LOI CAM ON

Nham ho tro can bo y té du phong trong viée thuc hién cong tac xet nghiém
bénh truyén nhiém, dam bao chit luong xét nghiém ciing nhu thyc hanh an toan
sinh hoc trong phong xét nghiém, dam bao tinh théng nhit gitra cic phong xét
nghiém, ndm 2017, Cyc Y té dy phong d3 ban hanh S6 tay xét nghiém bénh truyén
nhiém tap 1 dé huéng dan xét nghiém cac bénh Cum, Rubella, Sot xuét huyét
Dengue, S6i, Tay chan miéng, Zika, Sot rét va Viém mang ndo mo cau trong. S6
tay xét nghiém bénh truyén nhiém tap I 1a tai liéu tham khao hitu ich cho céac can
bo lam cong tac xet nghiém. Phat huy hiéu qua cua S6 tay xét nghiém Bénh truyén
nhiém tap I, Cuc Y té dy phong da ph01 hop vo1 Vién v€ sinh dich t&, Vién Pasteur,
cac bénh vién tuyén trung vong, T chirc Y té thé gidi, Trung tdm klem soat va
phong ngtra dich bénh (Hoa Ky) CDC va Sb tay xét nghiém bénh truyén nhiém tap
II ndm 2018 hudng dan xét nghiém bénh Bai li¢t, Bach héu, Viém gan B, Viém
gan C, bénh tiéu chay cap (do vi rat rota) va Thuong han.

S0 tay xét nghiém bénh truyen nhiém tap I 1a tai liéu huéng dan chuyén mon
cho cho céc can b va phong xét nghiém bénh truyén nhiém tai Viét Nam nam rd
cac yéu cau co ban ciing nhu cu thé vé nhan su, co so vat chat trang thiét bi,
nguyén tdc va quy trinh chi tiét thuc hién xét nghiém, cc yéu cau vé an toan sinh
hoc nham dam bao tranh 1y nhiém tir phong xét nghiém dé phuc vu viéc chan
doan tac nhan gy bénh truyén nhiém tir d6 xay dung va trién khai hoat dong xét
nghiém, timg budc ning cao ning luc Xac dinh cac bénh truyén nhiém nguy hiém,
moi ndi, gop phan phong chéng dich bénh, bao vé sirc khoe nguoi dan.

Cuc Y té du phong tran trong cam on nhitng dong gbp qui bau ctia cac chuyén
gia tur cac Vién V¢ sinh dich t&, Vién Pasteur, cac bénh vién tuyén Trung wong, To
chtrc Y té thé gidi, Trung tam kiém soat va phong ngua dich bénh Hoa Ky (CDO),
cac thanh vién cua Ban bién soan, t6 bién tap, Hoi d6ng chuyén moén nghiém thu
cudn tai lidu S6 tay xét nghiém bénh truyén nhiém tap II va cac nha chuyén mén da
tham gia gop ¥ cho tai liéu nay.

Trong qua trinh bién tip, in 4n tai liéu khé co thé tranh duoc cac sai sot,
mong nhan dugc su gop ¥ gii vé Cuc Y té du phong — B9 Y té, s6 135 Niii Triic —
Ba Dinh — Ha Noi.

Tran trong cam on.
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Anti-HCV
Anti-HBc
Anti-Hbe
Anti-HBs

RNA

ATSH

BA

BHI

Bp
CCIDsy/TCIDsg

CDC
COl
CPE

Ct
CMIA
DNA
dNTP
ECLIA
ELISA
HCV
HEK
HBCcAg
HBeAg
HBsAg

HBV

TU VIET TAT
Acid deoxyribonucleic
Microgram
Microlit
Micromol/lit
Khang thé vi rt viém gan C
Khang thé khang khang nguyén 151
Khang thé khang khang nguyén vo
Khang thé khang khang nguyén bé mat
Ribonucleic acid
An toan sinh hoc
Thach mau (Blood Agar)
Canh thang (Brain Heart Infusion Agar)
Cap Base pairs
Liéu hay hoai 50% té bao (Cell/Tissue Culture Infective
Dose)
Trung tim du phong va kiém soat bénh tat Hoa Ky
Chi s6 ngudng (cut-off index)
Sy hity hoai té bao (CytoPathic Effects)
Ngudng chu ky thap nhét tai diy mau bat dau c6 tin hiéu
huynh quang vuot gia tri nén va duoc xac dinh duong tinh
(Cycle of threshold)
Xét nghiém mién dich vi hat hoa phat quang
(Chemiluminescent Microparticle Immunoassay)
Deoxyribonucleotide acid
Deroxyribonucleic triphosphate
K¥ thuat dién hoa phat quang (Electro-
chemiluminescence immunoassay)
K§ thuat mién dich gan enzyme (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay)
Vi rat viém gan C (Hepatitis C virus)
Thach Hektoen
Khang nguyén 16i cta vi rit viém gan B (Hepatitis B core
Antigen)
Khang nguyén vo cua vi rut viém gan B (Hepatitis B
envolope Antigen)
Khang nguyén bé mit cta vi rat viém gan B (Hepatitis B
surface Antigen)
Vi rat viém gan B (Hepatitis B virus)

6



IPV
ITD

KIA
KHT
L20B
LDC
MC
MEM

MR
NEC
NPEV

NTC
ODC

OPV

PCR
Primer
Probe
PV
PXN

RD-A
RLU

rRT-PCR

RT-PCR

SD
Serotype
SS

TAE
VDPV
VP
VRDR

Vic xin bai liét bat hoat (Inactivated Poliovirus Vaccine)
Su dinh loai dudi phan tip cia vi rat bai liét tip 1, 2 va 3,
phan biét vi rat hoang dai hodc vi rat c6 ngudn gde vic
xin (IntraTypic Differentiation)

Moi truong thach Kligler

Khang huyét thanh

Té bao lympo chudt gén thy thé dic hiéu cho vi rat bai liét
Lysin decarboxylase

Thach MacConkey

MBoi truong dinh dudng tdi thiéu (Minimum Essential
Medium)

Methyl red

Chtng am tach chiét (Negative Extraction Control)

Vi rat duong rudt khong phai bai liét (Non-Polio
Enterovirus)

Chung am phan img (No Template Control)

Ornithin decarboxylase

Vic xin bai liét song giam dong luc (Oral Poliovirus
Vaccine)

Phan tmg khuéch dai chudi (Polymerase Chain Reaction)
Moi

Pau do

Vi rut bai liét (Polio virus)

Phong xét nghiém

Té bao ung thu (Human Rhabdomyosarcoma) gin thu thé
déc hi¢u cho cac vi rat duong rudt

Pon vi 4nh sang twong dbi (Relative Light Unit)

Phan g phién mi nguoc khuéch dai chudi, thoi gian
thuc (real-time Reverse Transcriptase Polymerase Chain
Reaction)

Phan mg phién mi nguoc khuéch dai chudi (Reverse
transcription polymerase chain reaction)

Do 1éch chuin (Standard Deviation)

Typ huyét thanh

Thach Salmonella Shigella

Dung dich dém TAE (Tris/ Acetate/EDTA)

Vi rat bai liét ¢6 ngudn gde véc xin

Voges Proskauer

Vi rat duong rudt
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THUAT NGU

Mau bénh pham (sample) Bao gdm cic mau méu, huyét thanh, huyét
tuong, nuoc tiéu, phan, dich tiét co thé
ngudi va cac mau bénh phdm khac tir
ngudi co chtra chét lay nhiém, cac ching
vi sinh vat gay bénh cho nguoi

D0 chinh xac (accuracy) La mirc d6 théng nhét ctia mot gia tri do so
voi1 gia tri thuc cua nd. BJ chinh xac xac
dinh bang cach so sanh véi miu chuén.

D¢ dac hicu (specificity) La ty I¢ gitra cac két qua that sy Am tinh
trong tong s6 két qua am tinh cua thur
nghiém.

Do chum (precision) Mtic d6 phu hop cua cac két qua xét

nghiém riéng 1¢ trong mot 1an thir nghiém
va gitra cac lan thu nghiém.

Do nhay (sensitivity) La ty 1¢ gitra cac ket qua that sy duong
tinh trong tong sb két qua duong tinh cia
thir nghiém.

Chung duong cao C6 nong d6 cao hon nong do phat hién

thap nhat (ngudng trén gi6i han phat hién)
trén 1 1an log10.

Chuting duong thap C6 nong d6 cao hon nong do phat hién
thap nhéat (ngudng trén gidi han phat hién)
trong khoang 1 1an log10.

Chung 4m Mau am tinh.

Chung chuan La chung c6 ngudn gde rd rang tir cac bd
chung duoc suu tap trén thé gidi.



BENH BAI LIET
‘ N (POLIOMYELITIS) , ‘ N
Bénh truyén nhiém thuoc nhom A trong Ludt Phong, chong bénh truyén nhiém

I. M6 td chung

Bénh bai li¢t (Poliomyelitis) 1a bénh nhiém vi rat cép tinh, c6 thé lan truyén
thanh dich do serotype (typ huyet thanh) 1, 2 va 3 cuaa vi rut bai liét gay nén. Vi rut
sau khi xdm nhap vao co thé s& nhan 1én tai hau hong va duong rudt, xam nhap vao
duong mau, vao hé théng than kinh trung uong, giy ton thuong té bao than kinh
van dong, dan dén liét chi khong ddi ximg & bénh nhan, bénh nhan c6 thé suy ho
hap va tir vong.

Bénh bai liét duge ghi nhan 13 bénh dich tai My vao dau thé ky 20, sau day
lan truyén nhanh chong trén khip toan cau vao nhitng nim 1950. Chién dich thanh
toan bénh bai 1iét da ngin chin duge su lan truyén cta vi rat bai liét hoang dai, vi
rat bai liét hoang dai hién chi con gay cac vu dich dia phuong tai Afghanistan va
Pakistan. Tuy nhién cac vu dich lién quan den vi rut bai liét c6 ngudn goc véc xin
(VDPV) tai cac ving con st dung vac Xin song giam dong lyc OPV van duoc bao
cdo hang nam. Nam 1962, Viét Nam san xuét thanh cong va tir nam 1981, vic xin
OPV duoc dua vao chuong trinh tiém ching mé rong thi ty 1¢ mac da giam dang
ké va khong c6 cac vu dich xay ra. Tuy nhién, khi sb ca bai liét do nhiém vi rat
hoang dai van con duy tri, nguy co xay ra dich bénh bai liét do vi rat bai liét hoang
dai xam nhap hay do su bung phat ctia cac VDPV tai Viét Nam rét cao.

Chéan doan phong xét nghiém dong vai tro quan trong trong cac hoat dong
thanh toan bénh bai liét. Pac biét & nhitng nudc khong con su lan truyén gay bénh
cua vi rat bai li¢t hoang dai nhu Viét Nam, phong xét nghiém (PXN) c6 chirc nang
cung cap thong tin kip thoi va chinh x4c vé sy xaAm nhap cua vi rat bai liét hoang
dai dé c6 phuong huéng ngin chin sy lan truyén va cung cdp bang chimg vé mat
vi rut hoc cho chiing nhéan thanh toan bai liét. Vi rat bai liét dugc phan lap tir mau
phan trén dong té bao dic hiéu. Mau phan 1ap duong tinh dugc xac dinh vi rat bai
liét bang phuong phap trung hoa vi lugng. Tat ca cac chung vi rat bai liét can phai
dugc dinh loai phan biét vi rit 1 ching hoang dai hay c6 lién quan dén véc xin
bang phuong phap rRT-PCR_ITD/VDPV hodc phuong phap RT- -PCR/sequencing
gene VPI. Nham thay thé phuong phap phan lap c6 dién, tuy 1a phuong phap
chuan vang nhung t6n kém vé thoi gian va nhan luc, cac phuong phap sinh hoc
phén tir (RT-PCR) phat hién vi rat bai liét truc tiép tir mau phan tach chlet dang
dugc To chirc Y té thé gio1 (WHO) huong to1 dé ap dung trong tuong lai gan (Hinh
1). Phuong phap huyét thanh hoc, kiém tra khang thé trung hoa vi rat bai liét
thuong khong dugce khuyén khich st ‘dung thuong xuyén trong chan doan bai liét
vi yéu cau cao vé co so vat chat va tén thoi gian nhung lai khé phan tich két qua,
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va phuong phap khong phan biét duoc gitra khang thé chdng vi rit hoang dai hay
chung véc xin .

Phuong phap xét nghiém vi rut bai liét trong ndi dung huéng dan nay duoc
WHO khuyén c4o sir dung bao gom: (1) Phuong phap nudi cay vi rat duong rudt
va vi rat bai liét trén dong té bao RD-A va L20B; (2) Xac dinh vi rut dudng rudt
bing phuong phap trung hoa vi lugng; (3) Xac dinh typ huyét thanh cua vi rat bai
liét bang phuong phap trung hoa vi luong; (4) Dinh loai cac typ huyét thanh cua vi
rat bai liét, phan biét vi rat la chung hoang dai hay c6 lién quan dén vic xin
(ITD/VDPV) bang phuong phap rRT-PCR.

1. Yéu cau chung
1. Nhan sy

- C6 it nhat 02 can b c6 chuyén mon phu hop va di duge dao tao vé cac ky
thuat xét nghiém chan doan bénh bai liét.

- Céc céan b can duoc dao tao vé cach sir dung trang thiét bi, thuc hanh an
toan sinh hoc (ATSH), thuc hanh vi sinh chuan, va dam bao chét luong xét
nghiém. Cac can b PXN duoc dao tao s€ dugce danh gia nang lyc dinh ky.

- Nhan vién méi sau khi danh gia c6 két qua dat, can tiép tuc duoc giam sat it
nhat 3-6 thang trude khi chinh thire duoc thuc hién xét nghiém doc 1ap.

- Nguo1 nhan dinh va phé duyét két qua xét nghiém Ia can bo cé trinh do dai
hoc hodc sau dai hoc, c6 kinh nghi€ém cong tac trong linh vuc xét nghiém tir 3 nam
tro 1én.

- Can bo PXN duoc kiém tra stic khoe dinh ky t6i thiéu 1 1an hang nim va
duoc udng hoic tiém vic xin phong bénh bai liét.

2. Co sé vat chat, trang thiét bj
2.1.Co s& vat chat

- PXN cén dap ung vé diéu kién an toan sinh hoc (ATSH), hé théng quan ly
chat luong PXN theo quy dinh hién hanh. Cac k¥ thuét lién quan dén xir Iy bénh
pham, nudi cdy vi rat can phai thue hién tai PXN ATSH cap 11 tro 1én.

- Péi voi xét nghiém PCR can cac khu vuc riéng: khu vuc pha dung dich phan
tmg (1), khu vuc tach chiét DNA (2), khu vuc dit may rRT-PCR (3). Dong cong
viéc duogc thuc hién theo thr ty di chuyén nhu sau: (1) 2 (2) 2 (3).
2.2.Trang thiét bi
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Bang 1. Trang thiét bi

Tén thiét bj Phin lgp virit | oo DT R Tr“l‘:rgqﬂga vi
TG 4m 2 céi 1 cdi
Kinh hién vi 16n nguoc 2 cai 1 céi
Tu lanh 2°C-8°C 1 cai 1 cai 1 cai
to am -20°C hodc thap 1 cai
hon, tu am -70°C hodc 1 cai 1 cai
thap hon
May vortex 2 cai 1 cai 1 cai
Mady ly tdm thudng 1 cai 1 cai
ey | w
P1 pét da kénh (8 hodc
12 kénh) loai 25 pl - 300 1 cai 1 cai 1 cai
ul
Cdc dong 50 - 1000 ml 1 b6 1 b6
T ATSH phu hop 2 céi 1 cai 2 cai
May realtime PCR 1 céai 1 céi
May ly tam lanh 1 céai 1 céi
Gia tich lanh 1 cai 2 cai
Can phan tich 1 cai 1 cai

- Ho so thiét bi gom: ho so lap dat thiét bi, 1y lich thiét bi, hudng dan sir dung,
hd so hiéu chuan, bao dudng cua thiét bi, nhat ky theo ddi sir dung thiét bi.

- HO so dao tao st dung trang thiét bi cho cac nhan vién van hanh thiét bi.
3. Pam bao chat lwgng xét nghiém

3.1.Trwée xét nghiém

3.1.1. Pam bao chat lwgng méu
- Loai mau: mau phan (Khoang 2 gram phan)

- Biéu kién bao quan:

+Bdo quin mau ¢ nhiét d6 2°C - 8°C va chuyén mau vé PXN trong vong 72
gio ké tir ngay lay mau. Néu khong giri duoc ngay mau vé PXN thi bao quan ¢
nhiét do - 20°C va chuyén mau dén PXN trong diéu kién con dong bing trong

vong 1 thang.

12




+MAu bénh pham sau khi duoc chuyén vé PXN sé& dugc bao quan ¢ 2°C-8°C
trong vong 48 gid, -20°C trong vong 1 ndm, va -70°C trong thoi gian 1au hon.

+Viéc bao quan trong qué trinh van chuyén theo quy dinh va theo hudng
dan hién hanh.

- Tiéu chuém chap nhan: mau khéng bi d6 v, dung loai mﬁu cho yéu cau xét
nghiém, mau dam bao nhiét do khi van chuyén, du lvgng mau, kiém tra thong tin
trén tuyp mau c6 trung khdp véi thong tin bénh nhén trong phiéu giri mau hoic
phiéu yéu cau xét nghiém.

- Tiéu chuan tir chdi:

+Bi bat hoat do nhiét, bi tron 1an, bi tan huyét manh, bi nhiém khuan.
+Thong béo ngay cho don vi giri bénh phim trong trudng hop bénh pham
duogc giri khong dam bao chat luong va luu hd so. Néu hiy mau thi tuan theo quy
trinh hity mau theo muc 3.3.2 vé huy miu tai huéng dan nay.
3.1.2. Hiéu chuan, hi¢u chinh may méc/trang thiét bi

TAt ca céac trang thiét bi can thuc hién viéc hiéu chuén, hiéu chinh, bao dudng
theo quy dinh.

3.1.3. Kiém tra chit lwong héa chat sinh pham va vit tu tiéu hao

- Hoa chat, sinh pham, vat tu tiéu hao phai dugc bao quan theo khuyén cdo
ctia nha san xuat dé dam bao tinh 6n dinh va con han st dung.

- C6 ho so theo ddi str dung sinh pham, hoa chét vat tu tiéu hao.

- Can c6 ho so danh gia, kiém soét chat lugng sinh pham, hoa chat.

- Panh gia chat luong sinh pham:

+Cac loat sinh phém khi nhan vé déu phai duogc kiém tra.
+Quan sat bang mat thudng xem cac lo hoa chét, sinh phadm co bat thuong
khong, vi du nhu bat nép, ro ri, van duc, thay doi mau séc.
+Kiém tra mdi 16 sinh phim theo bd miu gdm 2 mau duwong va 1 miu 4m
cua tac nhan ma PXN dang thuc hién theo quy trinh xét nghiém.
+Pha ché sinh pham phai luén duoc dit trong khay giir lanh va cat lai ngay
sau khi dung xong.
+Vat tu hoa chat dugc quan 1y theo dung theo quy dinh va dam bao su sin
c6 cho viéc thuc hi¢n xét nghiém.
3.2.Trong xét nghiém
3.2.1. Noi kiém

Poi_véi phén 14p vi rat: Ludn can té bao ching am, 1a tuyp chi c6 moi
truong nudi cdy va 16p té bao RD-A hoic L20B, 16p té bao la 16p té bao nguyén
ven sau 5 ngay duoc gay nhiém véi dung dich 20% ctia mau bénh pham phan. Mdi
mau bénh pham dugc thyc hién trén hai dong té bao riéng biét va mdi dong té bao
phai cdy trén 2 dng.
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Poi véi phin g trung hoa vi lwong: Mdi xét nghiém co té bao chung chi
c6 méi truong MEM 2% va té bao RD hodc L20B va ching vi rit chi ¢6 vi rat voi
do pha loang xac dinh va té bao RD-A hoic L20B, khong c6 su hién dién cua
khang huyét thanh.

Lé6p té bao chimg 1a 16p té bao nguyén ven trong thdi gian xét nghiém. Lop té
bao ctia chimg vi rt phai c6 hién twong hiy hoai té bao trén 50%.

Két qua chuan d6 lai phai chimg minh hi€u gia vi rat trong phan tmg trung
hoa dam bao di 30 — 300 TCIDso. Néu hiéu gia vi rat trong phan tng khong nam
trong khoang phu hop, nén lip lai xét nghiém véi ndng d6 pha lodng thap hoic cao
hon, ddm bao lugng vi rat phu hop cho phan tng.

Po6i véi kv thuit rRT-PCR: Ludn sir dung mau chtng trong mdi 1an xét
nghi¢m, trong do:

- Ching am:

+Chtng 4m phan tmg (NTC): 1a nudc khir ion duoc cung cdp cung bd sinh
pham, chimg 4m phai cho két qua 4m tinh d6i voi phuong phap RT-PCR.

+Chtng am tach chiét (NEC) (néu c¢6): miu tach chiét 1a moi truong van
chuyén va duoc tach chiét cung mau bénh pham; phai cho két qua am tinh d6i voi
phuong phép RT-PCR.

- Chimg duong: RNA cta cic chiing chuan vi rat bai liét, duoc cung cap béi
WHO.

3.2.2. Danh gia tir bén ngoai

Tham gia danh gia tir bén ngoai (ngoai kiém, lién phong hoic PXN tham
chiéu) va thyc hién hanh dong khic phuc khi két qua khong dat.
3.3.Sau xét nghiém
3.3.1. Bio quan va lvu trir miu bénh pham

- Trong truong hop can thiét, mau bénh phém da duoc ma hoa s€ duoc luu
trong ti lanh (tir -20°C hodc thip hon).

- Sau khi cat mAu, nhan vién PXN ghi lai thong tin ctia mau bénh pham vao s6
Iuu gitt mau.

- Tt ca cac mau bénh pham dugc xép theo thr tu timg nim va cé so6 luu giir
mau va so do ti luu gitr.

- Thoi gian luu gift mau tiy timg muc dich.

3.3.2. Tiéu hity m4u bénh pham

- Hiy mau bénh pham trong céc trudng hop sau:

+MaAu bénh pham bi tir chéi (khong dat tiéu chuan).
+MaAu bénh pham hét thoi han luu gitr.

- Cho bénh pham can hiy vao tai rac thai y té, budc miéng tui. Sir dung tui
nhua hép duogc, khong bi ro ri, c6 quy dinh mau sic, ky hi¢u rd0 rang trén tai dé
dung mau
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- Hap uét tai 121°C trong 30 phiit.

- Dan bang dinh chi thi nhiét.

- Sau khi hoan tat, kiém tra bang dinh chi thi nhiét, cac thong s6 trén may dat
va lay thi rac thai.

- Ghi chép toan bd qua trinh huy bénh pham vao biéu mau.

- Lap bién ban huy mau theo quy dinh ddm bao ATSH.

Luu ¥: Lo hip phai dugce tham dinh dinh ky bang chi thi sinh hoc va/hodc chi
thi hoa hoc cip do phu hop.
4. Poc va danh gia két qua

-Két qua can duoc kiém giam sat va danh gia boi it nhat 2 ngudi va phai
duoc luu duoi dang van ban va trong may tinh.

- Phai kiém tra cac két qua cua mau chimg thoa mén dleu kién (tuy theo
phuong phép ap dung) méi tién hanh danh gia két qua trén miu bénh pham xét
nghiém.

- Néu chtng khong dat thi khong dugce danh gia két qua xét nghiém ctia mau
bénh pham ma phai thuc hién lai xét nghiém; can tién hanh kiém tra lai qué trinh
xét nghiém bat dau tir khau chuan bi, tinh trang cta méau ching dé tim hiéu rd
nguyén nhan can khac phuc.

- C6 quy dinh cu thé cho tra két qua cho céac truong hop thuong quy, két qua
bat thudng/ bao dong, khan, tam thoi va quy trinh xur 1y khi tra két qua nham,
cham.

5. Thuc hién xac nhan lai gia tri sir dung phwong phap xét nghiém
5.1.Lap ké hoach bo tri thir nghiém

- K& hoach bao gébm: Nguoi chuan bi mau, nguoi thyc hién, nguoi danh gia
két qua; tiéu chuan danh gia; thoi gian chuan bi miu; cach thic chuan bi mau; cac
budc tién hanh xét nghiém, bao cao két qua; phé duyét két qua xét nghiém.

- Can xac dinh ting phuong phap dinh tinh/dinh lwong hodc ban dinh luong
dé xac dinh gi4 tri sir dung cho timg phuong phap,

-Dbi véi xét nghi¢m dinh tinh thi lam d6 chinh xéac, 40 nhay, do dic hi¢u, gia
tri tién lugng.

- DPbi voi mdi phuong phap xét nghiém khi bat dau dugc ap dung tai PXN ma
khong ¢ bat ky sy thay doi nao vé phuong phap va loai mau sé& tién hanh xac dinh
03 chi ti€u ky thuat co ban: d§ chinh xac (accuracy), d§ dac hi¢u (specificity), do
chum (precision). Yéu cau mdi dot tham dinh dugc 1ap lai it nhat 3 1an dé tinh do
chum.

- C& mau can phai duogc tinh toan can than dé nghién ctru tham dinh c6 d6 tin
cdy cao va co ¥ nghia théng ké. Chung chuan: t6i thiéu 10 chung; Mau thuc té: t6i
thiéu 20 mau.
5.2.D¢ chinh xac, do nhay, do dac hi¢u
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- B4 tri thuc hién bd mau da duge xac dinh két qua béng quy trinh tiéu chuan
hozc kiém tra lai két qua bang chuong trinh so sanh lién phong.
- Thuc hién xét nghiém nhu d6i véi cac mau cua bénh nhan
Bang 2. Poc danh gia xét nghiém

£ . Két qua ciia quy trinh tiéu chuan

Ket qua tai PXN Duong tinh Am tinh
Duong tinh a b
Am tinh C d

- Tinh to4n so liéu:
+D0 chinh xac (Accuracy) = (a+d)/N
+Do dac hiéu (Specificity) = d/(c+d)
+D0o nhay (Sensitivity) = a/(a+b)
+Gia tri tién doan duong tinh (Positive Predictable Value) = a/(a+c)
+@Gia tri tién dodn am tinh (Negative Predictable Value) = d/(b+d)
Trong d6: N=a + b + c+ d tong s6 két qua xét nghiém
Phwong phip nuéi ciy, phin lip, RT-PCR, trung hoa: Trong khuon kho
huéng dan cia WHO dbi véi viéc thuc hién xét nghiém bénh bai liét can tdi thicu
10 mau am tinh va 10 mau duong cho viéc x4c nhan gia tri ctia phuong phéap xét
nghiém.
5.3.Panh gia két qua:

Duya vao viéc so sanh cac két qua thuc hién so véi tiéu chudn ctia quy trinh
tiéu chuan hodc tiéu chuin ndi bo dé ra. Viéc xac nhan gia tri st dung phuong
phap dugc két luan 1a dat khi:

- D0 chinh xéc, d§ dic hiéu, d0 nhay l6n hon hodc béng gia tri cua quy trinh
tiéu chuan.

- Ty 1& duong tinh gia, 4m tinh gia nhé hon hodc bang gia tri clia quy trinh
tiéu chuan. Két qua danh gia tinh chinh xac khi hé s6 bién thién CV < hai lan chi
s6 cong bd cta nha san xuét.

- Do chinh xac > 90%;

- Do dac hiéu > 90%;

- D6 nhay > 90%;

- Ty 1€ duong tinh gia < 10%;

- Ty I¢ am tinh gid < 10%;
5.4.Xem xét dinh ky phwong phap xét nghiém

-Céan xem xét tinh hiéu qua cua phuong phap xét nghiém dinh ky hang
nam thong qua cac tiéu chi ki thuat: Chinh xac, P chum. Néu ¢6 yéu cau thém veé
tiéu chi k§ thuat khac thi phai ghi rd vao ban bao cao két qua. Néu khong c6 yéu
cau dit biét, 2 tiéu chi k¥ thuat trén c6 thé bd tri gidng nhu tham dinh phuong
phap ban dau.
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-Luu hd so tat ca cac budc thuc hién trén bao gdm cic bang téng hop
két qua.

I11.Phwong phap xét nghiém

Miuphin 3 X@lf  fo-memmememmans > Tach chiét RNA
1
1
1
1
1
}
1
|
\ y
Kétlujn 4m tinh | RD-4&L208 () Nugi céy trén dong té bao L20B & RD-A Cé dic RNA hoiic
voi VRDRvaPV | (Quy trinh phan 1ip méi do TCYTTG khuyén cio) khuyéch dai DNA
| 1 e
s 1
RD-A RD-A |L20B L20B |
*) C ) e (+) i
i i |
\ v \ %
Dilll) l(x.’}i PV Dinb tip virus P_\' rRT—PCR_ITD
VRDRbing |\ ’s| polio bangpp | 3| dinh loai dwdi phan tip
pp trung hoa trung hoa virus polio
___________ — =
* NPEV NPEV I—
! Polio hoang dai Sabin-like
v ¥ v
Phén tich di truyén ving VP1 bing rRT-PCR _VDPV khing dinh
pp RT-PCR/sequencing Sabin-like Polio

Hinh 1. So' dd xét nghiém vi rit bai liét
Ghi chu: Phwong phdp xét nghiém cé dién; ——> Phwrong phdp xét nghiém hién dang
s dung rong rdi trong mang luoi cac PXN cua WHO;
————— > Phuong phap dang dwoc nghién ciru va dp dung trong twong lai. (8)

1. Phwong phap phan lap vi rut bai liét trén dong té bao RD-A va L20B
1.1.Pham vi ap dung

Quy trinh ap dung cho phan lap vi rat duong rudt trén 2 dong té bao RD-A va
L20B tir mau 14m sang 12 mau phan theo thuong quy cia WHO.
1.2.Nguyén ly

Vi rat bai liét khi phat trién trén cac dong té bao L20B, la dong té bao ¢o gén
thu thé dic hiéu véi vi rat bai liét, va RD-A, 1a dong té bao c6 do nhay cao vdi cac
vi rat duong rudt chung, sé& gy nén hién tuong hiy hoai té bao, co thé quan sat
duoc dudi kinh hién vi 16n nguoc.
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1.3.An toan sinh hoc

Tuan tha theo cic yéu cau va huéng dan vé ATSH theo quy dinh hién hanh
dam bao khong lay nhiém cho con ngudi va ra moi truong.
1.4. Thuc hién xét nghiém
1.4.1. MAu bénh phim

Chuan bj mau bénh pham: Dich ndi 20% mau phan di xt Iy theo thuong quy
cua WHO nhu sau:

- Panh dau tuyp ly tam 50 ml theo s6 hiéu mau bénh pham

- Cho vao moi tuyp: 1 vai hat bi thuy tinh, 10 ml PBS (+), + 2g phan, + Iml
chloroform dugc hdn dich phan 20% c6 10% chloroform. Bit kin dau nap mdi
tuyp bang gidy parafin.

- Lac manh bang may lac trong 20 phut.

- Quay ly tam tai toc do 1500g trong 20 phut & 4°C.

- Chit lay nudc n01 va chia ra 2 tuyp eppendorf loai 2 ml, dong nip. 1 tuyp

giit tai -20°C, 1 tuyp cat & 4°C dung cho phan 1ap vi rit.
Luu y:

- Bénh pham da xur 1y s& dugc luu gitr ¢ diéu kién -20°C.

- Yéu cau dung dich bénh pham sau khi xur Iy khong qué dic sét hay c6 nhiéu
can ma phai c6 do trong nhat dinh.

- Néu phan trong tuyp dung bénh pham qué dic va dinh két hodc luong miu
khong nhiéu thi c6 thé d6 dung dich PBS(+) da dong ¢ tuyp ly tam vao tuyp dung
bénh pham roi dung vortex lic dé thu duoc lugng phan can thiét d6 lai vao tuyp ly
tam dé xur 1y.

- Can van chat ndp cta cac tuyp ly tdm tranh dung dich chtra bénh pham can
xtr 1y bi rét ra ngoai khi lac hodc ly tam.

1.4.2. Sinh pham, hoa chat va vt tu tiéu hao

- Dung dich PBS (+) c6 khang sinh.

- Chloroform.

- Moi truong MEM co bd sung huyét thanh bé bao thai (FBS) 10% (moi
truong phat trién té bao) va 2% (moi truong duy tri nudi cay vi rit).

Bang 3. Thanh phan moi truong phat trién va duy tri (st dung trong dicu
kién nudi cay co CO,)

Thanh phin Moi truong phat Moi tru’(‘)"ng duy
trién tri
MBoi trudng dinh dudng t6i thiéu 83.3ml 90.3 ml
L-Glutamine 200 nM 1.0ml 1.0ml
Huyét thanh bé bao thai (FBS) 10.0 ml 2.0 ml
NaHCO; 7.5% 3.5ml 4.5 ml
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Thanh phin Moi tru’f‘);ng phat Moi trlrf)"ng duy
trien tri
Hepes 1M 1.0 ml 1.0 ml
Penicillin/Streptomycin 1.0 ml 1.0 ml
0.4% do phenol 0.2 mi 0.2 mi

- Céc tuyp nuoi cay té bao RD-A hodc L20B dé moc t6t thanh mot 16p mong.

+Kiém tra cac tuyp té bao dudi kinh hién vi 16n ngugc, khi té bao moc thanh
mot 16p mong tbi thiéu 1a 75%, thay moi trudng phat trién bang moi trudng duy
tri, mdi tuyp té bao 1 ml moi trudng duy tri.

+Ghi tén nhén mau 1én céc tuyp nuoi cly trén 2 dong té bao RD-A va L20B,
moi dong te bao 2 tuyp. Cach ghi tén mau: tén miu (S1 hoic S2), ngdy cdy, sb
lan cay truyen

+Panh dau 1 tuyp té bao ddi chimg véi mdi loai té bao lam chimg té bao.

- P1 pét Aid.

- Pau con vo tring ¢ loc 1000 pl.

- Pi pét 1000 pl.

- Pi pét nhya 5 ml hoac 10 ml.

- Ong dyng moi trudong vo trung.

- Gang tay dung 1 lan.

- Bt viét.

1.4.3. Cac bude tién hanh

Buwdc 1: Dung pi pét cay 200 pl mau bénh pham vao mdi tuyp, u 36°C trong tu
am CO,, cac tuyp dugc c¢d dinh ¢ d6 nghiéng 5

Buéc 2: Quan sat hién tuong hiy hoai t& bao (CPE) trén cac tuyp nudi cdy
hang ngay duéi kinh hién vi 16n ngugc.

Buéc 3: Ghi chép lai cac hién tuong quan sat dugc trén tuyp nudi cy va té bao
ching. Biéu hién mutrc do huy hoai té bao qua cac ky hiéu 1+ dén 4+,

-Néu hién twong CPE xuat hién, theo ddi cho dén khi muc d6 tdi thiéu dat
75% (3+) va chuédn bj cay truyén 1én dong té bao khac: Khi mau phan 1ap duong
tinh trén dong té bao L20B, cdy chuyén 1én dong té bao RD-A (Hinh 2). Hién
tugng CPE s& xuat hién trén hau hét 1an cdy truyén nay, theo ddi cho dén khi muc
d6 hay hoai ti thiéu dat 3+.

-Néu CPE khéng xuét hién sau 5 ngdy & 1an gay nhiém dau tién, thyc hién
thém mot bude ciy chuyén 1én cing dong té bao. Mau duoc két luan am tinh trén
dong té bao nudi cay khi khéng quan sat thay CPE & ca 2 lan 1y nhiém va ciy chuyén
(Hinh 2).

Budc 4: Hon dich té bao va vi rat cia miu bénh phém duong tinh dugc hut
chuyén vao tuyp c6 nip xoay va luu giir trong ti 4m -20°C trong vong 1 nim va
trong ti &m -70°C trong thoi gian 1au hon dé thuc hién cac xét nghiém trung hoa vi
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lugng hodc sinh hoc phan tur dé xac dinh vi rat duong rudt va vi rut bai liét (Hinh
1).

‘ SO PO PHAN LAP VI RUT TREN 2 DONG TE BAO RD VA L20B

CPE +ve®

Duong tinh trén LygB>=>ITD

CPE +ve™ -
Cay sang RD

b

CPE -ve' ‘

CPE —ve*

CPE —ve”

C:‘iy sang LB Am tinh trén La,B°

| Miu d xir ly -| Am tinh

Am tinh trén RDF ‘

CPE +ve”

Duung tinh wén LuB

CPE +ve™ - >>>ITD
CPE +ve

b [ “Am tinh”
CPE +ve - R
Cay sang LB CPE —ve

CPE —ve" - -
Két qua NPEV®

Theo ddi it nhit trong vong 5 ngay

Theo déi dén khi >3+CPE (thuémg 1-2 ngay, 5 ngdy 1a tdi da)

Tong thoi gian theo dai it nhat 1310 ngdy .

Trin céc tube LyyB dirong tinh tnirde khi ciy truyeén sang RD

Céc chiing NPEV ¢6 thé duge dinh typ bing phuong phap trung hoa vi lirgng hodc snRT-PCR/sequencing

(*) RD: dong té bao RD-A
Hinh 2. So' @6 phén lap vi rit bai liét trén hai dong té bao RD-A va L20B
1.5.Phién giai két qua xét nghiém
1.5.1. Poc két qua xét nghiém
- Cac mau duong tinh: 16p té bao bi hity hoai & muc d6 3+ va 4+ trong vong 5
ngay sau khi duge giy nhiém (Hinh 3).
- Té bao chimg: Ldp té bao binh thudng trong sudt thoi gian theo ddi.

o oo o
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L20B: stool inoculation
site’s toxicity

RD: ininacnlatad RN CPF =31 RN-CPF =44

Hinh 3. Céc hinh anh hity hoai ciia vi rit bai liét trén hai dong té bao L20B va
RD (Nguon: Mark A. Pallansch va cs.)

1.5.2. Nhén dinh két qua

- Cach nhan dinh mau 4m tinh hodc duong tinh dya trén hién tuong huy hoai
té bao trong vong 5-7 ngy gay nhiém: (1) Mau am tinh: 16p té bao khong bi hay
hoai; (2) Mau duong tinh: 16p té bao bi huy hoai (CPE) ¢ muc d6 3+ va 4+, tuong
g 75% va 100% té bao bi huy hoai (3) Mau nghi ngd: 16p té bao khong xac dinh
duoc co6 chura vi rat, ¢c6 do huy hoat & muce do 1+ dén 2+, tuong tmg 25% va 50%
té bao bj huy hoai.

- Cac mau duong tinh trén dong té bao RD-A duogc xac dinh duong tinh véi vi
rat duong rudt.

- Cac mau duong tinh trén dong té bao L20B (va RD-A) duoc xac dinh duong
tinh v&i vi rat bai liét.

- Viéc xem xét, phé duyét két qua duoc thuc hién boi nguoi co tham quyén.
1.5.3. Ghi chép va bao cao

- Hoan thanh bang két qua chan doan xét nghiém.

- Nhap két qua xét nghiém vao s6 theo ddi.

- Nhap két qua vao may tinh va chuyén vao ho so tong hop.

- Nguoi kiém tra s& kiém tra lai két qua trudce khi bao céo.
2. Pinh loai typ huyét thanh vi riit bai liét, phan biét chiing hoang dai hay cé

lién quan dén vic xin (ITD/VDPV) bing phwong phap rRT-PCR
2.1.Pham vi ap dung
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Trong ndi dung huéng dan nay bé kit Quanta Biosciences gScript XLT One-
step RT-qPCR ToughMix duoc sir dung lam vi du de tham khao cho quy trinh dinh
loai vi rtt bai liét dia trén phat hién vat liéu di truyén vi rat bai liét bang phu’ong
phap chan doan phan tir (realtime RT-PCR). Qui trinh xét nghiém nay duoc ap
dung cho viéc xac dinh vi rat bai liét trong dich nuéi cay té bao L20B (hoic RD-A)
theo thuat toan mai (phién ban 5.0).
2.2.Nguyén ly

Xeét nghiém vi rat bai li¢t dya trén xét nghiém phat hién vat liéu di truyén bang
phéan tmg chudi polymerase phién mi nguoc, thoi gian thuc (realtime RT-PCR).

Nguyén 1y xét nghiém bao gom hai budc phan ung:

- Phan tmg A: Budc sang loc dé dinh loai, phan biét vi rat bai liét hoang dai
va Sabin (rRT-PCR/Polio ITD v.5.0): Vi rut bai liét trong mau phan 1ap dugc xac
dinh kiéu hinh bai phan tng rRT-PCR st dung hdn hop cac bo primer/probe phat
hién VRDR chung va cac vi rut bai li¢t Sabin (Quadruplex EV+Sabin), vi rat bai
lit chung (PanPV), va vi rat bai liét hoang dai typ 1, 2 va 3 (WPV1, PV typ 2,
WPV3-1, and WPV3-1I).

- Phan tmg B: Budc khang dinh vi rat bai liét ¢ ngudn gbc tir véc xin typ 1
va 3 (VDPVI1 va VDPV3) (rRT-PCR/VDVP): Déi Véi cac ching vi rat bai liét
duge xac dinh 1a vi rut bai liét Sabin typ 1 va 3 trong phan tng A s& duoc khang
dinh 1a vi rat bai liét c6 ngudn géc tir vac xin trong phan tng rRT-PCR tiép theo,
st dung hon hop cic bd primer/probe dic hiéu cho Sabinl VDPV va Sabin3
VDPV.

LZ0B (+)
(LR hodc RLR)

panEVISabin-
Cuadruplex:

St tudn & F;?;::’ Két luan duong tinh
<&t lugn Sm - VREBR khéng phai polio
tinh VREBR -} PV Type 2 - {MPEE\H

AFR WPV3 PanEW ()

S0OAS WPV3

Cid dink 14
Sabin-like
VDPWV1
VDPWV3

Sealhan like (SL) Mon-Sabin-lke (MSL)

Giai trinh tw gene
WP

ITD: Sabin like = VDPV: Sabin like ITD: Sabin-like # WVDPY: Non-Sabanlike

NSL, PWZ [+),
Khéng xac dinh

K&t ludn Sabin-like Giai h:-:'tl_r gene

Hinh 4. Thuit toan méi dinh loai vi rit bai liét tir mau phén 14p bing phuong
phap rRT-PCR_ITD/VDPV v.5.0
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2.3.An toan sinh hoc
Tuan thu theo cic yéu cau va huéng dan vé ATSH theo quy dinh hién hanh
dam bao khong lay nhiém cho con ngudi va ra moi trudng.
2.4. Thuce hién xét nghiém
2.4.1. Mau bénh pham

Dich ndi té bao nudi cdy vi rat co CPE 3+ dén 4+:

- Lay 40 pl dich nudi cay vi rat vao tuyp eppendorf, ly tim & tc do 1.500g &
nhiét 6 phong trong 2 phut.

- Bao quan & nhiét do -20°C dé c6 thé tai sir dung néu can.

- Khi xét nghiém lai can ly tam lai bénh phém sau khi cét gitr o -20°C.

Mau chting duong (Chimg duong can duoc hdi chinh truge khi sir dung):

- Spin tuyp chimg duong dé tap trung thanh phan trudc khi hdi nudc.

- Mdi tuyp chiung duong can dugc hdi véi 100 ul nude (dd dugc cung cap
trong Kit).

- Nén chia tuyp ching duong ra thanh mét 6 tuyp véi lugng thé tich nho hon
dé cat ¢ -20°C cho nhiéu lan st dung vé sau, dé tranh nhidm chéo va tranh sy tu
thiy phan cua cac RNA.

-Luu v trong kit ITD, RNA ching duong Sabin/ PanPV c¢6 thé dugc ding
cho céc phan irng Quadruplex EV + Sabins; Pan PV, PV typ 2.

- Piéu kién bao quan: -20°C
2.4.2. Sinh pham, héa chat va vt tu tiéu hao

-Quanta Biosciences qScript XLT One-step RT-gPCR ToughMix
(Cat#95132-500)

- Bo primer/probe cho phan tng rRT-PCR_ITD v.5.0.

Béng 4. Thanh phan b primer va probe cho phan &ng rRT-PCR_ITD

Ten bo Thanh phan primer

primer va va probe Trinh ty (5°-3”)
probe

Sabin 1 2S AGG TCA GAT GCT TGA AAG C
Sabin 1 A4 (CY5) CGC CCCCACCGTTTCACGGA
Sabin 1 1A CCACTGGCTTCAGTGTTT

Quadruplex

+EV Sabin 2 2S CCGTTG AAG GGATTACTA AA
Sabin 2 (FAM) ATT GGT TCC CCC GAC TTC CAC

CAA

Sabin 2 1A CGG CTT TGT GTC AGG CA
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Tén b
primer va

Thanh phan primer

Trinh ty (5°-3”)

orobe va probe
Sabin 3 25 AGG GCG CCC TAACTTT
Sabin 3 (ROX) TCA CTC CCG AAG CAA CAG
Sabin 3 1A TTA CTA TCA GGT AAG CTA TC
PAN-EV S GGC CCC TGA ATG CGG CTA ATCC
PAN-EV Probe (VIC) gge ACT ACT TTG GGW GTC CGT
OAN.EV A gge ATT GTC ACC ATW AGC AGY
TTG GAG TTC TTC ACI TAI TCI MGI
PanPV/ PCR-S1 TV GAY ATG
Pan PanPV PCR-1A Probe | +-o +1N ARI GCR TGI CCR TTR TT
Poliovirus | (FAM)
GGA GCT CCG GGT GGG AYR TAC
PanPV PCR-1A ATI ATY TGR TAI AC
AFRO WPV1-S GTA CAA ACC AGT CAY GTN AT
SOAS WPV1-S CGT ACA GAC TAG RCA YGT NAT
WPV1 .
\(’gi\lﬁ) PROBE CAT WAT GGT TAC RCA MGC ACC T
WPVLA g¢e AAT AAY TTG TCY TTK GAY
PV Type2 S GAT GCA AAY AAC GGI CAT GC
PV Type 2 PROBE S| \+5 ACT ATA CGT GGC AGA C
(FAM)
Poliovirus | PV Type 2 PROBE S| o~ - a TiC TG GYA

TCA TAA AAG TGG GAR TAC GCR

PV Type 2 A T
PV Type 2 A 1C ;CI':G TAA AAA TGA GAA TAT GCA
AFR WPV3 | SOAS WPV3-S CAG GGA GTA GAT GAY CTN AT
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Tén b X A -
primer va Thanh ‘phan primer Trinh ty (5°-3”)
va probe :
probe
AFRO WPV3-S CAG GGG GTT GAT GAY TTR AT
WPV3-PROBE (CY5) g(l\:IC ARA ACA GYC TTC CGG ATA
WPV3-A ACK GTG TCT GAY GGN AC
SOAS-6S GTY RTA CAR CGR CGY AGY AGR A
SOAS SOAS-P3W 7S
WPV3 (FAM) TTCTTY GCA AGI GGR GCR TGY GT
SOAS-5A TCY TTRTAIGTR ATG CGC CAA G

- Bo primer/probe cho phan tng rRT-PCR VDPV
Bang 5. Thanh phan bd primer/probe cho phan #ng rRT-PCR VDPV

Tén bg primer

Thanh phan primer &

Trinh ty mdi (5’ - 3°)

& probe probe
Sense CATGCGTGG CCATTATA
S1VDPV
Anti-sense TAA ATT CCATAT CAAATCTA
22S VP1 Probe FAM | CAC CAA GAA TAA GGA TAA G-
BHQ1
Sense CAT TTA CAT GAA ACC CAA AC
S3 VDPV
Anti-sense TGG TCAAACCTT TCT CAG A

12S VP1 Probe FAM

AGG AAC AAC TTG GAC-BHQ1

- Gang tay, khau trang, tuyp ly tdm 1.5 ml vo tring, tuyp ly tdm 2.0 ml vo
trung, dau con loc 10; 30; 100; 200 va 1000 ul, tuyp tiét trung: 0.2, 0.5 va 1.7 ml,
gia tich lanh, tuyp 0,1 ml hoic strip 8 tuyp 0.1ml c6 nap danh cho rRT-PCR.

2.4.3. Cac buéc thuc hién
a. rRT-PCR_ITD: buéc 1 dén 5
Bwéc 1: Chuan bj bang xét nghiém (worksheet) dé 1am rRT-PCR_ITD:

- Pién vao cac worksheet chay rRT-PCR_ITD céc thong tin vé tén ngudi lam

thi nghiém, ngay thang, thong tin sinh pham, tén mau va tht tw mau bénh pham va

mau chung.
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-M®3i mau bénh pham s& phai thuc hién véi 06 phan ung (Quadruplex
EV+Sabin Primers/probes, Pan Poliovirus , WPV1, PV type 2, AFR WPVS3,
SOAS WPV3.
Bang 6. So' d6 bd tri xét nghiém cho phan wng rRT-PCR_ITD

i Lab Sample Qé{i‘f;;ﬁ:ﬁx Pan AFR | SOAS
Cov No. - . WPV1 | PV2 | WPV3 | WPV3
hang Primers/probes | Poliovirus

1 2 3 4 5 6

A | NTC

B |PC

C | Bénh pham 1

D | Bénh pham 2

Bwéc 2. Lam tan bang mau va hoa chat sinh pham, dé ¢ nhiét 46 phong, riéng
enzyme dé trong khay da lanh.
Buwéc 3. Pha sinh pham va cho mau bénh pham vao hdn dich phan tng:
- Péanh dau tuyp 1,5 ml cho mdi bd primer/probe (tuyp 1 dén 6 theo so d6 xét

nghi

ung

ém (Bang 6)).

- M&i phan @ng s& géom 10 ul Toughmix, 1 ul hdn hop primer/probe tuong

va 8 ul nudc.

- Moi tuyp phan @mng s& gom 19 ul hon hop phan Gmg trén va 1 pl mau hogc
ching duong (tong thé tich 1 phan tng = 20 pl).

Bang 7. Thanh phan pha sinh pham cho phan &ng rRT-PCR_ITD

STT Thanh phin Thé tich (ul) mz:ﬂ;;h(‘;ﬂ?
1 | Toughmix 10 10x N
2 | Hon hop Primer/Probe 1 1xN
3 | Nudc st dung cho sinh hoc phan tr 8 8xN
Téng hén dich 19 19 x N
4 | Mau bénh pham hoic chung duong 1
Téng phdn #ng 20
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Bwéc 4. it cac tuyp vao may, khoi dong chuong trinh theo yéu cau xét
nghiém. Tao tén tép va luu gitt dir li€u. Ghi chép ma thiét bi st dung, ngay st dung
vao biéu mau theo quy dinh cua phong thi nghiém.

Bang 8. Thong s6 chu trinh nhiét rRT-PCR_ITD

Thaoi gian
Nhiét d§ (°C) (phut Chu ky Lip
)
RT 50 30:00 1

Bt hoat RT 95 1:00 j

95 00:15

40
‘ 50 00:45 P X

Chu ky PCR Thu tin hi_éu huynh quang

72 00:05 25% ramp speed

Luu y: Doi voi ABI 7500, ta luon dat 25% toc do gia nhiét (ramp speed) gitra
nhiét ¢6 gan mdi va nhiét do kéo dai cho tat ca cac quy trinh. Stratagene Mx3000P
va cac may khac khong c6 chirc nang diéu chinh su gia nhiét nay nén c6 thé sir
dung thoi gian gia nhiét da dat san (default ramp capabilities). Tin hiéu huynh
quang duoc thu nhan vao cudi budc gan mai.

Bwéc 5. DPoc va phién giai két qua, xac dinh mau can lam tiép rRT-PCR VDPV
(xem thém muc 2.5.2.a, bang 10).

b. rRT-PCR VDPV: buéc 6 dén buéc 9
Buéc 6. Chuan bj worksheet d¢ 1am rRT-PCR VDPV
-Pién vao cac worksheet chay rRT-PCR VDPV céc thong tin vé tén ngudi
lam thi nghiém, ngdy thang, théng tin sinh pham, tén mau va thr tu mau bénh
pham va mau chang.
-M&i mau bénh pham s& phai thuc hién sé phan ung duya trén két luan coa
phan &ng ITD ( hoac chi Sabinl, hoac chi Sabin 3 hoac Sabinl+Sabin3)

Bang 9. So' dd bd tri xét nghiém cho phan ng rRT-PCR VDPV

Thanh phan moi va probe (VDPYV 4.0)
Cot/ x . A
bane | MAu xét nghi¢m S1VDPV S3 VDPV primers/probe
ang primers/probe 2)
1)
A | NTC X X
B PC X X
C |Mau1/SABINI X
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Thanh phin moi va probe (VDPV 4.0)
Cot/ x n
has Mau xét nghiém >1 VDPV S3 VDPV primers/probe
ang primers/probe 2)
] (1)
D | Mau2/SABIN 3 X
E | Mau3/SB1+SB3 X X

Buwéc 7. Lam tan bang mau va hoa chat sinh pham rRT-PCR VDPV, dé & nhiét
d6 phong; enzyme dé trong khay da lanh.

Buwéc 8. Pha sinh pham va cho mau bénh pham vao hdn dich phan tng [tuong
tu thanh phan sinh pham caa phan tng rRT-PCR_ITD (Bang 7)]:

- Panh dau tuyp 1,5 ml cho mdi bo primer/probe (Bang 9)

- M&i phan @ng s& gém 10 ul Toughmix, 1 pl hdn hop primer/probe tuong
ung va 8 ul nudc s dung cho sinh hoc phan ti.

- Mai tuyp phan tng s& gdm 19 ul hdn hop phan tng trén va 1 ul mau hoac
chtng duong (tong thé tich 1 phan tng 1a 20 pl).

Buwéc 9. Thuc hién twong tu budce 4 trong phuong phap nay.
2.5.Phién giai két qua xét nghiém
2.5.1. Poc két qua xét nghiém

- Chung duong: c6 tin hiéu huynh quang phu hop theo huéng dan nha san
xuat hoic theo quy dinh cta phong xét nghiém.

- Chirng am: khong c¢6 tin hiéu huynh quang.

- Gia tri ngudng cua chu trinh (cycle threshold value) Ct 1a s chu trinh tai d6
san pham PCR duoc phat hién qua tin hiéu huynh quang. Két qua doc duoc khi gia
tri Ct khoang >10. Gi4 tri nay s& duoc phan mém cua may realtime tinh toan tu
dong. C6 thé tu diéu chinh duong baseline ciia Ct cho phul hop véi chimg am.

- Gia tri cut-off ciia Ct khong ap dung. Cac mau c6 gia tri Ct <37 nhung co
hinh anh huynh quang phang, chi hoi nhich 1én phia trén truc X thi phan nhiéu 1a
am tinh, can chay lai, st dung ARN da tach chiét. Cac miu co gia tri Ct >37 tin
hiéu nén can dinh gia dva dya trén tin hiéu cua chiing am.

- Kiém tra chtimg duong, chimg am trude khi doc két qua cia miu. Két qua
chi doc duoc khi tuan theo hudng din phan tich két qua caa kit ITD 5.0 di ban
hanh.

2.5.2. Nhan dinh két qua

- MAu duong tinh khi tin hiéu huynh quang vuot trén gia tri nén va c6 dang
duong cong dién hinh (S-curve).

- MAu 4m tinh khi khong c6 tin hiéu huynh quang hogc tin hi¢u huynh quang
khong c6 dang duong cong dién hinh va thap hon gia tri nén (hinh anh huynh
quang phang).
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- MAu nghi ngd khi mau c6 gia tri Ct <32 nhung hinh anh huynh quang phang
hodc hinh dnh huynh quang ting chi trén tryc X nhin gidng 4m tinh thi can lap lai

phan tng, str dung RNA tach chiét.

- Viéc xem xét, phé duyét két qua duoc thuc hién bai ngudi c6 tham quyén.

a. Nhan dinh két qua phan &ng rRT-PCR_ITD

Bang 10. Giai thich két qua miu bénh pham va yéu cau cho thir nghiém

VDPV hoac gidi trinh ty vung VP1

PV 2

Pan | Sab | Sab SOAS | AFR Ket A1 A

PanEV PV 1 9 Sab3 | WPV1 WPV3 | WPv3 ty;e qua Ket luan
Bao cao

_ _ _ _ - - - - - NEV am tinh
VRDR

Bao cao

N N . _ _ - _ | Npev | duong
tinh vai

VRDR

Khong | Chuyén

+ + — — — — — - — Xac giai trinh
dinh tu

Thuyc hién

tiép

+ + + — — — — — — SL1 VDPV
S1*

+ + _ + _ _ _ B + P\/2 Giai trinh
tu

+ + _ _ _ _ _ B + P\/2 Giai trinh
tu

VVDPV

+ + — - + — — - — SL3 g3*

N N B B B N B B B NSL1 Giai trinh
tu

N N B B B B 4 4 B NSL3 Giai trinh
ty

N + B B B B + B B NSL3 Giai trinh
ty

N + B B B B B + B NSL3 Giai trinh
ty

Ghi chu: + dwong tinh; - dm tinh, DPéi Vi nhitng truong hop (*): tién hanh xét
nghiém tir budc 7 den buoc 9.
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b. Nhan dinh két qua phan &ng rRT-PCR_VDPV:
Bang 11. Giai thich két qua rRT-PCR/VDPV

MAu Két qua Két luan
NTC Am tinh Dat
PC Duong tinh Dat
< SL1 Ghi nhén két qua
Mau 1/SABINI I L
NSL1 Béo céo két qua va chuyén giai trinh tu.
. SL3 Ghi nhan két qua
Miu 2/SABIN 3 e
NSL1 Bao cao két qua va chuyén giai trinh ty.
Mau SL1/SL3 Ghi nhan két qua

3/SB1+SB3 NSL1/ NSL3 Bio céo két qua va chuyén giai trinh ty.

2.5.3. Ghi chép va bao cao

- Hoan thanh bang két qua chan doan xét nghiém.

- Nhap két qua xét nghiém vao so6 theo ddi.

- Nhap két qua vao mdy tinh va chuyén vao ho so tong hop.

- Nguoi kiém tra s& kiém tra lai két qua trude khi bao céo.
3. Xac dinh vi riit dwong rudt bang phwong phap trung hoa vi hrong
3.1.Pham vi ap dung

Trong ndi dung huéng dan ndy moi truong tu pha ché dugc str dung lam vi du
dé tham khao cho qua trinh dinh danh vi rat dudng rudt (vi rat bai liét va 27 loai vi
rat dudng rudt khac) tir dich ndi nudi cdy vi rat bang ky thuét trung hoa trén dong
té bao RD-A theo thuong quy cia WHO.
3.2.Nguyén ly

Vi rat duong rudt co kha nang trung hoa véi khang huyét thanh dic hiéu &
noéng d6 20 don vi trung hoa két hop vdi 100 TCIDs, (CCIDsp) ctia vi rat . Mot
luong vi rt giy huy hoai t& bao (3+ hodc 4+) c6 thé co hiéu gia khoang 10°-10°
CCIDsy/50ul, quy doi ndong do vi rat dam bao cho phan ng trung hoa s& ¢ do pha
lodng 10° dén 10™. Mbi mau vi rut chua dinh danh s& dwoc kiém tra phan tmg
trung hoa véi mot hon dich khang huyét thanh cuta vi rat bai liét 1, 2 va 3 (PP), mot
hdn dich khang huyét thanh ciia vi rat coxsackie B1 dén B6 (CB) va 7 hdn dich
khang huyét thanh ctia vi rat coxsackie A9 va 20 vi rit echo (A-G). Dya vao phan
g trung hoa cua vi rat trong mau bénh pham véi khang thé ddc hiéu dé dinh danh
vi rat duong rudt (vi rat dugc trung hoa voi khang thé ddc hiéu twong tmg s& khong
gay huy hoai té bao trong giéng kiém tra). Tuy nhién, han ché cua phuong phap 1a
chi phat hi¢n dugc vi rat coxsackie Bl dén B6, vi rtit coxsackie A9 va 20 loai vi rat
echo.
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3.3.An toan sinh hoc

Tuén thu theo cac yéu cau va hu:orng dan vé ATSH theo quy dinh hién hanh
dam bao khong lay nhiém cho con ngudi va ra moi trudng.
3.4.Thuc hién xét nghiém
3.4.1. MAu bénh phim

Dich nbi vi rat nudi cdy dd duoc rd dong va gilt & 4°C trong qua trinh xét

nghiém. Dich vi rat nuéi céy duoc pha loang bac 10, tr néng do6 107 dén 107 trude
khi thyc hién xét nghiém. Cac budc thyce hién nhu sau (Hinh 5):

10 mi 107 'u'II'LIS

Medium
9.0 mi

Virus dilution =2.0
(Nguon: http.//apps.who.mt/lr|s/b|tstream/10665/68762/1/WHO IVB_04.10.pdf)
Hinh 5. Pha loing bic 10 dich ndi vi riit nudi ciy

- Dung but 16ng ghi nhin miu, ndng d6 pha lodng vi rat (10™*,107...10°) Ién
cac tuyp Sml vo trung.

- Cho 900 ul mdi truong duy tri 1an lugt vao ting tuyp pha lodng.

- Sau do dung dau con co loc cho100 pl hdn dich vi rat vao tuyp sé 1 (nong
do pha loang 10° )

- Tron déu hon hop trén bang may tron, tranh tao bot va hat 100 pl chuyen
sang tuyp thur 2, va 1an luot nhu vay cho dén tuyp pha lodng cudi cung 10°®, cha y
moi nong d6 pha loang thi phai thay dau con.

u y: Trude khi thyc hién phan tGng trung hoa, c6 thé tién hanh phan tng
xac dinh hiéu gia ctia ching vi rat dua trén loat pha lodng cap d6 10. Dya trén két
qua thu dugc, tinh do pha lodng mau cho phan ung trung hoa, 13 do pha loang vi
rat st dung la 100 don vi CCIDsy,

3.4.2. Sinh pham, héa chit, vit tu tiéu hao

- Moi trudng duy tri MEM c6 b sung FBS 2% (Bang 4).

- Chai té bao RD-A d3 moc t6t thanh mot 16p mong.

- Moi truong PBS (-) c6 khang sinh.

- Trypsin Versin.
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-Khang huyét thanh dic hiéu: Mot hdn hop khéng huyét thanh vi rat
cosackieB1-6 (CB), bay hdn hop khang huyét thanh khang vi rat coxsackie A9 va
20 vi rat echo (A-G), mot hdn hop khang huyét thanh bai liét P1-3(PP).

- Té bao RD-A, L20B.

- Tam nhwa 96 giéng day phing dung 1 1an.

- Pi pét Aid.

- Pau con vo trung co loc 1000 pl.

- Pi pét 1000 pl.

- Pi pét nhya 5ml hoac 10 ml.

- Tuyp dung moi truong vo trung.

- Gang tay dung 1 1an.

- But viét.

3.4.3. Cac budc thue hién

Buéc 1. Chuén bi:

- Thuc hién trong ta ATSH phu hop.

-Pé méi trudng, khang huyét thanh, bénh pham & nhiét 46 phong truéc khi
thuc hién.

- Dung buat ghi ma sé mau trung hoa, cac loai khang huyét thanh, chimg vi rut,
ching té bao trén nap tam 96 gieng. Ghi ngay lam, ma so tam, tén dong té bao
RD-A ¢ canh bén cta tam. Mdi tim xét nghiém v&i 02 miu bénh pham.

Buéc 2. Cho khang huyét thanh va moi truong duy tri vao tim phan tng.

- Cho 50 pl khang huyét thanh VRDR A-G, PP va CB vao giéng phan tng
(Hinh 6). Thay dau con khi nho céc loai khang huyét thanh khac nhau.

- Cho 50 pl moi trudng duy tri vao cac giéng chimg vi rat ¢ot 10-11 tir hang A
dén H dé chuan do nguoc vi rut.

- Cho 100 pl mdi truong duy tri vao cac giéng chung té bao cot 12 tir hang A
dén H.

Bwéc 3. Cho vi rit vao tAm phan tng:

- MAu bénh pham sé 1: Cho 50 pl mau bénh pham sb 1 né)ng d6 10°® vao 4
giéng & cot 8, 7 hang E, F; lan lugt nhu vay & néng d6 10 7,107°,10 ® , Vao moi
giéng lan luot 0coto,5; 4 3;2,1 hang E, F. Tiép theo cho 50 pl hon hO’p mau da
pha loang & néng d6 10™ vao mdi giéng hang B, ¢t 1-11; va 10° vao mdi giéng
hang A cot 1-11.

- MAu bénh pham sb 2: twong tu mau bénh pham sé 1, str dung hang C-D va

G-H.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Khang huyét thanh A B C D E F G PP CB VC* CC**
Mau s6 1 10° |A|-3

10* (B |-4
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

Khang huyét thanh A B C D E F G PP CB VC* CC**
Mau 6 2 10° |C|-3
10* |D|-4
Chuan d0 nguoc — E
Mau sb 1 F
Chuan dd nguoc — G
Mau sb 2 H

10° 10° 10”7 10°
(¥)VC: virus control: vi rit chitng; (**¥)CC: cell control: té bao chimg
Hinh 6. So o bo tri xét nghiém phan @ng trung hoa xac dinh cac VRDR

Buorc 4. Day nap tam va u trong ti am CO, khoang 2 dén 3gioo 36°C.

Buéc 5. Chuan bi t& bao RD-A véi ndng d6 2 x 10° té bao/ml (it nhat 10
ml/tAm).

Buwéc 6. Cho té bao vao tim phan tmg: dung pi pét 8 kénh cho 100 ul té bao
vao tat ca cac giéng.

Bwéc 7. U tAm va quan st hién tuong huy hoai:

- Sau d6 cho vao tu am CO, & 36°C.

- Quan sat két qua hang ngay bang kinh hién vi 16n nguoc va ghi nhan sy huy
hoai té bao.

- Tiép tuc quan sat va ghi nhan két qua sau 24 gio khi cac giéng ching vi rit
da hay hoai hoan toan (100% CPE thuong tir 3-5 ngay).
3.5.Phién gii két qua xét nghiém
3.5.1. Poc két qua xét nghiém

- Chirng duong - Vi rt chimg: Té bao bi huty hoai hoan toan.

- Chirng 4m - Té bao chtng: Té bao phai tao 1 16p binh thudng.

- Két qua chuan d¢ lai: Dam bao hiéu gia vi rat dia 30 - 300 TCIDs,. Néu higu
gia vi rat trong phan tmg khong nam trong khoang phu hop, nén lip lai xét nghiém
v6i ndng d6 pha lodng thap hodc cao hon, dam bao luong vi rat phi hop cho phan
ung.

3.5.2. Nhén dinh két qua

- MAu duong tinh khi virus trung hoa véi khang huyét thanh va khong gay
huay hoai té bao trong thoi gian xét nghiém

- MAu 4m tinh khi virus khong duogc trung hoa véi khang huyét thanh va gay
huy hoai té bao do 3+ va 4+

- MAu nghi ngd: khi virus gy huty hoai té bao & mirc do 1+ va 2+ trong vong
7 ngay thi nghiém.

Bang 12. So d6 doc két qua cac VRPR
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Hén hop KT Tinh trang té bao Két qua
A&B Té bao binh thudng ECHO 4
A&C Té bao binh thudng ECHO 7
A&D Té bao binh thuong ECHO 11
A&E Té bao binh thudng ECHO 14
A&F Té bao binh thudng ECHO 9
A&G Té bao binh thuong ECHO 6
B&C Té bao binh thuong CoxsackieA9
B&D Té bao binh thuong ECHO 1
B&E Té bao binh thuong ECHO 27
B&F Té bao binh thuong ECHO 3
B&G Té bao binh thuong ECHO 25
C&D Té bao binh thuong ECHO 21
C&E Té bao binh thuong ECHO 22
C&F Té bao binh thuong ECHO 2
C&G Té bao binh thuong ECHO 5
D&E Té bao binh thuong ECHO 20
D&F Té bao binh thuong ECHO 12
D&G Té bao binh thudng ECHO 30
E&F Té bao binh thudng ECHO 33
E&G Té bao binh thuong ECHO 29
F&G Té bao binh thuong ECHO 13

PP Té bao binh Polio
CB Té bao binh Coxsackie B
Vi du doc két qua:

- Giéng c6 hdn hop KHT A va B ma té bao binh thuong, cac giéng khac té
bao huy hoai hoan toan nghia la vi rat phan 1ap dugc thude vi rat echo typ 4.
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- Giéng c¢6 hdn hop KHT A va C ma té bao binh thudng nghia 14 vi rat phan
1ap duoc thudce vi rut echo typ 7...

- Giéng c¢6 hdn hop KHT PP ma té bao binh thudng, cac giéng khac té bao
huy hoai hoan toan nghia 1a vi rat phan 1ap dugc thudc vi rut bai liét.

- Pbi v6i mau duong tinh v6i vi rat bai liét, can tién hanh phan tmg trung hoa
vi lugng xac dinh kiéu typ huyét thanh 1, 2, hoac 3 cua vi rut bai liét hoac thuc
hién phan img rRT-PCR_ITD dinh loai vi rat bai li¢t (Hinh 1).

- Viéc xem xét, phé duyét két qua duoc thuc hién bai ngudi cd thAm quyén.
3.5.3. Ghi chép va bao cao

- Hoan thanh bang két qua chan doan xét nghiém.

- Nhap két qua xét nghiém vao sb theo ddi.

- Nhap két qua vao may tinh va chuyen vao ho so tong hop.

- Nguoi kiém tra s& kiém tra lai két qua trude khi bao cdo.
4. Xac dinh typ huyét thanh cia vi rat bai liét bing phwong phéap trung hoa

vi lwgng

4.1.Pham vi ap dung

Trong ndi dung huéng din ndy mai trudng tu pha ché duogc sir dung lam vi du
dé tham khao cho qua trinh dinh danh typ huyét thanh cta vi rat bai liét tir dich n6i
nudi cdy vi rat bang phuong phap trung hoa vi luong trén dong té bao L20B
(thuong duogc str dung) va RD-A.
4.2.Nguyén ly

Vi rit bai liét c6 kha nang trung hoa v6i khang huyét thanh dic hiéu typ huyét
thanh & nong do TCIDs, (CCIDsp) ctia vi rat. Mot luong vi rat gay hity hoai té bao
(3+ hoidc 4+) co thé c6 hiéu gia khoang 10°-10° CCIDsy/50ul, quy ddi ndng do vi
rit dam bao cho phan tmg trung hoa s& & do pha lodng 10™ dén 10™. Vi rut trong
mau bénh phém s€ dugc trung hoa véi khang thé dic hiéu trén té bao dé dinh danh
vi rut bai liét.

Han ché: Chi c6 thé dinh danh céc typ huyét thanh vi rat bai liét, khong phan
bi¢t dugc vi rat hoang dai hay Sabin.
4.3.An toan sinh hoc

Tuan tha theo cic yéu cau va huéng dan vé ATSH theo quy dinh hién hanh
dam bao khong 1ay nhiém cho con ngudi va ra moi trudng.
4.4.Thyc hién xét nghiém
4.4.1. Mau bénh pham

Dich n6i nuoi cdy té bao cua mau bénh pham da xéc dinh duong tmh Vo1 vi
rt bai liét. Dich vi rGt nuéi cdy duoc pha lodng bac 10, tir nong do 10" dn 10°®
trugce khi thuc hién xét nghiém (tham khao cach pha loang tai muc 3.4.1).
4.4.2. Sinh phim, héa chit, vt tu tiéu hao

- Moi truong MEM duy tri (Bang 4).
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- Chai té bao L20B hoic RD d3 moc tét thanh mot 16p mong.

- Moi truong PBS (-) c6 khang sinh.

- Trypsin Versin.

- Khang huyét thanh dic hiéu: 1 hdn hop khang huyét thanh bai liét (P1+2+3),
1 khang huyét thanh hon hop bai liét typ 1 va bai liét typ 2 (P1+2), 1 khang huyét
thanh hdn hop bai liét typ 2 va bai liét typ 3 (P2+3), 1 khang huyét thanh hon hop
bai liét typ 1 va bai liét typ 3 (P1+3). Khang huyét thanh duoc pha lodng trong
moi truong duy tri dat dugc murc 20 don vi hoat dong.

- Tam nhwa 96 giéng day phang vo trung dung 1 1an.

- Pau con vo tring ¢o loc 1000 ul, 200 pl.

- Pi pét man 1000 pl, 200 pl va pi pét 8 kénh; p1 pét Aid.

- Pi pét nhya vo trung 1ml, Sml, 10ml.

- Tuyp dung moi truong vo trung.

- Gang tay dung 1 1an.

- Bt viét.

- S6 dinh typ vi rat bai liét.

4.4.3. Cac buéc thue hién

Buérc 1. Chuén bi:

- Thuc hién trong ta ATSH phu hop.

-Pé moi truong, khang huyét thanh, bénh pham & nhiét do phong trude khi
thuc hién.

- Dung but 16ng ghi ma sé mau trung hoa, cac loai khang huyét thanh, ching
vi rat, chimg té bao trén nip tam 96 giéng. Ghi ngay lam, ma so tam, tén dong té
bao (RD-A hodc L20B) va doi té bao & canh bén cta tAm.

Buwéc 2. Cho khang huyét thanh va méi truong duy tri theo so dd phan tng
(Hinh 6). Tron déu khang huyét thanh truéc khi nho. Thay dau con khi nho cac loai
khang huyét thanh khac nhau.

- Cho 50 pl hdn hop KHT P1 + P2 +P3 vao cot 1 va 2 tir hang A dén hang D.

- Cho 50 pl hdn hop KHT P1 + P2 vao hang 3 va 4 tir hang A dén hang D.

- Cho 50 pl hdn hop KHT P1 + P3 vao hang 5 va 6 tir hang A dén hang D.

- Cho 50 pl hdn hop KHT P2 + P3 vao hang 7 va 8 tir hang A dén hang D.

- Cho 50 pl méi trudng duy tri vao cac giéng chung vi rat tir A9 dén B10 va

cot 1 dén cot 10 hang E, F dé chuan d6 nguoc.

- Cho 100 pl mdi truong duy tri vao cac giéng ching té bao tir G11 dén H12.

¢

P1+2+3 P1+P2  P1+P3 P2+P3 VC*  CC**

Mau sé 1 10° | A
10% | B
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P1+2+3 P1+P2  P1+P3  P2+P3  VC*  CC**

MaAu sb 2 10°
10
Chuan do nguoc

—Mauso 1

Chuan d6 nguoc
—Mau so 2

I o |m m | g o

10° 10" 10° 10° 107 cC
Ghi chii: (*) VC: virus control: chirng vi rit; (¥*) CC: cell control: chitng té bao
Hinh 7. So’ do bo tri xét nghiém phan &ng trung hoa dinh typ vi rut bai li¢t

Buéc 3. Cho hdn hop vi rat da pha loang vao tAm phan Gng

- Cho 50 ul hdn hop di pha lodng ¢ nong d6 107 vao 4 giéng & c¢ot 9, 10 hang
E, F lan luot nhu vay O néng do 10°,10°,10%10° vao mdi giéng lan luot & cot 7,
8;6,5:4,3;2, 1 hang E, F.

- Cho 50 ul hon hop da pha loang ¢ nong d6 107 vao mdi giéng tir 1-10 hang
A, va10™ vao moi giéng tir 1-10 hang B.

- M&i tdm 96 giéng c6 thé sir dung cho 2 miu, mau tht 2 tuong tu, st dung
hang C, D va G, H.

Buéc 4. Day ndp tim va @ trong ti 4m CO, trong khoang tir 1 dén 3 gio ¢

36°C.

Buéc 5. Chuén bi té bao L20B hodc RD-A véi s6 luong 2 x 10° té bao/ml (it
nhat 10ml/tam).

Buéc 6. Nho té bao vao tdm phan tng; dung pi pét 8 kénh cho 100 ul té bao
vao tat ca cac giéng.

Buéc 7. U tam phan tng va quan sat sy huy hoai té bao:

- U tam trong ti 4m CO, & 36°C.

- Quan sat két qua hang ngay bang kinh hién vi 1on ngugc va ghi nhan sy huy
hoai té bao.

- Tiép tuc quan sat va ghi nhan két qua trong vong 24 gid sau khi cac giéng
chtg vi rat da huy hoai hoan toan (100% CPE thuong tir 3-5 ngay).
4.5.Phién giai két qua xét nghiém
4.5.1. Poc két qua xét nghiém

- Chimg duong - Vi rtt chimg: Té bao bi hity hoai hoan toan.

- Chirng am - Té bao chung: Té bao phai tao 1 16p binh thudng.
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- Két qua chuan do lai: Dam bao higu gia vi rt du 32 - 320 CCIDsp. Néu higu
gia vi rat trong phan ung khong nam trong khoang phu hop, nén lap lai xét nghiém
v6i ndng d6 pha lodng thap hodc cao hon, dam bao lwong vi rat phit hop cho phan
ing.

4.5.2. Nhan dinh két qua

- Mau duong tinh khi virus trung hoa véi khang huyét thanh va khong gay
huy hoai té bao trong thoi gian xét nghiém.

- MAu am tinh khi virus khéng duoc trung hoa voi khang huyét thanh va gay
hay hoai té bao do 3+ va 4+.

- MAu nghi ngo: khi virus gay hity hoai té bao ¢ mirc d6 1+ va 2+ trong vong
7 ngay thuc hién thi nghiém.

- Giai thich két qua: Theo so d6 doc két qua dinh typ vi rat Bai liét (Bang 13).

- Viéc xem x¢€t, phé duyét két qua dugc thuc hién boi nguoi co thAm quyén.

Bang 13. So' @0 doc két qua dinh typ vi rut Bai liét

Hon hop Hon hop Hén hop Hén hop ,
KHT KHT KHT KHT Keét qua
1+2+3 1+2 1+3 2+3
0 0 0 + Pl
0 + 0 P2
0 + 0 0 P3
0 0 + + P1+P2
0 + 0 + P1+P3
0 + + 0 P2+P3
0 + + + P1+P2+P3
+ + + VRDR khac
Ghi chii:  (+) té bao hity hoai hoan todn

(0) té bao binh thirong.
4.5.3. Ghi chép va bao cao
- Hoan thanh bang két qua chan doan xét nghiém.
- Nhap két qua xét nghiém vao s6 theo doi.
- Nhap két qua vao mdy tinh va chuyén vao ho so tong hop.
- Nguoi kiém tra s& kiém tra lai két qua trude khi bao cdo.

IV. Tai li€u tham khao )
1. Quyét dinh 5142/QD-BYT ngay 11/12/2014 ciia Bo Y té ban hanh “Huéng
dan giam sat va phong chong bénh bai liét”.
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BENH BACH HAU
‘ N (DIPHTHERIA) , ‘ N
Bénh truyén nhiém thuoc nhom B trong Ludt Phong, chong bénh truyén nhiém

I. M6 ta chung

Bénh bach hau (Diphtheria) do vi khuan Corynebacterium diphtheriae gay ra,
12 bénh nhidém khuan cip tinh c6 mang gia ¢ tuyén hanh nhan, hiu hong, thanh
quan, mii. Bénh c6 thé xuat hién & da, cac mang niém mac khac nhu két mac mat
hodc bg phan sinh duc. Pay 1a mgt bénh vira nhiém trung vura nhiém doc va cac ton
thuong nghiém trong ctia bénh chu yéu 1a do ngoai doc t6 cta vi khuan bach hau
gdy ra. Mang gia dac trung cua bénh bach hau 1a day, dai, mau xam nhat hoic
trang chira vi khuan, té bao biéu mo hoai tur, dai thyc bao va fibrin. Mang dinh chat
vao niém mac co va co thé lan truyén xudng phé quan, gay tac nghén duong ho hap
va kho thé. Tir vong chu yéu do mang gia phat trién rat nhanh lam tic nghén
duong ho hap trén hodc tac hai cua doc t6 1én tim hodc hé than kinh.

Bénh bach hau luu hanh rong rdi & moi noi trén thé gidi va di giy nén cac vu
dich nghiém trong, nhét 1a & tré em trong thoi ky chua ¢ véc xin dy phong. Nam
1923, vic xin giai doc t& bach hau ra doi va tir 46 dén nay tinh nghiém trong cta
bénh dich di thay doi trén toan thé gidi.

Bénh bach hau thudng xut hién trong nhimng thang lanh & ving 6n doi. Bénh
c6 tinh mua, thuong tan phat, c6 thé phat trién thanh dich nhat 13 & tré dudi 15 tudi
chua dugc gdy mién dich day du.

O khu vuc Tay Thai Binh Duong, hién nay s6 mac bénh bach hau hang nam
da giam ro rét do hiéu qua cua viée tiém phong vac xin bach hau cho tré em duoc
thuc hién c6 két qua & cac nude trong khu vuc. Nhitng ndm dau thap ky 80 cua thé
ky trude, hang nam & day c6 trén 13.000 trudng hop bach hau, dén nam 1990 giam
xubng 1.130 trudng hop va nim 1994 con 614 trudng hop.

O Viét Nam, thoi ky chua thyuc hi¢n ti€ém véc xin bach hau trong Chuong trinh
tiém ching m& rong thi bénh bach hau thuong xay ra va giy dich & hau hét cac
tinh, dac biét Ia & cac thanh phé c6 mat d6 dan cu cao. Bénh xuét hién nhiéu vao
cac thang 8, 9, 10 trong nam. Do thuc hi¢n tdt viéc tiém véc xin bach hau nén ty 1€
mic bach hdu ¢ Viét Nam dd giam dan tir 3,95/100.000 dan nim 1985 xudng
0,14/100.000 dan nam 2000.

Phuong phap xét nghiém vi khuan bach hau trong ndi dung hudng din nay
bao gom (1) phuong phap nudi cdy va (2) phuong phap PCR.
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1. Yéu cau chung
1. Nhan sy

-C6 it nhit 02 can bd c6 chuyén mon phu hop va di duoc dao tao vé
cac k¥ thuat xét nghi¢m chan doan vi khuan bach hau.

- Céc céan bd can dugce dao tao vé cach sir dung trang thiét bi, thuc hanh an
toan sinh hoc (ATSH), thuc hanh vi sinh chuan, va dam bao chét luong xét
nghiém. Cac can by PXN dugc dao tao s€ duge danh gia nang lyc dinh ky.

- Nhan vién méi sau khi danh gia co két qua dat, can tiép tuc duoc giam sat it
nhat3 -6 thang trude khi chinh thire duoc thuc hién xét nghiém doc lap.

- Nguoi nhan dinh va phé duyét két qua xét nghiém 1a can bo co trinh do dai
hoc hodc sau dai hoc, c6 kinh nghi¢m cong tac trong linh vyuc xét nghiém tur 3 nam
tro len.

- Can bo PXN duoc kiém tra stc khoe dinh ky t6i thiéu 1 1an hang nim va
duoc tiém phong bach hau.

2. Co sé vat chat, trang thiét bj
2.1.Co s& vat chat

-PXN can dap tmg vé diéu kién ATSH, hé thong quan 1y chat luong PXN
theo quy dinh hién hanh. Cac ky thuat xet nghiém chan doan vi khuan bach hau
duoc ap dung cho phong xet nghiém ATSH cap II tr¢ 1én.

- Péi voi xét nghiém PCR can cac khu vuc riéng: khu vuc pha dung dich phan
tmg (1), khu vuc tach chiét DNA (2), khu vuc dat may PCR (3) va khu vuc dién di
(4). Dong cong viéc duoc thyc hién theo thtr ty di chuyén nhu sau: (1) 2 (2) 2
B=>@.
2.2.Trang thiet bi

Bang 1. Trang thiét bi

Tén thibt bi Nubi ciy Dinh danh PCR
’ may tu dong

Ta ATSH phu hop 1 cai 1 cai
Tt &m 1 céi
No6i hip uét 1 cai
Kinh hién vi 1 céi
Mady do d6 duc 1 cai
Hé théng dinh danh vi khuan tu n

A 1bo
dong

41




Tén thiét bi Nubi chy Iﬁ;"t‘nggﬂg PCR
May ly tam nho dé ban 1 céi
May ly tam lanh 1 cai
May vortex 1 cai 1 cai
May u nhi¢t kho 1 céi
Gia tich lanh 2 cai
Tu thao tac sach 1 cai
May PCR 1 céi
Hé thong dién di 1 bd
Lo vi song 1 cai
Tu lanh 2°C-8°C 1 cai 1 cai
Ta am -20°C hodc thap hon 1 cai
Ta 4m -70°C hodc thap hon 1 cai 1 cai
Il)z) (I))St“]io ul, 100 ul, 200 ul, 1 b6 1 b6 3 b6

- Ho so thiét bi gom: ho so lap dat thiét bi, 1y lich thiét bi, huéng dan st dung,
hé so hiéu chuan, bao dudng cia thiét bi, nhat ky theo doi sir dung thiét bi.

- Hb so dao tao sir dung trang thiét bi cho cac nhan vién van hanh thiét bi.

3. Pam bao chat lwgng xét nghiém
3.1.Trwée xét nghiém
3.1.1. Pam bao chit lwong miu

- Loai mau: dich ngoay hong, ton thuong da, niém mac.

- Piéu kién bao quan: Néu sau 4 gio khong c6 diéu kién cdy vao moi truong
nudi cdy phan lap thi cin bao quan trong méi truong Stuart Amies (¢ 4°C - 8°C
trong vong 72 gid, néu trén 72 gid can bao quan & nhiét do -70°C). Viéc bao quan
trong qua trinh van chuyen theo quy dinh va theo hudng dan hién hanh.

- Tiéu chuan chap nhan: mau khong bi do v, dung loai mau cho yéu cau xét
nghiém, mau dam bao nhiét do khi van chuyén, di lugng mau, kiém tra thong tin
trén tuyp mau c6 trung khép véi thong tin bénh nhan trong phiéu giri mau hoic
phiéu yéu cau xét nghiém.

- Tiéu chuan tir chéi:

- MAu bi 5 11, mau khong quan quan dung qui dinh, bi nhiém nim méc

- Bi bat hoat do nhiét, bi tron 13n, bi tan huyét manh, bi nhiém khuan.
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- Thong bao ngay cho don vi gui bénh phim trong truong hop bénh pham
duoc gui khong dam bao chét lugng va luu hd so. Néu huy mau thi tuan theo quy
trinh hity mau theo muc 3.3.2 vé hiy miu tai huéng dan nay.

3.1.2. Hiéu chuan, hi¢u chinh may méc/trang thiét bi

TAt ca céac trang thiét bi can thuc hién viéc hiéu chuén, hiéu chinh, bao dudng
theo huéng dan ctia nha san xuat.

3.1.3. Kiém tra chit lwong héa chét sinh phim va vat tu tiéu hao

- Hoba chat, sinh pham, vat tu tiéu hao phai dugc bao quan theo khuyén céo
clia nha san xuét dé ddm bao tinh on dinh va con han st dung.

- C6 ho so theo ddi str dung sinh pham, hoa chét vat tu tiéu hao.

- Cén ¢6 hd so danh gia, kiém soat chat lwong sinh pham, hoa chét.

- Panh gia chit luong sinh pham:

- Cac loat sinh phém khi nhan vé déu phai dugc kiém tra.

- Quan sat bang mét thuong xem cac lo hoa chét sinh pham c6 bat thudng
khong, vi du nhu bat nap, ro ri, van duc, thay 601 mau sac

- Kiém tra mdi 16 sinh phdm theo bo mau gém 2 mau duong va 1 mau 4m cia
tac nhan ma PXN dang thuc hién theo quy trinh xét nghiém.

- Pha ché sinh pham phai luon duoc dit trong khay gitt lanh va cat lai ngay
sau khi dung xong.

- Vit tu hoa chit duoc quan 1y theo ding theo quy dinh va dam bao sy sn co
cho viéc thuc hién xét nghiém.

3.2. Trong xét nghiém
3.2.1. Ngi kiém

Poi véi xét nghiém nudi cy dinh danh: xét nghiém chung chuan cing voéi
mAau bénh pham trong qué trinh nhuém Gram, nudi cdy va dinh danh.

Po6i véi xét nghiém PCR: Tién hanh st dung mau ching tai mdi lan chay
PCR va kiém soat mau chimg nhu sau:

- Ching am:
+ Chimg 4m phan tng (NTC): 1a nudc khtr ion dugce cung cap cung bd sinh
pham, chimg am phai cho két qua 4m tinh ddi véi phuong phap PCR.

+ Chimg am tach chiét (NEC): mau tach chiét 1a nuéc tinh sach khong chira
nuclease va dugc tach chiét cing mau bénh pham, phai cho két qua am tinh d6i voi
phuong phap PCR.

- Chimg duong: 1a DNA dugc tach chiét tir chung C. diphtheriae chuan, nuoi
cay hodc tir chung hoic mau dugc xac dinh mau dwong tinh véi vi khuan bach hau.
3.2.2. Danh gia tir bén ngoai

Tham gia ddnh gia tr bén ngoai (ngoai kiém, lién phong hoic PXN tham
chiéu) va thyc hién hanh dong khic phuc khi két qua khong dat.
3.3.Sau xét nghiém
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3.3.1. Bio quan va luu trit miu bénh pham

- Trong trudong hop can thiét, mau bénh phém da duoc ma hoéa sé€ duoc luu
trong ti lanh (tir -20°C hodc thap hon).

- Sau khi cat mAu, nhan vién PXN ghi lai thong tin ctia mau bénh pham vao s6
luu giit mau.

- Tt ca cac miu bénh pham dugc xép theo thr ty timg nam va cé sb luu giir
mau va so do ti luu gitr.

- Thot gian luu gitr mau tuy ting muc dich.

3.3.2. Tiéu huy méu bénh phim

- Hily mau bénh pham trong cac trudng hop sau:

- MAu bénh pham bi tir chdi (khong dat tiéu chuén).

- MAu bénh pham hét thoi han luu giir.

- Cho bénh pham can hiy vao tai rac thai y té, budc miéng tui. Sir dung tui
nhua hép dugc, khong bi ro ri, c6 quy dinh mau sac, ky hi¢u rd rang trén thi dé
dung mau

- Hap w6t tai 121°C trong 30 phit.

- Déan bang dinh chi thi nhiét.

- Sau khi hoan tat, kiém tra bang dinh chi thi nhiét, cac thong s trén may dat
va ldy tai rac thai.

- Ghi chép toan bd qua trinh hiy bénh pham vao biéu mau.

- Lap bién ban huy mau theo quy dinh ddm bao ATSH.

Luu ¥: 10 hap phai duoc thim dinh dinh ky bang chi thi sinh hoc va/hoic chi
thi hoa hoc cap do phu hop.
4. Poc va danh gia két qua

-Két qua can duoc kiém giam sat va danh gia boi it nhat 2 ngudi va phai
duoc luu dudi dang van ban va trong may tinh.

- Phai kiém tra cac két qua cua mau chung thoa man dleu kién (tuy theo
phuong phép ap dung) méi tién hanh danh gia két qua trén mau bénh pham xét
nghiém.

- Néu chimg khong dat thi khong duogc danh gia két qua xét nghiém cua mau
bénh pham ma phai thyc hién lai xét nghiém; can tién hanh kiém tra lai qua trinh
xét nghiém bat dau tir khau chuén bi, tinh trang ctia mau chung dé tim hiéu rd
nguyén nhan can khac phuc.

- C6 quy dinh cu thé cho tra két qua cho céac truong hop thuong quy, két qua
bat thuong/ bao dong, khan, tam thoi va quy trinh xur 1y khi tra két qua nham,
cham.
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5. Thuc hién xac nhan lai gia tri sir dung phwong phap xét nghiém
5.1.Lap ké hoach b() tri thir nghiém

-Ké hoach bao gdm: Ngudi chuan bi mau, nguoi thyc hién, ngudi danh gia két
qua; tiéu chuan danh gia; thoi gian chuan bi miu, cach thirc chuan bi miu; cac
bude tién hanh xét nghiém, bao cao két qua; phé duyét két qua xét nghiém.

- Can x4c dinh timg phuong phap dinh tinh/dinh lwong hodc ban dinh luong dé
xac dinh gia tri str dung cho tung phuong phap,

- Pbi véi mdi phuong phap xét nghiém khi bét dau dugc ap dung tai PXN ma
khong c6 bét ky su thay ddi nao vé phuong phap va loai miu s& tién hanh xac dinh
03 chi tiéu k¥ thuat co ban: do chinh xac (accuracy), d§ dac hiéu (specificity), do
chum (precision). Yéu cau mdi dot tham dinh duoc lap lai it nhat 3 1an dé tinh do
chum.

- C& mau can phai duogc tinh toan can than dé nghién ctru tham dinh c6 do tin
cdy cao va c6 ¥ nghia thong ké.

5.2. P§ chinh xac, do nhay, d¢ dac hiéu

- BO tri thyc hién bd mau da dugc xac dinh két qua bang quy trinh tiéu chuan
hodc kiém tra lai két qua bang chwong trinh so sanh lién phong.
- Thuc hién xét nghiém nhu ddi voi cac mau cua bénh nhan
Bang 2. Poc danh gia xét nghiém

K&t qua ciia quy trinh tiéu chuan

Ket qua tai PXN Duong tinh Am tinh
Duong tinh A B
Am tinh C D

- Tinh to4n s liéu:
+ D0 chinh xac (Accuracy) = (a+d)/N
+ D0 dac hiéu (Specificity) = d/(c+d)
+ D0 nhay (Sensitivity) = a/(a+b)
+ Gié tri tién doan duong tinh (Positive Predictable Value) = a/(a+c)
+ Gia tri tién doan am tinh (Negative Predictable Value) = d/(b+d)
Trong d6: N=a + b + c+ d tong s6 két qua xét nghiém
Phwong phap nuéi ciy/ dinh danh: X4c dinh d6 chinh xac, do nhay, do dac
hiéu, gia tr1 tién luong. S dung tdi thiéu 20 mau 4m va 20 mau duong cho xét
nghiém.
Phuong phap sinh hoc phan tir: X4c dinh do chinh xac, d§ nhay, do dac hiéu,
gi tri tién lugng. St dung t6i thiéu 20 miu 4m va 20 miu dwong cho xét nghiém.
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5.3.Panh gia két qua

Dua vao viéc so sanh cac két qua thuc hién so vdi tiéu chuan cua quy trinh
tiéu chuan hodc tiéu chuan ndi bo dé ra. Viéc xac nhan gia tri st dung phuong
phap duogc két luan 1a dat khi:

-DP0 chinh xac, d§ dac hi€u, do nhay Ién hon hoac béng gid tri cua
quy trinh tiéu chuan.

-Ty 1& duong tinh gia, am tinh gid nho hon hodc biang gia tri cia quy
trinh tiéu chuén.

- Két qua danh gid tinh chinh xac khi hé sb bién thién CV < 10%.

- b6 chinh xac > 90%;

- B§ dac hiéu > 90%;

- D§ nhay > 90%;

- Ty 1€ duong tinh gia < 10%;

- Ty I¢ am tinh gid < 10%;
5.4. Xem xét dinh ky phwong phap xét nghiém

-Can xem xét tinh hiéu qua cua phuong phap xét nghiém dinh ky hang
nam thong qua cac ti€u chi ky thuat: Do tai lap (tong hop tir két qua kiém tra chat
luong trong nam), Két qua tham gia ‘ngoai klem Ldi hé thong (a4p dung cho cac
phuong phap 6 st dung thiét bi). Néu c6 yéu cau thém vé tiéu chi ky thuat khac
thi phai ghi 13 vao ban béo cdo két qua. Néu khong ¢6 yéu cau dat biét, cac tiéu
chi k¥ thuat trén co the bd tri gibng nhu tham dinh phuong phap ban dau.

-Luu ho so tit ca cac budc thuc hién trén bao géom cac bang tong hop
két qua.

[11.Phwong phap xét nghiém

Bénh pham i
(Dich ngoay hong, ton

Nuéi civ | Phan ing PCR
C. dinhtheriae (+) | ¢ dinhtheriae ()
Phan e Elek (+) Phan tmg Elek (-) Gen doc t6 (-) Gen doc t0 (+)
C. diphtheriae C. diphtheriae Am tinh C. diphtheriae (+)
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Ghi chi:  +: Dwong tinh
- - Am tinh .
Hinh 1. So’ do quy trinh xét nghiém chan doan C. diphtheriae

1. Phwong phap nudi cdy dinh danh
1.1.Pham vi ap dung

Phuong phap nuéi cay dinh danh ap dung d6i v6i mau bénh pham dich ngoay
hong hoidc miu t6n thuong da, niém mac nghi ngd nhiém vi khuan C. diphtheriae.
C6 thé dung phuong phap nudi céy dinh danh kiéu c¢6 dién hodc phuong phap dinh
danh vi khuan C. diphtheriae bang may dinh danh ty dong Vitek 2 Compact tir
khuan lac trén moi trudng nudi cdy. Ngoai ra con c6 thé sir dung cac hé thong dinh
danh khac nhu Pheonix hoac MALDI-TOF.
1.2.Nguyén ly

Nguyén 1y nudi cdy phan lap va dinh danh: Bénh pham duoc cdy vao moi
tru:ong thach mau, thach mau c6 bd sung Kali tellurite trong diéu kién hiéu khi &
37°C tao diéu kién cho vi khuan phat trién tot. Muyc dich 1a tang sinh vi khuan (néu
c6) trong bénh pham, cac khuan lac tach biét dugc trén moi trudng nudi ciy. Sau
d6 tién hanh dinh danh vi khuan phan 1ap dugc bang phuong phap dinh danh thong
thuong hodc may dinh danh ty dong.

Trén nguyén 1y nay, phuong phap dinh danh ty dong dung phuong phap do
mau dé nhan biét cac tinh chét sinh vat hoa hoc cua vi sinh vat thong qua sy thay
d6i mau cua cac giéng méi trudng cé san trong card dinh danh. Vi khuan 1én men
hay sir dung cac mdi trudng sinh hoa s& 1am thay d6i moéi trudng dan dén sinh d6i
mau moi trudng, goi 1a phan tmg duwong tinh. Vi khuan khong 1én men hay sir dung
moi trudng sinh héa nén khéng d6i mau moi truong, goi 1a phan tmg 4m tinh. May
s& do do hap thu ctia cac moi truong sinh hoa 4m hodc duong nay & cac budc song
phu hop (660nm, 568nm, 428nm), sau d6 phan mém chuyén dung sé& phén tich cho
két qua dinh danh cta loai vi khuan.

Mau xét nghiém 1a khuan lac thuan da duoc nudi cay tir 18 gio dén 24 gio.
1.3. An toan sinh hoc

Tuan tha theo cic yéu cau va huéng dan vé ATSH theo quy dinh hién hanh
dam bao khong 1ay nhiém cho con ngudi va ra moi trudng.

1.4. Thuc hién xét nghiém
1.4.1. Miu bénh pham

- Mau gia mac hong; Dung tam bong v trung ngoay hong nguoi bénh, co sat
nhiéu 1an vao gia mac. Néu khong thiy gia mac thi co sat vao chd viém, nhat 1a hai
hanh nhan.
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- Bénh phém ton thuong & da, niém mac: Lau vét ton thuong bﬁng nuée mudi
sinh 1y v tring roi ding tim bong vo trung 4n chit vao vét thuong, niém mac.
Néu 12 mau mo thi dyng trong dng chira nuéc mubi sinh 1y vo tring rdi chuyén
dén phong xet nghiém.

-Piéu kién bao quan: Bénh pham can dugc nudi cay cang som cang t6t
(khong nén de qua 3 - 4 gio). Néu sau 4 gio khong co diéu kién cdy vao moi
truong nuoi cay phan 13p thi can bdo quan trong mdi trudng bao quan.

1.4.2. Sinh pham, héa chit, vat tu tiéu hao

- Thudc nhudm: bd nhudm Gram.

- Moi truong van chuyén Stuart Amies dang tuyp c6 que ldy miu va méi
truong bao quan.

- Méi truong phén lap: Thach mau va thach méau c6 bo sung Kali tellurite:

- Mo1 truong dinh danh: glucose, maltose, saccharose, urease, nitrate, tinh bot
Starch.

- M1 truong thach Elek.

- Thé (Card) dinh danh ANC cua hang Biomerieux.

- Nude mudi vo trang 0,45%.

- Dung dich H,0; 3%, dung dich Iodine
1.4.3. Cac budc thue hién
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Bénh phim

(Dich ngoay hong, ton

A 4

Céy 1én MT (thach mau,
leali talliirite)

naonoy

Chon khuin lac nghi

:

v

A 4

Nhudém Gram

Dinh danh bang pp
thong thudong (moi

b X ~ OXTTTITTN

Dinh danh bing h¢
thong tu dong

!

C. diphtheriae (-)

\ 4

Am tinh

Ghi chu:

-\

!

C. diphtheriae (+)

\ 4

Phan tng Elek

f

(+)

!

b

C. diphtheriae

LA L AA. LA

C. diphtheriae

ek AA L 4R

+: Duong tinh
- Am tinh

Hinh 2. So dd quy trinh chan doén C. diphtheriae biang phwong phap nudi

cay dinh danh
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Buéc 1: Céy bénh pham 1én méi trudng nudi cdy va nhu¢m Gram.
-Lay 1 dia thach mau, 1 dia thach Kali tellurite dé ¢ nhiét do phong hodc
hong khé mat thach.




- Ria miu tim bong ngoay hong vao 2 dia thach trén, U trong ti 4m 37°C/18-
24 ¢i0.

Hinh 3. Bénh phim dwoc ciy 1én mdi trwong thach mau
- Phét tiéu ban nhuém Gram: Dung que tim bong c6 mau bénh pham dan déu
lén gitra lam kinh va dan tir trong ra ngoai tao mot hinh tron duong kinh khoang
1,5cm. Néu nhudm Gram tir khuén lac, nho mot giot nudc mudi sinh 1y 1én lam roi
dung que cdy vo tring mai nhe nhang khuan lac, hoa déu va dan mong véi giot
nudc mudi sinh 1y. B lam miu ty kho hoan toan.
- C6 dinh bang nhiét: ho trén ngon ltra dén con hodc dé 1én may sy tiéu ban.

/
al

Hinh 4. Tiéu bin nhu¢m Gram

- Tién hanh nhudém Gram:

- Pé tiéu ban lén gia.

- Phui thu6c nhudm tim crystal violet 1én va dé 60 giay.

- Rira nhe nhang tiéu ban dudi voi nudc sach cho dén khi khong con mau
chay theo.

- Phu Lugol dé 60 giay.

- Rira ti€éu ban nhe nhang dudi voi nudce sach.

- Phti nhanh con dé khoang 10 giay.

- Rira ngay ti€u ban dudi voi nudce sach.

- Phu safranin dé 60 gidy.

- Rtra nhe nhang dudi voi nude sach va dé tiéu ban kho tu nhién hodc trén
may siy lam.

o
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Luu y. Khong dé voi nudce chay truc tiép 1én chd tiéu ban vira nhudém trong qué
trinh rua.
- Poc két gua nhuém Gram dudi kinh hién vi & vat kinh dau 100x.
- X4c dinh hinh thé, kich thudc, tinh chét bit mau, cach sap xép cta vi khuan.
- Hinh thé vi khuan C. diphtheriae: truc khuan bat mau tim, hoi cong c6 khi
mdt dau nho xép thanh hinh chit V, T, Y hay nhu hang rao.
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Hinh 5. Hinh thé vi khuan C. diphtheriae quan sat dwéi kinh hién vi
(vat kinh 100x)
Luu y:
- Trong truong hop tay con khong ding thoi gian, rira khong ky s& 1am sai
1éch két qua.
- Thoi gian nudi cdy anh huong dén tinh chat nhuém Gram.
- Lam lai xét nghiém khi c¢6 vét nhudém bat mau Gram am hodc bat mau khong
déu, ¢6 1an cin hodc hinh dang té bao bj bién dang.
Budre 2: Pinh danh vi khuan bach hau:
a. Pinh danh cb dién:
- Sau 24 gio> 1 & 37°C, chon khuan lac dién hinh dé tién hanh nhuém Gram
(nhu budc 1), quan sat dic diém va tinh chat bat mau.
Bang 4. Pic diém khuan lac vi khuan C. diphtheriae trén cac loai mdi
trwong khac nhau

Moi truwon Dic diém khuan lac
g 1 2

Khuan lac bo déu, tdm cao, mau trang duc va co

Thach mau vong tan mau xung quanh khuan lac tuy theo typ

Thach Kali tellurite C6 mau xam den hoac den

Huyét thanh dong Loeffler | Nho, tron 161, bo déu, mau xam nhat.

- Ciy chuyén sang méi truong thach mau, moi truong thach Kali tellurite
khac, moi1 trudong huyét thanh dong.
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-Dung que cay trich khuan lac tir mdi truong thach cdy 1én cac loai méi
truong: glucose, maltose, saccharose, urease, nitrate
- Phan tmg thity phan tinh bot bap (Starch):
- Cay khuan lac nghi ngd vao dia thach tinh bot bép.
- U 37°C trong 24 — 48 gio.
- Phu dung dich lIodine 1én khuan lac.
- Quan sat ngay phan trng mau:
v Phan ing 4m: thach tinh bot xung quanh khuan lac d6i mau xanh dam.
v Phan tng duong: thach tinh bot xung quanh khuan lac c6 mau d6 hay
khong doi mau.
- Lam thir nghiém catalase: Ly khuan lac 18-24h tudi dat 1én lam kinh sach.
Nho 1 giot H,O, 3% phu 1én vi khuan va quan sét sy tao thanh bot khi.

Hinh 6. Thir nghiém catalase

b. Pinh danh vi khuan C. diphtheriae bing may dinh danh tu dong

- M& may tinh, may dinh danh Vitek 2 Compact

- Chuan bi card: Lay card ra khoi ti lanh va dé ¢ nhiét d6 phong khoang
15 phuat

- Chuén bi tuyp 1am dinh danh:

- Ghi nhan cho tuyp dinh danh vi khuan,

- Lay 3 ml nuéc mubi 0,45% tix Dispenser vao tuyp dinh danh.

- Dung que cdy/tim bong vo trung 1y khuan lac nghi ngd bach hau pha vao
tuyp dinh danh trén.

- Kiém tra do duc bang may do do duc, do duc vi khuan nam trong khoang 2.7
- 3.3 (McF).

- Cdm tuyp dinh danh theo thir tu vao casette. Pau hit card dinh danh duoc
cim vao cac tuyp tuong ung.

- Mo cira budng hut, cho cassette vao rdi dong cira budng hit va nhan Start
Fill. Khi dén bao nhip nhay (sau khoang 2 phut), man hinh bao “Transfer”,
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ctra budng hit 13y cassette ra va mé ctia budng van hanh rdi cho cassette chtra card
vao (budc nay khong dugc qua 10 phut). BPong ca hai ctra.

- Nhap thong tin cassette va thong tin bénh nhan vao may tinh.

Luu y: Khong duoc mé ctra trude khi mo budng hit dé tranh lam hong
tat ca cac card dang chay trong may. Két qua sé& duoc phién giai bang phan mém
cua may dinh danh ty dong Vitek 2 Compact va dugc chép nhan khi xac suit
>85%.

Buéce 3. Tim doc luc: Dé két luan 1a vi khuan bach hau c6 doc td gay bénh thi
phai tim doc lyc bang phan Gmg Elek.

- Trong dia thach dat mot miéng glay loc vo khuan 1,5 x 6 cm, dung pi pét vo
khuan 14y khang huyét thanh bach hau nhé vao gidy thdm 0,20 ml - 0,25 ml
(khang huyét thanh ¢ n6ng d6 1000 don vi/1ml).

-Pit vao tu 4m 37 C, hong kho trong 1-2 gi6. Sau do, d6 1 16p thach Elek
méng phu 1én cac miéng gidy tham khang huyét thanh (cha y thach dun da dé
ngudi 40°C — 50°C) trong truong hop néu khong co thach Elek co thé dung thach
thuong 2,5% dé thay thé.

- Khi moi truong da kho han cdy cac chung vi khuan thir nghiém theo céc
duong cay thang goc vai mleng gidy.

- MOi dia thach c6 thé ciy duogc 5-6 chung vi khuan. U 4m 37°C tir 48-72 gio.

- Két qua:

- Néu 12 vi khuan bach hau c6 doc to s& giy nén hién tuong két tua (gitra doc
t6 va khang huyet thanh), tao nén nhiing duong trang duc gan mleng gidy.

- Can 1am di chimg voi chung bach hau gay bénh c6 doc t6 dé so sanh.

Luu y: Cac ching bach hdu gdy bénh méi phéan 1ap thuong cho két qua rd rét.

Elek Test

Hinh 7. Phan tng Elek
1.5. Phién gidi két qua xét nghiém
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1.5.1. Poc két qua xét nghiém

- Tinh chét khuan lac cua céc typ sinh hoc bach hau sau 24 gid nudi cay trén
moi truong thach mau:

-Typ C. diphtheriae gravis c6 khuan lac 16n, det, mau xam, bé mat duc mo

- Typ C. diphtheriae mitis va C. diphtheriae belfanti khuan lac nho hon, thim
hon, 16i, bé mit bong lang.

- Typ C. diphtheriae intermedius kich thudc khudn lac nho nhat, bé mit bong
lang hodc xu xi.

Mitis Gravis Intermedius

Belfanti

Hinh 8. Hinh thai khuan lac mét s6 typ C. diphtheriae

- Trén méi truong chon loc Kali tellurite, sau 48 gid moi thdy nhiéu khuan lac
c6 mau xam den, ding que cay ddy khuan lac sé& truot.

-Két qua thir nghiém catalase: Bot khi sui manh va nhanh 13 dwong tinh.
Khong c6 bot khi 1a 4m tinh. Mot s6 vi khuan khong co catalase nhung c6 kha
ning phan hity H,O, tao thanh bot khi nho va cham 30 gidy van doc 1a 4m tinh.

- Thir nghi€ém 1én men cac loai duong glucose, saccharose, maltose: Moi
truong chuyén tir mau dé sang mau vang 1a duong tinh. Moi truong giit nguyén
mau do la am tinh.

- Thir nghiém urease: M6i truong chuyén tir mau d6 sang maug hong canh sen
la duong tinh. M61 truong gilt nguyén mau doé la am tinh.
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Glucose

Maltose

Saccharose Urea

Hinh 9. ’Ké't qua mdt sé tinh chat SVHH ciia C. diphtheriae
1.5.2. Nhan dinh két qua xét nghiém

Bang 5 : Tinh chit sinh vit héa hoc ciia mdt s6 loai thudc ho Corynebacterium

Vikhuin | Glucose | Saccharose| Maltose | Starch |Nitrate| Urease | Catalase 11-12:
C. diphtheriae A Duong €6

c + - + + + |Am tinh , hoic
gravis tinh Kkhé

ong
C. diphtheriae A Duong A
intermedius * i * i * JAmitinhl T | Khong
C. diphtheriae A Duong | Tan
mitis * i " i + Am tinh tinh mau
C. diphtheriae A Duong | Tan
belfanti * - * - - [Amtinhl CehT | maup
C. . + + + Am tinh| Am tinh | Khong
hemolyticum
) ) Duong | Duong A

C. ulcerans + + + tinh tinh Khoéng
Corynebacteri Duong | Duong .
um hoffmani i i i tinh tinh | KhOng
Corynebe}cterl + + i i + Khéng
um Xerosis
C.pseudotuber Duong | Duong .
culosis * " * tinh tinh Khong

Ghi chu:

+ : Lén men
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- Néu dinh danh béng hé théng Vitek 2, két qua duogc chép nhéan khi xac suét
>85%.

- Néu vi khuan Corynebacterium diphtheriae c6 phan tng Elek duong tinh thi
két luan Corynebacterium diphtheriae sinh doc td.

- Néu vi khuan Corynebacterium diphtheriae c6 phan tmg Elek 4m tinh thi két
luan Corynebacterium diphtheriae khong sinh doc td.

- Mau am tinh khi khong phan 1ap, dinh danh duoc vi khuén c6 céac dic diém
trén.

- MAu nghi ngd Corynebacterium diphtheriae khi khong c6 ddy du cac tinh
chét sinh hoa nhu trén hoic két qua dinh danh cta ciia may Vitek2 c6 xac suat <
85%. Khi d6 can tién hanh xét nghiém lai dé kiém tra.

- Viéc xem xét, phé duyét két qua duoc thuc hién bai ngudi cd tham quyén.
1.5.3. Ghi chép va bao cao

- Hoan thanh bang két qua chan doan xét nghiém.

- Nhap két qua xét nghiém vao sb theo di.

- Nhap két qua vao mdy tinh va chuyén vao ho so tong hop.

- Nguoi kiém tra s& kiém tra lai két qua trude khi bao cdo.
2. Phuwong phap sinh hoc phan ti
2.1.Pham vi ap dung

Xét nghiém xac dinh chan doan vi khuan bach hau bang cach phat hién DNA
ctia vi khuan C. diphtheriae tir miu bénh pham hoic khuan lac nghi bach hau.

Trong pham vi Hudng dan nay chi trinh bay phuong phap PCR c6 dién.
2.2.Nguyén ly

Phan tng PCR 14 k¥ thuat sinh hoc phén tir ¢6 dién dung dé khuyéch dai mot
trinh tu DNA ban dau thanh hang triéu ban sao. Quy trinh PCR ¢6 dién gdbm 3 giai
doan goém: bién tinh (90°C - 95°C), gan mdi (40°C - 65°C ) va tong hop kéo dai
(70°C - 75°C) véi su tham gia cuia DNA polymerase chiu nhiét, primers va deoxy-
nucleotide triphosphates (ANTPs). Quy trinh nay st dung ky thuét multiplex PCR
dé phat hién gen ma hoa tiéu phan A va B cta doc t6 vi khudn bach hau.
2.3.An toan sinh hoc

Tuan tha theo cic yéu cau va huéng dan vé ATSH theo quy dinh hién hanh
dam bao khong 1ay nhiém cho con ngudi va ra moi trudng.

2.4. Thyuc hién xét nghiém
2.4.1. Mau bénh pham

- Bénh pham 1a dich ngoay hong, mau ton thuong da, niém mac hodc khuan
lac da dugc nudi ciy tir bénh pham cta bénh nhan nghi bach hau.

- Tach chiét DNA:

- Ching am la nudc str dung cho sinh hoc phan tir khong chira DNA (NFW:
nuclease free water). Tién hanh tach chimg am dong thoi voi cac bénh pham khéc
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- Tach chiét DNA bang nhiét (Ap dung dbi Vi chung vi khuan).

- Lay 4-5 khuan lac tron déu v6i 1 ml nude cat v0 trung.

- Ly tam 5000 vong/5phut, 4°C . Loai bo dich ndi.

- Hoa cdn voi 1ml dung dich TE. Dun céach thuy ¢ 100°C trong 15-30 phut.

- Ly tdm 5.000 vong/5phut 14y nude ndi lam khudén mau DNA.

- Tach chiét DNA bang hoa chat (Ap dung d6i véi ching vi khudn, dich
ngoay hong, ton thuong da, niém mac...)

- Hat 200 pl mau cho vao tuyp 1,5 ml.

- Thém 20 pl QIAGEN Protease K vao tuyp trén, tron déu.

- Thém 200 pl dém AL cho vao mau, vortex 15 gidy.

-U ¢ 56°C trong 10 phut.

- Ly tAm ngan 5000 vong/ phut trong 1 phut dé kéo nhimg giot mau con trén
n.’flp tuyp.

- Thém 200 pl Ethanol (96-100%) vao mau, tron lan nira 15 ‘gidy. Ly tam
ngan 5000 vong/phut trong 1 phut dé kéo nhiing giot mau con trén nap tuyp.

- Lay hdn hop tir budc trén sang tuyp 2 ml QIA amp Mini. Pong nap, quay ly
tam 8000 vong/ phit trong 1phut. Thay phan tuyp gop (collection tuyp) chira dich
loc bang mot tuyp gop mdi. Pong cot ly tdm (spin column) dé tranh viéc hinh
thanh khi dung trong qua trinh ly tam.

- Thém 500 pl buffer AW1. Pong nip, ly tim 8000 vong/phut trong 1 phut.
Dat cot loc sang mdt tuyp gop sach khéc. Loai bo tuyp chira nudce loc.

- Mo nap cot loc, bd sung 500 ul buffer AW2. Ly tam 14000 vong/phut trong
3 phat.

- Loai bo tuyp chtra nudce loc, dat cot loc vao tuyp 1,5 ml khac. Ly tam 14000
vong/phut trong 1 phut.

-Pit cot loc vao tuyp 1,5 ml. Loai bd tuyp chtra nude loc. M nip cot loc,
thém 200 ul buffer AE (hodc nudc sir dung cho sinh hoc phan tur). U & nhiét do
phong 1 phut. Ly tam 8000 vong/phut trong 1phut. Loai bo ¢t loc, st dung nudc
loc thu duoc 1am DNA mau cho phan tmg PCR.

2.4.2. Sinh pham, hoéa chit, vat tw tiéu hao
a. Sinh pham, hoa chat

- Hoa chit cho phan tng PCR va dién di:

- Master mix.

- Nudc st dung cho sinh hoc phan tu.

- Ultrapure Agarose .

- Dung dich dém TAE 10X/1X.

- 100 bp DNA ladder.

- Gel redTM Nucleic acid.

- Kit tach chiét DNA ciia Qiagene: QlAamp DNA Mini Kit (code: 51304).
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- Hai cip moi sir dung cho phan ung PCR.

Bang 7: Trinh tu mdi dung cho phin wng PCR C. diphtheriae

Ten Tai liéu
Gen dich o Trinh tu (5°-3%) tham
moil ”
khao
Gen ma hoa ti€u | Tox 1: | ATCCACTTTTAGTGCGAGAACCTTCGTCA | Hiroshi
phan A doc to Nakao
bach hiu Tox 2: | GAAAACTTTTCTTCGTACCACGGGACTAA | (1097
Gen ma héa tiéu (?F'Pht ATACTTCCTGGTATCGGTAGC Hiroshi
phan B doc o - C e AATCTTCAACAGTGTTCCA Nakao
bach hau 6R: (1997)

- Kit tach chiét DNA ctia Qiagene: QlAamp DNA Mini Kit (code:51304)
b. Vat tu ti€u hao
- Bit dénh dau.
- Tube Eppendorf loai 1.5ml da khtr trung va khong chira Rnase
- Pau con loai 2-50 pl, 20-200 pl, 1000 pl cb6 mang loc.
- Tube dinh danh loai 5ml
- Gang tay (khong bot), khau trang, mii dung 1 1an.
2.4.3. Cac budc thuc hién
Buwéc 1. Pha sinh pham/hoa chét xét nghiém bach hau
- Panh dau tuyp 1,5ml dung dé tron sinh pham.
- Chuén bj tuyp hoac strip PCR 0,2 ml, danh ddu mi bénh phém va dat vao
gia tich lanh hodc trong khay da trong qua trinh chuan bj dung dich phan tmg.
- Xac dinh so luong phan tmg (N) can lam:
- Néu so mau chiing am va ching duong (n) < 14 thi: N=n+1.
- Néu s6 mau, chimg 4m va chimg duong (n) > 14 thi: N=n+2.
- Thé tich timg thanh phan can hat dé pha dung dich phan tmg nhu sau:
Bang 8: Thanh phan phan tng multiplex PCR C. diphtheriae

Thanh phén phan tng Nong do dauThé tich 1 phan tng
Master-Mix 2X 25 ul
Tox 1 10uM 1.5 ul
Tox 2 10uM 1.5 ul
Dipht 6F 10uM 1.5ul
Dipht 6R 10uM 1.5 ul
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Thanh phin phan tng Nong do dauThé tich 1 phan tng
Nudc st dung cho sinh hoc phan tir 10uM 9 ul
Tong s6 40nl

- Hut cac thanh phan sinh pham bang pi pét (véi dau tip ¢ loc phu hop) cho
vao tuyp 1,5ml (thuc hién trong tu thao tic PCR), tron sinh phidm nhe nhang bang
pi pét, khong vortex; ly tam nhanh khoang 5 gidy va dat tuyp vao gia tich lanh.

- Chia dung dich phan g da tron vao timg tuyp hodc strip PCR di chuén bi,

day nap.

- Ghi thong tin vao phiéu pha dung dich phan tng cho k¥ thuat PCR.
Budéc 2. Cho mau DNA vao dung dich phan tng: Tién hanh trong tu

ATSH.

- Cho 10ul DNA mau thir vao tuyp hodc giéng trong strip ding theo ma sb

mau da ghi.

- Tuong tu, cho DNA chung duong vao tuyp ching duong va nudc sir dung
cho sinh hoc phén tr vao tuyp chiing am. Péng nap tuyp/strip ngay sau khi cho

mAau va chuyén sang phong may PCR.

Buéc 3. Chay PCR, khuéch dai DNA dich tao san pham PCR

- Bat may PCR.

- Ly tAm nhanh cac tuyp/strip mau khoang 10 gidy rdi dit vao may PCR, day

nap may.

- Chon chuong trinh chay may theo yéu cau xét nghiém va cho chay may.
Bang 9. Chu trinh nhiét cho phan irng Multiplex PCR C. diphtheriae

Cic buéc Nhiét do Thoi gian S6 chu ky
Bién tinh 95°C 2 phut 1
Bién tinh 95°C 30s
Gan moi 55°C 30s 35
Téng hop 72°C 1 phut
Két thuc 72°C 10 phut 1
Giit & nhiét 6 4°C

- Két thiic chuong trinh chay, mé nap, lay tuyp/strip san pham PCR ra dé dién

di, tit may.
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- Ghi nhat ky sir dung thiét bi.
Buéc 4. Pién di san pham PCR

- Chuan bj gel:

- Can 2g agarose bot cho vao chai Duran c6 100 ml TAE 1X. Pun agarose
bang 10 vi song trong khoang 3-4 phut dé agarose tan hoan toan.

-Pé dung dich agarose ngudi xudng 50-60°C rdi cho 5 pl GelRed™, lic nhe
dé tron déu, do dung dich agarose nay vao khuon dd thach c6 cai sin rang lugc
(tranh khong tao bot khi khi dd). Dé ngudi ¢ nhiét d6 phong cho dén khi thach
dong lai, g& nhe nhang rang luoc ra.

- bién di:

- Ly tdm nhanh céc tuyp/strip san pham PCR khoang 10 gidy dé tap trung san
pham PCR xudng day tuyp.

- Pit khuén thach vao bé dién di theo diing chiéu dong dién tir Am (den) sang
duong (d6). Cho dung dich TAE 1X vao ngap ban thach sao cho dung dich dém
cach mat thach tir 1-2 mm.

- Hat 8 pl mdi san pham PCR tron déu véi 2 pl loading dye, sau d6 nho tir tir
cho vao cac giéng ciia ban thach (gdm mAu thir, mau chimg duong va ching am).

- Cho 6 pl thang chuan DNA 100 bp vao giéng.

-Pong nap bé dién di, két ndi dién cuc cia bé dién di voi may chinh ngudn
dién, chon hiéu dién thé 100V va thoi gian 30 phut.

Buwdce 5. Soi va chup anh thach dién di

- Bat may chup anh gel. Dt ban thach ngay ngan trén ban dat gel, bat dén cuc
tim dé doc két qua dién di san pham PCR va chup anh. Két qua hién thi trén man
hinh ctia may doc gel.

-Panh mi sé cho giéng chimg duwong, ching 4m va cac mau bénh pham
tuong g véi cac giéng, luu va in két qua.

- Ghi nhat ky sir dung thiét bi.
2.5.Phién giai két qua xét nghiém
2.5.1. Poc két qua xét nghiém

- Chimng dwong: ¢6 vach dic hiéu twong duong véi kich thudce cta cip mdi
thiét ké: Moi Tox1-Tox2: 248 bp, Dipht 6F-Dipht 6R: 297 bp

- Chirng am phan tmg (NTC), chtrng am tach chiét (NEC): khong c6 vach dic
hiu.

-Mau am tinh: khi khéng c6 vach cua san phrflm PCR hodc xuit hién san
pham PCR & céc vi tri khong dic hiéu.

- Mau duong tinh: khi mau xét nghiém xuét hién 1 hodc ca 2 vach c6 kich
thude trong ing véi cac vach ching duong Tox va Diph.

2.5.2. Nhén dinh két qua xét nghiém
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- Trong truong hop chimg &m phan mg duong tinh ma ching am tach chiét

am tinh thi lam lai tir khdu pha mix, néu ching &m phan Uing am tinh ma ching &m
tach chiét duong tinh thi lam lai tir khau tach chiét.

- Két qua khong cho két qua rd rang hodc trong truong hop can khang dinh

chinh xac két qua, PXN c6 thé yéu cau lay lai bénh pham va xét nghiém theo
thuong quy.

- Truong hop san phém PCR ctia mau xét nghiém xuét hién vach mo tai vi tri

daif: hiéu h~oéc nghi ngo su co métﬁcﬁa Vi khuép, c6 thé 1am lai phan img PCR vdi
thé tich mau DNA tang lén 12ul dé€ xac dinh két qua.

- Két qua duogc két luan 1a duong tinh néu:

- MAu chimg am c6 két qua am tinh.

- MAu chtng duong ¢ két qua duong tinh.

- MAu bénh pham c6 két qua dwong tinh.

- Két qua duogc két luan 1a Am tinh néu:

- MAu chimg am c6 két qua am tinh.

- MAu chtng duong ¢ két qua duong tinh.

- MAu bénh pham c6 két qua 4m tinh.

- Két qua khong duoc phép két luan néu:

- Miu chimg 4m c6 két qua duong tinh (nhiém).
- MAu chtng duong c6 két qua am tinh.

- Viéc xem xét, phé duyét két qua duoc thuc hién bai ngudi cd tham quyén.

2.5.3. Ghi chép va bao cao

- Hoan thanh biéu miu két qua chan doan bach hau bang phuong phap PCR.
- Nhap két qua xét nghiém vao s6 theo ddi.

- Nhap két qua vao mdy tinh va chuyén vao hd so tong hop.

- Nguoi kiém tra s& kiém tra lai két qua trude khi bao cdo.
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BENH TIEU CHAY CAP DO VI RUT ROTA
‘ N (ROTAVIRUS) , ‘ N
Bénh truyén nhiém thuoc nhom B trong Ludt Phong, chong bénh truyén nhiém

. M6 ta chung

Tiéu chay 1a nguyén nhan phd bién tht hai gay tir 'vong ¢ tre em trén toan thé
gi01, 1a bénh co ty 1€ mac va ty 1¢ tir vong cao. Theo thong ké cia WHO, hang ndm
trén thé gidi co khoang 1,5 ty luot tré dudi 5 tudi mic tidu chay va 4 triéu tré chét
vi bénh nay. Day cting 1a nguyén nhan cua 2,4 triéu ca nhap vién ¢ tré em dudi 5
tudi hang nam trén toan thé gidi. C6 nhiéu tac nhan khac nhau giy tiéu chay ¢ tré
em, bao gom vi rit, vi khuan ky sinh trung.

Bénh ti€u chay cap do vi rut Rota (Rotavirus) 1a nguyén nhan chinh gay tiéu
chay do vi rat, chiém 39% s6 ca nhdp viéc trén toan the gidi, va tai Chau A, sd ca
nhap vién do nhiém vi rat Rota 1a 45%. Theo WHO, mdi nim c6 khoang 111 tri¢u
truong hop mic bénh va c6 khoang hon 500.000 truong hop tu vong. Ciing nhu
cac nude dang phat trién, & Viét Nam, tiéu chay cap 1a nguyén nhan mac bénh pho
bién thir hai ¢ tré em duoi 5 tudi. Theo chuong trinh phong chdng tiéu chay qudc
gia, tré em nudc ta mac trung binh 3 dot tiéu chay/Itré/1 nam. Vi rat Rota, thudc
ho Reoviridae, vi rit nay c6 7 nhém chinh xép tir A dén G. Nhung gy bénh cho
nguoi thuong 1a cac vi rat thude nhom A, it gdy bénh hon 1a nhém B va C.

Phuong phap xét nghiém vi rt Rota trong ndi dung hudng dan nay bao gom:
(1) Phuong phap xét nghiém nhanh vi rat Rota; (2) Xéac dinh vi rat Rota bang
phuong phap ELISA; (3) Xac dinh vi rat Rota bang phuong phap RT-PCR.

1. Yéu cau chung
1. Nhan sy

-C6 it nhit 02 can bd c6 chuyén mon phu hop va di duoc dao tao vé
cac k¥ thuat xét nghiém chan doén vi rat Rota.

- Céc céan bo can dugc dao tao vé cach sir dung trang thiét bi, thuc hanh an
toan sinh hoc (ATSH), thuc hanh vi sinh chuan, va dam bao chét luong xét
nghiém. Cac can by PXN duoc dao tao s& dugc danh gia nang luc dinh ky

- Nhan vién méi sau khi danh gia c6 két qua dat, can tiép tuc duoc giam sat it
nhat3 -6 thang trudc khi chinh thirc dugc thuc hién xét nghiém doc lap.

- Nguoi nhan dinh va phé duyét két qua xét nghiém la can bd c6 trinh do dai
hoc hodc sau dai hoc, c6 kinh nghiém cong tac trong linh vuc xét nghiém tir 3 nam
tro 1én.

- Can bd PXN duoc kiém tra sirc khoe dinh ky tdi thiéu 1 lan hang nam.

2. Co sé vat chat, trang thiét bj
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2.1.Co sé vat chat

-PXN can dap tmg vé diéu kién ATSH, hé théng quan 1y chét luong PXN
theo quy dinh hién hanh. Cac k¥ thuét xét nghiém chan doan vi rat Rota dugc ap
dung tai PXN ATSH cap II tré 1én.

-Pbi v6i xét nghiém PCR can 4 khu vyc riéng: khu vuc pha dung dich phan
tmg (1), khu vuc tach chiét DNA (2), khu vuc dit may PCR (3) va khu vuc dién di
(4). Dong cong viée dugc thuc hién theo tht ty di chuyén nhu sau: (1) 2 (2) 2

B)>@14).
2.2. Trang thiét bi

Bing 1: Trang thiét bi
Tén thiét bi XN ELISA | RT-PCR
: nhanh
May ly tam thuong 01 cai 01 cai 01 cai
Pi pét (10ul, 100 ul, 1000 pul) 01 bo 01 bd 03 bo
Ta ATSH phu hop 01 cai 01 cai
Noi hap uét 01 cai 01 cai
May ly tam thuong 02 cai 02 cai
May ly tam lanh 01 cai 01 cai
May vortex 02 cai
Gia tich lanh 02 cai
Tu thao tac sach 01 cai
May PCR 01 cai
May lam da vay 01 cai
Lo vi song 01 cai
Hé thong may dién di 01 bo
Ta lanh bao quan sinh pham 01 cai 01 cai
Ta am -20°C hodc thap hon (bado quan mau) 01 cai 01 cai
oA 0 - A 5 - .

Tuxam -20°C hodc thap hon (bao quan sinh 01 ci 01 ci 01 céi
pham)

Ta 4m -70°C hodc thap hon (bao quan mau) 01 cai 01 cai
Can 01 cai

-Ho so thiét bi gom: Ho so lap dat thiét bi, 1y lich thiét bi, hudng dan sir
dung, ho so hi¢u chuan, bao dudng cua thi€t bi, nhat ky theo doi st dung thiét bi.
- HO so dao tao sur dung trang thi€t bi cho cac nhan vién van hanh thiét bi.

3. Pam bao chat lwgng xét nghiém
3.1.Trwée xét nghiém
3.1.1. Pam bao chat lrgng miu
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- Loai mau: Mau phan, khoang 0,5 gram dén 1 gram hoac 0,5 ml dén 1 ml
phan 16ng trong méi trudng van chuyén vi rat (VTM)

- Piéu kién bao quan:

+ Trong truong hop khong thuc hién xét nghiém ngay thi can bao quan mau
bénh pham tai noi 1dy mau & 2°C - 8°C, trong truong hop bao quan trén 72 gio can
bdo quan tai nhiét d6 -70°C. Mau bénh pham sau khi duoc chuyen vé PXN, trong
truong hop PXN tién hanh xét nghiém ngay thi bao quan 2°C - 8 °C. Néu PXN
chua xét nghiém thi bao quan tai -70°C.

+ Viéc bao quan trong qua trinh van chuyén theo quy dinh va theo huéng
dan hién hanh.

- Tiéu chuan chap nhan: mau khéng bi d6 v, dung loai mau cho yéu cau xét
nghiém, mau dam bao nhiét do khi van chuyén, du luong mau, kiém tra thong tin
trén tuyp mau c6 trung khép véi thong tin bénh nhéan trong phiéu giri mau hodc
phiéu yéu cau xét nghiém.

- Tiéu chuan tir chdi: Bi bat hoat do nhiét, bi tron 1an, bi tin huyét manh, bi
nhiém khuan.

- Thong bao ngay cho don vi gui bénh phim trong truong hop bénh pham
duoc gui khong dam bao chéat lugng va luu ho so. Néu hity mau thi tuan theo quy
trinh hay mau theo muc 3.3.2 vé huy miu tai hudng dan nay.

3.1.2. Hiéu chuan, hiéu chinh may méc/Trang thiét bi

Tat ca cac trang thiét bi can thuc hién viéc hiéu chuin, hiéu chinh, bao dudng
theo quy dinh ctia nha san xuat.
3.1.3. Kiém tra chat lwong héa chat sinh pham va vat tu tiéu hao

- Hoa chat, sinh pham, vat tu tiéu hao phai dugc bao quan theo khuyén céo
ctia nha san xuit dé dam bao tinh 6n dinh va con han st dung.

- C6 ho so theo ddi sir dung sinh phém, hoa chat vat tu tiéu hao.

- Cén ¢6 hd so danh gia, kiém soat chat lwong sinh pham, hoa chét.

- Panh gia chat luong sinh pham:

- Cac loat sinh phém khi nhan vé déu phai duoc kiém tra.

- Quan sat bang mét thuong xem cac lo hoa chét sinh pham co bat thuong
khong, vi du nhu bat nap, ro ri, van duc, thay d01 mau sac

- Kiém tra mdi 16 sinh phdm theo bd mau gém 2 mau duong va 1 mau 4m cia
tdc nhan ma PXN dang thuc hién theo quy trinh xét nghiém.

- Pha ché sinh pham phai luén dugc dit trong khay giir lanh va cat lai ngay
sau khi dung xong.

- Vat tu hoa chat duoc quan 1y theo diing theo quy dinh va dam bao sy sén c6
cho vi¢c thyc hién xét nghiém.
3.2.Trong xét nghiém
3.2.1. Néi kiém
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Poi véi test nhanh: sir dung ching nodi kiém trong bo sinh pham (néu co).

Poi voi xét nghiem ELISA: sir dung ciac mau chung theo bd sinh pham va
mau nodi kiém néu co.

Poi voi xét nghiém RT-PCR: Tién hanh sir dung mau chung tai mdi lan chay
PCR va kiém soat mau chtng nhu sau:

- Chuing am:

- Chting 4m phan tmg (NTC): 1a nudc khir ion dugc cung cép cung bd sinh
pham, chimg 4m phai cho két qua 4m tinh ddi véi phuong phap PCR.

- Chting 4m tach chiét (NEC): mau tach chiét 1a nudc tinh sach khong chira
nuclease va dugc tach chiét cung mau bénh pham: phai cho két qua am tinh d6i
v6i phuong phap RT-PCR.

- Chimg duong: 13 ARN dugc tach chiét tir ching nuéi cdy hodc tir miu
duong tinh véi vi rat Rota.

3.2.2. Panh gia tir bén ngoai

Tham gia danh gia tir bén ngoai (ngoai kiém, lién phong hoic PXN tham
chiéu) va thyc hién hanh dong khic phuc khi két qua khong dat.
3.3.Sau xét nghiém
3.3.1. Bio quén va luu trit miu bénh pham

- Trong truong hop can thiét, mau bénh pham da duoc ma hoa sé& duoc luu
trong ti lanh (tr -70°C hodc thap hon).

- Sau khi cat mau vao hop nhan vién PXN ghi lai thong tin cia miu bénh
pham vao s6 luu giit mau.

- Tt ca cac mau bénh pham dugc xép vao hop theo tht tu timg nim va co so
lwu gitr mau va so do ta luu gii.

- Thoi gian luu gilt mau tuy ting muc dich.

3.3.2. Tiéu hity bénh pham

- Hiy mAu bénh pham trong cac trudng hop sau:

- MAu bénh pham bi tir chdi (khong dat tiéu chuén).

- MAu bénh pham hét thoi han luu gii.

- Cho bénh phém can hiy vao tui rac thai y té, budc miéng tui. S dung tai
nhua hip duogc, khong bi 10 ri, c6 quy dinh mau sic, ky hiéu r6 rang trén thi dé
dung mau

- Hap uét tai 121°C trong 30 phiit.

- Dan bang dinh chi thi nhiét.

- Sau khi hoan tat, kiém tra bang dinh chi thi nhiét, cic thong so trén may dat
va lay thi rac thai.

- Ghi chép toan bd qua trinh huy bénh pham vao biéu mau.

- Lap bién ban huy mau theo quy dinh dam bao ATSH.
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Luu y: L hap phai dugce thim dinh dinh ky bang chi thi sinh hoc va/hodc chi
thi hoa hoc cp d6 phu hop.
4. Poc va danh gia két qua

-Két qua can duoc kiém giam sat va danh gia boi it nhat 2 ngudi va phai
duoc luu dudi dang van ban va trong may tinh,

- Phai kiém tra cac két qua cua mau chung thoa man dleu kién (tuy theo
phuong phap ap dung) méi tién hanh danh gia két qua trén mau bénh pham xét
nghi¢m.

- Néu chung khong dat thi khong dugc danh gia két qua xét nghiém cua miu
bénh pham ma phai thuc hién lai xét nghiém; can tién hanh kiém tra lai qua trinh
x€t nghiém bit dau tir khau chuan bi, tinh trang cua mau chiing dé tim hiéu ro
nguyén nhan can khac phuc.

- C6 quy dinh cu thé cho tra két qua cho céc truong hop thuong quy, két qua
bat thuong/bdo dong, khan, tam thoi va quy trinh xir Iy khi tra két qua nham,
cham.

5. Thuc hién xac nhan lai gia tri sir dung phwong phap xét nghiém
5.1.Lap ké hoach b6 tri thir nghiém

- Ké hoach bao gom: Ngudi chuan bi mau, ngudi thyc hién, ngudi danh gia
két qua; tiéu chuan danh gia; thoi gian chuan bi mau, cach thirc chuan bi mau; cic
budc tién hanh xét nghiém, bao céo két qua; phé duyét két qua xét nghiém.

- Can xac dinh timg phuong phap dinh tinh/dinh lwong hodc ban dinh lugng
dé xac dinh gia tri sir dung cho timg phuong phép.

- Pbi voi mdi phwong phap xét nghiém khi bat dau duoc ap dung tai PXN ma
khong c6 bat ky sy thay doi nao vé phuong phap va loai mau sé& tién hanh xac dinh
03 chi ti€u k¥ thuat co ban: do chinh xac (accuracy), do dac hi¢u (specificity), do
chum (precision). Yéu cau mdi dot tham dinh duoc 1ap lai it nhét 3 1an dé tinh do
chum.

- C& mau can phai dugc tinh toan can than dé nghién ctru tham dinh c6 do tin
cdy cao va c6 y nghia théng ké. Di voi xét nghiém dinh tinh thi 1am d6 chinh xac,
d6 nhay, do dac hiéu, gia tri tién lugng. Theo CSI ti thiéu 20 mau 4m va 20 miu
duong cho xét nghi¢m. DPbi vai xét nghiém dinh luong thuc hién do chinh xac, do
nhay, do chum, LOD, gid tri tién luong, LOQ, khoang tuyén tinh (néu c0), cac
thong s6 anh huong. Can t6i thiéu 20 diém dir liéu. Doi voi xét nghiém ban dinh
luong thyc hién d6 chum, LOD, d6 nhay, d6 dic hiéu. Chung chuén: tdi thiéu 10
chung; MAu thyc té: toi thiéu 20 mau

Bang 2: Xac nhén gia tri sir dung phu’0’ng phap xét nghlem

Chi sb S6 lwong miu bénh pham /lip
D06 chinh xéc 20 mau/l
bo lap 5 mau/nong dd x 2 nong do/1
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Chi s6 S6 lwong miu bénh pham /Lip

Do tai lap 3 Jan lap/mau x 3 mau/1

Do nhay/ d6 dac hiéu 20 mau/1

5.2.D¢ chinh xac, do nhay, do dac hi¢u, do chum
- B4 tri thuc hién bd mau da dugce xac dinh két qua béng quy trinh ti€u chuin
hozc kiém tra lai két qua bang chuong trinh so sanh lién phong.
- Thuc hién xét nghiém nhu d6i voi cac mau caa bénh nhan.
Bang 3: Poc danh gia xét nghiém

Két qua tai PXN K¢ét qua ciia quy trinh tiéu chuin
Duong tinh Am tinh
Duong tinh a b
Am tinh c C

- Tinh toan so liéu:
+ Do chinh xac (Accuracy) = (a+d)/N
+ D9 dac hi¢u (Specificity) = d/(c+d)
+ D0 nhay (Sensitivity) = a/(a+b)
+ Gia tr1 tién doan duong tinh (Positive Predictable Value) = a/(a+c)
+ Gia tr1 tién doan am tinh (Negative Predictable Value) = d/(b+d)
Trong d6: N =a+ b + c+ d tong sd két qua xét nghiém.
- D06 chum (gom do lap va do tai lap):
+ Chuan bi mau c6 nong do xung quang LOD tinh toan, 1ap lai xét nghiém
20 1an LOD =Y + 3S Trong do: Y : két qua trung binh S: d6 1¢éch chuan
+ B tri thuc hién bd mau dé kiém tra tinh chinh xac gom 5 mau/nong do x
2 noéng d6 va 3 lan lip/miu x 3 mau
+ Do lap: Bo mau duoc thyc hién 1ip lai trong cing mot diéu kién vé con
ngudi, sinh pham va thiét bi.
+ PO tai 1ap: Bo mau dugc thyuc hién 1dp lai trong cing mot diéu kién vé
sinh pham va thiét bi nhung thay d6i vé con nguoi, thoi gian.
+ Thuyc hi¢n xét nghiém nhu ddi véi cac mau cua bénh nhan.
+ Tinh toan sd liéu:
v" Gia tri trung binh (Mean) §y = Zy;/n
v’ B¢ 1éch chuan (13p va tai lap) (SD) SD = \/%
v Hé s6 bién thién (CV) CV= (sd/y )*100
Trong d6: y; 1a gia tri thu duoc trong mdi lan thuc hién xét nghiém, n la s6 lan
lam 13p lai.
Phuwong phap xét nghi€ém nhanh (dinh tinh): lam d¢ chinh xac, d§ nhay, do
dic hiéu, gia tri tién luong. Theo CSI tdi thiéu 20 mau 4m va 20 mau dwong cho
x€t nghiém
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Phuong phap ELISA (ban dinh lwgng) : DPdi véi xét nghiém ban dinh luong
thue hién do nhay, do dic hiéu, do chum, giéi han phat hién (LOD) tdi thiéu 20
mau Am va 20 mau duong cho xét nghiém

Phuwong phiap RT-PCR (dinh tinh) : lam d6 chinh xac, do nhay, do dac hiéu,
giéi han phat hién (LOD), gié trj tién lwong. Theo CSI téi thiéu 20 mau am va 20
mau duong cho xét nghiém
5.3.Panh gia két qua:

- Dua vao viéc so sanh cac két qua thuc hién so vaéi tiéu chuin cua quy trinh
tiéu chuén hodc tiéu chuin tham chiéu (CLIA) hodc tiéu chuin ndi bd dé ra. Viéc
xé4c nhan gia tri sit dung phuong phéap dugc két luan 1a dat khi:

+ Do chinh x4c, do dic hiéu, do nhay 16n hon hodc bang gia tri cua quy
trinh tiéu chuan.

+ Ty 1¢ duong tinh gia, 4m tinh gia nhé hon hodc bang gié trj ctia quy trinh
tiéu chuan.

+ Chap nhan khi két qua dat

v Két qua danh gi4 tinh chinh xéac khi hé sb bién thién CV < 10%.
v' D chinh x4c > 90%;

v Do dic hiéu > 90%;

v' Do nhay > 90%;

v' Ty 1& duong tinh gia < 10%;

v Ty 1& 4m tinh gia < 10%.

+ D¢ chinh xac: Duong biéu dién mbi tuong quan gitta phuong phap danh
gia va phuong phap tiéu chuan phai tring hodc gan tring véi dudng phan giac.
(a~1, b~0) hodc gia tri f tinh toan phai nho hon gia tri f tra bang f-test vdi ¢c& mau
n =20.

+ P9 chum: So sanh véi d6 1éch chuan 13p lai do nha san XUt cung cép. bo
léch chuan thuc nghi¢m can nho hon hoidc bﬁlng dd 1éch chuan cong bd hodc két
qua hé sd bién thién CV < 10%.

+ LOD, LOQ, khoang tuyén tinh: Cong b6 ngudng phat hién, ngudng dinh
luong va khoang tuyén tinh thuc té tai phong xét nghiém. Panh gia, nhan xét bang
cach so sanh véi thong tin duge cong bd boi nha san xuat.
5.4.Xem xét dinh ky phwong phap xét nghiém

- Can xem xét tinh hiéu qua ciia phuong phap xét nghiém dinh ky hang
nam thong qua céc tiéu chi ky thuat: Chinh xac, Do chum. Néu co yéu cau thém vé
tiéu chi k¥ thuat khac thi phai ghi rd vao ban bao céo két qua. Néu khong c6 yéu
cau dit biét, 2 tiéu chi ky thuat trén c6 thé bd tri gidng nhu tham dinh phuong
phap ban dau.

-Luu hd so tit ca cac budc thuc hién trén bao gdm cac bang tong hop
két qua.
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I11.Phwong phap xét nghiém

Mau bénh pham

Xeét nghiém Xét nghiém RT-PCR xac dinh
nhanh ELISA kiéu gen G va P

Duong tinh
Duong tinh (x4c dinh kiéu

gen)

Tra két qua va luu ho so

1. Phwong phap xét nghiém nhanh
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1.1.Pham vi ap dung

Trong ndi dung hudng dan nay bd kit Rota—Strip dugc sir dung lam vi du dé
tham khao cho phuong phap xét nghiém nhanh phét hién khang nguyen vi rut Rota
(VP6) c6 thé ap dung cho xét nghém sang loc trong chan doan va giam sat vi rut tai
PXN ctia cdc co s¢ y té dbi voi mau bénh pham 13y trong vong 5 ngdy dau sau khai
phat.
1.2.Nguyén ly

Test ROTA Strip 1a mot bo xét nghiém mién dich sdc ky dé xac dinh vi rat
Rota nhém A trong phan ngudi. Que thtr ndy sir dung mot khang thé da dong dé
phat hién nhitng nhém protein xac dinh bao gdm cac protein capsid 16n bén trong
(VP6), hién dién & vi rit Rota nhom A.

Lép mang duoc boc khang thé da dong dic hiéu véi rotavirus trén ving thir
nghiém (test line) ciia mang. Trong thoi gian xét nghiém, mau dugc phan tng véi
cong hop keo vang-mot khang thé cu thé khac. Hon hop sau dé di chuyén trén
mang bang luc mao din. Ddi véi két qua duong tinh, s& c6 mot vach nhin théy voi
do dac hi¢u va d6 nhay cao khi phirc hgp khang nguyén-khang thé-vang xuat hién
trén vung thu nghiém (test line) cua mang. Bat ké su hién dién ciia khang nguyén
vi rat Rota, hon hop lién tyc di chuyen trén mang den vach kiém soat (control line)
da duge 1am kho. Vi thé vach kiém soat s& ludn xuat hién va xac dinh thir nghiém
c6 hop 1€ hay khong.
1.3.An toan sinh hoc

Tuan thi theo cic yéu cau va hudng din vé ATSH theo quy dinh hién hanh
dam bao khong lay nhiém cho con ngudi va ra moi truong.

1.4. Thyc hién xét nghiém
1.4.1. MAu bénh pham

- Loai mau: mau phén. LAy trong thoi gian dudi 1 tuan ké tir ngay khoi phat

- Thé tich bénh phdm dung trong xét nghiém: khoang 0,5 gram dén 1 gram
hodc 0,5 ml d&én 1 ml phan 16ng trong méi trudng van chuyén vi rat (VIM).

1.4.2. Sinh pham, hoéa chat va vt tu tiéu hao

- B9 kit Rota—Strip dugc str dung va dugc bao quan theo quy dinh cua nha san
xuat. Bo kit gom :

- Que thir trong ti nhom vai chat hat am.

- Tuyp dung mau.

- Dung dich dém pha mau.

- Que lay mau.

1.4.3. Cac budgrc thuc hién

Pé mau xét nghiém va mau ndi kiém & nhiét do phong (trong khoang 30 phut)
trudc khi xét nghiém. Lay que thir twong Gmg voi sé luong mau can xét nghiém, dé
6n dinh & nhiét d6 phong khoang 15 phut.
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Buéc 1. Cho 0,5 ml dung dich pha lodng vao mdi tuyp

Budc 2. Cho khoang 12,5mg hodc khoang 12,5 ul mau phan vao tuyp chua
dung dich pha loang

Budc 3. Nhung que thir vao tuyp chira mau theo diing huéng miii tén

Buwéc 4. BAm ddng hd 15 phit, doi doc két qua sau 15 phuat +5 phut.

Q) @ €) @ _

"
\ J \ J
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Hinh 1. M ta cac bwéc tién hanh xét nghiém

1.5.Phién giai két qua xét nghiém
1.5.1. Poc két qua xét nghiém

- Cam que thtr theo chiéu thiang dimg phia trude mat dé doc két qua.

- MAu duong tinh: Xuét hién 2 vach mau (vach “T” va “C”) trong khung cho
dii vach nao xuét hién trudc déu cho két qua duong tinh.

-M3u am tinh: Chi xuit hién mot vach mau d6 trong khung (vach “C”) cho
biét két qua am tinh.

- Mau khong xac dinh: khong xudt hién vach nao: lam lai xét nghi¢m

Positive MNegative

C{I:u_n T I_r:ol ol

j Test line

I I I
Két qua Két qua Két qua '

duong tinh amtinh ~ Khong xac dinh




Hinh 2: Két qua xét nghiém nhanh

1.5.2. Nhan dinh két qua xét nghiém

- Néu khong c6 vach nao xuat hién trong khung sau khi thtr nghiém, két qua
do coi nhu la khong hop 1€ (Mot vai nguyén nhéan cua sy cb nay la khong tuén theo
dung chi ddn; Khuyén cao mau nay nén duoc thir nghiém lai bang mot bd que thir
moi).

- Viéc xem xét, phé duy¢t két qua duoc thuc hién bdi ngudi co tham quyén.

- MAu am tinh: Chi xudt hién mot vach mau do trong khung (vach “C”) cho
biét két qua am tinh.

- Mau duong tinh: Xuét hién 2 vach mau (vach “T” va “C”) trong khung cho
du vach nao xuat hién truéc déu cho két qua dwong tinh.

- Mau khong xé4c dinh: khong xuét hién vach nao

1.5.3. Ghi chép va bao cao

- Hoan thanh bang két qua chan doan Rota.

- Nhap két qua xét nghiém vao so6 theo ddi.

- Nhap két qua vao may tinh va chuyén vao ho so tong hop.

- Nguoi kiém tra s& kiém tra lai két qua trude khi bao cao.
2. Phuwong phap xét nghiém ELISA
2.1.Pham vi ap dung

Trong ndi dung huéng dan nay bo kit ELISA ProSpecT Rotavirus Microplate
Assay dugc sir dung lam vi du dé tham khao va duoc bao quan theo quy dinh cta
nha san xuat sir dung cho phat hién vi rat Rota c6 thé duoc ap dung cho khang dinh
tinh trang nhiém vi rat Rota tai PXN ctia cac co sO'y té.
2.2.Nguyén ly

Bo sinh pham ELISA ProSpecT Rotavirus Microplate Assay st dung nguyén
1y k¥ thuat mién dich gin enzyme sandwich, tim vi luong dugc gan khang thé da
dong phat hién khang nguyén dic hiéu nhom cua cac vi rat Rota nhém A. Dich noi
mau phan va mau ching dugce cho vao cac giéng dé U cung lic véi cong hop
enzyme peroxidaza horseradish. Khang nguyén vi rit Rota c6 trong miu s& duoc
bat gilt nam gitta khang thé trén pha ran va cong hop khang thé gan enzyme. Sau
khi 1 60 phat ¢ nhi€t d6 phong, rira tam vi luong bang dung dich dém rua da pha ¢
nong do sir dung dé loai bé mau thira va khang thé gan enzyme khong lién két voi
phtic hop. Co chat dugc bo sung vao cac giéng va u trong 10 phit ¢ nhiét do
phong. Su tao thanh khang thé gin enzyme lam d6i mau céc giéng thanh mau
xanh. Phan tung duoc dung lai khi b6 sung axit va dung dich chuyén sang mau
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vang. Po dam mau cao hon muc nén 1a chi thi cho su c6 mat cta khang nguyén vi
rit Rota trong mau hodc chimg.
2.3.An toan sinh hoc

Tuan tha theo cic yéu cau va huéng din vé ATSH theo quy dinh hién hanh
dam bao khong 1ay nhiém cho con ngudi va ra méi truong.
2.4. Thue hién xét nghiém
2.4.1. MAu bénh phim

- Loai mau: mau phén. Lay trong thoi gian dudi 1 tuan ké tir ngay khoi phat

- Thé tich bénh phdm dung trong xét nghiém: khoang 0,5 gram dén 1 gram
hozc 0,5 ml dén 1 ml phan long trong mdi truong van chuyén vi rat (VTM)

2.4.2. Sinh pham, h6a chit va vat tu tiéu hao

- TAm phan tng (microplate 8 gleng/ 1 strip) dugc phu khang the da dong dac
hi¢u tur tho. Tai bac co day khoa va hut am dung dé chira nhimg giéng chua ding
hét. Cac gleng 6 thé s dung sau 16 tuan khi mé 1an dau, néu duoc bao quan tai
2°C - 8°C.

- Cong hgp enzyme (Enzyme Conjugate) : Mot 1o nho giot chira 12 ml khang
thé da dong khang dic hiéu vi rat rota cong hop véi peroxidaza horseradish trong
dung dich dém protein chira khang sinh va thuéc nhudm xanh.

- Chirmg duong (Control (+)): Mot lo nhé giot chira 4 ml vi rat rota bat hoat
trong dung dich c6 khang sinh.

- Chirng am (Control (-)): Mot lo nho giot chira 4 ml dung dich mudi dém tris,
khang sinh va thuéc nhudém do.

- Dung dich dém pha lodng mau (Sample Diluent): Mét 1o 120 ml dung dich
dém mudi tris, khang sinh va thudc nhuém do.

- Dung dich dém rira (Wash Buffer x10): Mot lo 120 ml dém photphat dac 10
1an c6 khang sinh va chat tay.

- Pém co chiat TMB (Substrate TMB): mot 1o nho giot chra 12 ml 3,3 ; 5,5’
tetramethylbenzidine (TMB) trong dém.

- Dung dich dung phan g (Stop Solution): mot 1o 12ml chtra 0,46 mol/L
axit sulphuric.

- Tuyp nghiém, dau tip, gidy tham...

- Chuan bi dung dich rira phan tng:

- Pha lodng 10 lan dung dich gbc dic 10X trong nudc cat 2 lan, vi du 100 ml
dung dich goc cho vao 900 ml nudc cat 2 lan.

- Ghi nhan bén ngoai gom nhiing ndi dung: Dung dich rira phan tmg ELISA
1X, ngay thuc hién pha loang, nguoi thuc hién.

- Dung dich rira d3 pha lodng c6 thé st dung trong vong 30 ngdy néu duoc
bao quan tai 2°C - 8°C.

- Pha loang mau phan trong dung dich pha loang véi ti 18 1:10
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- Ghi tén mAu vao timg tuyp va danh ddu tén mau vao tam phan tng
- Hat 1.000 pl dung dich pha loang vao tung tuyp nhua
- Hat 100 pl dung dich phén cho vao tuyp da c6 san dung dich pha loang
(dung pi pét Pasteur c6 san trong b kit, ldy mau dén vach dau tién cua pipét)
- Tron déu ting tuyp bang may tron va dé lai pi pét cho str dung tiép theo.
2.4.3. Cac budc thuc hién
Buwéc 1. Lay bo sinh pham ra khoi ti mat, dé bo sinh pham & ngoai cho dén khi
sinh pham dat nhiét 3o PXN (thong thuong khoang 20 pht).
Buérc 2. Chuan bi so d6 miu theo Bang 4
Bing 4: So 40 miu

1 2 3 4 5 6 / 8 9 10 11 12

A Chutng
duong

B Chutng
am

Mau A

Mau B

Mau C

Mau D

Mau E

NiEsiolhiiinliviie]

Mau F

Ghi chii: Phén 6 trong dién thong tin mau

Bwéc 3. Nho mau vao giéng phan tng theo so d6 nho mau da duoc chuan bi
trinh tu nhd mau nhu sau:

- MAu bénh pham: 100 pl miu bénh pham da pha lodng vao cac giéng tuong
ung.

- Chirmg duong: 2 giot vao Giéng Al.

- Chirmg am: 2 giot vao Giéng B1

Buéc 4. Cho cong hop 2 giot cong hop vao mdi giéng ctia ban phan tmg.
- Pay tAm va u ban tai nhiét d6 PXN trong vong 60 £5 phiit.
T Loai bo (bang phuong phap lac d6 hoic hut) dung dich phan tng trong cac

giéng.

Buwéc 5. Rua toan bo cac giéng phan ung véi dung dich rtra da pha loang (1X)
bang cach cho khoang 350- 450 pl dung dich rtra vao mdi giéng. Lac d6 hodc hut
toan bd dung dich rua sau moi bude rira. Rua cac giéng phan tng tong cong 5 lan.
Lam kho ban bang cac vd ngugc ban gan cac giéng phan tng trén giay tham.

Buéce 6. Nho 2 giot co chét vao mdi giéng phan umg. Pay tim va dé ¢ nhiét do
PXN trong bong t6i trong 10 £1 phut.
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Buédc 7. Nho 2 giot dung dich dung phan ng vao mdi giéng phan imng. Lac
deu hdn hop phan tng trude khi doc két qua. Cac san pham da duoc chuyén mau
s& 6n dinh trong vong 30 phut sau khi cho dung dich dumg phan tmg.

Buéc 8. Poc két qua tai budc soéng chinh 450 nm (bude song tham chiéu 620
nm dén 650 nm).
2.5.Phién giai két qua xét nghiém
2.5.1. Poc két qua xét nghiém

- Chting duong: C6 tin hiéu huynh quang phu hop theo huéng dan nha san
Xuat hoic theo quy dinh cta phong xét nghiém.

- Chirng 4m: Tinh gia tri trung binh hap thu anh sang cta 2 ching 4m. Néu 1
trong 2 giéng chimg am c6 gi tri > 0,03 giéng kia thi loai bo gia tri cao hon.

- Chi doc két qua khi dap tng gia tri OD cua chimg am hodc gia tri trung binh
cong cua cac chiing am phai nho hon 0,150, va gia tri OD cua chiing duong phai
16n hon 0,500.

- Tinh gia tri cut-off = giad tri OD cua ching am (Negative control) + 0,200,
hodc 14y gia tri trung binh cong néu c6 hon mdt chirng am.

2.5.2. Nhan dinh két qua xét nghiém

- Mau duogc x4c dinh duong tinh khi c6 budc song OD > gia tri cut-off.

- Mau duoc xac dinh 4m tinh khi c6 budc song OD < gi4 tri cut-off.

- MAu dugc xac dinh nghi ngo khi c6 OD nam trong khoang +£0,010 cua gia tri
cut-off (Cut-off value — 0,01 < OD mau < Cut-off value + 0,01).

- Viéc xem xét, phé duyét két qua duoc thuc hién bai ngudi cd tham quyén.

Bing 5. Nhan dinh két qua xét nghiém

ODChl’mg dwong ODChl’rng am OD mau Két CIUé Két |U@n

Dat Dat > Cut-off Duong tinh | Duong tinh
Pat Pat < Cut-off Am tinh Am tinh

> Cut-off — 0,01 Khone xéc
Dat Dat va <Cut-off + | ooong Khéng xac dinh

dinh

0,01
Pat Khong dat Khong ap dung | Khong dat Lam lai xét nghiém
Khong dat Dat Khong 4p dung | Khong dat Lam lai xét nghiém
Khong dat Khong dat Khong 4p dung | Khong dat Lam lai xét nghiém

2.5.3. Ghi chép va bao cao
- Hoan thanh bang két qua chan doan.
- Nhap két qua xét nghiém vao sb theo di.
- Nhap két qua vao may tinh va chuyén vao hd so tong hop.
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- Nguoi kiém tra s& kiém tra lai két qua trude khi bao cdo.
3. Phwong phap xét nghiém RT-PCR
3.1.Pham vi ap dung

Phu’O’ng phap xet nghiém nay duoc ap dung cho viéc xac dinh vi rut Rota
nhom G hoic P trong mau bénh pham phan.

Trong ndi dung hudng dan nay bo kit Qiagen (QIAamp viral RNA Mini kit va
QIAGEN Onestep RT-PCR) duoc st dung 1am vi du dé tham khao cho xét nghiém
chan do4n sinh hoc phan tir vi rat Rota.
3.2.Nguyén ly

RNA cua vi rat Rota dugc phién ma ngugc thanh cDNA. Sau d6 ¢cDNA duoc
cho vao tuyp chtra dung dich phan tng RT-PCR bao gdm cip mdi dic hiéu cho vi
rit Rota, enzyme Taq DNA polymerase, dNTPs....nhdm tao ra cac doan cDNA va
chay dién di trén thach agarose dé phat hién su c6 mat hay khong cua doan gen
dich da dugc khuéch dai.
3.3.An toan sinh hoc

Tuan tha theo cac yéu cau va huéng din vé ATSH theo quy dinh hién hanh
dam bao khong lay nhiém cho con ngudi va ra moi truong.

3.4. Thuc hién xét nghiém
3.4.1. Loai bénh pham

- Loai mau: Mau phén. Lay trong thoi gian dudi 1 tuan ké tir ngay khoi phat.

- Thé tich bénh pham dung trong xét nghiém: khoang 0,5 gram dén 1 gram
hoac 0,5 ml dén 1 ml trong mdi trudong van chuyén vi rut.

3.4.2. Sinh pham, héa chat va vat tw tiéu hao
- B6 kit tach chiét QIAamp viral RNA Mini kit (Qiagen)
- Kit RT-PCR: QIAGEN Onestep RT-PCR (Cat No: 210212)
Bang 5. Thanh phan b kit

Thanh phin cia bd kit Thé tich
bém PCR 5x 1x1 mi
Pém Q 1x2 ml
dNTPs 1x200pl
Enzyme mix 1x200pl
Nudc cat 2 1an khong chira Nuclease 2x1,9ml
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- B6 moi
Bang 6. Thanh phan b§ moi

Tén moi Trinh ty (5°-3)
VP7F ATG TAT GGT ATT GAA TAT ACC AC
VP7R AAC TTGCCACCATTTTTT CC
VP4F TAT GCT CCA GTN AAT TGG
VP4R ATT GCATTT CTT TCC ATA ATG
- Chuan bi dém AVL :

- Thém 310pl buffer AVE vao tuyp da chtra sin 310 pg chat mang ARN
(ARN carrier), lic tron bang may vortex cho tan hoan toan.
- Hut toan bd dung dich nay cho vao lo Buffer AVL 31 ml
- Lac déu, phan chia 560 pl ra cac tuyp eppendorf 1,5 ml
- Giit ¢ - 20°C cho dén khi sir dung. Khong lam tan bang qué 3 1an.
- Lam 4m ¢ nhiét d6 phong trude khi str dung.
- Chuan bi dém AW1:
- B6 sung Ethanol (96-100%) vao chai dém AW1 theo hudng dan cua kit tach
chiét.
-Panh dau trén nip chai da thém ethanol va ghi ngay thang nim chuan bj
dém AWI trén chai.
- Bdo quan & nhiét do phong theo han str dung cua kit tach chiét.
- Chuan bi dém AW2:
- B6 sung Ethanol 96 — 100% vao chai AW2 theo huéng dan cua kit tach
chiét.
-Panh dau trén nap chai di thém ethanol va ghi ngdy, thang, nim chuan bi
dém AW?2 trén chai.
- Bao quan ¢ nhiét d6 phong theo han str dung cta kit tach chiét.
- Chuan bj thach dién di:
- St dung dung dich TBE thuong mai hodc pha dung dich TBE nhu bén dudi.
- Pha dung dich dém TBE 10X:
+Tris Base: 108 g
+Boric acid: 55 ¢
+Nudc cat: 600 ml
- Hoa tan Tris Base va Boric acid trong nudec.
- Thém EDTA 0.5M, pH8 20 ml.
- Thém nude cat cho dit 1000 ml.
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- Kiém tra pH trong khoang 8 - 8,3; néu pH ngoai khoang nay thi phai pha lai,
khong chinh pH bang hoa chat vi sy thay d6i nong do ion sé& anh huéng dén sy di
chuyén ctia ADN trong ban thach khi dién di.

- Hap tiét trung & nhiét do 121°C/ 20 phut.

- Bdo quan & nhiét @6 phong.

- Pha dung dich dém TBE 1X:

- Khi st dung ldy 100 ml TBE 10X pha vao 900 ml nudc cat thanh dung dich
TBE 1X, bdo quan ¢ nhi¢t do phong.

- Nong do agarose 2% dugc pha theo bang sau:

Bing 7. Thanh phan héa chat

Nong dd Agarose | Nong d6 2%
TBE 1x (ml) 100
Agarose (9) 2
SafeRed10mg/ mli 10,0

- Tach chiét mau

Buéc 1. Thém 140 pl miu vao 560 ul dung dich ly giai vi rat AVL c6 chét
mang ARN.

Bwéc 2. Tron bang may tron khoang 15 gidy, dé tao mot hon dich dong nhét
gitta mau va dém AVL, u & nhiét d6 phong 10 pht.

Buéc 3. Ly tim nhanh tuyp hon hop khoang 10 gidy bang may ly tim dé tat
ca cac dung dich khong dinh trén nap tuyp. Thém 560 pl Ethanol (96-100%) vao
mdi tuyp, tron déu bang may tron trong 15 gidy, Ethanol s& tia cac sgi ARN. Ly
tam nhanh khodng 10 giay.

Buée 4. Cho 630 ul hon dich trén vao cdt QIAamp, ly tdm 8.000 vong trong 1
phut. Tat ca ARN sé& duoc gan trén bé mit mang Silicagel voi su ¢ mat cua chat
mang ARN. Chuyén c6t sang tuyp 2 ml méi.

Buéc 5. Mo nap cot QlAamp, lap lai budc 4.

Buéc 6. Mo nap cot QIAamp, thém 500 pl dém AW1. Pong nap va ly tim
8.000 vong trong 1 phut. Chuyén cot spin sang tuyp 2 ml sach va loai bo tuyp c6
chura dich loc. AW c6 tac dung loai bo cac thanh phan khong phai 1a ARN c6 trén
mat mang Silicagel.

Buéc 7. Mo nap cot QIAamp, thém 500 pl dém AW2. Pong nap va ly tim
trong khoang tir 12.000 vong dén 14.000 vong trong 3 phit. Chuyén cot QIAamp
sang tuyp 2 ml sach va loai bo tuyp co chira dich loc. Tiép theo, ly tAm thém 1 phut
& tde do tir 12.000 vong dén 14.000 vong dé loai bo hoan toan dém AW?2.

Buwéc 8. Chuyén cot spin QIAamp vao tuyp ly tdm sach 1,5ml va loai bo tuyp
chtra dich loc cti.
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Buwoc 9. M& na'ip cot spin QIAamp, thém 60ul d@m AVE va U ¢ nhiét do
phong trong 1 phut. Ly tdm 8000 vong trong 1 phut dé toan bd ARN tach khoi
mang Silicagel. Sau khi ly tdm toan b ARN cua mau s€ dugc thu hoi trong dich

loc.

- Luu giit mau da tach chiét & nhiét do -20°C hogc -70°C.
- ARN sau khi tach chiét duoc xét nghi€ém bang chay phan ung theo phuong

phap RT-PCR hoac realtime RT-PCR

- Chuan bi phan tmg RT-PCR:

- Thao tac dugc thyc hién tai ti thao tac PCR phong chuan bi dung dich phan
ung. Sinh pham dung trong phan tmg RT-PCR: QIAGEN Onestep RT-PCR hodc

tuong duong.

- Xép céc hod chét, sinh phém can sir dung 1én hop tich lanh theo thir tu trong

bang pha dung dich phan tng

- Panh dau tuyp 1,5 ml hodc tuyp 0,5 ml dung dé tron sinh pham va dit lén

hop tich lanh.

- Xac dinh s lugng phan tng (N) can lam: N =n + 1 (néu n < 14) hoic N=
n+2 (néu n >14) véi n: 1a tong s6 mau xét nghiém cong v4i 1 chung duong ARN,

2 chung am). , o N
- Xac dinh so luwong mau can xét nghiém (n) va pha hon hop phan tng theo
bang sau: . o )
Béang 8: Thanh phan sinh pham can thiét cho xét nghiém RT-PCR
Sinh phim Thé tich | Thé tich cho N phén
(u) ung (ul)
bém PCR 5x Sul 5XN
Pém Q 5l 5x N
dNTPs (kit) 1 ul 1xN
Enzyme mix (Kit) 1 ul 1xN
Moi xudi (20 pM) 0,25 ul 0,25 x N
Moi nguoc (20 pM) 0,25 ul 0,25 x N
Nudc cat 2 lan khong chira nuclease
(Nuclease Free Water) 2,5u 2,5%N
ARN mau S5ul
Tong sb 20 pnl
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3.4.3. Cac budc thue hién

Buée 1. Ghi ma s6 mau vao biéu miu két qua xét nghiém RT-PCR.

Buéc 2. Cho 5 pl mau ARN bénh pham vao hdn hop sinh phiam da chuan bi
cho phan img RT-PCR.

Buwéc 3. Cho cac miu chimg vao tuyp tuong tmg. Mau chimg duong can dugc
thao tac tai ti ATSH cap IL.

Buéc 4. Khoi dong va kiém tra chuong trinh trude khi chay may PCR theo yéu
cau xét nghiém.

Buérc 5. Dit cac tuyp vao may PCR va cai dit thiét bj cho phan tng RT-PCR.

Bang 9: Thong sb chu trinh nhiét RT-PCR Rota

Nhiét do (°C) Thoi gian Chu ky lip

42 30:00 1
95 15:00 1
94 00:30

42 00:30 35
72 01:00

72 7:00 1
4 00 1

Budre 6. Ghi ho so qua trinh thyc hién phan tng, bao gé)m ma thiét bj str dung,
block sir dung (néu c0), ngay su dung.

Budc 7. Sau khi két thic ‘qua trinh chay may, mang cac mau sang phong dién
di va tién hanh dién di san pham RT-PCR.

Buéc 8. Pién di san pham RT-PCR

- Chuyén san pham PCR vao thach.

- Pit thach vao bé dién di theo dung chiéu dong dién tir Am sang duong roi
cho TBE 1X ngap ban thach 520 cho dung dich dém cach mat thach tur 1 2mm.

-Cho 1 ul dém dat mau 6X (Loading Dye 6X) vao tung gleng cua dia
microtitre hodc trén gidy parafilm vé&i s6 lwong twong tng véi s6 mau can phan
tich.

- Tron 9 pl mdi san pham PCR véi 1ul dém dat mau 6X.

-Tron 4 pl - 5 pl thang chuan ADN 100 bp hodc 1000 bp véi lul dém dat
mau X6. Chuyén dung dich da duoc tron véi nhau vao trong cic giéng cta ban
thach.

- Dong nap cua bé dién di, chon dong dién 110V va thoi gian 30 phut. Sau
thoi gian chay may dién di 30 phut, tit may dién di, chuyén thach sang may doc.

- Soi va chup anh: it ban thach ngay ngan trén may doc, bat dén tim dé doc
ban thach va chup anh.
3.5.Phién gii két qua xét nghiém
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3.5.1. Poc két qua xét nghiém
- Chimg duong: c6 dang dic hiéu twong duong véi kich thude cua cip moi
thiét ké.
- Chirng am phan tng (NTC), chtng am tach chiét (NEC): khong c6 dang dic
hi¢u.
- MAu duong tinh: san pham PCR dic hiéu c6 kich thudc bang kich thudc
chimg duong.
- MAu am tinh: 13 su xut hién san phém PCR ¢ céc vi1 tri khong dac hi¢u hoac
khong c6 su hién di¢n cua san phém PCR.
- Kich thudc san pham PCR dic hiéu nhom G: 881 bp va nhom P 663 bp
3.5.2. Nhan dinh két qua xét nghiém
- Trong truong hop chimg 4m phéan Gmg duong tinh ma ching am tach chiét
am tinh thi lam lai tir khau pha mix, trong truong hop chirng am phan rng dm tinh
ma chimg am tach chiét duong tinh thi 1am lai tir khau tach chiét. Két qua khong
cho két qua rd rang hodc trong truong hop can khang dinh chinh xac két qua, PXN
c6 thé yéu cau lay lai bénh pham va xét nghiém theo thudng quy ctia phong tir
budc nhan bénh pham.
- Két qua duogc két luan 1a duong tinh néu:
+ Mau ching am c6 két qua am tinh.
+ Mau ching duong c6 két qua duong tinh.
+ Mau bénh pham c6 két qua duong tinh.
- Két qua duoc két luan 14 4m tinh néu:
+ Mau ching am c6 két qua am tinh.
+ Mau chimg duong c6 két qua duong tinh.
+ Mau bénh pham c6 két qua am tinh.
- Két qua khong dugc phep két luan néu:
+ Mau chimg am c6 két qua duong tinh (nhiém).
+ Mau chimg duong c6 két qua am tinh.
- Viéc xem xét, phé duyét két qua duoc thuc hién bai nguoi co tham quyén.
3.5.3. Ghi chép va bao cio
- Hoan thanh bang két qua chan doan Rota.
- Nhap két qua xét nghiém vao so6 theo ddi.
- Nhap két qua vao may tinh va chuyén vao ho so tong hop.
- Nguoi kiém tra s& kiém tra lai két qua.
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BENH THUONG HAN
(TYPHOID FEVER)

Bénh truyén nhiém thuéc nhém B trong Ludt Phong, chéng bénh truyén nhiém.

I. M6 ta chung

Bénh st thuong han (Typhoid fever) do vi khuan Salmonella enteric typ
huyét thanh Typhi va Paratyphi A gay ra. Thuong han 13 bénh truyén nhiém quan
trong ¢ cac quoc gia thu nhap thdp va trung binh v6i hon 22 triéu trudng hop mic
moi trén khip thé gi6i va khoang 200.000 tir vong hang nam [1]. Nam va Déng
Nam A 13 khu vyc nhiém nhiéu nhét trén thé gidi, voi ty 16 méi mac hang ndm hon
100/100.000 dan.

Biéu hién 1am sang cua sOt thuong han tir bénh nhe voi s6t nhe, mét moi, ho
khan dén bénh ning v6i nhiéu bién chimg bao gdm thung rudt. Chan doan co thé
cham hodc bo soét, trong lic xem xét cac bénh s6t khéac. Tinh khang khang sinh cua
S. enteric typ Typhi va Paratyphi A ciing duoc ghi nhan trén khap thé gi6i.

Chan doan xéac dinh bénh thuong han phu thugc vao viéc phén 1ap Salmonella
Typhl tir mau, tiy xuong hoic vét ton thuong trén da. Cac triéu ching 1am sang
ctia sOt thuong han hodc phat hién dap tng khang thé dic hiéu chi 1a nghi ngd bénh
s6t thuong han.

Mic du méi truong mat bo (Oxgall) duoc khuyén céo cho cic tic nhin sét
thuong han (S. Typhi va S. Paratyphi A), vi chi nhimg tac nhan nay mai c6 thé moc
duoc. Vi thé, trong PXN chan doan tong quat, nghi ngod ¢ cac tac nhan khac hién
dién, nén str dung moi truong cdy mau chung. Hon 80% bénh nhan sbt thuong han
c6 tac nhan gay bénh trong bénh pham mau. Su thét bai trong phan lap vi khuan c6
thé do nhiéu yéu t6: (i) han ché cua moi truong phong thi nghiém; (it) co khang
sinh; (i11) the tich bénh pham nuoi cay, hoic (iv) thoi diém lay mau, bénh nhan c6
bénh st sét 7-10 ngay kha nang nudi cady mau duong tinh nhiéu hon. Nudi ciy dich
huat tuy xwong 1a chuan vang cho chan doan sdt thuong han, va co gia tri dac bict
cho bénh nhan di duoc diéu tri trude do, cd bénh si bénh kéo dai va cay mau am
tinh voi thé tich mau dugc khuyén cdo. Nudi ciy dich hat té trang cling ching t6 1a
xét nghiém chan doan phu hop nhung khong dugc chap thuan rong rai vi kho chiu
dung viéc hut dich té trang, dac biét ¢ tré em.

Cac phuong phap xét nghiém bao gom (1) nudi cdy (tang sinh, phan lap, dinh
danh) bang phuong phap kinh hién vi (nhuém Gram); ting sinh canh thang BHI;
tang sinh trong chai cay mau; phan lap trén dia thach, dinh danh bang sinh hoa (tu
pha ché, hoic kit thuong mai, hodc may tu dong), hodc pho khéi (MALDI-TOF
MS); (2) sinh hoc phan tir; va (3) huyét thanh hoc (phan tmg Widal, ELISA hoic
x¢t nghi¢m nhanh).
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_ Phuong phap xet nghiém bénh thuong han trong n61 dung hudng dan nay bao
gom: (1) Phuong phap nudi cdy va dinh danh, (2) Phuong phap PCR, (3) Phuong
phép xét nghiém nhanh chan doan huyét thanh hoc.

I. Yéu cau chung:
1. Nhan sy

-C6 it nhit 02 can bd c6 chuyén mén phu hop va di duoc diao tao vé
cac k¥ thuat xét nghiém chan doan vi khuan bénh thwong han.

- Céc céan bd can dugc dao tao vé cach sir dung trang thiét bi, thuc hanh an
toan sinh hoc (ATSH), thuc hanh vi sinh chuan, va dam bao chét luong xét
nghiém. Cac can by PXN dugc dao tao s& duoc danh gia nang lyc dinh ky.

- Nhan vién méi sau khi danh gia c6 két qua dat, can tiép tuc duoc giam sat it
nhat3 -6 thang trude khi chinh thire dugc thuc hién xét nghiém doc 1ap.

- Nguoi nhan dinh va phé duyét két qua xét nghiém 1a can bo co trinh do dai
hoc hodc sau dai hoc vé chuyén nganh Vi sinh, c6 kinh nghiém cong tac trong linh
vuc x¢t nghieém tur 3 nam trd 1€n.

- Can bd PXN duoc kiém tra sirc khoe dinh ky tdi thiéu 1 1an hang nim va nén
dugc tiém vic xin thuong han.

2. Co sé vat chat, trang thiét bj
2.1.Co s& vat chat

-PXN can dap tmg vé diéu kién ATSH, hé thong quan 1y chat luong PXN
theo quy dinh hién hanh. Cac k¥ thuat xét nghiém chan doan vi khuan thuong han
duoc &p dung tai PXN ATSH cép II tro 1én.

-Pbi véi xét nghiém PCR can 4 khu vuc riéng: khu vuc pha dung dich phan
tmg (1), khu vuc tach chiét DNA (2), khu vuc dat may PCR (3) va khu vuc dién di
(4). Dong cong viéc duoc thuc hién theo thtr ty di chuyén nhu sau: (1) 2 (2) 2
@2>@.
2.2.Trang thiet bi

Bang 1. Trang thiét bi

Tén thiét bi Nudi ciy PCR hu);ftt t';,gal:,lﬁl?mc
Ta ATSH phu hop 1 cai 1 cai 1 cai
Kinh hién vi 1 chi
Ta 4m 1 cai
Bép dun/Lo vi song 1 cai 1 cai




Tén thiét bi Nubi chy PCR hu’;gtt t‘}}i‘;‘ﬁ‘i‘m
Pi pét (10 ul, 100 pl, 200 pl, ) - .
1000 ul) 1 bo 1 bo 1 bd
May ly tam lanh 1 céi 1 cai 1 cai
May vortex | chi | chi
May ly tim nho dé ban 1 chi
May u nhiét kho/nude chuyén 1 chi
dung
May PCR 1 cai
May dién di 1 céi
May chup anh gel 1 chi
T lanh hru mau 1 céi 1 céi 1 céi

-Ho so thiét bi gom: Ho so lap dat thiét bi, 1y lich thiét bi, huéng dan sir
dung, h6 so hiéu chuan, bao dudng cia thiét bi, nhat ky theo ddi sir dung thiét bi.

- Hb so dao tao sir dung trang thiét bi cho cac nhan vién van hanh thiét bi.

3. Pam bio chat lwgng xét nghiém
3.1. Trudc xét nghiém
3.1.1. Pam bao chit lwong miu

- Loai mAu: mau mau (tré em 4ml, ngudi 16n 10 ml), miu phan 5 gram, huyét
thanh 1-3ml;

- Piéu kién bao quan:

+ MAau méu duoc bao quan & nhiét do phong trong truong hop thuc hién ngay
viéc tach huyét thanh xét nghiém.

+ Mau huyét thanh cin bao quan mau bénh pham tai noi lay mau & 2°C - 8
°C, trong trudng hop bao quan trén 72 gid can bao quan tai nhiét do -20°C hoac
thap hon. Mau bénh pham sau khi dugc chuyén vé PXN, trong truong hop PXN
tién hanh xét nghiém ngay thi bao quan 2°C - 8 °C. Néu PXN chua xét nghiém thi
bao quén tai -20°C hoic thap hon.

+ Mau phan bdo quin & nhiét do phong trong truong hop thuc hién xét
nghiém ngay trong 2 gid, sau 2 gid thi can bao quan mau bénh pham ¢ 2°C - 8°C.

- Viéc bao quan trong qua trinh van chuyén theo quy dinh va theo hudng dan
hién hanh.
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- Tiéu chuan chap nhan: Mau khéng bj do v&, dung loai mau cho yéu cau xét
nghiém, mau dam bao nhiét do khi van chuyén, du lugng mau, kiém tra thong tin
trén tuyp mau c6 trung khép voi thong tin bénh nhan trong phiéu giri miu hoic
phiéu yéu cau xét nghiém.

- Tiéu chuan tir chdi: Bi bat hoat do nhiét, bi tron 1an, bj tan huyét manh, bi
nhiém khuén.

- Thong bao ngay cho don vi gui bénh phim trong truong hop bénh pham
duoc gui khong dam bao chét lugng va luu hd so. Néu huy mau thi tuan theo quy
trinh hity mAu theo muc 3.3.2 vé huy mAu tai huéng dan nay.

3.1.2. Hiéu chuin hiéu chinh may méc/Trang thiét bi

TAt ca cac trang thiét bi can thuc hién hiéu chuin, hiéu chinh, bao dudng theo
quy dinh.

3.1.3. Kiém tra chit lwong héa chat, sinh pham va vét tw tiéu hao

- Hoba chat, sinh pham, vat tu tiéu hao phai dugc bao quan theo khuyén céo
ctia nha san xuit dé dam bao tinh 6n dinh va con han st dung.

- C6 hod so theo ddi sir dung sinh phém, héa chit vat tu tiéu hao.

- Can c6 hd so danh gia, kiém soat chit luong sinh pham, hoa chat.

- Panh gia chat luong sinh pham:

- Céc loat sinh phém khi nhan vé déu phai duoc kiém tra.

- Quan sat bang mat thuong xem cac lo hoa chat sinh pham c6 bat thudng
khong, vi du nhu bat nap, ro ri, van duc, thay 601 mau sac

- Kiém tra mdi 16 sinh pham theo bd mau gom 2 mau duong va 1 mau 4m cua
tac nhan ma PXN dang thyc hién theo quy trinh xét nghi¢m.

- Pha ché sinh pham phai luén duoc dit trong khay gitt lanh va cat lai ngay
sau khi dung xong.

- Vat tu hoa chit duoc quan 1y theo ding theo quy dinh va dam bao sy sin co
cho vi¢c thyc hi¢n xét nghi¢m.
3.2.Trong xét nghiém
3.2.1. Noi kiém

Doi véi test nhanh: s dung ching ndi kiém trong bo sinh pham néu cé.

Poi v0i nudi cay: ching chuan ludn duoc dung dé kiém tra trong qua trinh xeét
nghlem mau bénh pham (cic cong doan nudi cdy va kiém tra chét lugng sinh pham
moi truong)

Poi véi PCR: kiém soat mau ching cho mdi lan chay PCR.

- Chlrng am:

+ Chuang 4m phan Gng: phai cho két qua am tinh ddi véi phuong phap PCR.

+ Ching 4m tach chiét: miu tach chiét 13 nudc tinh sach khong chira
nuclease va duoc tach chiét cung mau bénh pham va dugc tach chiét cing mau
bénh pham, phai cho két qua 4m tinh dbi voi phwong phap PCR.
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- Chirng duong: 1a DNA duoc tach chiét chung chuan hoic twong duong.
3.2.2. Danh gia tir bén ngoai

Tham gia d4nh gia tr bén ngoai (ngoai kiém, lién phong hoic PXN tham
chiéu) va thyc hién hanh dong khic phuc khi két qua khong dat.
3.3.Sau xét nghiém
3.3.1. Bio quén va lvu trit miu bénh phim

- Trong truong hop can thiét, miu bénh phim d3 duoc mi hoa s& duoc luu
trong ti lanh (tir 2-8°C).

- Sau khi cat mau vao hop nhan vién PXN ghi lai thong tin cia maiu bénh
pham vao s6 luu giit mau.

- Tt ca cac mau bénh pham dugc xép vao hop theo thir ty timg nim va co so
lwu gitr mau va so do tu luu gii.

- Thoi gian luu giit mau tuy timg muc dich
3.3.2. Ti¢u hily miu

- Hiy mAu bénh pham trong cac trudng hop sau:

- MAu bénh pham bi tir chdi (khong dat tiéu chuan).

- MAu bénh pham hét thoi han luu gitr.

- Cho bénh pham can hily vao tai rac thai y té, budc miéng tui. Sir dung tui
nhua hap duogc, khong bi 1o ri, c6 quy dinh mau sic, ky hiéu r6 rang trén thi dé
dung mau

- Hap w6t tai 121°C trong 30 phit.

- Dan bang dinh chi thi nhiét.

- Sau khi hoan tét, kiém tra bang dinh chi thi nhiét, cac thong s trén may dat
va lay thi rac thai.

- Ghi chép toan bd qua trinh huy bénh phadm vao biéu mau.

- Lap bién ban huy mau theo quy dinh dam bao ATSH.

Lueu y: 10 hap phai duoc tham dinh dinh ky bang chi thi sinh hoc va/hodc chi
thi hoa hoc cap do phu hop.

4. Poc va danh gia két qua

-Két qua can duoc kiém gidm sat va danh gia boi it nhat 2 nguoi va phai
duoc luu dudi dang van ban va trong may tinh,

- Phai kiém tra cac két qua cua mau chu’ng thoa man dleu kign (tuy theo
phuong phap ap dung) mdi tién hanh danh gia két qua trén mau bénh pham xét
nghiém.

- Néu chimg khong dat thi khong duoc danh gia két qua xét nghiém ciia mau
bénh phrflm ma phai thyc hi¢n lai xét nghi¢m; can tién hanh kiém tra lai qua trinh
xét nghiém bat dau tir khau chuan bi, tinh trang cua mau ching dé tim hiéu rd
nguyén nhan can khéc phuc.
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- C6 quy dinh cu thé cho tra két qua cho céc truong hop thuong quy, két qua
bat thuong/ bao dong, khan, tam thoi va quy trinh xtr 1y khi tra két qua nham,
cham.

5. Thuc hién xac nhan lai gia tri sir dung phwong phap xét nghiém
5.1.Lap ké hoach b6 tri thir nghiém

- K& hoach bao gém: Nguoi chuin bi mau, nguoi thuc hién, ngudi danh gia két
qua; tiéu chuin danh gid; thoi gian chuin bi mau, cach thitc chuin bi mau; céc
bude tién hanh xét nghiém, béo cao két qua; phé duyét két qua xét nghiém.

- Can x4c dinh timg phuong phap dinh tinh/dinh lwong hodc ban dinh luong dé
xac dinh gia tri str dung cho timg phuong phap.

- Péi v6i mdi phuong phap xet nghiém khi bat dau dugc ap dung tai PXN ma
khong c6 bat ky sy thay d6i nao vé phuong phap va loai mau s& tién hanh xac dinh
03 chi tiéu k¥ thuat co ban: do chinh xac (accuracy), d§ dac hi¢u (specificity), do
chum (precision). Yéu ciu mdi dot tham dinh dugc 13p lai it nhat 3 1an dé tinh do
chum.

- C& mau can phai dugc tinh toan can than dé nghién ctru tham dinh c6 do tin
cdy cao va c6 ¥ nghia thong ké.
5.2.D0 chinh xac, d¢ nhay, d¢ dac hi¢u, do chum:

Bang 2: Cach tinh két qua

K¢ét qua tir phwong phap méi

Duong tinh Am tinh
Két qua tir phuong | Duong tinh a b
phap chuan Am tinh C d

- B0 nhay = a/(a+b) x 100

- Do dac hiéu = d/(c+d) x 100

- D6 chinh xac = (a+b)/N x 100

- Am tinh gia = b/(a+b) x 100

- Duong tinh gid = c¢/(c+d) x 100

- Do chum dugc xac dinh dya trén do 1éch chuan va thé hién dudi dang hé s6
bién thién CV.

- Gi4 tri tién doan duong = a/(a+c)

- Gia tri tién doan am = d/(d+b)

Poi véi phwong phap nudi ciy vi sinh: Xac dinh d6 chinh xac, d¢ nhay, do
dac hiéu, gia tri ti€n luong. Str dung ti thiéu 20 mau 4m va 20 mau duong cho xét
nghiém.

DP6i véi phuwong phap PCR: Xac dinh do chinh xac, dd nhay, do dac hi¢u, gia
tr1 tién luong. St dung tdi thiéu 20 mau 4m va 20 mau duong cho xét nghiém.

5.3.Panh gia két qua
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Vi€c xac nhan gia tri su dung phuong phap dugce két luan 1a dat khi d6 chinh
xéc, 4o dic hiéu, d6 nhay 16n hon hodc bang gia tri chuan.
- b6 chinh xac > 90%;
- B§ dac hié¢u > 90%;
- B0 nhay > 90%;
- Ty I¢ duong tinh gia < 10%;
- Ty I¢ am tinh gia < 10%,;
Sau khi cac qui trinh dat yéu cau tham dinh s& duoc trinh cho quan 1y k¥ thuat
xem xét, va thong qua quan 1y chit luong dé ban hanh qui trinh.
5.4.Xem xét dinh ky phwong phap xét nghiém
- Can xem xét tinh hiéu qua cua phuong phap xét nghiém dinh ky hang
nam thong qua céc tiéu chi k¥ thuat: Chinh xac, Po chum. Néu co yeu cau thém vé
tiéu chi ky thuat khac thi phai ghi rd vao ban bao cao két qua. Néu khong c6 yéu
cau dit biét, 2 tiéu chi k§ thuat trén c6 thé bd tri gidng nhu thidm dinh phuong
phap ban dau.
-Luu hd so tat ca cac budc thuc hién trén bao gdm céc bang téng hop
két qua.

I11. Phwong phap xét nghiém

Bénh pham lam xét nghiém xac dinh bénh thuong han c6 the 1a mau, huyet
thanh, tiy xuong, nudc tiéu, phan,... Xét nghiém cha yéu 1 nudi cdy vi sinh, chan
doan huyét thanh hoc va PCR. Tuy theo diéu kién trang thiét bi phu hop ¢6 thé lwa
chon phuong phap xét nghiém t6i wu.

1. Phwong phap nudi cay vi sinh
1.1.Pham vi ap dung:

Trong ndi dung huéng dan nay, cac moi truong tong hop dé ting sinh, phan
lap va thuc hién sinh hoa dinh danhdugc st dung lam vi du dé tham khao cho xét
nghiém xac dinh Salmonella Typhi va Salmonella Paratyphi A tir miu bénh pham
mau tai cac PXN vi sinh.
1.2.Nguyén ly:

Bénh pham dugc cdy vao chai cdy mau hodc moi truong thach va u & diéu
kién moi tru’0’ng va nhiét d6 pht hop tao diéu kién cho vi khuan phat trién t6t nham
tang sinh vi khuan (néu co) trong bénh pham, cac khuan lac tach biét duoc trén moi
truong nudi cdy. Moi trudng tang sinh sir dung la canh thang BHI hodc chai cay
mau hiéu khi. Thé tich mau can du dé dam bao kha niang phat hién. Trong chai ciy
mau mdt sd hing chtra hat resin ¢6 vai tro xir Iy mau mau sau khi dugc bom vao
mdi truong ciy dé ting cuong kha nang hoi phuc ciia vi sinh vat. Cac chai cdy méau
duong tinh s& dugc cdy trén moi truong thach dé phan 1ap vi khuan va thyc hién
cac phan ung dinh danh.
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1.3.An toan sinh hoc:
Tuan tha theo cic yéu cau va huéng dan vé ATSH theo quy dinh hién hanh
dam bao khong lay nhiém cho con ngudi va ra moi truong.
1.4.Quy trinh thwe hién:
1.4.1. Mau bénh phim:
- Mau mau:
- Thoi diém 14y mau: 14y mAu trong giai doan sém cia bénh dé c6 két qua
dwong tinh cao. Sau khi diéu tri khang sinh, d6 nhay ctia cdy mau s& thap.
- Phuong phép ldy mau: 1ay mau tinh mach
- Thé tich mau mau:
+ Nguoi lon: 10ml
+ Tré em: 4ml
- Trong qua trinh thu thap mau: dam bao cac diéu kién vo trung khi 14y mau.
- Béo quan va van chuyén:
- Sau qua trinh thu thip mau, nhan vién 14y miu bom mAu ngay vao chai cdy
mau phu hop. Ty 1€ gitta mau va moi1 truong canh thang 1a 1/10.
- MAu mau da cho vao chai nudi cy duoc gilr & nhiét do phong va chuyén dén
PXN vi sinh cang sém cang t6t (t6i da trong vong 2 gid).
- C4c loai mau bénh pham:

+ MAu phan: Déi tuong lay mau 12 bénh nhan, nguoi tiép xuc, ngudi lanh
mang trung. Thoi diém lay mau: 1y miu sém ngay sau khi c6 biéu hién bénh va
t6t nhat trude khi diéu tri khang sinh. Cay phan c6 thé duong tinh sau tudn dau
tién nhiém khuan. Tuy nhién, d6 nhay cdy phan thap hon nhiéu so v&i cdy mau.
Két hop cdy mau va cay phan co thé ting ty 1¢ phat hién vi khudn. Mau phan
ngody truc trang bao quan trong Cary Blair cho ty 18 phan lap thap hon.

+ Tay xuong: cdy tuy xuong c6 do nhay cao hon, do nhay khong giam ngay
ca trong truong hop duoc diéu tri khang sinh dén 5 ngay trude d6. Tuy nhién do
kho 1dy mau nén it ap dung.

+ Nudc tiéu: 1dy mau som ngay sau khi co biéu hién bénh va t6t nhat trude
khi diéu tri khang sinh. Cdy nudc tiéu co thé duong tinh sau tuan dau tién nhiém
khuan. Tuy nhién, d6 nhay cay nudc tiéu thap hon nhiéu.

+ Cac mau khac: ndt ban do, chat non, dich ta trang, dich nao tuy, dich
mang phoi hodc tir mang mayer, hach mac treo va lach bénh nhan tir vong.

1.4.2. Hoa chat, méi truwong, vat tu tieu hao

- Kim lay mau

- Con 70°

- Gang tay

- Moi trudng canh thang BHI (Néu c6 diéu kién co thé sir dung chai ciy mau
hiéu khi thuong mai cho nguoi 16n/tré em).
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- Méi truong phan 1ap (méi trudng tong hop thuong mai): Thach BA, hoic
thach nutrient va MC (c6 thé str dung thém moi truong chon loc Hek/SS sé& giup
nhan dién dinh nhanh khuén lac).

- Moi truong dinh danh: Bo sinh hoa dinh danh tu pha ché va thudc thir sinh
hoéa (hoac bd sinh hoa thuong mai, kit sinh héa cho may dinh danh tu dong).

- Khang huyét thanh dinh typ huyét thanh Salmonella: KHT 09, H:d, Vi cho
S. Typhi; va 02, H:a, H:1, H:5 cho S. Paratyphi A.

- Hoac str dung b KHT cua Biorad (Salmonella Typhi and Paratyphi A, B, C
#61261).

- B6 thudc nhudém Gram.

- Dau soi kinh.

- Gidy lau thau kinh.

- Que cdy.

- Lam kinh.

- Pén busen/dén con.

1.4.3. Céc buérc tién hanh
Phuong phéap cay mau co dién:

Mau mau
v

CAy mau vao canh thang ~
l Nhuoém Gram

CAy phan 1ap trén thach

'

CAy dinh danh sinh hoa

'

Thtr nghiém KHT

'

Két qua
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Bwéc 1. Canh cdy mﬁu mau duogc u & 37°C trong ti am thong thuong, he‘tng
ngay quan sat bang mat dé phat hién su thay c101 chuyén mau va duc ctia moi
trrong nudi cay (thoi gian theo doi d6i v6i nudi cay Salmonella tir 1 — 10 ngay).

Buwéc 2. Cay phan lap khi ¢ chai ciy méu dwong tinh:

- Lay (cac) chai duong tinh ra, lic déu.

- Hut khoang Iml mau, nhd 5 — 6 giot vao mdi dia méi truong BA hodc
nutrient agar + MC dé cay phan 1ap (va cdy 1én HEK/SS néu can) va 1 giot nho 1én
lam kinh dé nhuém Gram.

- Tét ca cac thao tac trén dugc thuc hién trong ti ATSH.

- U mbi trudng ¢ 37°C trong 18 — 24 gio.

Buwéc 3. Nhuom Gram quan sat hinh thai vi khuan.

- Salmonella spp. 1a truc khuan Gram am.

-Néu két qua nhuém Gram ra hinh thai khac thi can luu ¥ cic tdc nhan vi
khuan khac.

Buwéc 4. Quan sat hinh thai khuan lac Salmonella spp. trén dia thach.

- Trén dia BA: khuan lac kich thugc 2 -3 mm, tron, tre“ing duc bién trong mo,
mot s6 ching c6 khuan lac nhay.

- Trén thach MC: khuén lac det, tron min, khong mau.

- Trén thach dinh dudng nutrient agar: khuén lac det, tron, tréng duc.

- Trén thach HEK/SS: khuén lac nhé, det, tron, bo déu, khong mau, c6 hodc
khong co tam den

: 4
S ’\
: o ’?".4‘,
.-'\ f\ ‘n ¢ .i_‘
: ’}-' f‘“' M
i’ > ¥ "'-,:J\ )
B A ’ ‘ a j X > )
AR NN /
Nhudém Gram Salmonella trén BA Salmonella trén
Salmonella tir chai cay Nutrient agar
mau




Salmonella trén MC

S. Typhi trén HEK

S. Typhi trén SS

S. Paratyphi A trén HEK

S. Paratyphi A trén SS

Hinh 1: Hinh anh nudi ciy Salmonella

Bwéce 5. Sinh hoa dinh danh:

- Chon khuan lac dién hinh trén méi truong thach, cdy vao cac moi truong

sinh hoa dinh danh. Pdng thoi cdy 1én nutrient agar ding cho thir KHT

- U bo sinh hoa ¢ 37°C/24 gio. o
- Poc két qua sinh hoa. Tra két qua sinh hoa trén bang chuan dé xac dinh

Salmonella.
Bang 3: Bang tra két qua xét nghiém sinh héa

[«5] [«b] — (b} § o0 (b}
S18|g|2|S|z e |E|E|E 8|88
s |g8|lo|xT | |=2|> S5|8|=|5|2]0
o | s | A |-°

S. Typhi + - - + | - + | - - + |+ | - + | -

S.Paratyphi A | + | - | + | - -+ | - N -+

Ghi chu: (+): dwong tinh (-): am tinh

Buéc 6. Xac dinh type huyét thanh.

- Dung que cay lay mot vong day nudc mudi sinh 1y cho 1én lam kinh.
- Dung que cay lay 1 vong vi khuan tor moi1 truong thach dinh dudng

- Hoa déu vi khuan vao nudc mudi.
- Néu thay vi khuan tir ngung két thi khong thuc hién tiép tuc .
- Néu khong thiy c6 hién tuong ti ngung két, dung que cdy 1dy mot vong day
vi khuan va tron déu véi mot giot khang huyét thanh. Poc két qua sau tdi da 2

phut.

- Néu xuat hién cac ngung két nho li ti: du:ong tinh.
- Néu huyén dich vi khuan trong nudc mudi van dyc: am tinh.
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-Luu y: truong hop the KHT O am tinh nhung KHT Vi duong tinh, tao
huyén dich vi khuan v6i nuéc mudi sinh 1y va dun cach thiy trong mot gio dé hiy
khang nguyén Vi, sau d6 ly tdm lay cin thir nghiém lai KHT O.

Bang 4: Cong thirc typ huyét thanh Salmonella

0 H phase 1 H phase 2 Vi
S. Typhi 9 d Khong c6 Duong tinh
. Khong thir
S. Paratyphi A 2 a 1,5 nghiém

-Cach doc typ huyét thanh Salmonella theo bd KHT cua Biorad
(Salmonella Typhi and Paratyphi A, B, C #61261).

Bing 5: Poc typ huyét thanh Salmonella theo bo KHT Biorad

T A B C

Salmonella Typhi | S. Paratyphi A S. Paratyphi B S. Paratyphi C

KIA S. Typhi (glucose KIA S. Paratyphi A KIA chua sur
+, lactose -, H2S +, gas  (glucose +, lactose -, dung
+) H2S -, gas +)
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w0 0 M
VP Indol Citrate

® 0 ) ) O @ S5 e
Urease Mannitol Di dong LDC/ODC
Hinh 2: Hinh 4nh sinh h6a
1.5.Phién giai két qua xét nghiém
1.5.1. Poc két qua xét nghiém:

Lueu ¥ khi doc két qua:

-Mau c6 thé ngoai nhiém tir da (Staphylococcus epidermidis,
Propionobacterium acnes, Diphtheroides,...), va tor moéi truong xung quanh
(Clostridium spp., Acinetobacter spp.).

- Viéc xem xét, phé duyét két qua duoc thyc hién boi ngudi c6 thim quyén.

1.5.2. Nhén dinh két qua xét nghiém:

- Mau duong tinh khi phat hién Salmonella Typhi hoic Salmonella Paratyphi

A trong mau.

-MAu am tinh khi khong phat hién Salmonella Typhi hodc Salmonella
Paratyphi A trong mau
- MAu nghi ngd khi khong c6 day du cac tinh chét sinh héa nhu bang chuan.
Khi d6 can tién hanh lai thtr nghiém dé kiém tra.
1.5.3. Ghi chép va bao cao
-Hoan thanh bang két qua chan doan xét nghiém phan 1ap va dinh danh
Salmonella.
- Nhap két qua xét nghiém vao sb theo di.
- Nhap két qua vao mdy tinh va chuyén vao ho so tong hop.
- Nguoi kiém tra s& kiém tra lai két qua trude khi bao cdo.
2. Phuwong phap xét nghiém PCR
2.1.Pham vi ap dung
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Trong ndi dung hudng dan nay k¥ thuat ting sinh mau trong canh thanh, k¥
thuat sdc nhiét dung tach chiét DNA méu cho phan tmg PCR dugc sir dung lam vi
du dé tham khao cho xét nghiém xac dinh lodi va type huyét thanh vi khuan
Salmonella tir bénh pham phan tai cac PXN vi sinh.
2.2.Nguyén ly

DNA cua vi khuan duoc téng hop tir mach DNA khuon véi su hién dién cua
mdi dic hiéu va DNA polymerase. Trong phan tng PCR, qua trinh nay dugc lip
lai nhiéu 1an tao thanh mét lugng 16n san phém, 6 thé phat hién duoc dudi den
UV sau khi dién di. St dung nhiing mdi chuyén bi¢t phat hién dac hi¢u cho
Salmonella.
2.3.An toan sinh hoc

Tuan tha theo cic yéu cau va huéng din vé ATSH theo quy dinh hién hanh
dam bao khong lay nhiém cho con ngudi va ra moi truong.

2.4. Thue hién xét nghiém
2.4.1. Mau bénh pham
Bang 6: Mau bénh pham thu thip cho xét nghiém PCR

x Chira Chat Luong miu Yeu caut ve Tiéu chi
Mau N A, luu trir/van 1
trong thém vao can co z " loai bo
chuyén :

Phan Lo vo trung | Khong 5 gam Trir 6 nhi¢t do | Khong thoa
phong: 2 gid | yéu cau veé
Trit & 2°C -|luu trit/van
8°C: 2 gio - 2 | chuyén
ngay

2.4.2. Hoa chit, sinh pham, vt tu tiéu hao:
- Nuée cét hai lan/nude sir dung cho sinh hoc phan tur
- Master mix 2X
- Moi ddc hiéu
Bang 7: Trinh tw moi dic hiéu sir dung trong xét nghiém

Moi Trinh tu Phat hién
STY-F 5’-CCTTCTGCAGTGGTTTCCAT-3’ s. Typhi
STY-R | 5-GATTACCCCACAGGAAGCAC-3’ '

SPA-F 5’-CAGTCTGCTAACAGCACCAA-3’ S. Paratyphi A
SPA-R | 5-GTCACATGGGCAGCAGTCA-3’ '

- Thach 1,5%.

- Dung dich TBE 1X.

- Dung cu pha mix hdn hop phan tng:
- Tuyp PCR 0,5ul.
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- Pau con cac loai (10, 200, 1000 pl).
- Tube eppendorf (0,2ml, 0,5ml, 1,5ml).
- Gia dé tube.

2.4.3. Cac budc thue hién

Mau phan

A 4

Céy phan vao canh thang

4

Tach chiét DNA

Phan tmg PCR
Pién di, doc két qua

'

Két qua

Budrc 1. Ting sinh mau
- Cay 1 gam phan vao 10 ml mdi truong canh thang Selenite F
-U 37°C/4 gid
Buwéc 2: Tach chiét DNA
- Hat 1 ml mdi trudng canh thang tang sinh (bo cin) cho vao mdt éng ly tAm
vo trung. Ly tam 10.000 vong/ phut trong 10 phut
- Hut bo dich ndi, hoa can véi 1 ml BPS. Ly tam 10.000 vong/ phut trong 10
phut. Thyc hi¢n budc nay 2 lan.
- Ht bo dich ndi, hoa cin vai 200 ul nudce ct
- Soc nhiét & 100 °C trong 10 phut
- Ly tam 10.000 Vong/ phut trong 10 phut
- Hat 50 pl dich ndi c6 chira DNA cho vao tube sach dé lam DNA khuén. Bao
quan & 2-8°C néu str dung ngay, hodc ¢ - 20°C néu bao quan lau.
Budc 3. Thyc hién phan ung PCR.
Bing 8: Pha hon hgp phin trng PCR (master mix)

Héa chat Nong d6 cudi | Thé tich/1 phan tng | Thé tich/N phan tmg
Master mix 2X | 1X 12,5 ul Nx 12,5 ul
Moi 0,2 pmol 0,5 nl/mdi moi N x 0,5 ul/mdi moi
Nudc cat 7,5 ul N X 75 ul
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- Chia vao N tube eppendorf 0,2 ml, mdi tube 22 pl.
- Cho DNA vao tuyp PCR: 3 pl DNA/tube (thuc hién bén ngoai phong pha
hdn hop phéan tng).
- Thyc hién PCR trén may luan nhiét vdi chu trinh sau:
Bang 9: Chu trinh nhiét PCR

Buéc Nhiét do Thoi gian S6 chu ky
Khai dau bién tinh 95°C 2 phut 1
Bién tinh 95°C 1 phut
Bat cip 59°C 1 phat 30
Kéo dai 72°C 2 phut
72°C 5 phit 1

Gitt 6 4°C

2.5.Phién gii két qua xét nghiém
2.5.1. Poc két qua xét nghiém

- Chirng dwong c6 kich thudc theo hudng din nha san xuat hodc quy dinh cta
phong xét nghiém va hién thi ro trén giai dién di

- Chuing am khong c6 vach trén gel va dang kich thuée

- Vach ¢6 hinh anh r6 nét va dep. Néu vach mo, khong rd thi xem xét:

- Thay dung dich dién di

- Tang thé tich dién di

- Thuc hién lai phan Ung.

- Mau chtimg 4m khong xuét hién vach nao. Néu théy c6 vach 1a da bi nhiém
khi xét nghiém, khong cong nhan két qua va 1am lai xét nghiém theo quy trinh mot
cach nghiém ngit.

- MAu chimg duong phai 18 va dung kich thudc. Néu khong thay co vach, co
thé la:

- DNA bi huy toan bg

- Hoa chit hodc thiét bi c6 van dé (taq polymerase, mdy luin nhiét)

- Nong d6 chimg duong qua cao.

2.5.2. Nhan dinh két qua xét nghiém

- MAu duong tinh khi tit ca cac mau chtng dat yéu cdu, vach ctia mau co kich
thude twong tmg voi thang chuan va miu chimg

- MAu Am tinh khi tit ca cdc mau chiig dat yéu cAu, mau khong c6 vach hodc
vach khong ding kich thudce

- MAu nghi ngo:

+ Chirng duong va/hoiic mau c6 vach mo
+ Mau c6 vach ding kich thuéc nhung ching duong khong c6 vach
- Kiém tra chat luong
- Gidi han phat hién: 10° CFU/m
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- B§ dac hiéu: 100%
- M&i 1an xét nghiém PCR, luén phai tién hanh cung voi ching duong, ching
am.
- Ching duong: Salmonella Typhi, S. Paratyphi A.
- Chimg am: nudc ct hai lan.
- MAu chting can cho thiy:
+ Chung am: khong co6 vach.
+ Chung duong: cho vach rd va ding kich thudc.
- Viéc xem xét, phé duyét két qua duoc thuc hién boi ngudi c6 thAm quyén.
Bang 10: Két qua chay PCR & cac bd moi

Moéi Phat hién Kich thuéc san pham (bp)

STY-F S. Typhi 237
STY-R

SPA-F S. Paratyphi A 607
SPA-R

2.5.3. Ghi chép va bao cdo

-Hoan thanh bang két qua chan doan xét nghiém phan 1ap va dinh danh
Salmonella.

- Nhap két qua xét nghiém vao so6 theo ddi.

- Nhap két qua vao may tinh va chuyen vao ho so tong hop.

- Nguoi kiém tra sé kiém tra lai két qua truoe khi bao cao.

3. Phwong phap xét nghiém nhanh chan doan huyét thanh hoc bénh thwong
han

Trong n61 dung hudng dan nay bo kit TYPHIDOT Rapid dugc str dung lam vi
du dé tham khao cho xet nghiém séc ky mién dich, 13 phuong phap xet nghiém don
gian khong yéu cau nhiéu vé may moéc trang thiét bi, c6 thé thuc hién duoc tai cac
co sO y té tuyén huyén va cac phong kham nho.
3.1.Pham vi ap dung:

Phuong phap xét nghiém mién dich sic ky phat hién khang thé khang vi
khuan Salmonella trong mau huyét thanh bénh nhéan.
3.2.Nguyén ly:

TYPHIDOT Rapid IgM (Single) (Reszon Diagnostics, Malaysia) - xét nghiém
nhanh chan doan sét thuong han: 14 thir nghiém sic ky mién dich pha ran gian tiép.
Khang nguyén (KN) Salmonella Typhi dac hiéu duoc cb dinh trén dai mang nitrate
cellulose. Khi cho miu vao miéng tham mau, mau s& chay 1én trén. Néu c6 khang
thé (KT) dic hiéu hién hién trong mau (huyét thanh hoic huyét tuong), sé tao nén
phttc hop KN-KT véi KN duoc ¢b dinh & ving cira s6 ciia xét nghiém. Phirc hop
KN-KT sau d6 dugc phat hién boi IgG dé khang IgM nguoi cong hop thude
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nhudm s& cho mau hoi tim héng cua dung dich dém. Vach ching chira khang thé
tho khang IgG dé s& gin voi IgG dé khang IgM ngudi cong hop thudc nhudm.
Vaph chung cung cap nhu moét chi dinh cua su di chuyen ding va chung sinh
pham.

TYPHIDOT Rapid 19G/IgM (Combo) (Reszon Diagnostics, Malaysia) - xét
nghiém nhanh chan doan sdt thuong han: 1a thir nghiém sac ky mién dich pha ran
gian tiép. Khang nguyén OMP dic hiéu S. Typhi dugc ¢ dinh vao mang nitrate
cellulose ¢ vach xet nghiém. Khi cho mAau vao miéng thdm mau, mau sé& chay Ién
trén. Néu co khang thé (KT) 19G va IgM khang S. Typhi hién hién trong mau
(huyét thanh hodc huyét tuong), chung s€ phan tng voi phan tir nano vang
(colloidal gold) khang v6i khang thé 1gG hodc IgM nguoi dé tao thanh mot phure
hop. Phuc hop s€ tlep tuc di chuyén trén mang cellulose nitrate va ké dén duoc bat
& khu vuc cira s6 xét nghiém bai khang nguyén dic hiéu OMP cua S. Typhi da
dugc ¢d dinh, cho vach mau hoi tim hf)ng Vach chtng chita khang thé tho khang
IgG chudt, n6 s& gan voi cac khang thé chudt cong hop vang khang IgG hodc IgM
ngudi. Vach chimg cung cap nhu mét chi dinh cua sy di chuyén ding va chung
sinh pham.
3.3.An toan sinh hoc

Tuan thi theo cic yéu cau va hudng din vé ATSH theo quy dinh hién hanh
dam bao khong lay nhiém cho con ngudi va ra moi truong.

3.4. Thuc hién xét nghiém
3.4.1. Miu bénh phim

- Loai bénh pham: huyét thanh, huyét twong

- Thé tich bénh pham dung trong xét nghiém: 30 — 45 ul huyét thanh/huyét
tuong tuy loai kit thuong mai.

Luu y: Bao quan miu huyét thanh & 2°C — 8°C trong vong 3 ngdy. Néu chua
xét nghiém ngay, bao quin mau & -20°C hoic 4m sau hon. Khong lam dong tan
mAau qua 3 1an. Sau khi 1am tan, phai tron déu mau trudc khi xét nghiém.

3.4.2. Sinh pham, héa chit, vit tu tiéu hao
- B kit TYPHIDOT Rapid IgM hoac TYPHIDOT Rapid IgG/IgM (Combo).
- Pi pét va dau tip phu hop (10-200 pl).

3.4.3. Cac budrc thuc hién

Thuc hién xét nghiém bé‘tng bo sinh phém TYPHIDOT Rapid IgM theo cac
budc sau:

Buwéc 1. Cho 30 pl huyét thanh vao giéng vudng. Chd cho dén khi huyét thanh
qua vach B. Tién hanh buéc 2.

Budre 2. Cho 3 giot dung dich dém vao giéng bén trén.

Buéc 3. Day dai sach 1én dén khi cam thiy can lai. Bat dau tinh gio. Thoi gian
doc két qua trong vong 10 phut.
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Budc 2.

A = vach chiing.
B=vach xét nghi¢m

Budc 1.

Budec 3.

Hinh 3: Minh hoa cac buéc xét nghiém TYPHIDOT Rapid IgM

Thuc hién xét nghiém bang bd sinh phim TYPHIDOT Rapid IgG/IgM
(Combo) [7]:

Buéc 1. Cho 45 pl huyét thanh/huyét twong vao mdi giéng miu, dam bao
khong c6 bong khi.

Buéc 2. Cho 1 giot dung dich dém vao mdi giéng mau. Huyét thanh/huyét
tuong s& bat dau chay 18n trén mang. C6 thé v4 nhe bd xét nghiém nhanh trén ban
dé giup mau chay trén mang.

Buée 3. Poc két qua sau 20 phit.

)

TYPHIDOT RAPID
lgM  IgG

‘T MY C=vach chfrng.. Céc vach nay khong duogc thiy trudc
T f— |— 1 |& T =vach xétnghiém khi bd xét nghiém nhanh duoc st dung

O + Giéng mau

—
Hinh 5: Minh hga cac budc xét nghiém TYPHIDOT Rapid IgG/IgM (Combo)
3.5.Phién giai két qua xét nghiém
3.5.1. Poc két qua xét nghiém

- TYPHIDOT Rapid IgM: Néu vach ching ¢ vi tri A khong xuat hién thi xét
nghiém khong c6 gia tri. Mau duong s& phai c6 vach mau & vi tri B.

- TYPHIDOT Rapid IgG/IgM: Néu vach chimg & vi tri C khong xuat hién thi
xét nghiém khong c6 gia tri. Mau dwong s& phai c6 vach mau & vi tri T.
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3.5.2. Nhan dinh két qua xét nghiém 7 ‘
- Viéc xem xét, phé duyét két qua dugc thuc hién bdi ngudi c6 tham quyén.
- TYPHIDOT Rapid IgM:

20 20 20 20

A A A A
B B B B
c C C c
1 1 1 1

(N ) I {GD | I | GND | B |G

Duong Am Khong gia tri
Hinh 4: Nhin dinh két qua xét nghiém TYPHIDOT Rapid IgM

- Duong tinh ddi v&i khang thé dic hiéu Salmonella Typhi: khi dai mau xuat

hién & vach chiing (A) va vach xét nghiém (B)

- Am tinh d6i v&i khang thé dic hiéu Salmonella Typhi: khi dai mau chi xuat

hién & vach ching (A)

- Khong gié tri: khi vach chting (A) khong xuét hién dai mau. Néu truong hop

nay xay ra, xét nghi€ém phai dugc lam lai véi bd xét nghiém nhanh maoi.
Luu y:

Pé kit xét nghiém va dung dich dém dé ¢ nhiét do phong (néu thiy dung dich
dém c6 tua thi lic manh va lam 4m 1én). M tai 1y b xét nghiém nhanh. Ghi nhan
mau 1én bo xét nghiém nhanh.

Bao quan & 200C - 250C, tranh ning, 4m va noéng. Mdi tai chira 25 bo xét

nghiém nhanh.
- TYPHIDOT Rapid IgG/IgM

o AT Va

TYPHID'DTRAPID TYPHIDDTRI\PID TYPHIDDTRI\PID

IgM IgG IgM IgG IgM IgG

O O ; O O ; O O |
N N— N—
Duong tinh voi Duong tinh voi Duong tinh voi
IgG & IgM khang IgG khéng S. IgM khang S.
S. typhi typhi typhi

Hinh 6(a): Minh hoa cac két qua xét nghiém TYPHIDOT Rapid 1gG/IgM
(Combo)
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/"— /’7 rd

O O O O O O
AN / < ' 4
Am tinh véi IgG Khéng gid tri
& IgM khang S.
typhi
Hinh 6(b): Minh hoa cic két qua xét nghiém TYPHIDOT Rapid IgG/IgM
(Combo)

- Dwong tinh d6i voi khang thé dac hiéu Salmonella Typhi: dai mau xuét
hién ¢ vach ching (C) va vach xet nghiém (T)

- Am tinh d6i v6i khang thé dic hiéu Salmonella Typhi: dai mau chi xuat
hién & vach ching (C)

- Khong gia tri: khi vach chimg (C) khong xuét hién dai mau. Néu truong
hop nay xay ra, xét nghiém phai dugce lam lai vé1 bo xét nghiém nhanh mai.

Luu y:

- Pé kit xét nghiém va dung dich dém dé & nhiét d6 phong (néu thiy dung
dich dém c6 tia thi lac manh va lam 4m Ién). M6 tai lay bd xét nghiém nhanh. Ghi
nhan mau 1én bo xét nghiém nhanh.

-Bao quan ¢ 4°C - 30°C, khong déng bang. Tranh anh ning truc tiép, am va
néng. Moi tai chira 25 bo xét nghiém nhanh.

3.5.3. Ghi chép va bao cao

-Hoan thanh bang két qua chan doan xét nghiém phan 1ap va dinh danh
Salmonella.

- Nhap két qua xét nghiém vao so6 theo ddi.

- Nhap két qua vao mdy tinh va chuyén vao ho so tong hop.

- Nguoi kiém tra s& kiém tra lai két qua trude khi bao cdo.

IV. Tai li€u tham khao
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2. Quy trinh phan lap dinh danh Salmonella tr mau mau, HDVK-GS-XN-
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05/01/2017.
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BENH VIEM GAN B
(HEPATITIS B)

Bénh truyén nhiém thuéc nhém B trong Ludt Phong, chéng bénh truyén nhiém.

. M6 ta chung

Viém gan B (Hepatitis B) 1a mot bénh phd bién, do vi rat viém gan B (HBV)
gy ra. HBV thudc ho Hepadnaviridae, c6 cau trac DNA mach vong. HBV ¢6 3
loai khang nguyén HBsAg, HBeAg va HBcAg, tuong Umg véi 3 loai khang nguyén
trén 1a 3 loai khang thé Anti-HBs, Anti-HBe va Anti-HBc. Sy hién dién cta céc
khang nguyén, khang thé nay rat quan trong trong viéc xac dinh bénh, thé bénh
cling nhu dién tién bénh.

Theo udc tinh cia WHO, hién nay cé khoang 257 triéu ngudi nhiém vi rat
viém gan B, va hon 800 triéu ngudi trén thé gidi da chét vi xo gan va ung thu gan
do HBV géy ra [3]. Tai Viét Nam, HBV la nguyén nhan hang dau gdy bénh viém
gan man voi ti 1& nhiém trong cong dong cao, chlem tr 10-20% dan so [5].

Chan doan xac dinh nhiém HBYV chu yéu dya vao xét nghiém huyét thanh
hoc. Nhiém vi rat viém gan B cap tinh duoc xac dinh dua vao su hién dién cua
HBsAg va Anti-HBc IgM. Trong thodi gian dau nhiém bénh, bénh nhan con ¢
chuyén d6i huyét thanh HBeAg. HBeAg thudng chi thi cho muc do sao chép cia
vi rat. Nhiém HBV cép tinh dugc xac dinh duwa vao sy hién dién dai déng cua
HBsAg trén 6 thang (c6 hodc khong HBeAg) va duong tinh Anti-HBc 19G.

Phuong phap xét nghiém vi rat viém gan B trong ndi dung huéng dan nay chi
bao gom 04 phuong phap xét nghiém duoc dung pho bién trong hé thong xét
nghiém y té du phong: (1) phuong phép sic ky mién dich, (2) phuong phéap danh
dau mién dich gin enzyme (ELISA), (3) phuong phap mién dich dién hoa phat
quang (ECLIA) va (4) phuong phap mién dich vi hat hoa phat quang (CMIA). Cac
phuong phéap xét nghiém khac tham khéo trong Quyét dinh s6 26/QD-BYT ngay
03/01/2013 ctia B Y té “Hudng dan quy trinh k¥ thuat chuyén nganh Vi sinh Y
hoc”.

1. Yéu cau chung
1. Nhan sy

- C6 it nhat 02 can b c6 chuyén mon phu hop va di dugc dao tao vé cac ky
thuat xét nghiém chan doan viém gan B.

- Céc can bd can duoc dao tao vé cach sir dung trang thiét bi, thyc hanh an
toan sinh hoc (ATSH), thuc hanh vi sinh chuan, va dam bao chéat luong xét
nghiém. Cac can by PXN duoc dao tao s€ dugc danh gia nang luc dinh ky.
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- Nhan vién méi sau khi danh gia c6 két qua dat, can tiép tuc duoc giam sat it
nhat 3 - 6 thang trude khi chinh thirc dugc thyc hién xét nghiém doc lap.

- Nguoi nhan dinh va phé duyét két qua xét nghiém 1a can bo co trinh do dai
hoc hodc sau dai hoc, c6 kinh nghiém cong tac trong linh vuc xét nghi€m tir 3 nam

tré 1én.

- Can bo PXN duoc kiém tra stc khoe dinh ky t6i thiéu 1 1an hang nam va
dugc tiém phong viém gan B va kiém tra khang thé hang nam.

2. Co sé vat chat, trang thiét bj

2.1.Co sé vat chat

PXN céan dap Gmg vé diéu kién ATSH, hé théng quan 1y chét luong PXN theo
quy dinh hién hanh. Cac k¥ thuat xét nghiém HBsAg, anti-HBs dugc &p dung cho

PXN ATSH cép II tro 1én.
2.2.Trang thiet bi

Bang 1: Trang thiét bi

Mién |Mién dich
A psAL v Xét nghiém dichtw |tw  dong
Tén thiet bi nhanh ELISA dong |ECILA
CMIA
May ELISA 01 bo
May mién dich tu dong n
Architect 01bo
May mién dich ty dong Cobas 01 bo
e601
Pi pét 1 kénh (10ul, 100 pl, 01 bd ) ) A
1000 pl) 01 bd 01 bd 01 bd
Tu ATSH phu hop 01 cai 01 cai 01 cai
May ly tam thuong 01 cai 01 cai 01 cai
Tii lanh 2°C-8°C 01 cai Olcai | 01 cai 01 céi
° A 0 ) A
Tu am -20°C hoge thap hon Olcai | Olcai | 01 cai

(bdo quan mau)

- Ho so thiét bi gom: ho so lap dat thiét bi, 1y lich thiét bi, huéng dan st dung,
hd so hiéu chuén, bao dudng cta thiét bi, nhat ky theo dbi str dung thiét bj.

- HO so dao tao st dung trang thiét bi cho cac nhan vién van hanh thiét bi.
3. Pam bio chat lweng xét nghiém

3.1.Trwée xét nghiém
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3.1.1. Pam bao chit lrong miu

- Loai miu: MAu mau, tir 2-3 ml trong 6ng khong chira chat chéng dong hoic
6ng c6 chat chéng dong Potassium EDTA (hay Lithium Heparin, Sodium Heparin,
Sodium Citrat).

- Piéu kién bao quan:

- MAu mau 1am xét nghiém HBsAg: ¢ thé dugc bao quan dén 24 gid & nhiét
d6 phong hay dén 6 ngay & 2°C - 8°C, sau 6 ngdy can tach huyét thanh/ huyét
tuong bang cach ly tim & 800-1600 g trong vong 20 phut hodc bao quan dong lanh
& -20°C hodc thap hon. Mau di tach huyét thanh hodc huyét twong co thé duogc giir
14 ngay ¢ 2°C - 8°C, néu giir 1au hon nén dong lanh ¢ - 20°C hoic thap hon.

- MAu mau lam xét nghiém Anti-HBs: ¢6 thé duoc bao quan & 2°C - 8°C tdi da
dén 14 ngay, sau 14 ngay can tach huyét thanh/ huyét tuong bang cach ly tim ¢
800 g - 1600 g trong vong 20 phut hodc bao quan dong lanh ¢ -20°C hodc thap
hon. Mau di tach huyét thanh hodc huyét twong c6 thé duogc giit 14 ngay & 2°C -
8°C, néu giir 1au hon nén dong lanh ¢ - 20°C hoic thap hon.

- Truong hop miu co fibrin, t& bao hong ciu hay cac vat thé la khac hay mau
da duoc bao quan dong lanh va rd dong, dé dam bao tinh nhat quan cta két qua,
mau phai chuyén qua tuyp ly tim va ly tdm it nhat & >10.000 RCF trong 10 phut
trudc khi xét nghiém.

- Viéc bao quan trong qua trinh van chuyén theo quy dinh va theo hudng dan
hién hanh.

- Tiéu chuan chap nhan: mau khéng bi do v, dung loai_ mau cho yéu cau xét
nghiém, mau dam bao nhiét do khi van chuyén, dui lugng mau, kiém tra thong tin
trén tuyp mau c6 trung khép voi thong tin bénh nhan trong phiéu giri miu hoic
phiéu yéu cau xét nghiém.

- Tiéu chuan tir chéi:

- Bi bét hoat do nhiét, bi tron 1an, bi tan huyét manh, bj nhiém khuén.

- Thong bao ngay cho don vi giri bénh pham trong truong hop bénh pham
duoc gui khong dam bao chat luong va luu hd so. Néu huy miu thi tuan theo quy
trinh hity mau theo muc 3.3.2 vé hily miu tai huéng dan nay.

3.1.2. Hiéu chuan, hi¢u chinh may méc/trang thiét bi

Tat ca cac trang thiét bi can thuc hién viéc hiéu chuén, hiéu chinh, bao dudng
theo hudng din ciia nha san xuat.

3.1.3. Kiém tra chit lwong héa chat sinh pham va vat tw tiéu hao

- Hoa chat, sinh pham, vat tu tiéu hao phai dugc bao quan theo khuyén cdo
ctia nha san xuét dé dam bao tinh 6n dinh va con han st dung.

- C6 hod so theo ddi sir dung sinh phém, hoa chat vat tu tiéu hao.

- Can c6 hd so danh gia, kiém so4t chit lvgng sinh pham, hoa chit.

- Panh gia chit luong sinh pham:
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- Cac loat sinh phém khi nhan vé déu phai duoc kiém tra.

- Quan sat bang mat thuong xem cac lo hoa chét, sinh pham c6 bat thudong
khong, vi du nhu bat nép, 10 1i, van duc, thay ddi mau séc.

- Kiém tra mdi 16 sinh phdm theo bd mau gém cac mau chimg duong va mau
chiimg am cua tdc nhan ma PXN dang thuc hién theo quy trinh xét nghiém.

- Pha ché sinh pham phai luén duoc dit trong khay gitt lanh va cat lai ngay
sau khi dung xong.

- Vat tu hoa chit duoc quan 1y theo ding theo quy dinh va dam bao sy sin co
cho vi¢c thyc hi¢n xét nghi¢m.
3.2.Trong xét nghiém
3.2.1. Noi kiém

Poi véi test nhanh: sir dung chimg noi kiém trong bo sinh pham.
Poi véi xét nghiém ELISA: st dung cac mau chimg theo bo sinh pham
- Chtg 4m: chira huyét thanh nguoi binh thuong
- Chung duong: chtra huyét thanh nguoi da bat hoat virus
Poi voi xét nghiém ECLIA va CMIA: sir dung cac mau chimg theo bd sinh
pham do nha san xuat cung cap.

- Chiirng 4m c6 thanh phan 1 huyét twong nguoi da voi hoa lai.

- Chimg duong c6 thanh phan 13 HBsAg tir nguoi da tinh sach bat hoat (xét
nghiém HBsAg) hodac c6 phan ung vdi Anti-HBs va khong c6 phan tng voi
HBsAg (xét nghiém Anti-HBS).

- Chitrng am: phan mg phai cho két qua am tinh.

- Két qua ctia 02 chimg duong phai nim trong khoang ndng d6 cho phép cta
nha san xut thi dugc chap nhan (gia tri nay c6 in trong tai liéu di kém hop thudc
thir) va nam trong khoang + 2 SD do PXN x4y dung.

3.2.2. Panh gia tir bén ngoai
Tham gia dénh gia tir bén ngoai (ngoai kiém, lién phong hodc PXN tham chiéu)
va thuc hién hanh dong khéc phuc khi két qua khong dat.
3.3.Sau xét nghiém
3.3.1. Bio quén va lvu trit miu bénh pham

- Trong truong hop can thiét, mau bénh pham d3 duoc ma héa s& duoc luu
trong tii lanh (tr -70°C hodc thap hon).

- Sau khi cat mau vao hop nhan vién PXN ghi lai thong tin cia mau bénh
pham vao s6 luu giit mau.

- Tat ca cac mau bénh pham dugc xép vao hop theo thtr tu timg nim va co so
Iwu gilr mau va so do tu luu gii.

- Thoi gian luu gift mau iy timg muc dich.

3.3.2. Tiéu hity bénh pham
- Hiy mAu bénh pham trong cac trudng hop sau:
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+ MAau bénh pham bj tir chéi (khong dat tiéu chuan).
+ Mau bénh pham hét thoi han luu gii.

- Cho bénh pham can hiy vao tai rac thai y té, budc miéng tui. Sir dung tui
nhua hip duogc, khong bi 1o ri, c6 quy dinh mau sic, ky hiéu ro rang trén thi dé
dung mau

- Hap w6t tai 121°C trong 30 phut.

- Déan bang dinh chi thi nhiét.

- Sau khi hoan tét, kiém tra bang dinh chi thi nhiét, cac thong s6 trén may dat
va lay thi rac thai.

- Ghi chép toan bd qua trinh hily bénh pham vao biéu mau.

- Lap bién ban huy mau theo quy dinh ddm bao ATSH.

- Lwu y: Lo hip phai duoc thim dinh dinh ky bang chi thi sinh hoc va/hodc
chi thi hoa hoc cp d6 phu hop.

4. Poc va danh gia két qua

-Két qua can duoc kiém giam sat va danh gia boi it nhat 2 ngudi va phai
duoc luu duoi dang van ban va trong may tinh.

- Phai kiém tra cac két qua cua mau chung thoa man dleu kién (tuy theo
phuong phap ap dung) mdi tién hanh danh gia két qua trén mau bénh pham xét
nghiém.

- Néu chtng khong dat thi khong dugc danh gia két qua xét nghiém cua miu
bénh pham ma phai thyuc hién lai xét nghiém; can tién hanh kiém tra lai qua trinh
xét nghiém bat dau tir khau chuan bi, tinh trang ctiia mau chung dé tim hiéu rd
nguyén nhan can khac phuc.

- C6 quy dinh cu thé cho tra két qua cho céc truong hop thuong quy, két qua
bat thuong/ bio dong, khan, tam thoi va quy trinh xar 1y khi tra két qua nham,
cham.

5. Thuc hién xac nhan lai gia tri sir dung phwong phap xét nghiém
5.1. Lap ké hoach bé tri thir nghiém

- K& hoach bao gém: Nguoi chuin bi mau, nguoi thuc hién, nguodi danh gia
két qua; tiéu chuan danh gia; thoi gian chuan bi mau, cach thirc chuan bi mau; cic
budc tién hanh xét nghiém, bao cao két qua; phé duyét két qua xét nghiém.

- Can xac dinh timg phuong phap dinh tinh/dinh lwong hodc ban dinh luong
dé xac dinh gia tri s dung cho tung phuong phap,

- Dbi voi mdi phuong phap xét nghiém khi bét dau dugc ap dung tai PXN ma
khong c6 bat ky sy thay doi nao vé phuong phap va loai mau s& tién hanh xac dinh
03 chi ti€u ky thuat co ban: dd chinh xac (accuracy), d§ dac hi¢u (specificity), do
chum (precision). Yéu cau mdi dot tham dinh duoc 1ap lai it nhét 3 1an dé tinh do
chum.
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- C& mAu can phai dugc tinh toan can than dé nghién ctru tham dinh c6 d tin
cdy cao va co ¥ nghia thong ké. Ching chuén: tdi thiéu 10 ching. Mau thyc té: ti
thiéu 20 mau
5.2.D0 chinh xac, d§ nhay, d¢ diac hi¢u, do chum

- B4 tri thuc hién bd mau da duoge xac dinh két qua béng quy trinh tiéu chuin
hoidc kiém tra lai két qua bang chuong trinh so sanh lién phong.

- Thuc hién xét nghiém nhu ddi v&i cadc mau cta bénh nhan

Bang 2. Doc danh gia xét nghiém

£ .l Két qua ciia quy trinh tiéu chuén

Ket qua tai PXN Duong tinh Am tinh
Duong tinh A B
Am tinh C D

- Tinh toan s liéu:
+ DO chinh xac (Accuracy) = (a+d)/N
+ Do dac hi¢u (Specificity) = d/(c+d)
+ D3 nhay (Sensitivity) = a/(a+b)
+ Gia tri tién doan duong tinh (Positive Predictable Value) = a/(a+c)
+ Gid tr1 tién doan am tinh (Negative Predictable Value) = d/(b+d)
Trong d6: N=a + b + c+ d tong sb két qua xét nghiém
- D06 chum (gom do lap va do tai lap):
+ Chuan bi mau c6 noéng do xung quang LOD tinh toan, 1ap lai xét nghiém
20 1an.: LOD =Y + 3S Trong d6: Y : két qua trung binh S: d6 1éch chuan
+ B tri thuc hién bd mau dé kiém tra tinh chinh x4c gém 5 m?tu/néng do x
2 noéng d6 va 3 lan ldp/mau x 3 mau
+ Do lap: Bo mau duoc thuc hién lip lai trong cing mot diéu kién vé con
nguoi, sinh pham va thiét bi.
+ Do tai lap: B mau duoc thuc hién lip lai trong cing mot diéu kién vé
sinh pham va thiét bi nhung thay doi vé con ngudi, thoi gian.
+ Thuyc hién xét nghiém nhu dbi véi cac mau cua bénh nhan.
+ Tinh toan sb liéu:
v Gia tri trung binh (Mean) y =Zy;/n
v DA 1a A rs s _ S2oi-»)?
DJ 1éch chuan (1ap va tai lap) (SD) SD = V — 1
v/ Hé sd bién thién (CV) CV= (sd/y )*100
Trong do6: yi 1a gia tri thu dugc trong mdi lan thyc hién xét nghiém. n 1a s6
1an 1am lap lai.
Doi véi phwong phap test nhanh (dinh tinh): 1am dd chinh xac, d§ nhay,
d6 dac hiéu, gia tri tién luong. Theo CSI tdi thiéu 20 miu 4m va 20 mau duong cho
x€t nghiém
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Poi véi xét nghiém HBsAg (ban dinh lwong): Dbi voi xét nghiém ban dinh
lugng thuc hién d6 nhay, do dac hiéu, do chum, gioi han phat hién (LOD)

Doi véi xét nghiém Anti-HBs (dinh lwong): thuc hién do chinh xac, do
chum, LOD, LOQ (ngudng dinh luong), khoang tuyén tinh (néu c6), cac thong sd
anh huong. Can t6i thiéu 20 diém dir liéu cho mdi chi sb d4nh gia. Chon it nhat 20
mau di biét trude nong d6 bang cach sir dung mot phuong phap xét nghiém chuan
khac. Chon cac mau co két qua phan bd & cac gia tri tir thap den cao. Chay song
song 20 mau nay bing 2 phuong phap chuan va phuong phap can xac nhan. V&
duong thong ké hoi quy biéu dlen mdi twong quan gitra 2 phuong phap. Néu duong
biéu dién khong trung hodc gan trung voi dudng phan giac, so sanh sy khac biét
cta hai phuwong phéap bang cach so sanh SD cua 2 phuong phap (t-test va f-test).
Cac mau duoc xét nghiém trong 3 ngay lién tiép.

5.3. Panh gia két qua

- Dua vao viéc so sanh cac két qua thyc hién so vaéi tiéu chuan cua quy trinh
tiéu chuan hoc tiéu chuan tham chiéu (CLIA)

- Viéc xac nhan gia tri sir dung phuong phap dugc két luan 1a dat khi:

+ DO nhay, d6 ddc hi¢u l16n hon hoac bang gia tri cua quy trinh tiéu chuan
hodc tiéu chuan tham chiéu

+ Ty 1¢ duong tinh gia, 4m tinh gia nhé hon hodc bang gié tri ctia quy trinh
tiéu chuan.

+ Chép nhan khi két qua dat

v Do chinh xac > 90%;

v D0 dac hiéu > 90%;

v Do nhay > 90%;

v Ty 1é duong tinh gia < 10%;
v Ty 1¢ am tinh gia < 10%.

+ + Do chinh xac: Puong biéu dién méi twong quan gitta phuong phap danh
gia va phuong phap tiéu chuan phai tring hoic gan trung véi duong phan giac.
(a~1, b~0) hoic gia tri f tinh toan phai nho hon gia trj f tra bang f-test v4i cd mau
n =20.

+ + Do chum: So sanh véi d6 1éch chuan 1ap lai do nha san xuat cung cép.
Do 1éch chuan thyc nghiém can nho hon hoic bang do léch chuan cong bd hoic
két qua hé s6 bién thién CV < 10%.

+ + LOD, LOQ, khoang tuyén tinh: Cong bd ngudng phat hién, ngudng
dinh lugng va khoang tuyén tinh thuc té tai phong xét nghiém. Panh gia, nhan xét
bang cach so sanh v&i thong tin dugc cong bod boi nha san xuat.

5.4. Xem xét dinh ky phuwong phap xét nghiém
-Can xem xét tinh hiu qua cua phuong phap xét nghiém dinh ky hang
nam théng qua céc tiéu chi k¥ thuat: Do tai lip (tong hop tir két qua kiém tra chit
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luong trong nam), Két qua tham gia ngoai kiém, Li hé théng (4p dung cho céc
phuong phap co st dung thiét bi). Néu c6 yéu cau thém vé tidu chi k¥ thuat khac
thi phai ghi rd vao ban bao cao két qua. Néu khong c6 yéu cau dat biét, cac tiéu
chi k¥ thuat trén co the bb tri giéng nhu tham dinh phuong phap ban dau.

-Luu hd so tit ca cac budc thuc hién trén bao gdm cac bang tong hop
két qua.

I11. Phwong phap xét nghiém

Xét nghiém HBsAg Xét nghiém Anti-HBs
R H - 2 -
Khéng nguyén bé mit viém gan B Khang thé khiang HBsAg
I |
HBsAg (+) deongtinh HBsAg (-) 4m tinh HBsAg (-) 4m tinh
Anti-HBs (-)am tinh Anti-HBs (+) dwong tinh
Viém gan siéu vi B man Chura 6 mién dich bao vé MIEN DICH
- HBsAg (+) > 6 ||- Tiém Vicxin theo phac - Bénh nhiin da dugc bao vé
thang g00,1,2 - Neé tiém nhaclai 1 mii dé
. - Nén tiém nhac lai sau dam bio mién dich bén
- Anti-HBc 19G (+) || 32 nam SAGHLEL vimg

So' do 1: So’ do xét nghiém Viém gan siéu vi B

1. Xac dinh khang nguyén HBsAg bing test nhanh
1.1. Pham vi ap dung

Trong nodi dung huéng dan ndy by Determine HBsAg ciia Abbott dugc sir
dung 1am vi du dé tham khao cho xét nghiém HBsAg test nhanh. Phuong phap xét
nghiém nay phat hién khang nguyén HBsAg cta HBV trong huyét thanh, huyét
turong hodc méau toan phan.
1.2. Nguyén ly

Duya trén nguyén 1y sic ky mién dich in vitro dé xac dinh dinh tinh khang
nguyén bé mit ciia vi rat viém gan B.
1.3. An toan sinh hoc

Tuan thi theo cic yéu ciu va hudng din vé ATSH theo quy dinh hién hanh
dam bao khong 1ay nhiém cho con ngudi va ra moi trudng.
1.4. Thuce hién xét nghiém
1.4.1. Mau bénh phim
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-Loai bénh phim: huyét thanh, huyét twong hodc mau toan phan co chat
chéng dong EDTA.

- Tach huyét thanh/ huyét twong ddi véi bénh pham méau: Sau khi ldy mau, dé
6n dinh 30 phat ¢ nhiét do phong, tién hanh tach huyét thanh/huyét tuong. Trong
truong hop khong tach dugc huyét tuong/huyét thanh, quan & nhiét d6 2°C - 8°C
va can phai tach huyét thanh ngay trong vong 24 gid bang cach ly tim & 800 -
1600 g trong vong 10 phut.

1.4.2. Sinh pham, hoéa chit, vat tw tiéu hao

- B0 sinh phadm Abbott Determine HBsAg cho huyét thanh/ huyét twong hoic
mau toan phan.

- Pi pét 50 pl -100 pl.

- May ly tam.

- Pong hd bam gidy.

1.4.3. Cac budc thuce hién

Buwéc 1. Ly thanh thir pht hop véi s6 lugng mau can xét nghiém. Béc bo tam
v6 boc bao ve.

Bwéc 2. Ghi tén hodc ma bénh nhan vao vung viét ma. Pé que thir trén mit
phang kho sach.

Buéc 3. Nho 50 ul huyét thanh/huyét turong/mau toan phan vao vung nho bénh
pham. D01 v6i huyét thanh/huyet tuong, doi t6i thiéu 15 phat va doc két qua. D01
véi miu mau toan phan doi 1 phut roi thém 1 giot Chase Buffer, sau d6 doi t6i
thiéu 15 phut va doc két qua.

1.5. Phién giai két qua xét nghiém
1.5.1. Poc két qua xét nghiém

- Duong tinh: Xuét hién 2 vach d6 & phan chtng va phan bénh pham.

- Am tinh: Chi ¢6 1 vach d6 ¢ phan chung.

- Khong xac dinh:

+ Chi c¢6 1 vach d6 ¢ phan bénh pham.
+ Khoéng c6 vach d6 nao xuat hién ¢ phan chimg va phan bénh pham.

N

Vach chung

Vach kiém tra

i

1l

Deongtinh  Amtinh Khong gid tri
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Hinh 1: Poc két qui qua xét nghiém Determine HBsAg
1.5.2. Nhan dinh két qua

- Kiém tra chét luong mau thir: Pé dam bao gia tri xét nghiém, vach control
phai xuat hién.

- Néu vach control khong chuyén sang mau doé hay hong, test xét nghiém nay
khong c6 gia tri va can phai thuc hién lai xét nghiém.

- D6 dam nhat ctia vach khong tuong quan véi ndng d6 khang nguyén HBsAg
trong mau.

- Két qua am tinh c6 thé xay ra khi bénh nhan trong giai doan sém ctia bénh
(micc HBsAg thép).

- Bdi v&i muc dich chan doan va phan biét nhiém HBV man tinh hay cép tinh,
viéc phat hién HBsAg phai tuong quan vai triéu ching ctia bénh nhan va céac chi
s6 mién dich khéc.

- Viéc xem xét, phé duyét két qua duoc thuc hién bai ngudi c6 tham quyén.
1.5.3. Ghi chép va bao cao

- Hoan thanh bang két qua chan doan.

- Nhap két qua xét nghiém vao s6 theo dai.

- Nhap két qua vao mdy tinh va chuyén vao ho so tong hop.

- Nguoi kiém tra s& kiém tra lai két qua trude khi bao cdo.

2. Xac dinh HBsAg mién dich gian enzyme (ELISA)
2.1..Pham vi ap dung

Trong ndi dung hudng dan nay bo kit Murex HBsAg 3.0 duoc sir dung lam vi
du dé tham khao cho xét nghiém HBsAg (ELISA). Phat hién khang nguyén bé mat
HBsAg ctia HBV trong huyét thanh (huyét twong) nguoi.
2.2.Nguyén ly

Dua trén nguyén ly cua k¥ thuat ELISA sir dung hon hop khang thé don dong
ctia chudt chuyén biét cac thu thé khac nhau trén ving quyét dinh khang nguyén
“A” ctia HBsAg va khang thé dé duoc tinh sach c6 ai luc véi HBsAg cong hop voi
peroxidase. Khi ¢ sy hién dién cua HBsAg trong mAau bénh pham, s& tao nén mot
phuc hop khang thé - khang nguyén - khang thé - enzyme. Phan Ung ciia enzyme
va co chat tao ra su chuyen mau tur tim sang cam.
2.3.An toan sinh hgc

Tuan tha theo cic yéu cau va huéng dan vé ATSH theo quy dinh hién hanh
dam bao khong 1ay nhiém cho con ngudi va ra moi trudng.

2.4. Thuc hién xét nghiém
2.4.1. Mau bénh pham

Loai bénh pham: huyét thanh, huyét trong hoic mau toan phan c6 chat chdng
dong EDTA (Tham khao muc 1.4.1).

2.4.2. Sinh pham, héa chit, vt tu tiéu hao
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- B9 sinh pham Murex HbsAg 3.0
- Pi pét 20 pl -100 pl va dau tip tuong Gng.
2.4.3. Cac budc thuc hién
Buwéc 1. Chuan bi dung dich co chat va dung dich rira theo huéng dan ctia nha
san xuAt.
Bude 2. Chuan bi sb giéng can thiét cho sd luong mau can thuc hién xét
nghiém (bao gdm mau phan tng va mau ching).
Buwéc 3. Thém 25 pl dung dich pha lodng vao mdi giéng.
Buéc 4. Thém 75 pl bénh phém vao mdi giéng theo so do .
Buéc 5. U dia co nap day ¢ 37°C + 1 trong vong 30 phuat.
Buéc 6. Thém 50 pl dung dich chit cong hop vao mdi giéng.
Buwéc 7. Lic dia trén may lac hodc gd nhe canh dia trong 10 gidy.
Buwéc 8. U dia co nap day ¢ 37°C + 1 trong vong 30 phut.
Budrc 9. Sau thoi gian @, rira dia 5 lan.
Buée 10. Thém 100 pl dung dich co chat vao mdi giéng.
Buwéc 11. U dia c6 nip ddy ¢ 37°C + 1 trong vong 30 phat doi chuyén mau.
Bwéc 12. Thém 50 pl dung dich dirng phan tGng vao mdi giéng.
Buwée 13. Trong vong 15 phut, doc két qua & budc song 450 nm/620 nm
Bing 4: So' d0 miu

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A Ching
duong

B Ching
am

Mau A

Mau B

Mau C

Mau D

Mau E

ITIOTMMmMO0

Mau F

Ghi chii: Phan 6 trong dién thong tin mau

2.5.Phién giai két qua xét nghiém
2.5.1. Poc két qua xét nghiém

- Chung duong: c6 tin hiéu huynh quang phu hop theo huéng dan nha san
xuat hoic theo quy dinh cia phong xét nghiém.

- Chting am: tinh gia tri trung binh hap thu 4nh sang ctia 2 ching am. Néu 1
trong 2 giéng chimg am c6 gi tri > 0,03 giéng kia thi loai bo gia tri cao hon.

- Gi4 tri nguong (Cut-off value: CO) = Gia tri trung binh ctia chimg am + 0,05

- Két qua am tinh: Aysores < CO

- Két qua duong tinh: Aysorer > CO
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2.5.2. Nhén dinh, xem xét, phé duyét két qua

- MAu duong tinh nén duoc xét nghiém lai bang 2 phan tng sir dung mau ban
dau. Miu c6 két qua tbi thiéu 1 trong 2 phan tng duong tinh, miu c6 hién dién
HBsAg. Két qua duong tinh nén dugc kh:fmg dinh béng bo kit xac dinh hoac cac
x¢t nghi¢ém marker HBV khac.

- Néu ca 2 phan tmg déu am tinh, két qua dugc xac dinh 13 4m tinh.

- MAu khong xac dinh khi khong thoa man cac diéu kién sau:

- Gia tr1 trung binh Asorer cia chung am < 0,15 hodc gia tri trung binh cua
Aysocta chimg am < 0,2

- Assorret/ Agso ctia chimg duong cao hon Aysgprer/Assg cia chirng am 0,8

- Cac mau khong xac dinh can phai dugc thuc hién lai xét nghiém.

- Viéc xem xét, phé duyét két qua duoc thuc hién bai ngudi cd tham quyén.
2.5.3. Ghi chép va bao cao

- Hoan thanh bang két qua chan doan.

- Nhap két qua xét nghiém vao sb theo di.

- Nhap két qua vao mdy tinh va chuyén vao ho so tong hop.

- Nguoi kiém tra s& kiém tra lai két qua trude khi bao cdo.

3. Xac dinh HBsAg mién dich tu déng bang phwong phap CMIA
3.1.Pham vi ap dung

Trong ndi dung hudng dan nay bo kit HBsAg cua Abbott duge sir dung dé
dinh tinh khdng nguyén bé mat viém gan B trong mau huyét thanh hay huyét
tuong.

Xet nghiém HBsAg ho trg chan doan nhiém HBV va dugc sir dung nhu xet
nghiém tam soat dé tranh truyén HBV trong mau, cac thanh phan ctia mau, cac té
bao, mod va cac co quan cho ngudi nhan.
3.2.Nguyén ly

Duya trén nguyén 1y cta k¥ thudt CMIA gom 2 thi dé dinh tinh HBsAg trong
huyét thanh va huyét twong nguoi:

- O thi dau, miu va cac vi hat co phu Anti-HBs duogc két hop véi nhau.
HBsAg hién dién trong mau gan véi cac vi hat pha Anti-HBs.

- Sau khi rira, chat lién hop Anti-HBs gan acridinium duoc thém vao & budc
thr 2. Sau mot chu ky rtra khéc, cac dung dich Pre-trigger va Trigger dugc thém
vao hdon hop phan tmg. Phan ung phat quang hoa hoc xay ra duogc do theo RLU
(don vi anh sang tuong d6i). Luong HBsAg trong mau c6 mdi quan hé truc tiép
vo1 RLU duogc phat hién boi hé théng quang hoc mién dich.
3.3.An toan sinh hoc

Tuan tha theo cic yéu cau va huéng din vé ATSH theo quy dinh hién hanh
dam bao khong lay nhiém cho con ngudi va ra moi truong.
3.4.Thuc hién xét nghiém
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3.4.1. Miu bénh pham

- Loai bénh pham: 2-3 ml mau dung trong 6ng khong chira chat chong dong
hay trong 6ng c6 chat khang dong Potassium EDTA hay Lithium heparin, Sodium
heparin, Sodium citrat), mau huyét thanh, huyét twong (> 200 ul)

- Viéc dam bao chét luong ctia mau bénh phém theo muc 3.3.1 cua tai liéu
nay.

3.4.2. Sinh pham, héa chit, vit tw tiéu hao

- Hé théng may mién dich Architect i ty dong hoan toan.

- Stir dung b sinh pham HBsAg ctia hing Abbott.

- Gleng phan ung (RV)

- Nap day hoa chat.

- Cdc dung mau (sample cup)

- Dung dich Pre-Trigger: chira 1.32% hydrogen peroxide.

- Dung dich Trigger: chira 0.35 N sodium hydroxide.

- Dung dich dém rtra: chtra dung dich mubi dém phosphate.

- Dung dich chuan HBsAg (cal 1 va cal 2): Chuan bj 275 ul cho mdi dung
dich chuén vao cbc dung mau (cho 2 lan lap lai).

- Dung dich ching HBsAg (Ching duong, Ching am): Chuan bj 125 ul cho
moi dung dich chimg vao coc dung mau (cho 2 lan lap lai).

- Kiém tra chuan:

-Pat mau chuan vao vi tri va dit 1énh hiéu chuan hién thi trén may xet
nghiém.

- Chay lap lai 3 lan mau chuan 1 va 2.

- Khi duong cong hi¢u chuan duoc chép nhan va luu lai, khong can thuc hién
hiéu chuan cho tt ca mau xét nghiém sau do, trir khi sir dung 16 thudc thir méi hay
mau ching cho két qua nam ngoai khoang ndng do.

- Kiém tra chimg;

- Dit mau chimg vao vi tri va dat 1énh chay chung hién thi trén may xeét
nghi¢m

- Két qua ching nam trong khoang + 2SD thi dugc chap nhan (gi tri nay co
in trong tai liéu di kém hop thude thr).

- Két qua duoc in ra va luu ho so.

3.4.3. Cac budc thuc hién

Buwéc 1. Nap mau véi thé tich huyét thanh t6i thiéu 1a 200 pl.

Buéc 2. Nap bo thude thir HBsAg vao vi tri dé thudc thir trong may. Bao dam
tat ca cac lo thudc thir déu c6 mang ngan day lai.

Buéc 3. Kiém tra giéng phan tng, binh chira nudc thai, chét thai ran va tat ca
thudc thir can thiét khac. dém rura, Trigger, Retrigger,..

Buwéc 4. An RUN. Hé thong ARCHITECT i thuc hlen cac chlrc nang sau:
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- Di chuyén mau vao diém hut.

- Nap mot giéng phan tmg vao quy trinh.

- Huat va chuyén mau vao giéng phan tng.

- Nang RV 1én mot vi tri va chuyén vi hat vao RV.

- Thém chat cong hop vao RV.

- Tron, 0, va rira hon hop phan tng.

- Thém cac dung dich Pre-Trigger va Trigger.

- Po cudng d6 hoa phat quang dé xac dinh lugng HBsAg co trong mau

- Hat thanh phan ciia RV vao binh chét thai 1ong va chuyén giéng phan tmg
vao binh chat thai ran.
3.5.Phién giai két qua xét nghiém
3.5.1. Poc két qua xét nghiém

- Két qua ctia phan tng hoa phat quang dugc tinh bang don vi anh sang tuong
dbi (RLU). Su twong quan truc tiép gitra lwong Anti-HBs trong mau va RLU s&
dugc bd phan quang hoc trong may ARCHITECT i phat hién. Sy hién dién c6 hay
khong ctua Anti-HBs dugc xac dinh bang cach so sanh tin hiéu héa phat quang
trong phan tng vai tin hiéu ngudng di xac dinh tir duong cong hiéu chuan hoat
hoa.

- Xét nghiém ARCHITECT HBsAg tinh toan két qua dua trén ti 16 RLU mau
v6i RLU ngudng (S/CO) cho mdi mau bénh pham va mau chimg:

- RLU ngudng = (RLU trung binh Chuén 1 x 0.0575) + (0.8 x RLU trung binh
chuan 2).

- S/CO = RLU mau / RLU ngudng.

3.5.2. Nhén dinh két qua:

- Mau véi gia tri S/CO < 1.0: Khong phan ung.

- Mau véi gia tri S/CO > 1.0: C6 phan ing.

- Voi myc dich chan doan viém gan cap hay man, két qua duong tinh nén
duoc xem xét mdi tuong quan véi bénh str va cac dau 4n viém gan siéu vi B khac.

- MAu khong phan tmg khong can xét nghiém thém.

- MAu c6 phéan mg phai duoc 1ap lai xét nghiém lan 2, mau lap lai lan 2 cling
duong tinh, nén duoc xac dinh bang k§ thuat xét nghiém HBsAg Comfirmation
trude khi thong bao tinh trang HBsAg cho bénh nhén.

- Vung nghi ngd (Grayzone) 1a thong sé c6 thé chinh sira duoc va nén dugce sir
dung theo yéu cau ctia don vi thuc hién xét nghiém.

3.5.3. Ghi chép va bao ciao

- Hoan thanh bang két qua chan doan xét nghiém Viém gan B.

- Nhap két qua xét nghiém vao sb theo di.

- Nhap két qua vao may tinh va chuyén vao ho so tong hop.

- Nguoi kiém tra s& kiém tra lai két qua trude khi bao cdo.
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4. Xac dinh Anti-HBs bang phwong phap CMIA
4.1.Pham vi ap dung

Trong ndi dung huéng dan nay bo kit Anti-HBs cua Abbott duge st dung lam
vi du dé thuc hién xét nghi¢m xac dinh Anti-HBs.

B kit Anti- dugc sir dung dé xac dinh nong do cta khang thé khang nguyén
bé mit virus viém gan B ¢6 trong huyét thanh va huyét twong nguoi.
4.2.Nguyén ly

K§ thuat CMIA gdém 2 thi, dung phuong phap CMIA dé dinh tinh Anti-HBs
trong huyét thanh va huyét tuong nguot. O thi diu, miu va cac vi hat c6 phu
HBsAg tai t6 hop (rtHBsAg) duoc két hop véi nhau. Anti-HBs hién di¢n trong mau
gan v4i cac vi hat pha rtHBsAg. Sau khi rira, cht lién hop rHBsAg gan acridinium
dugc thém vao ¢ thi thir 2. Sau mot chu ky rira khac, cac dung dich Pre-trigger va
Trigger duoc thém vao hon hop phan tng. Phan tng phéat quang hoa hoc Xdy ra
duoc do theo RLU (don vi anh sang tuong dbi). Luong Anti-HBs trong mau c6
quan h¢ truc tlep vo1 RLU duogc phat hién boi hé thong quang hoc mién dich.
4.3.An toan sinh hoc

Tuan tha theo cac yéu cau va huéng din vé ATSH theo quy dinh hién hanh
dam bao khong lay nhiém cho con ngudi va ra moi truong.
4.4.. Thyc hién xét nghiém
4.4.1. Miu bénh pham

- Loai bénh pham: 2-3 ml mau chtra trong dng khong chira chat chéng dong
hay trong 6ng c6 chat khang dong Potassium EDTA hay Lithium heparin, Sodium
heparin, Sodium citrat), mau huyét thanh, huyét twong (> 200 pl).

- Viéc dam bao chat luong cua mau bénh phﬁm theo muc 3.3.1 cua tai liéu
nay.
4.4.2. Sinh pham, héa chat, vat tu tiéu hao

- Hé thong may mién dich Architect i ty dong hoan toan.

- Sir dung b sinh pham Anti-HBs cta hing Abbott hay twong duong.

- G1eng phan tng (RV).

- Nap day hoa chat.

- Coc dung mau (sample cup)

- Dung dich Pre-Trigger: chira 1.32% hydrogen peroxide

- Dung dich Trigger: chtra 0.35 N sodium hydroxide

- Dung dich dém rira: chira dung dich mudi dém phosphate

- Dung dich chuan Anti-HBs: Chuan bi 200 pl cho mdi dung dich chuan vao
coc dung mau (cho 2 1an lap lai).

- Dung dich chung Anti-HBs (Chuing duong 1, Ching duong 2, Chiing am:
Chuan bi 125 pul cho mdi dung dich chimg vao cdc dung mau (cho 2 1an lip lai).

- Kiém tra chuén:
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+ Pat miu chuin vao vi tri va dat 1énh hiéu chudn hién thi trén mdy xét
nghiém
+ Chay lap lai 3 14n mAu chuén 1 va 2
+ Khi duong cong hi¢u chuan duoc chép nhan va luu lai, khong can thyc
hién hiéu chuin cho tit ca mau xét nghiém sau do, trir khi str dung 16 thude thu
moi hay miu ching cho két qua nam ngoai khoang ndng do.
+ Kiém tra chung:
+ Pat mau chung vao vi tri va dit 1énh chay ching hién thi trén may xét
nghi¢m
+ Két qua ching nam trong khoang + 2SD thi dugc chap nhan (gia tri nay
c6 in trong tai lidu di kém hop thude thir).
+ Két qua duoc in ra va luu hd so.
4.4.3. Cac buéce thue hién
Bwéc 1. Nap mau véi thé tich huyét thanh t6i thiéu 1a 200 ul
Buwéc 2. Nap bo thude ther Anti- HBs vao vi tri dé thudc thir trong may. Bao
dam tat ca cac lo thudc thir déu co6 mang ngan day lai.
Buéc 3. Kiém tra giéng phan g, binh chira nudc thai, chat thai rin va tat ca
thudc thir can thiét khac. dém rira, Trigger, Retrigger,. ..
Budc 4. An RUN. Hé théng ARCHITECT i thyc hién cac chirc nang sau:

- Di chuyén mau vao diém hut.

- Nap mot RV vao quy trinh.

- Hat va chuyén mau vao RV.

- Nang RV 1én mot vi tri va chuyén vi hat vao RV.

- Thém chat cong hop vao RV.

- Tron, 11, va rira hon hop phan ung.

- Thém cac dung dich Pre-Trigger va Trigger.

- Po cuong d6 hoa phat quang dé xac dinh luong Anti-HBs c6 trong mau

- Hat thanh phan ctia RV vao binh chét thai 1ong va chuyén giéng phan tmg
vao binh chét thai rin.

Luu y: Mau véi gia tri Anti-HBs vuot qua 1000 mIU/ml dugce dénh dau véi
mi “>1000 mIU/ml” va ¢ thé dugc pha lodng néu can.

- Quy trinh pha lodng ty dong (dbi voi nong d6 dén 15.000 mIU/ml): Hé
théng thyc hién pha lodng mau véi ti 18 1:15 va tu dong tinh néng dd mau trudc
pha lodng va thong bao két qua.

- Quy trinh pha loéng bang tay (d6i véi ndng do dén 100.000 mIU/ml):

-Po pha loang duoc dé nghi cho Anti-HBs 1a 1:100 (10 pl: 990 pl).

- B pha lodng khong nén vuot qua 1:100.
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- Nhap hé sd pha lodng trén man hinh 1énh cua bénh nhén hay chimg. Hé
thong s& dung hé sb pha lodng nay dé tu dong tinh ndng d6 ctia miu trudc pha
lodng va dua ra két qua.

-Nong d6 duge bao cao phai 16n hon 10 mIU/ml, néu < 10 mIU/ml phai pha
loang voi1 dd pha loang nhé hon.
4.5.Phién giai két qua xét nghiém
45.1. Poc két qua xét nghiém:

Néng do Anti-HBs duoc tinh toan dua vao duong cong hi¢u chuan luu lai trén
hé théng sau khi thuc hién hiéu chuén.
4.5.2. Nhan dinh két qua:

- MAu voi gia tri néng do < 10 mIU/ml dugc xem 1a khong c6 phan tng.

- MAu voi gia tri néng d6 > 10 mIU/ml dugc xem 1 ¢6 phan tng.

- Vung nghi ngd (Grayzone) 1a thong s6 c6 thé chinh stra dugc va nén duoc sir
dung theo yéu cau cua don vi thuc hién xét nghié¢m.

-Néu két qua Anti-HBs méu thudn voi bang chung 1am sang, dé nghi xét
nghiém thém dé xac dinh két qua.

- V6i muc dich chan doan, két qua nén duoc két hop véi bénh sir va cac dau
an viém gan khac dé chan doan nhiém cip hay man.

- Gia tr1 dinh luong thu dugc tir viée st dung cac ky thuat khac co thé khong
trong duong va khong thé sir dung thay thé nhau.

- Viéc xem xét, phé duyét két qua duoc thuc hién bai ngudi c6 tham quyén .
4.5.3. Ghi chép va bao cao

- Hoan thanh bang két qua chan doan xét nghiém Viém gan B.

- Nhap két qua xét nghiém vao sb theo ddi.

- Nhap két qua vao mdy tinh va chuyén vao ho so tong hop.

- Nguoi kiém tra s& kiém tra lai két qua trude khi bao cdo.

5. Xac dinh HBsAg mién dich tw dong bang phwong phip ECLIA

Trong ndi dung hudng dan nay bo kit HBsAg II ctia Roche duoc sir dung lam
vi du dé tham khao cho xét nghiém HBsAg mién dich tu dong bang phuong phap
ECLIA.
5.1.Pham vi ap dung

B kit dung dé dinh tinh khang nguyén bé mit viém gan B (HBsAg) trong
huyét thanh va huyét twong nguoi.

Phuong phap ECLIA duoc dung cho cac xét nghiém mién dich Elecsys va
Cobas e.
5.2.Nguyén ly

- B0 kit dua trén nguyén ly ECLIA.
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- Trong thi dau tién, hai khang thé don dong khang HBsAg d4nh du Biotin,
va hon hop khang thé don dong khang HBsAg va khang thé da dong khang
HBsAg danh du phiic hop ruthenium tao thanh phirc hop bat cip.

- O thi tht hai: sau khi thém cac vi hat phu streptavidin, phirc hop mién dich
tré nén gan két v4i pha ran thong qua sy twong tac giita biotin va streptavidin.

- Hon hop phan tmg duogc chuyén téi budng do, & d6 cac vi hat di tir duoc
bét giir trén bé mat cua dién cuc. Nhitng thanh phan khong gin két s& bi thai ra
ngoai bué)ng do. Cho dién ap vao dién cuc s€ tao nén su phat quang hoa hoc dugc
do bang bo khuéch dai quang tu.

- Cac két qua duoc xac dinh ty dong nhd phan mém bang cach so sanh tin
hiéu dién hoéa phat quang thu duoc tir san phim phan ng ctia mau véi tin hiéu
ngudng phan tng thu dugc trude d6 qua viéc chuan xét nghiém.
5.3.An toan sinh hoc

Tuan thi theo cac yéu cau va huéng dan vé ATSH theo quy dinh hién hanh
dam bao khong lay nhiém cho con ngudi va ra moi truong.
5.4. Thue hién xét nghiém
5.4.1. Méu bénh pham

2-3 ml mau toan phan Huyét thanh, huyét twong chéng dong bang Li-heparin,
Na-heparin, K2-EDTA
5.4.2. Sinh pham, héa chat, vat tw tiéu hao

- Bo thudc tha HBsAg |1 (Roche).

- Dung dich rira hé thong.

- MAu chuan am tinh, mau chuan duong tinh (HBsAg Call, HBsAg Cal2).

- Céc vat tu di kém hé thong may xét nghiém.

5.4.3. Cac buédc thue hién
Bwéc 1. Vao Reagent dé kiém tra so luong test.
Buéc 2. Vao Calibration — Status dé kiém tra hiéu chuin
Buwdc 3. Thuc hién chay chung.
Bwéc 4. Chay mau bénh pham:

- Panh s6 sample cup theo ma s6 bénh pham. Hat huyét thanh/huyét tuong
vao sample cup tuong ung.

- Vao man hinh Workplace. Chon Test Selection.

- Nhap ma bénh phém va ngay thuc hién xét nghiém.

- Chon tén test [a HBsAg.

- Vao Barcode Read Error.

- Nhép s6 rack va vi tri mau.

- Pt miu can chay di duoc hit vao Sample Cup 1én Rack mau xam dung vi
tri d order roi dua vao khu nap gia mau.

- Chon START ¢ man hinh Start Conditions.
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Luu y:

- Cac mau chuin phai dua vé nhiét do 20°C - 25°C trudc khi dit trén thiét bi
phan tich. Do c6 kha ning xay ra cac hiéu Gmg bay hoi, cic mau bénh pham va
mAau chuan trén céc thiét bj phan tich phai dugc do trong vong 2 gio.

- Thiét bj tu dong tron cac vi hat trude khi st dung. May doc thong s6 dic
hiéu ctuia xét nghiém trén ma vach cta thude thur.

- Can thyc hién chuin mdi 16 thube thir st dung hodc hdp thude thtr méi hodc
sau 28 ngdy néu st dung cac hop thude thir cung 16 hodc sau 7 ngdy néu sir dung
cung hop thuoc thur do.

-Pé t6i vu hiéu nang xét nghiém, tuan theo huong dan van hanh cua timg hé
thong may twong Gmg. Vi du: hé thong may Cobas e 6000.
5.5.Phién giai két qua xét nghiém
5.5.1. Poc két qua xét nghiém

-MAu chuin duong tinh (Khoang tin hiéu dién hoa phat quang - chi s do
duoc): 3.000 - 11.000.

- MAu chuin 4m tinh (Khoang tin hiéu dién hoa phat quang - chi s6 do dugc):
600 - 1.700.

- May phan tich tu dong tinh toan ngudng phan ung dua trén két qua do cua
mAu chuan 4m tinh va mau chuan duong tinh.

- Két qua ciia mot miu co6 thé biéu thi dudi dang c6 phan ung hodc khong co
phan ung cling nhu dudi dang chi s6 ngudng (tin hiéu mau/ ngudng phan ung)
(CQl).

5.5.2. Nhin dinh két qua:

- MAu ¢6 chi s6 ngudng phan tmg < 0,9 1a miu khong c6 phan tmg. Cac mau
nay dugc xem 13 4m tinh d6i voi HBsAg va khong can xét nghiém thém.

- Mau c6 chi sb ngudng nam trong khoang tir > 0,9 dén < 1,0 dugc xem nhu
map mé ngudng.

- MAu ¢6 chi sd ) nguong > 1,0 duoc xem la mau c0 phan ung.

- T4t ca cic mau c6 phan tng ban dau hoic mip mé ngudng phai duoc xeét
nghiém lai 2 1an bang xét nghiém Elecsys HBsAg II. Néu gia tri chi s6 ngudng <
0,9 trong ca 2 truong hop, mau dugc xem l1a 4m tinh v6i HBsAg. Néu mot trong ca
2 1an tai xét nghiém co chi s6 ngudng > 0,9 dugc xem 1a c6 phan Ung 1ap lai. Cac
mau c6 phan tng lap lai phai duoc kiém tra bang xét nghiém trung hoa doc lap.
Cac mau duogc xac dinh 13 trung hoa véi khang thé HBs ngudi duge xem 1a duong
tinh vo1 HBsAs.

- Viéc xem xét, phé duyét két qua duogc thyc hién bdi nguodi cod tham quyén.
5.5.3. Ghi chép va bao cao

- Hoan thanh bang két qua chan doan xét nghiém Viém gan B.

- Nhap két qua xét nghiém vao s6 theo doi.
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- Nhap két qua vao may tinh va chuyen vao ho so tong hop.

- Nguoi kiém tra s& kiém tra lai két qua trude khi béo céo.
6. Xac dinh Anti-HBs bang phwong phap ECLIA
6.1.Pham vi ap dung

- Trong ndi dung huéng dan nay bd kit Anti-HBs ciia Roche duoc sir dung
lam vi du dé tham khao.

- Xét nghiém dung dé dinh luong khang thé cia ngudi Anti-HBs (HBsAQ)
trong huyét thanh va huyét twong nguoi.
6.2.Nguyén ly

Nguyén ly bat cap nhu sau:

- O thi dau tién: Khang thé khang HBs trong mau thir HBsAg danh dau Biotin
va HBsAg danh ddu phirc hop ruthenium phan tng véi nhau tao thanh phtrc hop
bt cap.

-0 thi thir hai: Sau khi thém cac vi hat phu streptavidin, phtrc hop mién dich
tréd nén gan két v6i pha ran thong qua sy tuong tac gitra biotin va streptavidin.

- Hon hop phan tng dugc chuyén t6i budng do, & d6 cac Vi hat d6i tir dugc
bét gitr trén bé mat cua dién cuc. Nhitng thanh phan khong gin két s& bi thai ra
ngoai buéng do. Cho dién ap vao dién cuc s€ tao nén su phat quang hoa hoc dugc
do bang bo khuéch dai quang tir.
6.3.An toan sinh hoc

Tuan thi theo cic yéu cau va hudng din vé ATSH theo quy dinh hién hanh
dam bao khong lay nhiém cho con ngudi va ra moi truong.

6.4. Thuc hién xét nghiém
6.4.1. Mau bénh phim

2-3 ml mau mau chira chat chéng dong bang K3-EDTA hoic cac éng chuan
ldy mau mau dong dé tach huyét thanh.

6.4.2. Sinh pham, héa chit, vat tw tiéu hao

- Bo thudc thir Anti-HBs (Roche).

- C4c mau chuén: Mau chuén 1, miu chuén 2.

- Dung dich rira va vt tu theo hé¢ thong may xét nghiém.

6.4.3. Cac budc thuc hién

Tuong tu muc 5.4.3 nhung chon test Anti-HBs.
6.5.Phién giai két qua xét nghi¢ém
6.5.1. Poc két qua xét nghiém

- Chtng duong: c6 nong d6 < 10 TU/L.

- Chirng am: ¢6 ndng d6 > 10 TU/L.

- Gia tri ching dat duoc phai nam trong khoang gii han xac dinh. Gidi han
nay dugc qui dinh trong b ching va trong mdi 16 hoa chat Anti - HBs khac nhau
c6 thé co su thay ddi vé gi6i han ching.
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- Cac két qua duoc xac dinh thong qua mot dudng chuan xét nghiém trén may
dugc tao nén boi xét nghiém 2 diém chuan va thong tin dudng chuan chinh qua ma
vach trén hop thude thur.

- May s& tu dong tinh toan ndng d6 phan tich ctia mdi mau bénh pham theo
don vi IU/1. Dai do dugc gidi han tur 2,00 - 1000 [U/1 (duoc xac dinh bé'mg gi61 han
thip nhit va gi6i han cao nhit cua dudng cong chuin).

6.5.2. Nhén dinh két qua

- Nhitng miu ¢6 néng d6 < 10 IU/l: mau bénh pham duoc coi 13 4m tinh véi
anti-HBs.

- Nhitng miu ¢6 nong d6 > 10 TU/I: mau bénh pham duoc coi 1a duong tinh
voi anti-HBs.

- Nhitng mau c¢6 gia tri >1000 IU/I thi c¢6 thé pha lodng véi dung dich pha
lodng bénh pham (Elecsys Diluent Universal) theo ty 1¢ 1:100. Két qua dinh luong
anti-HBs sau khi da pha loang phai > 10 IU/I.

- Néu pha lodng bang tay thi tinh két qua bang cach nhan két qua hién thi trén
may v6i do pha loang.

- Néu pha lodng ty dong bang may thi may sé& tu dong tinh toan két qua bang
phan mém d c6 sin.

- Viéc xem xét, phé duyét két qua duoc thuc hién bai ngudi c6 tham quyén.
6.5.3. Ghi chép va bao cao

- Hoan thanh bang két qua chan doan xét nghiém Viém gan B.

- Nhap két qua xét nghiém vao so theo ddi.

- Nhap két qua vao mdy tinh va chuyén vao ho so tong hop.

- Nguoi kiém tra s& kiém tra lai két qua trude khi bao cdo.

V. Tai liéu tham khdo

1. Ngoai kiém tra chat luong xét nghiém. Tran Hiru Tam. Nha xuat ban y hoc.
2012.

2. Noi kiém tra chét lugng xét nghiém. Tran Hitu Tam. 2012.

3. Quyét dinh s 5448/QD-BYT ngay 30/12/2014 ctia Bo Y té ban hanh Hudng
dan chan doan, diéu tri bénh viém gan vi rut B.

4. Quyét dinh s6 26/QD-BYT ngay 03/01/2013 ctia Bo Y té “Hudng dan quy
trinh k¥ thuat chuyén nganh Vi sinh Y hoc”.

5. Hudéng dan chan doan va diéu tri cac bénh nhiém trung thuong gap. Bénh
vién Bénh Nhiét Péi Thanh phd H6 Chi Minh. Nha xuét ban y hoc .Nha
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6. Liver disease in Viet Nam: screening, surveillance, management and
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BENH VIEM GAN C
‘ N (HEPATITIS C) , ‘ N
Bénh truyén nhiém thuoc nhom B trong Ludt Phong, chong bénh truyén nhiém.

I. Mo ta chung

Bénh viém gan vi rut C (Hepatitis C) hién nay dang la mét van dé y té toan
cau. Theo udc tinh cia WHO, ti 1é nhiém vi rat viém gan C (HCV) trén thé gioi
khoang 3,1%, tuong duong 170 triéu nguoi, voi s6 nhiém méi 3-4 triéu ngudi mdi
nam. Tong chi phiy té danh cho viém gan vi rat C dy doan tang tur 30 ty USD vao
nam 2009 1én dén hon 85 ty USD vao nam 2024. Néu khong diéu tri, viém gan vi
rit C dién bién thanh bién chimg xo gan, ung thu gan va c6 thé dan dén tir vong. Ti
1¢ nhiém HCV dan dén xo gan 1a 15% - 20% sau 20 nam. Ty 18 ung thu gan trén
bénh nhan nhiém HCV chiém khoang 1,4% - 3,3% mdi nim, trong d6 tir vong 14
2,6% - 4%. O Viét Nam, 5% -10% dén s6 nhiém HCV.

Viém gan vi rat C 13 mot bénh nguy hiém vi triéu chting 1am sang thuong
khong ro rang, 90% truong hop khong co triéu chung, trong khi d6 hau qua cua
bénh dé lai thudng rat ning né. C6 50% - 80% viém gan vi rat C chuyén thanh man
tinh, 20% - 25% bénh nhan man tinh dién tién qua xo gan va ung thu gan. Do do,
xac dinh chinh xac tac nhan HCV 1a mdt muc ti€u quan tam hang dau cua cac bac
s1.

Phuong phap xét nghiém vi rat viém gan C trong ndi dung huéng dan nay chi
bao gom 02 phuong phap xét nghiém dugc dung phd bién trong hé théng xét
nghiém y té dy phong: (1) phuong phap xét nghiém sac ky mién dich, (2) phuong
phap mién dich danh déu (ELISA, ECLIA, CMIA). Cac k¥ thuat khac tham khao
thém trong Quyét dinh 26/QD-BYT ngay 03/01/2013 cua Bo trudng Bo Y té vé
viéc ban hanh tai liéu “Hudng dan quy trinh k¥ thuat chuyén nganh vi sinh y hoc”.

1. Yéu cau chung
1. Nhan sy

- C6 it nhat 02 can b c6 chuyén mon phi hop va di dugc dao tao vé cac k¥
thuat xét nghiém chan doan viém gan C.

- Céc can bd can duoc dao tao vé cach sir dung trang thiét bi, thyc hanh an
toan sinh hoc (ATSH), thuc hanh vi sinh chuan, va dam bao chét luong xét
nghiém. Cac can by PXN duoc dao tao s& dugc danh gia nang luc dinh ky

- Nhan vién méi sau khi danh gia c6 két qua dat, can tiép tuc duoc giam sat it
nhat3 - 6 thang trudc khi chinh thirc dugc thuc hién xét nghiém doc lap.
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- Nguoi nhan dinh va phé duyét két qua xét nghiém 1a can bo co trinh do dai
hoc hodc sau dai hoc, c6 kinh nghiém cong tac trong linh vuc xét nghi¢m tir 3 nam
tro 1€n.

- Can bo PXN duoc kiém tra sirc khoe dinh ky tdi thiéu 1 1an hang nam.

2. Co sé vat chat, trang thiét bj
2.1.Co s vat chat

-PXN céan dap tmg vé diéu kién ATSH, hé théng quan 1y chét luong PXN
theo quy dinh hién hanh. Cac k¥ thuat xét nghiém chan doan phat hién HCV duoc
ap dung tai PXN ATSH cap II tro 1én.
2.2.Trang thiét bi

Bang 1: Trang thiét bi

Xét
Tén thiét bi nghiém | ELISA | ECLIA | CMIA
nhanh
Dan ELISA 1 bd
May mién dich ty dong Cobas .
1 bd

e601
May mién dich tu dong Architect 1 bd
Pi pét 1 kénh (1 -50 ul, 50-200 pl, . . . A
1000u1) 1 bo 1 bd 1 bd 1 bo
Tu lanh 2°C - 8°C (bao quan mau) 1 cai 1 cai 1 cai 1 cai
Tu lanh 2°C - 8°C (bao quan sinh . . ..

2 I cai I cai 1 cai
pham)
Tu ATSH phu hop 1 cai
Noi hap uét 1 cai 1 cai 1 cai
May ly tam 1 cai 1 cai 1 cai 1 cai
May vortex 1 céi

-H6 so thiét bi gom: Ho so lap dat thiét bi, 1y lich thiét bi, huéng dan sir
dung, h6 so hiéu chuan, bao dudng cta thiét bi, nhat ky theo ddi sir dung thiét bi.

- H6 so dao tao st dung trang thiét bi cho cac nhan vién van hanh thiét bi.
3. Pam bao chat lwgng xét nghiém
3.1. Trudc xét nghiém
3.1.1. Pam bao chét lwong miu

- Loai mau: mau mau khéng chéng dong 2-4 ml, huyét thanh.

- Piéu kién bao quan van chuyén: theo quy dinh hién hanh va hudng dan cua
nha san xuét.
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- Tiéu chuan chap nhan: mau khéng bi d6 v, dung loai mau cho yéu cau xét
nghiém, mau dam bao nhiét do khi van chuyén, du lugng mau, kiém tra thong tin
trén tuyp mau c6 trung khép voi thong tin bénh nhan trong phiéu giri miu hoic
phiéu yéu cau xét nghiém.

- Tiéu chuan tir chdi:

+ Bi bat hoat do nhiét, bi tron 14n, bi tan huyét manh, bi nhiém khuan.

+ Thong bao ngay cho don vi giri bénh pham trong trudng hop bénh pham
duoc gui khong dam bao chét lugng va luu hd so. Néu huy mau thi tuan theo quy
trinh hity mAu theo muc 3.3.2 vé huy miu tai huéng dan nay.

3.1.2. Hiéu chuan, hiéu chinh may méc/trang thiét bi

T4t ca céac trang thiét bi can thuc hién viéc hiéu chuén, hiéu chinh, bao dudng
theo quy dinh.

3.1.3. Kiém tra chit lwong héa chat sinh pham va vit tu tiéu hao

- Hoba chat, sinh pham, vat tu tiéu hao phai dugc bao quan theo khuyén céo
ctia nha san xuit dé dam bao tinh 6n dinh va con han st dung.

- C6 ho so theo ddi str dung sinh pham, hoa chét vat tu tiéu hao.

- Cén ¢6 hd so danh gia, kiém soat chat lwong sinh pham, hoa chét.

- Panh gia chat luong sinh pham:

Céc loat sinh phém khi nhan vé déu phai duoc kiém tra.

Quan sat bang mat thuong xem cac lo hoa chat, sinh pham co6 bét thuong

khong, vi du nhu bat nap, ro i, van duc, thay do6i mau sac.

Kiém tra mdi 16 sinh pham theo bé miu gém 1 mau duong va 1 miu am cua

tac nhan ma PXN dang thyc hién theo quy trinh xét nghi¢m.

Pha ché sinh pham phai luén dugc dit trong khay giit lanh va cét lai ngay

sau khi dung xong.

- Pam bdo su sén ¢ vé vat tu hoa chit cho viéc thuc hién xét nghi¢m.
3.2.Trong xét nghiém
3.2.1. Noi kiém

Pbi voi xét nghiém nhanh nén thuc hién mau ndi kiém doc 1ap khi m& hop.
Trong do:

- Chirng am: mau cho két qua am tinh dbi v&i phuong phap do tai luong vi tat
viém gan C.

- Ching duong: mau c6 tai lugng vi rat viém gan C> 10° copies/mL.

Poi véi xét _nghiém ELISA: s dung cac mau chung theo bd sinh pham va
mau noi kiém néu cé.
Poi voi xét nghiém ECLIA va CMIA: sir dung cac mau chimg theo bd sinh
pham do nha san xuat cung cap.
3.2.2. Panh gia tir bén ngoai
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Tham gia d4nh gia tir bén ngoai (ngoai kiém, lién phong hodc PXN tham chiéu)
va thyc hién hanh dong khéic phuc khi két qua khong dat.
3.3.Sau xét nghiém
3.3.1. Bio quan va luu trit miu bénh phim

- Trong truong hop can thiét, miu bénh phim d3 duoc mi hoa s& duoc luu
trong ti lanh (tir -70°C hodc thip hon).

- Sau khi cat miu vao hop nhén vién PXN ghi lai théng tin ctia mau bénh
pham vao s6 luu gitt mau.

- Tt ca cac mau bénh pham duge xép vao hop theo thir ty ting nim va co sb
Iru giit mau va so do ti luu gitr.

- Thoi gian luu gift mau tiy timg muc dich.

3.3.2. Tiéu hity bénh pham
- Hiy mAu bénh pham trong cac trudng hop sau:
MAu bénh pham bi tir chdi (khong dat tiéu chuén).
Mau bénh pham hét thoi han luu gii.

- Cho bénh pham can hiy vao tai rac thai y té, budc miéng ti. Sir dung tui
nhua hép dugc, khong bi ro ri, c6 quy dinh mau sac, ky hi¢u rd rang trén tai dé
dung mau

- Dan bang dinh chi thi nhiét.

- Hap u6t tai 121°C trong 30 phiit.

- Sau khi hoan tét, kiém tra bang dinh chi thi nhiét, cac thong s trén may dat
va ldy tai rac thai.

- Ghi chép toan bd qua trinh hiy bénh pham vao biéu mau.

- Lap bién ban huy mau theo quy dinh ddm bao ATSH.

Lueu ¥: 10 hap phai duoc tham dinh dinh ky bang chi thi sinh hoc va/hodc chi
thi hoa hoc cp do phu hop.

4. Poc va danh gia két qua

-Két qua can duoc kiém giam sat va danh gia boi it nhat 2 ngudi va phai
dugc luu dudi dang van ban va trong may tinh.

- Phai kiém tra cac két qua ctia mdu ching théa man diéu kién (tuy theo
phuong phap ap dung) mdi tién hanh danh gia két qua trén mau bénh pham xét
nghiém.

- Néu chimg khong dat thi khong duogc danh gia két qua xét nghiém cua mau
bénh pham ma phai thyc hién lai xét nghiém; can tién hanh kiém tra lai qua trinh
xét nghiém bat dau tir khau chuén bi, tinh trang cua mau chung dé tim hiéu rd
nguyén nhan can khac phuc.

- C6 quy dinh cu thé cho tra két qua cho céc trudong hop thuong quy, két qua
bt thudng/ bao dong, khan, tam thdi va quy trinh xt 1y khi tra két qua nham,
cham.
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5. Thuc hién xac nhan lai gia tri sir dung phwong phap xét nghiém
5.1.Lap ké hoach bo tri thir nghiém:

- Ké hoach bao gom: Ngu:ol chuan bi miu, nguoi thuc hién, nguoi danh gia
két qua; tiéu chuan danh gia; thoi gian chuan bi mau, cach thirc chuan bi mau; cac
bude tién hanh xét nghiém, béo cao két qua; phé duyét két qua xét nghiém.

- Can xac dinh ting phuong phap dinh tinh/dinh lwong hodc ban dinh luong
dé xac dinh gia tri su dung cho tung phuong phap.

- Dbi v6i mbi phuong phap xét nghiém khi bét dau duoc ap dung tai PXN ma
khong co6 bat ky sy thay doi nao vé phuong phap va loai mau sé& tién hanh xac dinh
03 chi ti€u k¥ thuat co ban: do chinh xac (accuracy), do dac hi¢u (specificity), do
chum (precision). Yéu cau mdi dot thim dinh duoc lap lai it nhat 3 1an dé tinh do
chum.

- C& mau can phai dugc tinh toan can than dé nghién ctru tham dinh c6 d6 tin
cdy cao va ¢ ¥ nghia théng ké. Di véi xét nghiém dinh tinh thi 1am d6 chinh xac,
d6 nhay, do dac hiéu, gia tri tién luong. Theo CSI t6i thiéu 20 miu 4m va 20 mau
duong cho xét nghiém. DPdi vai xét nghiém dinh lugng thuc hién d6 chinh xac, do
chum, LOD, LOQ, khoang tuyén tinh (néu c0), cac thong s6 anh huong. Cén tdi
thiéu 20 diém dir liéu. Pbi véi xét nghiém ban dinh luong thuc hién d6 chum,
LOD, d6 nhay, do dac hiéu.

Bang 2: Bing xac nhan gia tri sir dung phwong phap xét nghiém

Chi sb S6 lwong miu bénh pham /1ip
D0 chinh xac 20/1
G161 han phat hién (LOD) 2/10
bo lap 1/10
Do tai lap 1/20
Do nhay/dd dac hiéu 20/1

5.2.D0 chinh xac, d§ nhay, d¢ diac hi¢u, do chum
- Do chinh xac, d nhay, d0 dac hi¢u
BG tri thyc hién bd mau da duge xac dinh két qua bang quy trinh tiéu chuan
hodc kiém tra lai két qua bang chuong trinh so sanh lién phong.
Thuc hién xét nghiém nhu ddi véi cac mau ciia bénh nhan.
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Bang 3: Poc danh gia xét nghiém

Két qua ciia quy trinh tiéu chuan
Ket qua tai PXN Duong tinh Am tinh
Duong tinh a b
Am tinh c d

Tinh toan s liéu:
+ Do chinh xac (Accuracy) = (a+d)/N
Do dac hi€u (Specificity) = d/(c+d)
Do nhay (Sensitivity) = a/(a+b)
Gia tri tién doan duong tinh (Positive Predictable Value) = a/(a+c)
Gia tri tién doan am tinh (Negative Predictable Value) = d/(b+d)
+ Trong d6: N=a + b + c+ d tong s6 két qua xét nghiém.

-Po6 chum (gom do lap va do tai lap)

D¢ lap: thuc hién 10 lan trén mau thyc véi cing mot diéu kién vé con nguoi,
sinh pham va thiét bi.

Do tai 1ap: thuc hién 20 1an trén mau thyc v6i cing mot diéu kién vé sinh
pham va thiét bi nhung thay d6i vé con nguoi, thoi gian.

Xét nghiém siic ky mién dich: thuc hién do chinh xac, do nhay, do dac hiéu,
gia tri tién lugng. Theo CSI tdi thiéu 20 miu 4m va 20 mau duong cho xét nghiém.

Xét nghiém ELISA, ECLIA (ban dinh lweng): thuc hién d6 nhay, d6 dac
hiéu, d§ chum, gié1 han phat hién (LOD).

Xét nghiém CMIA (dinh lwong): thyc hién d chinh xac, do chum, LOD,
LOQ (ngudng dinh luong), khoang tuyen tinh (néu c6), cac thong s6 anh hudng.
Can t6i thiéu 20 diém dit liéu cho mdi chi sé danh gia.
5.3.Panh gia két qua

Vi€ xac nhén gia tri sir dung phuong phap duoc két luan 1a dat khi:

- D6 nhay, d6 dac hiéu lon hon hodc bang gia tri ciia quy trinh tiéu chuan
hodc tiéu chuan tham chiéu

- Ty 1& duong tinh gia, am tinh gia nho hon hodc bang gia tri cta quy trinh
tiéu chudn.

- P6 chum: So sanh v&i do 1éch chuan 1dp lai, tai 1ap do nha san XuAt cung
cép. Do 1éch chuéan thuc nghi¢m can nho hon hodc b?mg do léch chuan cong bd
hoic két qua hé sb bién thién CV <10%.

- LOD, LOQ, khoang tuyén tinh: Cong bd ngudng phat hién, ngudng dinh
luong va khoang tuyén tinh thuc té tai phong xét nghiém. Panh gia, nhan xét bang
cach so sanh véi thong tin duoc cong bd bai nha san xuét.
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5.4.Xem xét dinh ky phwong phap xét nghiém

-Can xem xét tinh hiéu qua cua phuong phap xét nghiém dinh ky hang
nam thong qua céc tiéu chi k¥ thuat: Do tai lap (tong hop tir két qua kiém tra chat
lugng trong niam), Két qua tham gia ngoai kiém, Ldi hé théng (ap dung cho cac
phuong phap c6 st dung thiét bi). Néu c6 yéu cau thém vé tiéu chi k§ thuat khac
thi phai ghi r6 vao ban bao cao két qua. Néu khong c6 yéu cau dat biét, cac tiéu
chi k¥ thuat trén co the bb tri giéng nhu tham dinh phuong phap ban dau.

-Luu hd so tit ca cac budc thuc hién trén bao gdm cac bang tong hop
két qua.

[11.Phwong phap xét nghiém

Cac phuong phap xét nghiém:

- Xac dinh khang thé HCV bang phuong phéap xét nghiém sac ky mién dich.

- Xac dinh khang thé HCV bang phuong phap xét nghiém danh dau gan
emzyne.

- Xac dinh khang thé HCV bang phuong phap xét nghiém danh dau dién hoa
phat quang.

- Xac dinh HCV Core Ag bang phuong phap mién danh dau hoa phat quang

1. Xac dinh khang thé HCV bang phwong phap xét nghiém sic ky mién dich
(SD BIOLINE HCV)

Trong ni dung hudéng dan nay dinh hudng cach sir dung céc bo Kit thuong
mai SD BIOLINE HCV dé tham khao cho x¢ét nghlem sic ky mién dich, 13 phuong
phap xét nghiém don gian khong yéu cau nhiéu vé may moc trang thiét bi, co thé
thie hién duoc tai cac co so y té tuyén huyén va cac phong kham nho.
1.1.Pham vi ap dung

Phuong phap xét nghiém mién dich sic ky phat hién khang thé vi rat viém
gan C trong mau bénh pham 1am sang.
1.2.Nguyén ly

Nguyén 1y sic ky mién dich phat hién dinh tinh khang thé dic hiéu HCV
trong huyét thanh bénh nhan. Trong d6 nguyén liéu bat giir 1a khang nguyén tai to
hop gém: protein 18i, NS3, NS4, NS5 (thé hé 3).
1.3.An toan sinh hoc

Tuan thi theo cic yéu ciu va hudéng dan vé ATSH theo quy dinh hién hanh
dam bao khong 1ay nhiém cho con ngudi va ra moi trudng.

1.4. Thuc hién xét nghiém
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1.4.1. MAu bénh phim

- Loai bénh pham: huyét thanh, huyét twong hodc mau toan phan.

- Thé tich bénh pham dung trong xét nghiém: 10 pl huyét thanh huyét tuong
hodc 20ul v6i mau mau toan phan.

Tach huyét thanh d6i véi bénh phdm mau

- Sau khi ldy mau, dé 6n dinh 30 phut & nhiét do phong, tién hanh tach huyét
thanh/huyét twong. Trong trudng hop khéng tach duoc huyét twong/huyét thanh

ngay sau khi lay mau, dé 6n dinh ¢ nhiét do phong 30 phut sau d6 bao quan ¢
nhiét d6 2°C - 8°C va can phai tach huyet thanh ngay trong vong 24 gio.

-Su dung may ly tdm phai thing bang cac tuyp nghiém trudc khi ly tam. Tién
hanh ly tdm tdc d6 2000 - 2500 vong/phit trong vong 10 phit. Tach phan huyét thanh,
huyét twong vao mot tuyp nhua rdi dong chat nap.

-Khong co may ly tam: Pé tuyp trén gia trong 2 gio, sau do tach huyét
thanh/huyét twong cho vao mot tuyp nghiém nhya réi dong chat nap.

Luwu y: Bio quan mau huyet thanh ¢ 2°C - 8°C trong vong 7 ngay. Neu chua
xét nghiém ngay, bao quan mau ¢ -20° C hodc am sau hon. Khong lam tan mau qué
3 1an. Sau khi 1am tan, phai tron déu mau trude khi xét nghiém.

1.4.2. Sinh pham, héa chit, vat tw tiéu hao
- Bo kit duoc bao quan theo quy dinh ciia nha san xuat.
- Pi pét va dau tip phu hop (10-200 pl).

1.4.3. Cac buéc thue hién

Quy trinh thuc hién c6 thé thay ddi tiy theo mdi kit thuong mai, co ban bao
gdm cac budc sau:

Buéce 1. Bé miu xét nghiém va mau ndi kiém dat & nhiét do phong (trong
khoang 30 phut) trude khi xét nghiém.

Buée 2. Lay s6 lugng test Gmg voi s6 luong mau can xét nghiém, dé 6n dinh ¢
nhiét do phong khoang 15 phut.

Buéc 3. Mé bao bi ciia test, dung but ghi ma s6 mau xét nghiém 1én ting test
va tra mau vao giéng xét nghiém .

Buéc 4. Dung pi pet hat 10ul huyét thanh huyét twong hodc 20 pl mau mau
toan phan mau nho vao giéng mau.

Buwéc 5. BAm dong ho 20 phit, doi doc két qua sau 20 phut.

1.5. Phién giai két qua xét nghiém
1.5.1. Poc két qua xét nghiém

- Chi doc két qua khi vi tri C c6 hién vach. Néu vi tri C khong c¢6 hién vach thi
phai lam lai xét nghiém véi test khac.

- Mau ¢6 vach ¢ vi tri C va ¢6 vach ¢ vi tri T: Mau duong tinh véi khang thé
HCV.
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- Mau c6 vach & vi tri C va khong c6 vach & vi tri T: Mau am tinh voi khang
khang thé HCV.
1.5.2. Nhan dinh két qua xét nghiém

- Mau duong tinh: C6 vach ¢ vi tri C va T.

- Mau am tinh: C6 vach & vi tri C va khong c6 vach & vi tri T.

Hinh 1: Huéng din cach thue hién va doc két qua
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- Viéc xem xét, phé duyét két qua duoc thuc hién bai ngudi cd tham quyén.
1.5.3. Ghi chép va bao cao

- Hoan thanh bang két qua chan doan.

- Nhap két qua xét nghiém vao s6 theo ddi.

- Nhap két qua vao mdy tinh va chuyén vao ho so tong hop.

- Nguoi kiém tra s& kiém tra lai két qua trude khi bao céo.

2. Xac dinh khang thé HCV bing phwong phap xét nghiém ELISA (Murex
HCV 4.0)
2.1.Pham vi ap dung
Trong ndi dung huéng dan nay b kit Murex HCV 4.0 dugc sir dung lam vi
du dé tham khao cho phuong phap xét nghiém ELISA phat hién khang thé vi rit
viém gan C trong mau bénh pham 1am sang.
2.2.Nguyén ly
Mau pha lodng duoc u trong giéng c6 gin khang nguyén tinh ché ving 15i,
NS3, NS4, NS5 cua HCV. Vi nguyén 1y sandwich 2 lan xét nghiém mién dich
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gan enzyme Murex Anti-HCV 4.0 phat hién khang thé vi rat viém gan C c6 trong
mau bénh nhan.
2.3.An toan sinh hoc

Tuan thi theo cac yéu cau va huéng dan vé ATSH cap II theo quy dinh hién
hanh dam bao khong 1ay nhiém cho con ngudi va ra mdi truong.
2.4. Thuce hién xét nghiém
2.4.1. MAu bénh pham

- Loai mau: huyét thanh, huyét twong.

- Thé tich bénh pham dung trong xét nghiém: 20pl.

Tach huyét thanh d6i voi bénh pham mau:

- Sau khi ldy mau, dé 6n dinh 30 phut & nhiét do phong, tién hanh tach huyét
thanh/huyét twong. Trong trudng hop khong tach dwoc huyét twong/huyét thanh
ngay sau khi lay mau, dé on dinh ¢ nhiét do phong 30 phut sau d6 bao quan ¢
nhiét d6 2°C - 8°C va can phai tach huyet thanh ngay trong vong 24 gio.

- Sir dung may ly tAm phai thang bang cac tuyp trudc khi ly tim. Tién hanh ly
tam téc do 2.000 - 2.500 vong/phut trong vong 10 phut. Tach phan huyét thanh, huyét
twong vao mot tuyp nhua roi dong chat nap.

-Khong c6 may ly tam: Dé tuyp trén gia trong 2 gid, sau do tach huyét
thanh/huyét twong cho vao mét tuyp nhua roi dong chit nap.

Luu y: Bao quan mau huyét thanh ¢ 2°C - 8°C trong vong 7 ngay. Néu chua xét
nghiém ngay, bdo quan mau & -20°C hodc 4m sau hon. Khong lam tan mau qué 3
lan. Sau khi 1am tan, phai tron déu mau trudce khi xét nghiém.

2.4.2. Sinh pham, héa chat, vat tw tiéu hao

- Chuan bi hoa chat: Murex HCV 4.0.

- Co chat: 1R9:1R8 cét trong tdi sir dung trong vong 6h nhiét d6 phong.

- Dung dich rira: 1R2: 19 nudc cét, ¢t & 2-30°C sir dung trong vong 2 tuan.
2.4.3. Céc buéc tién hanh

Bwéc 1. Chuan bi so dd giéng tra mau.

Buére 2. Liy s6 thanh giéng phut hop véi s6 mau can xét nghiém ra khoi tai.

Buée 3. Cho 180 ul dung dich pha lodng bénh pham vao mdi giéng.

Buéc 4. Cho 20 ul mau xét nghiém lan luot vao cac giéng C1, DI... tron déu.

Buwéc 5. Cho 20 ul huyét thanh chimg am vao giéng A1 tron déu.

Buéc 6. Cho 20 ul huyét thanh chimg duong vao giéng B1 tron déu.

Buéc 7. U 60 phut trong may a 37°C.

Buéc 8. Rira 5 lan khong ngam.

Buwéc 9. Cho 100 ul dung dich chét cong hop. U 30 phat & 37°C.

Buéc 10. Rira 5 lan khong ngam.

Bwéc 11. Cho 100 pl dung dich co chat (1R8.1R9) u tbi 30 phit 37°C.

Bwéc 12. Ding phan ang bang 50 ul dung dich R10.
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Budéc 13. Boc budc song 450/620 nm trong vong 15 phut sau khi cho dung

dich durng phan ing R10.
2.5.Phién giai két qua xét nghiém
2.5.1. Poc két qua xét nghiém:

Viéc khéng dinh su c6 mat khang thé HCV cta miu duoc so sanh véi gia tri
ngudng C.O = OD NC + 0.6. Két qua chap nhan duoc khi:

- Gi4 tr1 ching duong (PC) > 0.8

- Gi4 tr1 chimg am (NC) < 0.25
2.5.2. Nhan dinh két qua xét nghiém

- Am tinh néu OD mau < C.O

- Duong tinh néu OD méu > C.O

- Lam lai néu C.0 -10% < OD mau < C.O.

- Néu 14n 2 hodc 1an 3 c6 OD > CO, mau duoc coi 1a duong tinh.

- Néu 2 1an déu c¢6 OD < CO, mau dugc coi la Am tinh.

- Néu lan 2 hodc 1an 3 mau vin & ving phai xét nghiém lai, 1am b6 sung bang
cac x¢t nghi¢m khac.

- Viéc xem xét, phé duyét két qua duoc thuc hién bai ngudi cd tham quyén.
2.5.3. Ghi chép va bao cao

- Hoan thanh bang két qua chan doan.

- Nhap két qua xét nghiém vao so6 theo ddi.

- Nhap két qua vao may tinh va chuyén vao ho so tong hop.

- Nguoi kiém tra s& kiém tra lai két qua trude khi bao cdo.
3. Xic dinh khang thé HCV biang phwong phap xét nghiém ECLIA
3.1.Pham vi ap dung

Trong ndi dung hudéng dan nay bo kit cia may tu dong duoc s dung 1am vi
du dé tham khao cho phuong phap ECLIA phat hién khang thé vi rat viém gan C
trong mau bénh pham 1am sang.
3.2.Nguyén ly

Nguyén ly: mau the, thude thir chira khang nguyén dic hiéu HCV danh dau
biotin va thubc thir chira khang nguyén dic hiéu déanh dau phuc hop ruthenium
phan ung v6i nhau tao thanh phuc hop bat cap. V&i nguyén ly bat cip xét nghiém
mién dlCh dién hoa phat quang Anti-HCV phat hién khang thé vi rt viém gan C c6
trong mau bénh nhan.
3.3.An toan sinh hoc

Tuan thu theo cic yéu cau va hudng din vé ATSH cap II theo quy dinh hién
hanh ddm bao khong 1ay nhiém cho con ngudi va ra moi trudng.
3.4. Thuc hién xét nghiém
3.4.1. MAu bénh pham

- Loai mAu: huyét thanh, huyét tuong.
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- Thé tich bénh pham dung trong xét nghiém: 50 pl.

Tach huyet thanh ddi v6i bénh pham mau:

- Sau khi ldy mau, dé 6n dinh 30 phut & nhiét do phong, tién hanh tach huyét
thanh/huyét tuong. Trong trudng hop khong tach dwoc huyét twong/huyét thanh
ngay sau khi lay mau, dé 6n dinh ¢ nhiét do phong 30 phut sau d6 bao quan ¢
nhiét d6 2°C - 8°C va can 1 phai tich huyét thanh ngay trong vong 24 gio.

Luwu y: Bao quan mau huyet thanh ¢ 2°C - 8°C trong vong 7 ngay. Neu chua
xét nghiém ngay, bao quan mau & -20° C hodc am sau hon. Khong lam tan mau qua
3 1an. Sau khi 1am tan, phai tron déu mau trude khi xét nghiém.

3.4.2. Sinh pham, héa chit, vat tu tiéu hao
Bo thudc thir M, R1, R2 duogc dan nhdn A-HCV, A-HCV Call, A-HCV Cal2.
3.4.3. Cac budc tién hanh

Buéc 1. Danh sé sample cup theo mi sé bénh pham. Hut mau vao sample cup
tuong Umg.

Budc 2. Vao man hinh Workplace — Test Selection.

Buwéc 3. Nhip ma bénh pham va ngay thuc hién xét nghiém.

Bwéc 4. Chon tén test 1a AntiHCV.

Budc 5. Vao Barcode Read Error.

Buéc 6. Nhap so rack va vi tri mdu — Add — OK — Save.

Buéc 7. Bat mau huyét thanh nguoi bénh can chay vao Sample Cup 1én Rack
dung vi tri dua vao khu nap gia mau.

Bwée 8. Chon Start — Chon START ¢ man hinh Start Conditions.
3.5.Phién gii két qua xét nghiém
3.5.1. Poc két qua xét nghiém

May s& ty dong tinh toan gia tri ngudng dua trén sé do cta Call va Cal2. Két
qua ctia mau bénh pham s& duoc thong béo 1a duong tinh hodc am tinh cing voi
chi s6 ngudng (COI).

3.5.2. Nhan dinh két qua xét nghiém

- Néu COI < 0.90: mau bénh pham duoc coi 1a 4m tinh v6i Anti-HCV.

-Néu 0.90 < COI < 1.0: mau bénh pham nay nam trong gidi han nghi ngo,
can phai kiém tra lai.

- Néu COI > 1.0: mau bénh pham dugc coi la duong tinh v6i Anti-HCV.

- Pbi véi nhitng mau duoc kiém tra lai 1an 2:

Néu COI < 0.90 thi két luan am tinh.
Néu COI > 0.90 giéng nhu 1an dau thi két luan duong tinh

- Viéc xem xét, phé duyét két qua duogc thyc hién boi nguoi co tham quyén.
3.5.3. Ghi chép va bao cao

- Hoan thanh bang két qua chan doan.

- Nhap két qua xét nghiém vao s6 theo doi.
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- Nhap két qua vao may tinh va chuyen vao ho so tong hop.
- Nguoi kiém tra s& kiém tra lai két qua trude khi bao cdo.
4. Xac dinh HCV Core Ag bang phwong phap xét nghiém CMIA
4.1.Pham vi z'lp dung
Trong ndi dung hudng dan nay bd Kit Architect HCV Ag duoc sir dung lam vi
du dé tham khao cho phuong phap CMIA phat hién va dinh luong khang nguyén vi
rit viém gan C trong mau bénh pham 1am sang.
4.2.Nguyén ly
Duya trén nguyén 1y cia k¥ thuat CMIA v6i quy trinh xét nghiém linh hoat
Chemiflex.
4.3.An toan sinh hoc
Tuan thu theo cac yéu cau va hudng dan vé ATSH cap II theo quy dinh hién
hanh dam bao khong 1ay nhiém cho con ngudi va ra méi truong.
4.4. Thuc hién xét nghiém
4.4.1. Mau bénh pham

- Loai mau: huyét thanh, huyét tuong

- Thé tich bénh pham dung trong xét nghiém: 158ul

Tach huyét thanh ddi véi bénh pham mau: Sau khi lay mau, dé on dinh 30
phuat & nhiét do phong, tién hanh tach huyét thanh/huyét tuong. Trong trudng hop
khong tach duoc huyét tuong/huyét thanh ngay sau khi lay mau, dé 6n dinh & nhiét
d6 phong 30 phat sau d6 bao quan ¢ nhiét d6 2 °C -8°C va can phai tach huyét
thanh ngay trong vong 24 gio.

Luu y: Bao quan mau huyét thanh ¢ 2°C - 8°C trong vong 7 ngay. Néu chua
xét nghiém ngay, bao quan mau & -20°C hodc 4m siu hon. Khong 1am tan mau qua
3 1an. Sau khi 1am tan, phai tron déu mau trude khi xét nghiém.

4.4.2. Sinh pham hoéa chit, vat tw tiéu hao

Bo thudc thir Architect HCV Ag, dung dich phan tng, dung dich tién phan tng,
dung dich rtra, cong phan tmg, coc dung mAu, mang ngin, nap thay thé.
4.4.3. Cac buéc tién hanh

Buéc 1. May & ché 40 READY. Nap bo thube thirt ARCHITECT HCV Ag vao
hé théng

- Lac dao nguogc chai vi hat dé duoc phan tan hoan toan.

- Pit septum 1én chai. Nap thudc thir vao khay, chai thudc thir 4 mo nap déu
c6 septum day lai.

Buéc 2. Vao man hinh chinh, chon Reagent > Reagent Status kiém tra sd
lugng tests. Kiém tra Cal Status cua hop thude thir & ché do Active.

Buwéc 3. Vao Supply = Supply Status kiém tra cac vat tu tiéu hao va

dung dich chay may.

Buwéc 4. Chuyén may sang ché ¢ RUNNING.
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Buwéc 5. Cho truc tiéptuyp méu vao Sample Carrier.

Budce 6. Vao man hinh Order - Patient Order.

Buwéc 7. Nhap ma Carrier, ma bénh pham.

Budc 8. Chon Test HCV Ag.

Buwdc 9. Chon Add Order.

Budc 10. Pua Carrier vao bd phan nap miu trén may.
4.5.Phién giai két qua
4.5.1. Poc két qua xét nghiém

Xet nghiém ARCHITECT HCV Ag sir dung phuong phap rut giam s6 lidu
cho phu hop voi duong cong Logistic 4 Thong s6 (g1 tat 1a 4PLC, theo truc Y) dé
v& dudng cong hiéu chuan.

4.5.2. Nhan dinh két qua xét nghiém

- MAu ¢6 nong do < 3.00 fmol/L dugc xem 1a khong phan tng véi HCV Ag.

- MAu ¢6 nong d6 > 3.00 fmol/L dugc xem 13 c6 phan tmg véi HCV Ag.

- Mau c6 néng dd > 3.00 fmol/L va < 10.00 fmol/L nén duoc 1am lai 2 1an.

-Néu ca hai 1an chay lai xét nghiém déu cho két qua khoéng phan umg, mau
dugc xem la khong phan tmg vé1 HCV Ag.

-Néu mot trong hai két qua xét nghiém chay lai > 3.00 fmol/L, mau duoc
xem la phan ung lap lai voi HCV Ag, 1a két qua dinh luong ban dau duoc st dung
lam két qua bao cdo cudi clng.

- Viéc xem xét, phé duyét két qua duoc thuc hién bai ngudi cd tham quyén.
4.5.3. Ghi chép va bao cao

- Hoan thanh bang két qua chan doan.

- Nhap két qua xét nghiém vao sb theo ddi.

- Nhap két qua vao mdy tinh va chuyén vao ho so tong hop.

- Nguoi kiém tra s& kiém tra lai két qua trude khi béo cdo.
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