudc khi xem xét cac yéu cau vé tinh da dang clia chi thi d6i véi phuong phap hda hoc giai trinh tu
hai kénh.

Trinh tw cia mdi chi thi 1 (A701) - 12 (A712)

M®i chi thi Trinh ty

Mai chi thi 1 (A701) ATCACGAC
Moi chi thi 2 (A702) ACAGTGGT
M®i chi thi 3 (A703) CAGATCCA
Mbi chi thi 4 (A704) ACAAACGG
Mai chi thi 5 (A705) ACCCAGCA
Moi chi thi 6 (A706) AACCCCTC
M®bi chi thi 7 (A707) CCCAACCT
Mai chi thi 8 (A708) CACCACAC
Mai chi thi 9 (A709) GAAACCCA
Moi chi thi 10 (A710) TGTGACCA
Moi chi thi 11 (A711) AGGGTCAA
Mai chi thi 12 (A712) AGGAGTGG

Hudng dan st dung

Céach bé tri mau

Trudc khi chuan bi thu vién, mét Ian chay giai trinh tu duwgc tao bang Local Run Manager, phan mém trén thiét bi gii trinh
tu. Lan chay dudc dién mau va tép ké khai dugc chon. Cach b tri mau két qua dudc in hodc xuét thanh tép dé st dung lam
tai liéu tham khao khi chuén bi thu vién tir cac mau. D& biét hudng dan chi tiét, hdy tham khdo huéng dan tham khao danh
riéng cho mé-dun tuwong (ng vai quy trinh cong viéc va thiét bi giai trinh tu du kién. Ban c6 thé tu nhap mau ho&c nhap theo
huwdng dan tham khéo.

Hudng dan vé quy trinh cdng viéc ddong mam so véi sinh dudng
Bo kit TruSeq Custom Amplicon Dx gitip ban tu chuan bi cac thu vién dé giai trinh tw DNA tir cdc mAau xét nghiém mau toan
phan ngoai vi va mé da c6 dinh bang formalin va nhing parafin (FFPE). Nhd st dung thudc thir dudc cung cap trong Bd kit
TruSeq Custom Amplicon Dx, DNA hé gen duoc xt ly théng qua cac budc chuan bi thu vién, dac biét khuéch dai cac vung
hé gen du kién ctia méi mau bang cac oligonucleotide cu thé theo chat phan tich, ddng thdi b sung cac chi thi va trinh ty
thu thap t€ bao dong chay vao san phdm da khuéch dai. DNA tly mau toan phan tuan theo quy trinh céng viéc dong mam,
trong khi DNA tir mé FFPE tuan theo quy trinh cong viéc sinh dudng.
Cac thu vién mau két qua s&n sang cho qua trinh gidi trinh tu trén may phan tich trinh tw DNA s8 luong 16n cha lllumina va
phan tich bang cac mé-dun phan mém cua thiét bi (dong mam hodc sinh dudng) tuwong (ng véi quy trinh cdng viéc.
3 LUUY )
Trong Hudng dan sir dung, nhitng diém khac biét trong hudng dan chay quy trinh céng viéc dong mam va sinh dudng
sé dugc chi ra trong budc nay. Nhiing diém khac biét nay dugc tom tit & Bang 10.
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Nhitng diém khac biét gilta quy trinh cong viéc phan tich bi€n th&€ dong mam va sinh dudng

Budc

Théng s8

Quy trinh céng viéc dong mam

Quy trinh cong viéc

sinh dudng

Tién phan tich Loai mau DNA ti* mau toan phan DNA tir mé FFPE
Tién phan tich Dau vao DNA 50 ng Dua trén ACq
Tién phan tich Phuong phap QC mau A260 TSCA Dx - FFPE QC
Tao thé& lai nhom gdp Phuong phéap tao thé Sai don Sai kép
oligonucleotide lai
Tao th& lai nhom gop S nhom gop 1 2
oligonucleotide oligonucleotide
Khuéch dai bdng PCR Thé tich moi chi thi 4 ul 9 ul
Khué&ch dai bdng PCR Thé tich phan ing PCR | 50 pl 60 pl

chi thi[HM4]
Khué&ch dai bAdng PCR S6 chu ky PCR 28 32

Xac minh viéc chuén bi
thu vién

Tinh sach PCR

Tao thé lai nhom gop oligonucleotide (Tién khuéch dai)

Chuan bi

Hiéu suat thu vién

Thé tich hattinh sach
PCR

Danh gia khéng bat budc bang
gel (san phdm CLP)

45 i

DPanh gia bang gel
(san ph&m AMP)

55 pl

1 Diéu chinh (cac) nhdm gop oligonucleotide cu thé theo chat phan tich, Dung dich dém lai, m3u DNA hé gen va mau
chitng duong vé nhiét dd phong.

2 Trdn xody manh (cac) nhém gop ollgo tuy chinh va Dung dich dém lai d& dam béo rang tat ca cac chéat két tta hoa tan
hoan toan, sau dé ly tam nhanh cac 6ng nhom gop oligonucleotide dé thu thap chét 1dng. Dam bao khéng nhin thay
chét két ttia trong Dung dich dém lai.

3 Dat khdi G nhiét 96 giéng 6 95°C.

4 Lam néng sdnmay G & 37°C.

5 Tao khay mau theo cach bé tri khay duoc in tir Local Run Manager.

Quy trinh

1 BOtri khay PCR 96 giéng mdi (sau day goi la khay HYB).
2 Chon mét trong cac quy trinh céng viéc sau (dong mam hodc sinh dudng) dua trén cac loai bién thé ban dang nham

muc tiéu.

Quy trinh céng viéc dong mam:
Thém 10 pl mau ho&c chat kiém chudn & néng do 5 ng/ul (t6hg cdng 50 ng) vao céac giéng thich hop trong
khay HYB theo cach bd tri khay.
Quy trinh céng viéc sinh dudng:
Thém 10 pl mau hodc chét kiém chuan da pha loang theo B6 kit QC TruSeq Custom Amplicon Dx - FFPE.
Céac mau hodc chét kiém chudn dugc thém vao hai giéng trong khay dé tao thé lai cho ca hai nhém gop
oligonucleotide theo cach bd tri khay.
3 Chon mét trong cac quy trinh céng viéc sau (dong mam hodc sinh dudng) dua trén cac loai bién thé ban dang nhdm

muc tiéu.

Quy trinh céng viéc dong mam:
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Bo kit TruSeq Custom Amplicon Dx

Thém 10 pl Dung dich d&m TE 1X vao giéng chitng am (NTC). Lam theo céach bé tri khay da tao d€ Iwa chon
giéng chinh xac.

Quy trinh céng viéc sinh dudng:

Thém 10 pl Dung dich d&m TE 1X vao giéng chiing am (NTC) (2). Lam theo cach bé tri khay da tao d€ lua
chon giéng chinh xac.

4 Chon mét trong cac quy trinh céng viéc sau (dong mam hodc sinh dudng) dua trén céc loai bién thé ban dang nham
muc tiéu.

Quy trinh céng viéc ddong mam:

Thém 5 pl nhém gop oligonucleotide tlly chinh vao tat ca cac giéng chira DNA hé gen va NTC theo cach bo
tri khay.

Quy trinh céng viéc sinh dudng:

Thém 5 ul nhom gbp oligonucleotide tlly chinh A vao cac giéng chira DNA hé gen va NTC theo cach bd tri
khay.
Thém 5 ul nhom gdp oligonucleotide tlly chinh B vao cac giéng chira DNA hé gen va NTC theo cach bo tri
khay.

Céc giéng nhan tirng nhém gop loai trir 1an nhau.

5  Thém 40 pl Dung dich dém lai vao tirng mau va NTC trong khay HYB. Dung pipet hat nhe 1én va xuéng 3-5 [an dé
tron déu.

6 Dankinkhay HYB valy tdm & mic 1000 x g & 20° C trong 1 phut.

J THANTRQNG ] ] ]

DE€ han ché sy bay hai c6 thé xay ra trong qua trinh phan (ng tao thé lai, ban nén s&r dung may dan nhiét dé dan kin
khay HYB khi tao thé lai qua dém. N’é'u khong cé may dan nhiét, hay bit kin khay HYB b&ng mang nhém kétdinh va c6
dinh ky cang bang con Ian hoac miéng chén dan kin va tién hanh budc ti€p theo khi nhiét dé dat40°C.

7 Dé&t khay HYB vao khéi U nhiét 96 giéng duoc 1am nong sdn & 95°C, déng nap va t trong 1 phut.

8 Giam thong so cai dat khoi U nhiét xudng 40°C va tiép tuc U cho dén khi khéi G nhiét dat 40°C (khoang 80 phut).
Viéc lam mat dan dan rat quan trong trong qua trinh tao thé lai thich hgp. Do d6, khdng nén dung cac may luan nhiét
PCR c6 cdng nghé lam mat ch dong (vi du: Peltier, lam mat bang nhiét dién) cho qua trinh nay.

DIEM DUNG AN TOAN
1 Sau khi khéi G nhiét dat 40°C, khay HYB s& duy tri 8n dinh & 40°C 1&n i 18 gid.
Trudc khi |8y khay ra khoi khéi G nhiét, hay gia ¢ mang nhém béng con 1&n hodc miéng chén dan kin.

Loai bé oligonucleotide khdng gan két

Chuan bi
1 Diéu chinh H&n hap md rong-budc that, Dung dich dém rira manh va Dung dich dém rira da nang vé nhiét do phong,
roi tron xody nhanh.
2 Laprap bd phan khay loc (sau day goi la FPU) theo thir tu tir trén xudng dudi: nap, khay loc, vong adapter va khay
MIDI.
3 Rlrasamang khay loc nhu sau:
a  Thém 50 ul Dung dich d&m rira manh vao méi mau va giéng NTC.
b Day naplén khay loc va ly tdm & mirc 2400 x g & 20°C trong 5 phut.
{ LUU Y
Kiém tra d& xac minh rang tat ca cac giéng clia khay loc da rao nudc hoan toan. Néu dung dich dém rira chua rao
hét, hay ly tdm lai & mic 2400 x g & 20°C cho dén khi toan bd chat1dng chay hét (5-10 phut nira).
] THAN TRONG x
Can kiém soat nhiét do ly tdm trong cac budc rira. NEu nhiét dd dat tir 25°C trg 1€n, nhiét dd cao hon ¢o thé dan
dén do gan két moi manh hon. Trong céc trudng hop hiém gap, néu cac mau c6 SNV trong cac viing gan két moi,
mutc d6 manh han co thé dan dén hién tugng mat alen.
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Quy trinh

1

2
3
4

0 N O O,

Lay khay HYB ra khai khéi G nhiét va ly tam & mdc 1000 x g 3 20°C trong 1 phit.

Chuyén toan bo thé tich (khoang 55 pl) clia méi mau vao cac giéng tuong tng clia khay loc.

DPay nép Ién khay loc va ly tam & mirc 2400 x g & 20°C trong 5 phit.

Rtra khay loc nhu sau:

a  Thém 50 ul Dung dich dém rira manh vao méi mau va giéng NTC.

b Day naplén khay loc va ly tdm & mirc 2400 x g & 20°C trong 5 phut.

' 5 LUU Y
Kiém tra d& xac minh rang tat ca cac giéng cta khay loc da rao nudc hoan toan. N&u dung dich dém rira chua rao
hét, hay ly tam lai & mic 2400 x g & 20°C cho dén khi toan bd chat1dng chay hét (5-10 phut nira).

Lap lai quy trinh rira nhu dugc mé ta trong budc trude.

Loai b tat ca dong chay qua (chira formamide), roi l&p rap lai FPU.

Thém 45 ul Dung dich dém rira da n&ng vao méi mau va giéng NTC clia FPU.

DPay nép Ién khay loc va ly tam & mirc 2400 x g & 20°C trong 5 phit.

' LUU Y ] ) ’
Ki€m tra d€ xac minh rang tat ca cac giéng cta khay loc da rdo nudc hoan toan. Néu dung dich dém rira chua rao
hét, hay ly tam lai & mic 2400 x g & 20°C cho dén khi toan bod chatlong chay hét (5-10 phat nira).

Mé rong-budc that oligonucleotide gan két

Quy trinh

1

A OON

Thém 45 pl Hén hdp mad rong-budc that vao méi mau va giéng NTC cuia khay loc.
Dan kin khay loc bang mang nhom két dinh, roi day nap.

U FPU trong |6 01 37°C d3 1am ndng san trong 45 phit ma khdng quay.

Trong khi i FPU, chuén bi AMP (Khay khuéch dai) nhu duoc mé ta trong phan sau.

Khué&ch dai bang PCR

Chudn b

1
2
3

4

Chuén bi dung dich NaOH 0,05 N mdi.
Xac dinh cac moi chi thi sé dugc st dung theo cach b tri khay dugc in tir Local Run Manager.
Diéu chinh Hén hop téng thé PCR va cac mai chi thi thich hap vé nhiét dé phong. Tron xody tiing 6ng da ra dong dé
tron déu, roi ly tam nhanh cac éng dé thu thap chat long.
B& tri khay PCR 96 giéng mdi (sau day goi la khay AMP).
Thém cac moéi chi thi vao khay AMP dua trén quy trinh cong viéc:
Quy trinh céng viéc dong mam:
Thém 4 pl mdi chi thi da chon [A (A501) — H (A508)] vao giéng thich hap trong mét cot clia khay AMP.
Loai bé ndp tréng ban dau va dung nap trang mai.
Thém 4 pl mdi chi thi da chon [1 (A701) — 12 (A712)] vao hang thich hgp trong khay AMP. Phéi thay d3u
pipet sau méi hang dé trénh nhiém béan chéo chi thi.
Loai bd n&p cam ban dau va dung nép cam méi.
Quy trinh céng viéc sinh dudng:
Thém 9 ul mdi chi thi da chon [A (A501) — H (A508)] vao giéng thich hop trong mét cot ciia khay AMP.
Loai bd ndp trang ban dau va dung nap trang méi.
Thém 9 pl madi chi thi d& chon [1 (A701) — 12 (A712)] vao hang thich hop trong khay AMP. Phéi thay d&u
pipet sau méi hang dé trénh nhiém ban chéo chi thi.
Loai bd ndp cam ban dau va dung nap cam mdi.
Chuan bi dung dich hoat déng Hén hop téng thé PCR/PCR Polymerase nhu sau:
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a D6ivéi 96 thu vién, thém 56 pl PCR Polymerase vao 2,8 ml Hén hop téng thé PCR.
Ty & HAn hop téng thé PCR trdn véi PCR Polymerase da bao gom thé tich hao hut.

b Lat nguoc 20 lan dung dich PCR hoat ddng da chuén bi dé tron déu.

¢ Dungdich PCR hoat déng 6n dinh & nhiét dd phong trong 10 phuit.

Quy trinh

1 Lay FPU ra khoi may q.

2 G3&mang boc nhém. Bay nap Ién khay loc va ly tdm & murc 2400 x g & 20°C trong 2 phut.

3 Thém 25yl NaOH 0,05 N vao méi mau va giéng NTC trén khay loc. Dung pipet hit NaOH 1én va xuéng 5-6 1an.
4 Day vaukhay loc & nhiét do phong trong 5 phut dé rira giai cac thu vién.

5  Trong khi G khay loc, chuyén 22 ul dung dich PCR hoat déng vao méi giéng clia khay AMP chira mdi chi thi.

6 Chuyén cac mau da riva gidi tir khay loc sang khay AMP nhu sau:

a  Céanthan sao cho khéng choc thiing mang loc, nhe nhang hit mau 1én va xuéng 5-6 [an bang pipet P20 dat
320 pl.
b Chuyén 20 pl tir khay loc sang cac giéng tuwong ting ctia khay AMP.
¢ Dung pipet nhe nhang hat 1én va xudng 5-6 [an dé tron k§ DNA véi dung dich PCR hoat dong.
d Chyyé’n cac giéng phan tring con lai tir khay loc sang khay AMP theo cach tuong tw. Phai thay d&u pipet sau
méi 13n chuyén dé& trénh nhiém bén chéo chi thi va méu.
Dan kin khay AMP va c& dinh bang con 1an hodc miéng chén.
Ly tdm d mirc 1000 x g & 20°C trong 1 phut.
Chuyén khay AMP sang khu vuc hau khuéch dai.
0 Thuc hiér] PCR dua trén quy trinh cdng viéc clia ban bang cach sl dung chuong trinh may luan nhiét sau day trong
khi day nap da gia nhiét:
Quy trinh céng viéc dong mam:
95°C trong 3 phut
Sau do la 28 chu ky:
95°C trong 30 giay
66°C trong 30 gidy
72°C trong 60 gidy
72°C trong 5 phut
Duy tri 810°C
Quy trinh céng viéc sinh duwéng:
95°C trong 3 phut
Sau dé la 32 chu ky:
95°C trong 30 giay
66°C trong 30 gidy
72°C trong 60 gidy
72°C trong 5 phut
Duy tri 810°C
DIEM DUNG AN TOAN

1 Né&u khéng chuyén ngay sang Tinh sach PCR, khay AMP co thé luu lai trén may luan nhiét qua dém, dugdc bao
quan G 2°C dén 8°C trong t0i da 48 gid, hoac duoc bao quan & -25°C dén -15°C trong t6i da 1 tuan.

= © 00 N

Xac minh viéc chuan bi thu vién

Quy trinh

Xac minh viéc chuan bi thu vién bang cac budc sau.

Quy trinh céng viéc dong mam:

Khong co hoat déng xac minh viéc chudn bi thu vién trong quy trinh céng viéc dong mam.
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Quy trinh céng viéc sinh dudng:

1

2 Chay trén gel TBE agarose 2-4% vdi thang 50-100 bp d€ xac nhan su xuét hién va dé sang ctia san pham thu vién

Két hgp 5 pl san pham da khuéch dai vai 15 pl nude va thuée nhudm nap DNA, néu can.

(kich cd san pham phu thudc vao bang).

Céac mau cho thay su khuéch dai trong mét Nhém gop oligo hodc ca hai Nhém gdp oligo duoc coi la hop 1é va co

thé& duoc x¥ ly trong quy trinh céng viéc con lai.

Céac mau cho thdy gan nhu khéng c6 su’ khuéch dai trong mét Nhém gdp oligo hodc cé hai Nhém gdp oligo duoc

coi la khong hdp 1é va khdng nén x ly trong quy trinh cong viéc con lai.

Né&u quan sat thay két qua gel khéng hop 18, ban can 13p lai viéc chudn bi thu' vién cho mau dé hodc cac mau tir

budc Tao thé lai nhém gdp oligonucleotide (Tién khuéch dai).

Né&u khéng quan sat thay cac dai bang trén gel trong [an chay I&p lai, hay kiém tra chét luong mau hosc thiét k&

bang oligo.

N&u mau NTC tréng cho thdy su khuéch dai trong Nhém gép oligo A va/hodc B, digu nay cho thay hién tuong

nhiém ban.

Tinh sach PCR

Chuan bi

1
2

Diéu chinh Hat tinh sach PCR vé nhiét do phong.
Chuén bi ethanol 80% mdi tir ethanol tuyét déi.

Quy trinh

1
2
3

©O© 00 NO O

10
11
12
13

Thang 8 nam 2021

Ly tdm khay AMP & m(rc 1000 x g & 20°C trong 1 phut.
BG tri khay MIDI mdéi (sau day goi la khay CLP).

Lat nguoc Hat tinh sach PCR 10 [an. Trdn xody manh réi It ngudc 10 1an nita. Kiém tra dung dich bang mét thudng

dé& dam bao céac hat duoc tai hoa tan.

. .
= LUUY

Hattinh sach PCR rdt nhét nén can dac biét cdn than khi sir dung pipet. D& tranh méat qua nhiéu thudc thlr, hay tr

tor hat va nha thé tich hat, roi kiém tra bang mat thudng d& dam bao tat ca cac hat da dugc nha ra khdi dau pipet

trudc khi ddy dau ra. Hat thé tich thich hop rdi nha ma khéng can trén bang pipet hodc lam w6t sdn dau pipet.

Thém Hat tinh sach PCR vao khay CLP theo cac budc sau, tuy thudc vao quy trinh cong viéc:

Quy trinh céng viéc dong mam:
Thém tir tir 45 pl Hat tinh sach PCR vao méi giéng ctia khay CLP.
Chuyén toan bd san phdm PCR tir khay AMP sang khay CLP (khoang 50 pl).
Quy trinh céng viéc sinh dudng:
Thém tur tir 55 pl Hat tinh sach PCR vao méi giéng ctia khay CLP.
Chuyén toan bd san phdm PCR tir khay AMP sang khay CLP (khoang 60 pl).
Dan kin khay CLP va I&c trén may 13c khay vi thé véi téc do 1800 vong/phdit trong 2 phit.
U & nhiét d6 phong ma khang 1&c trong 10 phit.
Dat khay 1&n chan dé tir tinh trong it nhat 2 phut hoac dén khi dich ndi trd nén trong sudt.
Trong khi khay CLP nam trén chan dé tir tinh, hay |8y ra va loai bd dich nGi mét cach cn théan.
Trong khi khay CLP nadm trén chan dé tir tinh, hay rira hat nhu sau:
a  Thém 200 pl ehtanol 80% méi chuén bi vao méi giéng mau.
b U khay trén chan dé tir tinh trong it nhat 30 pht hodc dén khi dich ndi trd nén trong suét.
¢ L&y ravaloai bd dich nGi mot cach cén than.
Lap lai quy trinh rira nhu dudc mé ta trong budc trude.
S dung pipet da kénh P20 dat & 20 ul d€ loai bo ethanol du thira.
Lay khay CLP ra khoi chan dé tir tinh va hong khé cac hat trong 5 phdit.
Thém 30 ul Dung dich dém rlra giai vao cac hat moét cach cén than rdi tron xoay nhanh.
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14

15
16
17
18
19
20

21

' & LUUY
Dung dich dém rira giai rat nhét nén can hat va nha thé tich tur tlr.
Dan kin khay CLP bang mang Microseal 'B' va con lan hodc miéng chén, roi lac trén may lac khay vi thé & téc do
1800 vong/pht trong 5 phut. Sau khi l&c, kiém tra xem cac mau da duoc tai hoa tan chua.
Né&u van nhin thay vién hat trong mét s& giéng, hay st dung pipet P200 d&t & 30 pl dé tai hoa tan tirng vién hat riéng 18.
Kiém tra cac dau pipet bang mat thudng dé thay cac hat dudc nha lai vao giéng truwdc khi ddy dau ra. Dan kin lai khay
CLP va I4c trén may lac khay vi thé & t&c dd 1800 vong/pht trong 5 phut nita.
U & nhiét d phong trong 2 phit.
Dat khay CLP |én chan dé tur tinh trong it nhat 2 phit hodc dén khi dich néi trd nén trong suét.
B& tri khay MIDI mdi (sau day goi la khay LNP).
Chuyén 20 pl dich ndi tir khay CLP sang khay LNP.
Chuyén 20 pl dich néi tir khay CLP sang khay LNP mét cach cén than.
Dan kin khay LNP bang mang dan khay két dinh, réi ly tdm & mdc 1000 x g 6 20°C trong 1 phut d&€ dam bao toan bo
dich nGi chim xudng day giéng.
[Khéng bat buéc] Chuyén 10 pl dich néi con lai tir khay CLP sang khay méi va dan nhan cé tén 1an chay va ngay thuc
hién 1én khay. Bao quan khay nay & nhiét do -25°C dén -15°C cho dén khi hoan thanh qua trinh chay giai trinh ty va
phan tich di liéu.
C6 thé dung cac san pham PCR da tinh sach dé khac phuc su ¢6 trong trudng hop mau khéng dat.
DIEM DUNG AN TOAN
1 NEu ding tai di€ém nay, hay dan kin khay LNP va ly tam & mdc 1000 x g & 20°C trong 1 phat. Khay 6n dinh trong
t6i da 3 gid & nhiét do 2°C dén 8°C hodac trong t0i da mot tuan & nhiét do tir-25°C dén -15°C.

Chuan héa thu vién

Chuan bi

1

abr wON

Chuén bi dung dich NaOH 0,1 N mdi.

Diéu chinh Chét pha loang chun hoa thu vién, Hat thu vién, Nudc rira chudn hoa thu vién vé nhiét do phong.

L&y Dung dich dém bao quan thu vién khéi khu vuc Iwu trir & nhiét d6 phong va dat sang mot bén.

Trén xoday manh Chét pha lodng chudn hoa thu vién va dam bao tat ca két tda da hoa tan.

Tron xody manh Hat thu vién trong 1 phut xen ké 18t ngude cho dén khi cac hat dugc tai hoa tan va khong cé vién nao
& day 6ng khi 1at ngudc 6ng.

Quy trinh

1

Tron Chét pha lodng chuén hda thu vién va Hat thu vién trong mét 6ng hinh non 15 ml méi (st dung 6ng 1,5 ml mai

néu x& ly dudi 24 mau) nhu sau:

a  Dé6ivéi 96 mau, thém 4,4 ml Chét pha lodng chudn hda thu vién.

b  Tai hoatan Hat thu vién: Tron xody manh Hat thu vién trong 1 phut cé xen ké 1at nguoc. St dung pipet P1000 dat
& mdc 1000 pl dé tai hoa tan hoan toan Hat thu vién bang cach dung pipet hit 1én va xuéng tir tir it nhat 10 1an
cho dén khi khong con vién nao & day ong khi 1at ngugc éng.

J THAN TRONG
; Can tai hoa tan hoan toan vién hat thu vién & day éng. Viéc st dung pipet P1000 sé& dam bao cac hat dugc tai hoa
tan dong déu va khong co hat tu 6 day 8ng. Can tai hoa tan hat d€ dat dugc mat dé cum nhat quan trén t€ bao
dong chay.
J THAN TRONG
Hat thw vién rat nhét nén can dac biét cdn than khi st dung pipet. D& tranh mat qua nhiéu thubc thl, hay tir tr hat
va nha thé tich hat, roi kiém tra bdng mat thudng dé dam bao tat c& cac hat da duoc nha ra khoi dau pipet trudc
khi ddy dau ra.
¢ Daivdi 96 thu vién, dung pipet hat 800 ul Hat thu vién vao dng chira Chét pha lodng chuén héa thu vién. N&u co
it thu vién hon, ty 18 s&1a 7,2 pl Hat thu vién so véi 37,8 pl Chat pha lodng chun hda thu vién cho méi thu vién.
Tinh ca thé tich hao hut do 16i khi dung pipet.
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d L&t ngugc 8ng 15-20 lan dé tron déu.
Thém 45 pl dung dich hoat déng Chét pha loang chuén hoéa thu vién/Hat thu vién két hop vao méi giéng cia khay
LNP chutra thu vién.
Dan kin khay LNP bang mang Microseal 'B' va con 1an hodc miéng cheén, rdi l&c trén may 1ac khay vi thé & téc dd
1800 vong/phut trong 30 phut.
oy | ~
Néu giai trinh ty trong cting ngay thi luc nay ban nén bat dau ra dong hop thudc thir. Lam theo hudng dan dé ra
dong hép thudc tht trong td hudng dan st dung thiét bi hién hanh.

Dat khay 1&n chan dé tir tinh trong it nhat 2 phut hoac dén khi dich ndi trd nén trong sudt.

Trong khi khay LNP nam trén chan dé tir tinh, hdy g mang dan, roi 18y ra va loai bo dich ndi mét cach cén than.

G& khay LNP khéi chan dé tir tinh va rira cac hat badng Nuéc riva chudn hoa thu vién nhu sau:

a  Thém 45 pl Nudc rira chudn hoa thu vién vao hat trong khay LNP.

b Dankin khay LNP bang mang Microseal 'B' va con lan hodc miéng cheén, rdi lac trén may 13c khay vi thé & téc do
1800 vong/phut trong 5 phut.

¢ Dat khay LNP Ién chan dé tir tinh trong it nhat 2 phat hoac dén khi dich néi trd nén trong suét.

d L&y ravaloai bd toan bd dich ndi.

Lap lai quy trinh Rira chudn hoa thu vién nhu duoc mo ta trong budc trudc.

Dén kin khay LNP bang mang dan khay két dinh.

Ly tdm khay LNP & 1000 x g & 20°C trong 30 gidy dé thu thap dung dich dém ritra con sét lai.

Daét khay LNP 1&n chan dé tir tinh trong 2 phuit.

S dung pipet da kénh P20 d&t & 20 pl dé loai bd can than Nudc riva chudn héa thu vién du thira. Tranh 1am anh

hudng dén hat.

L&y khay LNP ra khdi chan dé tur tinh va thém vao méi giéng 30 pl NaOH 0,1 N.

Dan kin khay LNP bang mang Microseal 'B' va con 1an hodc miéng chén, rdi I&c trén may 1ac khay vi thé & téc dd

1800 vong/phut trong 5 phut.

Trong 5 phut rira giai, bd tri khay PCR 96 giéng mdi (sau day goi la khay SGP).

Thém 30 ul Dung dich dém bao quan thu vién vao méi giéng sé dudc st dung trong khay SGP.

Sau 5 pht rira gidi, dam bao tat ca hat trong khay LNP duoc tai hoa tan. Néu cac hat chua dugc tai hoa tan hoan

toan, hay dung pipet nhe nhang hut cac giéng do 1én va xudng hodc gé nhe vao khay trén ban dé tai hoa tan cac hat,

sau do lac thém 5 pht.

Daét khay LNP 1&n chan dé tir tinh trong it nhat 2 pht.

T tlr chuyén dich néi (khoang 30 ul) tir khay LNP sang khay SGP. Dung pipet hit nhe 1&n va xuéng 5 lan d& trén

déu. Dung dau pipet mai trong méi Ian chuyén.

Dan kin khay SGP va ly tdm & mirc 1000 x g & 20°C trong 1 phut. Lap tic chuyén sang Gdp nhém thu vién. Loai bd

khay LNP.

Chuan bi gidi trinh tu’ thu vién

Chuan bi

1 Dat khoi G nhiét phtu hgp véi ong ly tdm 1,5 ml & 96°C.

2 Chuan bi bbn nudc da trong x6 da.

3 L&y Dung dich d&&m pha loang thu vién va Ching néi PhiX ttr khu vuc bdo quan -25°C dén -15°C va ra dong.
4 Sau khi rd déng, hay lam lanh Dung dich d&m pha loang thu vién va Chitng néi PhiX trong bon nudc da.

5  Tron xoay Dung dich dém pha loang thu vién, ly tdm nhanh va dam bao rang tat ca cac chéat két tha hoa tan

hoan toan.

Bién tinh va pha loang Chi*ng ndi PhiX
Chirng ndi PhiX dudc cung cédp & 10 nM va phai dugc bién tinh thanh DNA soi dan va pha lodng thanh 20 pM trude khi sty
dung. Cac huéng dan sau cung cdp 1 ml Chitng ndi PhiX 20 pM bién tinh, di cho mét s& DAL (> 20).

1

Chuén bi NaOH 0,1N.
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2 Dao nguoc 8ng nhiéu lan dé tron déu.
J THAN TRONG

4 Can sir dung NaOH mdi pha lodng dé& 1am bién tinh mau hoan toan cho qua trinh tao cum trén thiét bi giai trinh tu.
5 MEO
' Né&u PhiX dugc chu&n bi vao cung ngay véi qua trinh Chuén hoa thu vién thi ¢ thé st dung cing mot lugng
NaOH 0,1N.

3 K&t hop cac thé tich sau dé pha loang thu vién Chirng ndi PhiX thanh 2 nM:
2yl thu vién Chirng ndi PhiX 10 nM
8 pl Dung dich dém TE 1X
4 Két hop cac thé tich sau dé& c6 thu vién Chirng ndi PhiX 1 nM:
10 pl thu vién Chirng ndi PhiX 2 nM
10 yINaOH 0,1 N

5 Trdén xoay nhanh @& tron déu dung dich thu vién Chiing ndi PhiX 1 nM.
6 Ly tdm nhanh dung dich thu vién Chiing ndi PhiX 1 nM dé thu thap thanh phan.
7 U trong 5 phut & nhiét dd phong dé bién tinh dung dich thu vién Chitng néi PhiX thanh cac soi DNA don.
8  Thém 980 ul Dung dich d&m pha loang thu vién d4 1am lanh s8n vao &ng chira thu vién Ching ndi PhiX da bién tinh.
N6ng do cudi cling la thu vién Chitng ndi PhiX 20 pM da bién tinh.
' MEO
Co6 thé bao quan thu vién Chung néi PhixX 20 pM da bi€n tinh I&én dén 3 tuan & nhiét do -25°C dén -15°C dudi
dang cac mau chia nhé dung mét Ian.
Gop nhém thu vién
1 Trén xody Dung dich dém pha loang thu vién va dam bao réng tat ca cac chat két tha hoa tan hoan toan.
2 Ly tdm nhanh dé thu thap thanh phan.
3 B&tri mét 8ng nap van méi (sau day goi la 6ng PAL [Thu vién amplicon gdp nhémy).
4 Xac dinh cac mau can gép nhém dé giai trinh tu. Cé thé gép nhoém téi da 96 thu vién dé giai trinh tu.
5 G&mang dan khéi khay SGP. Chuyén 10 pl clia méi thu vién cn gidi trinh tu tir khay SGP sang chudi PCR 8-8ng,
thay dau méi lan st dung.
6 Dankin lai khay SGP bang mang dan khay két dinh va bdo quan & nhiét do -25°C dén -15°C trong tdi da 48 gid.
3 MEO

C6 thé& dung khay SGP dé& gdp nhém it mau hon khi pham vi giai trinh tu ban dau khong da.

7 K&t hop va chuyén thanh phan trong chudi PCR 8-6ng sang 8ng PAL. Tron 6ng PAL k¥ cang.

8 B@&tri 38ng nap van mdi (sau day goi la 6ng DAL [Thu vién amplicon pha loang]).

9  Thém 585 pl Dung dich d&m pha loang thu vién vao cac éng DAL.

10 Chuyén 5 I PhiX bién tinh (20 pM) vao méi 8ng DAL chira Dung dich dém pha lodng thu vién. Dung pipet hut 1&n va
xudng 3-5 lan dé rira sach dau hit va dam bao hoan tat qua trinh chuyén.

11 Chuyén 10 ul PAL sang mdi 6ng DAL. Dung pipet hit 1&n va xuéng 3-5 Ian dé rira sach dau hut va ddm bao hoan tat
qua trinh chuyén.

12 Trdn xody nhanh 6ng DAL va ly tdm nhanh 6ng DAL d€ thu thap chét ldng.

( MEO

Tuy theo bé kit st dung, ban cé thé can thém Dung dich dém pha loang thu vién tir b kit vat tw tiéu hao giai trinh tw

cla lllumina cho thiét bi gidi trinh tu tuong tng.

DIEM DUNG AN TOAN

1 Né&u khéng chuyén ngay sang giai trinh tw, 5ng DAL co thé dudc bao quan & nhiét dé -25°C dén -15°C trong t6i da 84

ngay.

Chuén bi giai trinh tu bang MiSeqDx
1 Tién hanh véi mot 6ng DAL dé gidi trinh tu.
2 Radoéng hoan toan néu bao quan éng DAL déng lanh.
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Tron xody 6ng DAL & toc do toi da dé tron déu.
Ly tdm nhanh 6ng DAL.
U 6ng DAL trén khéi G nhiét 3 96°C trong 2 phut.
Sau khi 0, 18t ngudc 6ng DAL 1-2 [an dé tron déu, roi dat ngay vao bon nudc da.
D& 6ng DAL 6 bon nudc da trong 5 phdit.

| THAN TRONG ’ ’ , )

Thuyc hién budc bién tinh nhiét ngay lap tic trudc khi nap 6ng DAL vao hop thudc thir d€ ddm bao nap mau hiéu

qua trén t€ bao dong chay giai trinh ty.

No ovbhWw

4

Tham khao t& huéng dan st dung Thiét bi MiSeqDx d& chuén bi hdp thudc thir, nap thu vién mau vao hdp thudc thir va
thiét 1ap qua trinh chay giai trinh tu.

Chuan bi giai trinh tu bang NextSeq 550Dx
Tién hanh véi mot 6ng DAL dé gidi trinh tu.
B& tri mét 8ng ndp van mai (sau day goi 1a FDT [Ong pha lodng cusi cung]).
Ra déng hoan toan néu bao quan éng DAL doéng lanh.
Tron xody 6ng DAL & toc do t6i da dé tron déu.
Ly tdm nhanh dng DAL.
Chuyé&n mét mau DAL chia nhd sang FDT. Thé tich DAL can thiét d& dat duoc méat dd cum phu hop phu thudc vao
nhém gdp oligo dugc st dung va thudng dao ddng trong khoang 130 — 160 pl.
7 Diéu chinh FDT sao cho dat mirc téng thé tich 1300 pl véi Dung dich dém pha loang thu vién.
8 Trbnxoay 6ng FDT & toc do toi da dé tron déu.
9 Ly tadm nhanh ong FDT.
10 U &ng FDT trén khéi G nhiét & 96°C trong 2 phit.
11 Sau khi 4, 18t nguoc 6ng FDT 1-2 [an dé tron déu, roi dat ngay vao bon nudc da.
12 PEdng FDT & bon nude da trong 5 phut.
J THAN TRONG ' ’ ' ] )
Thuc hién budc bién tinh nhiét ngay lap tic trude khi nap 6ng FDT vao hop thudc thlr d€ dam bao nap mau hiéu
qua trén t€ bao dong chay giai trinh tu.

OO~ WN -

4

Tham khao t& huéng dan st dung Thiét bi NextSeq 550D x dé chuan bi hdp thudc thir, nap thu vién mau vao hop thudc thir
va thiét 1ap qua trinh chay gidi trinh tu.

Quy trinh kiém soat chat lugng

Phuong thic hiéu qua trong phong thi nghiém quy dinh phai cé mau DNA chitng duwong va mau chitng am (khéng c6 khuén
mau) trong méi Ian st dung d& chuén bi thu vién. M&u DNA chitng duong phai 1a mdt mau cé dac diém rd rang véi bién thé
d4 biét trong vling quan tam.

Déi véi quy trinh cdng viéc sinh dudng, tat c& cac thu vién (bao gém ca thu vién cho méau chirng) déu duoc kiém tra bang ky
thuat dién di trén gel nhu da mo ta trudc dé.

Dac diém hiéu suat
Cac nghién clru dong mam st dung Bo kit MiSeqDx™ Universal 1.0 (Tach chiét DNA va cac chat can thiép) hoac Bo kit
TruSeq Custom Amplicon Dx (D&au vao DNA) dé chuén bi thu vién. Hai bd kit st dung cac thudc thir gidng nhau va chi co
mot su khac biét vé quy trinh cong viéc: s& chu ky phan (ing chubi polymerase (PCR) (Ian luot 1a 28 va 32). Bd kit TruSeq
Custom Amplicon Dx (50 ng) cé chu ky PCR cao han nén cho phép dau vao DNA thap hon so véi Bo kit MiSegDx Universall
1.0 (250 ng), nhu dudc ching minh trong nghién ciru dau vao DNA bang Bé kit TruSeq Custom Amplicon Dx. Méi nghién
cttu dinh rd thudc thir chudn bi thu vién va cac vat tu tiéu hao gidi trinh tu duwdc sir dung, nhung tat ca cac nghién clru déu
phan anh cac dac diém hiéu sudt clia Bo kit TruSeq Custom Amplicon Dx do su tuong duong véi Bo kit Universal 1.0.
Cac nghién ctru sinh dudng st dung Bo kit TruSeq Custom Amplicon Dx.
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Céc thu vién chuan bi bang Bd kit MiSeqDx Universal 1.0 s dung cac vat tu tiéu hao giai trinh tu phién ban 1 cta lllumina
dé& doc hiéu suét, trong khi B0 kit TruSeq Custom Amplicon Dx st dung vat tu tiéu hao giai trinh tu phién ban 3 dé€ doc. Viéc
gidi trinh tw dudc thuc hién trén cac thiét bi MiSeqDx. Cac nghién ciru dung bang hai gen hodc mét gen lam bang dot bién
dai dién da str dung quy trinh cong viéc va mé-dun phan tich danh riéng cho xét nghiém.

Dinh nghia cac phép tinh duoc st dung trong déc diém hiéu suat

1 Ty |& phan tram d6 twong hop duong (PPA) dudc tinh bang ty 1& cac 16-cut duwdc phan loai la bién thé theo mét phuong

phap tham chiéu va dugc bao céo chinh xac théng qua xét nghiém.
(s6 16-cut bién thé dudc bao céo chinh xac théng qua xét nghiém)/(tdng sé 16-cut bién thé)
Cac 16-cut bién thé dudc bao cao thong qua xét nghiém va phi hgp vai phuong phap tham chiéu la duong tinh that
(TP). Céac 16-cut bién thé dudc bao cao la phat hién tham chiéu hodc phat hién bién thé khac nhau thdng qua xét
nghiém la &am tinh gia (FP).

2 Ty lé phan tram dé tuong hop am (NPA) dudc tinh bang ty 1& céc 16-cut duoc phan loai 1a thé dai theo mét phuong
phap tham chi€u va dugc bao céo chinh xac théng qua xét nghiém.

(s6 16-cut thé dai dudc bao cao chinh xac thdng qua xét nghiém)/(téng sé 16-cut thé dai)
Cac |6-cut thé dai dudc bao cao théng qua xét nghiém va phu hop voi phuwong phap tham chiéu 1a am tinh that
(TN). Céc I6-cut th& dai dwdc bao cao la bién thé théng qua xét nghiém 1a duwong tinh gia (FP).

3 Ty lé phan tram dd tuong hop téng thé (OPA) duadc tinh bang ty 1& céc 16-cut dudc bao céo chinh xac thdng qua xét
nghiém so véi mét phuong phap tham chiéu.

((s6 16-cut bién thé dudc bao cao chinh xac théng qua xét nghiém) + (s 16-cut thé dai dugc bao cao chinh xac
thong qua xét nghiém))/((téng s& 16-cut bién thé) + (tng s& 16-cut thé dai))

4 Céc phép tinh PPA, NPA va OPA khong bao gém trudng hop khong phat hién (cac 16-cut bién thé hoac tham chiéu
khdng dap tng mét hodc nhiéu bd loc chét Iugng). Hai nghién cttu rd rang bao gom trudng hop khéng phét hién trong
s0 liéu "% phat hién chinh xac" va viéc bao gom trudng hgp khéng phat hién dugc nay duge ghi nhan cho cac bang
ap dung.

5 Ty I& phat hién dugc tinh bang téng sé bo loc di qua 16-cut chia cho téng sé vi tri giai trinh tu hodc ¢co6 thé bao cao.
S6 liéu nay khong xét dén dd tuong hop clia két qua phat hién véi phuong phap tham chiéu.

Tén dong mau
Ca quy trinh cong viéc ddng mam va sinh dudng déu cé budc chuan bi thu vién va gidi trinh tw nhiéu mau cung véi cac méau
chirng duoc x{r ly déng thdi. Nghién ctru Tén dong mau dudc thuc hién dé danh gia xem két qua duong tinh gia, do tén dong
tr viéc nhiém bén gitra cac giéng trong qua trinh st dung khi chuan bj thu vién ho&c tir viéc nhiém ban giita cac 1an chay giai
trinh tu lién ti€p, co tac dong dén két qua thir nghiém khong. Céac bién thé sinh dudng da dugc sir dung vi cac bién thé nay
c6 thé duoc phat hién & tan s6 alen thap hon so vdi cac bién thé dong mam.
Cac mau bao gdém 4 mau DNA hé gen tir cac dong t& bao, méi mau chiva cac dot bién bang khac nhau trong bang hai gen.
Cac méau duoc b6 tri sao cho mot dot bién & mét vi tri trong mdt gen cd mét trinh tu tham chiéu (thé dai) & gen kia.
Tén dong gitta cac giéng dudc dinh nghia [a mot ché dd 16i c6 thé phat sinh tr cac budc xir ly thi cdng (st dung pipet, trén
mau, v.v.). 2 Ian chay thi¥ nghiém d& duoc thuc hién dé danh gia mic do tén dong gitra cac giéng mau:
B& cuc ban cd ctia mau DNA hé gen dau vao cao chiva dot bién & Gen 1 xen ké véi mau DNA hé gen dau vao
thap chira dét bién & Gen 2.
B& cuc ban cd ctia mau DNA hé gen dau vao cao chira dot bién & Gen 2 xen k& véi mau DNA hé gen dau vao
thap chira dét bién & Gen 1.
Trong méi [an chay, t6ng cong 12 ban sao da dudc danh gia dé tim k&t qua duong tinh gia (vi du: dot bién Gen 1 dudc bao
céo trong mét giéng dudc chi dinh 1a mau dét bién Gen 2 hodc nguac lai).
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Ton dong gitta cac Ian chay dugc dinh nghia la ché d6 16i c6 thé phat sinh tir phan du trong Ian chay giai trinh tu trudc dé.
Nham xac dinh su tén dong gitta cac Ian chay giéi trinh tu, 2 khay - méi khay chira 11 ban sao clia m6t mau DNA hé gen dau
vao cao duy nhét cling véi mét mau tréng - da dudc chudn bi va giai trinh tu lién tiép trén mot thiét bi MiSeqDx va danh gia
dé tim két qua duong tinh gia. Lan chay dau tién bao gém 11 ban sao clia mau dét bién Gen 2 ciing véi 1 mau tréng. Lan
chay th( hai bao gém 11 ban sao clia mau dét bién Gen 1 cling v6i 1 mau tréng. Thu vién mau dét bién Gen 2 dudc gidi
trinh tu trwdc, roi chay giai trinh tu’ thu vién mau dét bién Gen 1, sau dé 1ap lai Ian chay gidi trinh tu thu vién mau dot bién
Gen 2. N&u phat hién bat ky dot bi€n Gen 2 nao trong Ian chay chi c6 dot bién Gen 1 va ngudc lai, diéu dé cho thdy co su
ton dong.

Béo cao ghi nhan khéng co duang tinh gia (0/24, 0%) do tén dong gitta cac giéng. Da phat hién moi dot bién du kién.

Bao cao ghi nhan khdng co duang tinh gia (0/24, 0%) do tén dong gifa cdc 14n chay. Da phat hién moi dot bién du kién.
Bao c4o ghi nhan khdng c6 duong tinh gia (0/48, 0%) do téng luwong tén dong (két hop gilta cac giéng va gilra cac [an chay).

Dac diém hiéu suat dong mam
Nghién ciru dau vao DNA d& st dung bang 23 nhiém s3c thé lam bang dét bién dai dién. Cac nghién ctvu khac da st dung
bang gen dan lam bang dot bién dai dién.

Tach chi€t DNA

Ba phuong phap tach chiét khac nhau (tach chiét hat tur, két tia cn va tach cdt loc silica) dugc danh gia bang mau toan
phan chéng déng K,EDTA. Viéc chuén bi thu vién dudc hoan thanh bang Bo kit MiSeqDx Universal 1.0. Mudi bdn (14) mau
mau duy nhat da dugc st dung trong nghién ctru dai dién cho mot loat kiu gen tir mét bang gen. 3 phuong phap tach chiét
DNA dudc 2 ngudi van hanh khac nhau thir nghiém déc lap, méi ngudi thuc hién 3 [an chay giai trinh tu cho méi phuong
phap tach chiét. M&i ngudi van hanh thuc hién tach chiét vao nhitng ngay khac nhau. Néng d6 DNA va ty 1& A260/A280 cla
cac mau gDNA da tach chiét duoc xac dinh béng phép do quang phd. Téng kich ¢d mau cho méi phuong phap tach chiét
trong nghién clru nay la 168 (14 mau x 2 ngudi van hanh/phuong phap tach chiét x 3 1an chay/ngusi van hanh x 2 ban
sao/mau gDNA da tach chiét). K&t qua ctia mdi phuong phap dudc trinh bay trong

D6 chinh xac, ty 1& phat hién va ty 1& dat trong Ian d4u tién clia mau theo phuong phap tach chiét

Phuong phap tach S8 méau da xét Ty 1é phat Do chinh Ty |& dat trong lan dau tién cha
chiét nghiém hién xac' mau?
Két tha con 168 100% 100% 100%
Tach cot loc silica 168 100% 100% 100%
Tach chiét Hat tir 168 100% 100% 100%

'Dé chinh x&c- Ty & phan tram tuong hap véi mét phuong phap thir nghiém tham chiéu (giditrinh tu song huéng clia Sanger) tinh toan
dudc cho nhitng vitri base nhan duoc két qua phat hién base.

Ty & dat trong Ian dau tién clia mau - S8 lwong mau dap (ng ty 1& phat hién duoc chi dinh trong [an xi ly dau tién (tirc 1a khong can chay lai
ho&c xtr ly thém) dudi dang phan trdm ciia téng s6 mau dudc chay trong mét thi nghiém giai trinh tu MiSeqDx don 1é.
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Pau vao DNA

Pham vi dau vao DNA dé chuan bi thu vién (Bd kit TruSeq Custom Amplicon Dx) dudc danh gia bang cach thuc hién nghién
cttu pha lodng dan st dung 13 mau DNA va mét xét nghiém dai dién dudc thiét k& dé truy van nhiéu gen bao gém 12.588
base trén 23 nhiém s&c thé khac nhau. Bd kit thudc thir MiSeqDx v3 duoc sit dung dé doc két qua gidi trinh tu.

Mbi mau duoc thir nghiém I&p lai & 5 mirc dau vao DNA khac nhau, tir 250 ng d&n 12 ng (250 ng, 100 ng, 50 ng, 25 ng va

12 ng). D& xac dinh dd chinh xac, cac kiéu gen mau da dudc so sanh véi Bd gen bach kim phién ban 2016-01. K&t qua duadc
xac dinh cho titng mirc dau vao. PPA cho tirng loai bién thé (x6a, chén va SNV) dugc trinh bay trong Bang 1; NPA dudc trinh
bay trong Bang 13. T4t ca cac mirc dau vao déu cd dé chinh xac twong tu. Dau vao DNA dugc dé xuét 1a 50 ng, vdi 25 ng va
100 ng la gidi han dudi va gidi han trén dé dap (rng yéu cau vé do chinh xac.

K&t qua PPA cho mbi dau vao DNA theo loai bién thé

Pau vao DNA

Loai Bién thé

Bién thé

(ng) bignthd | dykign | 1ONgSOTP [ TONGSGFN o0 o phat hién PPA (%)
12 Xo6a 552 534 3 15 99,4
25 541 0 11 100
50 542 0 10 100
100 542 0 10 100
250 542 0 10 100
12 Chen 588 569 0 19 100
25 572 0 16 100
50 572 0 16 100
100 572 0 16 100
250 572 0 16 100
12 SNV 1752 1725 2 25 99,9
25 1739 3 10 99,8
50 1742 0 10 100
100 1740 0 12 100
250 1735 0 17 100
NPA cho mdi dau vao DNA
okt arken TN PP | knang o6 pht ien NPA (%)
12 2892 307179 0 3935 100
25 2892 309767 0 1347 100
50 2892 309999 0 1115 100
100 2892 309754 0 1360 100
250 2892 308922 0 2192 100
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Chat can thiép
DE& danh gia tac dong cla chat can thiép di véi viéc chudn bi thu vién, mot xét nghiém dai dién dé truy van mét gen duy
nhat bao gom 11.529 base da dugc danh gia khi cd va khong co cac chat can thiép tiém tang. Viéc chuén bi thu vién dudc
hoan thanh bang Bo kit Universal 1.0. Tam (8) mau mau toan phan dai dién cho 8 kiu gen duy nhat da duoc st dung trong
nghién ciru. BAn chat can thiép ndi sinh (bilirubin, cholesterol, hemoglobin va triglyceride) dwdc thir nghiém bang cach thém
cAc chat nay vao mau xét nghiém mau trude khi tach chiét DNA. D& danh gia mirc dé can thiép do 18y mau (luong it hon dé
xuét), EDTA dudc thém vao mau mau & 2 nong do. Gisi han nong d6 cho méi chat duoc thé hién trong Bang 14. Ngoai ra,
dé danh gia muic d6 can thiép do chuan bi mau, dung dich dém rira 15% da dudc thém vao 8 DNA hé gen da tinh sach.
Bang gen don da dudc st dung. Ty & phat hién dat 100% d6i véi tat ca cac mau da thir nghiém bén canh kha nang tai tao
100% trong cac phat hién kiéu gen & cac mau khi c¢é va khéng co6 chét can thiép.

Ty & phat hién cho mbi Chat thir nghiém

Nbng d6 da thir nghiém trong Nong do da thir nghiém trong

Chét thir Téng s8 ban Ty |é phét

nghiém sao mé}]l " méi". . hién
(Gigi han trén) (Gigi han dudi)

Bilirubin 16 684 umol/L 137 ymol/L 100%

Cholesterol 16 13 mmol/L 2,6 mmol/L 100%

Hemoglobin 16 2glL 04 g/lL 100%

Triglyceride 16 37 mmol/L 7,4 mmol/L 100%

EDTA 16 7 mg/mL 2,8 mg/mL 100%

Dac diém hiéu suat sinh dudng

Nghién cttu dau vao DNA d3 sl dung bang 26 gen lam bang dét bién dai dién. Cac nghién clru khac da sir dung mot bang 2
gen lam bang dot bién dai dién.

Dauvao DNA
Bo kit QC TruSeq Custom Amplicon Dx - FFPE dudc st dung dé danh gia tap hap cac mau DNA tach chiét tir cac mau xét
nghiém FFPE gébm 9 mé khac nhau. Theo quy trinh QC FFPE, gia tri Cq dudc do cho tirng mau va so sanh véi mau chirng
dé tinh toan cac gia tri ACq nam trong khodng tir -1,2 dén 6,4. Cac mau dudc pha loang theo ty 1& 1:8, 1:4, 1:2, hodc x{ ly
nguyén trang theo huéng dan clia b kit. Mét s6 mau dugdc pha lodng thém (I1én dén 1:64) dé tang gia tri ACq. Hai mau co
gia tri ACq doi héi pha lodng theo ty 1& 1:8 cling duodc xtt Iy khong pha loding dé thir nghiém dau vao cao hon mirc khuyén
nghi. T4t ca cac dung dich pha lodng dugdc xt ly théng qua qua trinh chuén bi thu vién va duoc gii trinh tu. Cac phat hién
bién thé t&r mo-dun bién thé sinh dudng dudc so sanh vai phuong phap gidi trinh tu Sanger song huéng thu'c hién trén cac
muc tiéu gen cu thé phu thudc vao loai mé. Cac dung dich pha lodng duoc nhém thanh mét trong bén khoang ACq va duoc
phan tich d& xac dinh dd chinh xac va khéng cé phat hién (Bang 15). Gidi han dau vao trén la ACq bang 2, dat dugc bang
cach pha loang |3p lai cac mau cé dau vao nhd hon ACq 1a 2 theo hudng dan ctia bd kit. Gidi han dau vao duéi la ACq bang
4. Gia tri ACq tlr 2 dén 4 dat dugdc d6 chinh xac tuong duong. Cac xét nghiém st dung ACq dé danh gia mau FFPE can xac
dinh ngudng cat can thiét d&€ dat duoc dd chinh xac va dd chum mong muén.
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Do chinh xac va khéng co phat hién theo nhém ACq

Nhém ACq Bign th& Vi tri thé dai
g | TP RN | en | PPA L TN R en | NPA

ACq-1,2va |1 1 0 0 100 1387 1 0 99,9

0,8

ACq1,5-4 |19 18 0 1 100 14358 | 1 78 99,9

ACq~4 19 18 0 1 100 14333 | 1 103 99,9

ACq~5 22 20 2 0 90,9 15878 | 1 439 99,9
Tach chiét

Mot nghién clru vé phuong phap tach chiét da dugc thuc hién dé danh gia tac ddong clia 3 bd kit tach chiét co ban trén thi
trwong dsi véi hiéu suat chuan bi thu vién. Cac bo kit sir dung cdt lam ca sd tach chiét va bao gébm thudc thir dé khir parafin
va d&o ngugc mot phan lién két chéo formalin dac trung cho mé FFPE. Cac phuong phap da dudc sira ddi bang cach tang
gap d6i lwang proteinase K va phan hiy béng cach G qua dém cé khudy tron. DNA duoc rira gidi & thé tich khuy&n nghi thap
nhat cho mét bo kit nhat dinh hodc t6i thiu 30 pl. Mudi (10) mau dugc thir nghiém I&p lai véi méi b kit tach chiét. Tat ca
cac ban sao (20/20) dudc thir nghiém véi mbi bd kit déu dap ng cac théng sé ki thuat ki€m soat chat luong xét nghiém.
Mot xét nghiém dai dién hai gen d& dudc st¥ dung. PPA 12 100% (16/16) va NPA 1a 100% (1104/1104) déi véi méi bo kit.
Phuong phap giai trinh tu Sanger dudc str dung lam phuwang phap tham chiéu.

Chat can thiép

26

Mot nghién clru vé Chét can thiép da duoc thuc hién d€ danh gia tac ddng cla cac chét co thé can thiép vao hiéu suét chuén
bi thu vién. Hiéu suat xét nghiém dudc danh gia khi co cac chét ngoai sinh, (sap parafin, xylen, ethanol va Proteinase K,
dung dich tach chiét), cling nhu cac chat ndi sinh (md hoai tr va hemoglobin).

Chat ngoai sinh

Cac chéat ngoai sinh da thir nghiém |a dung dich tach chiét thudng dung trong qua trinh tach chiét DNA va dudc liét ké vdi s6
lwong da thi nghiém trong Bang 16. Mudi 1am (15) mau xét nghiém FFPE dai truc trang d& dudc thir nghiém cho méi chét
can thiép va so sanh véi mau chirng chua xt ly. Cac mau xét nghiém dai dién cho cac mau thé dai khéng chira dét bién
bang Gen 1 (5/15 m&u xét nghiém), cling nhu cac mau c6 chiva cac dot bién phé bién (10/15 mAu xét nghiém). Cac mau xét
nghiém duoc gidi trinh tu & cap do ghép kénh t6i da la 10 mau céng véi mau chitng trong méi Ian chay.
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Chat da th&r nghiém

Chét can thiép Ham lugng thuc té [ul / 25 pl rira giai]
Dung dich khir parafin 1,69 x 10%
Sap parafin (trong Xylen) 2,50 x 10°®
Xylen 2,50 x 10°®
Ethanol 1,69 x 10
Proteinase K’ 3,30 x 10
Dung dich rira® 6,25 x 10
Dung dich rtra 1% 6,25 x 10"
Dung dich dém rira AW1 ' 6,25 x 10°%
Dung dich dém riva AW2 6,25 x 10

"®*Ba bo kit tach DNA dua trén cot cé ban trén thi truiong.
Déi vai tat ca cac chat ngoai sinh da thir nghiém, tat ca 15 mau xét nghiém déu dat yéu cau vé chat luong mau (15/15,
100% Ty I& dat QC mA&u) va cho thay két qua hop |& sau khi chuan bi va giai trinh tu thu vién (15/15, 100% Ty |1 dat trong
[an dAu tién ctia mau).
PPA duoc tinh toan trén co sé tirng mau. OPA va NPA dudc tinh toan trén co s& tirng dot bién & cap do DNA; ¢ 56 dot bién
trén mdi mau & cap d6 DNA. T4t ca 15 mau xét nghiém clia toan bd 9 chét ngoai sinh déu cho thay su théng nhét véi diéu
kién ki€ém soat chua x{ ly & tat ca cac vi tri dot bién (10/10) va khéng dot bién (830/830). Khéng chat nao co kha nang can
thiép dudc danh gia & nong do t6i da du ki€n sé gap phai trong qua trinh tach chiét DNA hé gen (gDNA) tir mo FFPE tac
dong dén hiéu suat ctia Bo kit TruSeq Custom Amplicon Dx.

Chat ndi sinh (Hemoglobin)

Mudi 1am (15) mau FFPE dai truc trang dudc thi nghiém Ian luot khi co hodc khéng cd hemoglobin 2 mg/mL, mét luong
hemoglobin CLSI "cao". Cac mau xét nghiém dai dién cho cac mau thé dai khéng chira dét bién bang dai dién (5/15 mau xét
nghiém), cling nhu' cac mau cd chira cac dot bién Bang dai dién phd bién (10/15 mau xét nghiém). Cac mau xét nghiém
duagc giai trinh tw & cap d6 ghép kénh t6i da 1a 10 mau cong véi mau chirng trong méi Ian chay. T4t cd 15 mau xét nghiém
déu dat yéu cau vé chat luong mau (15/15, 100% Ty 1é dat QC mau) va cho thay két qua hop 1é sau khi chuan bi va giéi trinh
tu thu vién (15/15, 100% Ty | dat trong an dau tién cia mau). T4t ca 15 mau xét nghiém déu cho thady su théng nhat & tat
Ca& c4c Vi tri dot bién (10/10) va khdng dét bién (830/830) véi diéu kién kiém soat chua xi 1y. Nong do hemoglobin d4 thir
nghiém khong anh hudng dén hiéu suét ctia Bo kit TruSeq Custom Amplicon Dx.

Chat ndi sinh (Hoai ttr)

Mudi 1am (15) mau FFPE dai truc trang bao gém cac mau thé dai khdng chia dét bién bang (10/15 mau xét nghiém), ciing
nhu cadc mau cé chira dét bién Bang dai dién phé bién (5/15 mau xét nghiém) va tir 10-80% mé hoai t&r duwoc xac dinh khi
danh gia bénh ly, da dudc st dung dé danh gia cac mau xét nghiém hoai tir ndi sinh. Cac mau xét nghiém dugc gidi trinh tu
& cap do ghép kénh t6i da la 10 mau cdng véi mau ching trong méi [an chay. 14/15 mau xét nghiém cho két qué hop 1& sau
khi chu&n bi va giai trinh tu thu vién (93,3% Ty |é dat trong Ian dau tién ciia mAu). Ty 1& phan tram do twong hop téng thé |a
99,9% (783/784) so vdi phuong phap gidi trinh tu Sanger. PPA [a 100% (4/4) va NPA 1a 99,87% (779/780). 1 két qua duwong
tinh gia phat hién duoc cé kha nang 1a do tan sé dot bién mau thap hon gidi han phat hién ctia phuong phap giai trinh tw
Sanger. Nhin chung, B6 kit TruSeq Custom Amplicon Dx dap (ing cac dac diém vé hiéu suét véi mé chira 10-80% hoai tir.
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Bang sang ché va nhan hiéu
Tailiéu nay va ndi dung trong d6 thudc quyén sé hitru cla lllumina, Inc. va cac cong ty lién két cda lllumina, Inc. ("lllumina") va chi danh cho viéc st* dung
theo hgp dong vdi khach hang cda llumina lién quan dén viéc st dung (cac) san phdm duge mo ta trong tailiéu nay va khong danh cho muc dich nao
khac. Tailiéu nay va ndidung trong do sé khéng dudc sir dung hay phan phdi vi bat ky muc dich nao khac va/ho&c khong duoc truyén tai, tiét 16 hay sao
chép duéi bat ky hinh thirc nao khac ma khéng cé su cho phép trude béng van ban cia lllumina. lllumina khéng chuyén nhuong béat ky gidy phép nao
theo cac bang sang ché&, nhan hiéu, ban quyén hodc cac quyén theo théng lut cling nhu cac quyén twong tu clia bat ky bén thi ba nao théng qua tai
liéu nay.
Cachudng dan néu trong tai liéu nay phai dugc tuan thi nghiém ngat va rd rang béi ca nhan dudc dao tao phi hgp va cé dd trinh d6 nhdm dam bao
st dung an toan va ding cach (cac) san phdm dudc mo ta trong tailiéu nay. Ngudi dung phai doc hét va hiéu rd tat ca ndi dung cla tailiéu nay trude
khi s dung (cac) san phdm do.
VIEC KHONG DOC TOAN BO VA TUAN THU RO RANG TAT CA CAC HUONG DAN NEU TRONG TAI LIEU NAY CO THE GAY HUHONG (CAC)
SAN PHAM, GAY THUONG TICH CHONGUOI, BAO GOM NGUOI DUNG HOAC NHONG DI TUONG KHAC VA GAY THIET HAI TAI SAN
KHAC, VA SE LAM MAT HIEU LUC BAO HANH AP DUNG CHO (CAC) SAN PHAM BO.

ILLUMINA KHONG CHIU BAT KY TRACH NHIEM NAO PHAT SINH TU VIEC SUDUNG KHONG BUNG CACH (CAC) SAN PHAM BUGC MO TA
TRONG TAILIEU NAY (BAO GOM CA CAC BO PHAN CUA SAN PHAM HOAC PHAN MEM).

©2021 lllumina, Inc. Bo luu moiquyén.

T4t ca cacnhan hiéu déu 1 tai san cla lllumina, Inc. hodc cac chili sd hitu twong (ng. DE biét thong tin cu thé vé nhan higu, hay xem trang web
www.illumina.com/company/legal.html.

AMPure, Beckman va Beckman Coulter la cac nhan hiéu hodc nhan hiéu da dang ky cia Beckman Coulter, Inc.
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Thoéngtinlién hé

u Nha bao tro tai Uc:
c € IVD lllumina Australia Pty Ltd
Ec | RE

lllumina Nursing Association Building
5200 lllumina Way P Level 3, 535 Elizabeth Street

San Diego, California 92122 U.S.A. llumina Netherlands B.V. Melbourne, VIC 3000
+1.800.809.ILMN (4566) Steenoven 19 Australia

+1.858.202.4566 (ngoal khu vuc BéC My) 5626 DK Eindhoven
techsupport@illumina.com Ha Lan

Ghinhan san pham

DE& cd théng tin tham chi€u day dd vé cac ky hiéu xuét hién trén bao bi va nhan san phdm, hay tham khao khéa ky hiéu tai
dia chi support.illumina.com, trén tab Documentation and Literature (Tai li&u huéng dan va Tai liéu gidi thiéu) cho b kit
cla ban.

Thang 8 nam 2021 Tai liéu s6 1000000029772 v05 VIE | 29



	Danh mục số 20005718: 1-4 lần sử dụng, tối đa 96 Thư viện
	Mục đích sử dụng
	Nguyên tắc của quy trình
	Các giới hạn của quy trình
	Thành phần sản phẩm
	Thuốc thử
	Các thuốc thử được cung cấp
	Yêu cầu tự chuẩn bị thuốc thử chứ không được cung cấp
	Bảo quản và xử lý
	Thiết bị và vật liệu
	Có cung cấp thiết bị và vật liệu, bán riêng
	Yêu cầu tự chuẩn bị thiết bị và vật liệu chứ không được cung cấp
	Thu thập, vận chuyển và bảo quản mẫu xét nghiệm
	Quy trình công việc dòng mầm
	Quy trình công việc sinh dưỡng
	Cảnh báo và biện pháp phòng ngừa
	Các từ viết tắt
	Lưu ý về quy trình
	Số lượng mẫu
	Hướng dẫn sử dụng
	Cách bố trí mẫu
	Hướng dẫn về quy trình công việc dòng mầm so với sinh dưỡng
	Tạo thể lai nhóm gộp oligonucleotide (Tiền khuếch đại)
	Loại bỏ oligonucleotide không gắn kết
	Mở rộng-buộc thắt oligonucleotide gắn kết
	Khuếch đại bằng PCR
	Xác minh việc chuẩn bị thư viện
	Tinh sạch PCR
	Chuẩn hóa thư viện
	Chuẩn bị giải trình tự thư viện
	Quy trình kiểm soát chất lượng
	Đặc điểm hiệu suất
	Định nghĩa các phép tính được sử dụng trong đặc điểm hiệu suất
	Tồn đọng mẫu
	Đặc điểm hiệu suất dòng mầm
	Tách chiết DNA
	Đầu vào DNA
	Chất can thiệp
	Đặc điểm hiệu suất sinh dưỡng
	Đầu vào DNA
	Tách chiết
	Chất can thiệp
	Bằng sáng chế và nhãn hiệu
	Thông tin liên hệ
	Ghi nhãn sản phẩm

