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LOITUA

Nham ting budc thuc hién 1§ trinh phat trién hé thong y té du phong tai Chién
lugc quic gia y té du phong Viét Nam dén nam 2010 va dinh hudng dén nam 2020
dugc Thu tuéng chinh pht ban hanh tai Quyet dinh s6 255/2006/QP- -TTg ngay
09/11/2006 trong do6 dinh hudng xay dung hé théng phong xét nghiém tién tién, hién
dai pht hop véi nhu céu phong, chéng dich bénh, hé théng phong xét nghiém da
timg budc dugc hoan thién ca vé trang thiét bi va hoat dong.

Trong thoi gian vira qua dudi sy quan tdm chi dao cuia cac cép chinh quyén tir
trung uvong dén dia phuong, hé théng xét nghiém bénh truyén nhiém duoc cung cd,
ting cudng hudng téi muc tiéu hi nhap toan cau. Chinh vi vdy, cong tac phong bénh
truyén nhiém nguy hiém, méi ndi véi ty 18 tir vong cao nhu SARS, ciim A(H5N1),
cim A(H1IN1) dai dich, Ebola, MERS-CoV, cim A(H7N9)... d4 dat dugc mét sb két
qua tich cyc, tuy nhién cling vé6i phét trién ciia nén kinh té thj trudng, qua trinh d6
thi hoa, hién tuong di bién dong dén sb d4 1am gia ting nguy co lay lan céc tac nhan
gdy bénh truyén nhiém.

DPé hd tro can bd y té dy phong trong viéc thuc hién cong tac xét nghiém bénh
truyén nhiém, dam bao chit lugng xét nghiém cung nhu thuc hanh an toan sinh hoc
trong phong xét nghiém, dam bao tinh thong nhit gilta cac phong xét nghiém, Bo 'Y
té ban hanh Tép I “S6 tay xét nghiém bénh truyen nhiém” gdm céc bénh Cum,
Rubella, Sbt xuat huyét Dengue, S&i, Tay chan miéng, Zika, Lao, Sot rét va Viém
mang ndo mo cau Tai li¢u nay s€ gitip cho cac phong xét nghiém bénh truyén nhiém
nam r3 cac yéu cdu co ban cling nhu cu thé v& nhan sy, co s& vt chat trang thiét b,
nguyén tic va quy trinh chi tiét thuc hién xét nghiém, cac yéu cau vé an toan sinh
hoc nhim dam bao tranh lay nhim tir phong xét nghiém dé phuc vu viéc chan doan
tac nhan gy bénh truyén nhiém.

T6i mong ring S4 tay niy s& 13 mét tai liéu hitu ich cho cho cac can bd va
phong xét nghiém bénh truyén nhidm tai Viét Nam trong viéc xy dung va trién khai
hoat dong xét nghiém, tir d6 timg budc nang cao nang luc xéc dinh cac bénh truyén
nhiém nguy hiém, mé&i ndi dé gép phan phong chéng dich bénh, bao vé stc khoe
ngudi dan.

THU TRUONG BQ Y TE

N2,

GS.TS. Nguyén Thanh Long
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BENH CUM
i N (Influenza) ’ . N
Bénh truyén nhiém thuoc nhom B trong Ludt Phong, chong bénh truyén nhiém.

I. M6 ta chung

Ctm 1a mot bénh truyén nhidm cip tinh l1ay theo duong hé hip, do cac
vi rt cam A,B,C gay nén. Bénh khoi phat dot ngot bang hoi chimg nhiém
triung nhiém doc, hodi chimg viém long duong hé hap. Bénh hay giy bién
chtng & dudng ho hap va rat dé phat thanh dich. Tai Viét Nam, hoi chtng
ciim xay ra quanh nam, c6 ty 1é mac dting dau trong 10 bénh truyén nhiém
cap tinh.

Vi rt cim thudc ho Orthomyxoviride, gdm nim chi: vi rat cim A, vi
rat cum B, vi rat cim C, vi rut Isa va vi rat Thogoto. Vi rat cim c6 hinh cau,
ddi khi hinh soi, kich thudc khoang 80 - 100 nm, dé bi diét & nhiét do thong
thuong, chiu dung tdt & nhiét d6 thép. Céc vi rut cam ¢6 3 loai khang nguyén:
Khang nguyén S (Soluble), Khang nguyén H (Hemagglutinin), Khang
nguyén N (Neuraminidase). Cau tric gen cua vi rat cam 1a ARN sgi don
duoc bao boc Glycoprotein, cac khang nguyén H va N 1a nhimng thanh phan
clia vo vi rat cim. Hai khang nguyén H va N quyét dinh dén kha ning gay
bénh cila virus cim va mang tinh dic hiéu typ. Tuy nhién, cac cu trac H va
N lai c6 thé thay ddi thanh cac H va N méi. Hién nay da phat hién dugc 18
cau tric khang nguyén H, ky hiéu tir H1 dén H18 va 9 cau triac khang nguyén
N ky hiéu tir N1 dén NO.

IL. Yéu ciu chung

1. Nhan sy

- C6 it nhat 02 can bd c6 chuyén mon phu hop va di dugc dio tao vé
cac k¥ thuat xét nghiém chan doan cam.

- TAt c4 nhan vién k¥ thuat xét nghiém can duoc dao tao vé st dung
trang thiét bi, ddo tao vé thuc hanh an toan sinh hoc (ATSH) va thuc hanh vi
sinh chuan, ddo tao vé dam bao chat luong xét nghiém. Nhan vién phong xét
nghiém duoc dao tao cac ndi dung s€ dugc danh gia nang luc dinh ky.

- Nhén vién méi sau khi danh gia c6 két qua dat va tiép tuc duoc giam
sat it nhat 3 - 6 thang trudc khi chinh thirc duoc thuc hién xét nghiém doc
1ap.

- Nguoi nhan dinh va phé duyét két qua xét nghiém: can bd ¢ trinh
do dai hoc hoac sau dai hoc, c6 kinh nghiém cong tac trong linh vyc xét
nghiém tir 3 nam tré lén.

- Thyc hién tiém chung cim dinh ky cho nhéan vién phong xét nghi¢m.

2. Co sé vt chit, trang thiét bi

2.1. Co sé vt chit:

- Phong xét nghiém can dap tng vé diéu kién an toan sinh hoc, hé
thong quan 1y chat lugng phong xét nghiém (PXN) theo quy dinh hién hanh.



- Cac k¥ thuat xét nghiém chan doan vi rat cam A, cim B, va cc phan
typ cim dugc ap dung tai PXN ATSH cap II. Béi voi viée thuc hién cac ki
thuat xét nghiém chan doan véi vi rat caim A/H5N1 va A/H7NO thi thue hién
tai PXN ATSH cép I nhung dd bao hod ca nhan va thuc hanh tuan thu theo
quy dinh dbi voi PXN ATSH cép I11; ddi véi viée thuc hién nudi céy, phan
lap véi vi rat sé)ng thi thuc hién tai PXN ATSH cép I1I.

- P6i voi xét nghiém bang ki thuat RT-PCR can 4 khu vuc/phong xét
nghiém riéng, bao gébm: khu vuc/phong pha dung dich phan tng (1), khu
vuc/phong tach chiét ARN (2), khu vuc/phong dit may PCR(3) va khu
vuc/phong dién di (4). Dong cong vi¢c duoc thyc hién theo thu ty di chuyén
nhu sau: (1) =2) = (3) = (4).

- Péi v6i xét nghiém bang k¥ thuat realtime RT-PCR ciing tuong tur
nhu RT-PCR, tuy nhién khong cé khu vuc/phong dién di.

2.2. Trang thiét bi

Bang 1: Trang thiét bi

Tén thiét bi RT-PCR | realtime RT-PCR
Micropipette 03 bd 03 bd
Tu lanh bao quan mau 01 cai 01 cai
Ta ATSH cap 2 01 cai 01 cai
Noi hap udt 01 cai 01 cai
May ly tdm lanh toc do t6i da 14000 01 cai 01 cai
vong/phut
May vortex 02 cai 02 cai
Gia tich lanh 02 cai 02 cai
Tu thao taic PCR 01 cai 01 cai
May PCR 01 cai
May realtime PCR 01 cai
May lam da vay 01 cai 01 cai
Hé thong may dién di 01 bd
Lo vi song 01 cai
T4 lanh Am siu bao quan mau 01 cai 01 cai
Tu lanh -20°C bao quan mau ARN 01 cai 01 cai
Ta lanh -20°C bao quan sinh pham 01 cai 01 cai
Can 01 cai 01 cai

- H6 so thiét bi gdm: ho so xac nhin ban dau cua thiét bi, 1y lich thiét
bi, ho so hi€u chuan, bdo dudng cua thiét bi, nhat ky theo doi st dung thiét
bi.

- Can ¢6 danh sach thiét bi, huéng dan st dung thiét bi.

- Bao tao cho cac nhan vién van hanh thiét bi theo ding hudng dan.



3. Bio dam chat hrong xét nghiém

3.1. Trudc xét nghiém

3.1.1. Pam bao chat lwong miu dau vao

- Loai mau: dich hong, dich mili, dich ti hau hodc dich ndi khi quan,
tir 3 ml dén 5 ml.

- Piéu kién bao quan: mdi truong van chuyén vi rat - MEM 2% BSA.

- B4o quan tai noi iy miu: bao quan mau bénh pham tai noi 14y mau
d 2°C - 8°C, trong vong 72 gid miu s& duoc chuyén t6i phong xét nghiém,
trong trudng hop bao quan trén 72 gid can bao quan tai nhiét d6 -70°C. Trong
qua trinh van chuyén gif tai 2°C - 8°C hoic tai -70°C trong trudong hop da
bao quan mau & nhiét ¢ -70°C.

- Kiém tra chat lugng mau: mau khong bi do vo, dung loai mau cho
yéu cau xét nghiém, mau dam bao nhiét do khi van chuyén, chat lugng tdt,
du thé tich mau cho xét nghiém.

- Kiém tra thong tin trén tuyp mau c6 trung khép voi thong tin bénh
nhan trong phiéu giri mau hay phiéu yéu cau xét nghiém.

- Thong bao ngay cho don vi gii bénh pham trong trudng hop bénh
pham duoc gui khong dam bao chét lugng va luu ho so. Néu hity mau thi
tuan theo quy trinh hiy miu theo myc 3.3.2 vé hily mau tai hudng dan nay.

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

Tat ca cac trang thiét bi can thuc hién viéc hiéu chuan, hiéu chinh, bao
dudng theo quy dinh.

3.1.3. Kiém tra chit lwrong héa chit sinh pham va vat tw tiéu hao

- Hoa chét sinh pham st dung trong phan tmg sinh hoc phan tir phai
duoc bao quan theo khuyén cdo cua nha san xuat dé dam bao tinh 6n dinh
ctia héa chat/sinh pham.

- Hoa chét sinh pham khi nhan vé phai dugc kiém tra, danh gia chat
luong.

- Panh gi4 chat lugng sinh pham:

+ Céc loat sinh pham khi nhan vé déu phai duoc kiém tra.

+ Quan sat bang mat thuong xem céc lo hoa chét, sinh pham c6 bat
thuong khong, vi du nhu bat nép, 10 1i, van duc, thay ddi mau sac.

+ Kiém tra mdi 16 sinh pham theo bd mau gom 2 mau duong va 1 mau
am cua tac nhan ma phong xét nghiém dang thuc hién theo quy trinh xét
nghiém.

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

- Vat tu héa chit dugc quan 1y theo dung theo quy dinh va dam bao su
san co cho viéc thuc hién xét nghiém.

3.2. Trong xét nghiém

3.2.1. Ngi kiém

Tién hanh sir dung mau chung tai mdi lan chay PCR va kiém soat mau
chung nhu sau:



- Chtrng am:

+ Chirng 4m phan tng (NTC): phai cho két qua 4m tinh d6i v6i phuong
phép RT-PCR hodc/va realtime RT-PCR.

+ Chimg am tach chiét (NEC): mau tach chiét 1a méi truong van
chuyén va duoc tach chiét cing mau bénh pham: phai cho két qua am tinh
d6i voi phuong phap RT-PCR hoic/va realtime RT-PCR.

- Ching duong: vi rat cim A (phan typ cum A: A/HIN1; A/H3N2;
A/HINIpdm; A/H5N1; A/H7N9) va cam B.

3.2.2. Panh gia tir bén ngoai

Tham gia danh gia tir bén ngoai (ngoai kiém, lién phong hoic phong
xét nghiém 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 hru trir bénh pham

- Mau bénh pham di dugc ma hoa s& duge cit vao hop va luu trong ta
lanh sau (tir -70°C tré xudng).

- Sau khi cat mau vao hop, nhan vién phong xét nghiém ghi lai thong
tin ciia mau bénh pham vao S6 luu gilt mau.

- TAt ca cac mau bénh pham duogc xép vao hop theo thir ty ting nim
va ¢6 sb luu gitt mau bénh pham va so do tu luu gitt.

- Thoi gian luu giit mau tiy ting muc dich.

3.3.2.Tiéu hiiy bénh pham

- Hity mau bénh pham trong céc truong hop sau:

+ Mau bénh pham bi tir chéi (khong dat tiéu chuan).

+ MAu bénh pham hét thoi han luu gitr.

- Cho bénh pham can huy vao tai rac thai y t&, budc miéng tai. Str dung
tai nhua hép dugc, khong bi 10 ri, ¢ quy dinh mau sdc va ky hiéu 10 rang
trén tai dé dyng mau bénh pham.

- Dan bang dinh chi thi nhiét.

- Hap uét tai 121°C/30 phit.

- 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 qué trinh hity bénh pham vao biéu mau.

4. Poc va danh gia két qua

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

- Phai kiém tra cac két qua cia mau chung théa man diéu kién (tuy
theo phuong phap ap dung) méi tién hanh danh gia két qua trén mau bénh
pham xét nghiém.

- Néu chimg khong dat thi khong duoc dénh gia két qua xét nghiém
ctia mau bénh phém ma phai thuc hién lai xét nghiém,; can tién hanh kiém tra
lai qué trinh xét nghiém bt dau tir khau chuan bi, tinh trang ctia mau ching
dé tim hiéu r6 nguyén nhan can khic phuc.
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- C6 quy dinh cu thé cho tra két qua cho cac truong hop thudng quy,
két qua bat thuong/ bao dong, khan, tam thoi va quy trinh xir 1y khi tra két
qua nham, cham.

5. Thue hi€én xac nhén lai gia tri sir dung phwong phap xét nghiém

5.1 Lap ké hoach bé tri thir nghiém, xac dinh ré:

- Céch thire chuin bi mau.

- Nguoi chuan bi miu, ngudi thuc hién, nguoi danh gia két qua.

- Tiéu chuan danh gia

- Thoi gian chuin bi mAu, tién hanh xét nghiém, va bao cao két qua.

- Phé duyét.
Bang 2: Biang xac nhan gia tri sir dung phwong phap xét nghiém
Chi s6 S6 lwong miu bénh pham /lip
D¢ chinh xé4c 20 mau

Giéi han phét hién (LOD) Pha loang nhiéu nong dd tir 1 mau

duong tinh
bo lap 5 mgu/néng dox 2 néng do
Do tai lap 3 lan lip/mau x 3 mau
Do nhay/ 6 dic hiéu 20 mau

U6c luwong do khong dam bao do

5.2. D chinh xic, do nhay, d§ dac hi¢u

- B4 tri thuc hién bd miu da dugc xac dinh két qua bang quy trinh tiéu
chuan hoic kiém tra lai két qua bang chuong trinh so sanh lién phong.

- Thyc hién xét nghiém nhu doi v6i cidc mau ciia bénh nhan

Béang 3: Poc dianh gia xét nghiém

£ . K¢ét qua ciia quy trinh tiéu chuin

Ket qua tal PXN Dwong tinh Am tinh
Duong tinh a b
Am tinh C d

- Tinh toéan s6 liéu:

+ Do chinh xac (Accuracy) = (a+d)/N

+ Do ddc hi¢u (Specificity) = d/(c+d)

+ DJ 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 s két qua xét nghiém

5.3. D6 chum (gdém do lap va dg tai lap):

- B4 tri thuc hién bo mau dé kiém tra tinh chinh xac gdém 3 mau (01
mau duong tinh manh, 01 miu dwong tinh yéu va 01 mau 4m tinh).



- Do lap: Bo mau duoc thuc hién lip lai trong cing mot diéu kién vé
con ngudi, sinh pham va thiét bi.

- Do tai 1ap: Bo mau duge thyc hién 1p lai trong cing mot diéu kién
vé sinh pham va thiét bi nhung thay d6i vé& con ngudi, thoi gian.

- Thyc hién xét nghiém nhu ddi v&i cadc mau cta bénh nhan.

- Tinh toéan sb liéu:

Gi4 tri trung binh (Mean) § = Xyi/n

D6 1ach chuin (lin va t4i 13 _ S20ip)®
0 léch chuan (1ap va tai lap) (SD) SD —

Hé sd bién thién (CV) CV= (sd/§)*100

Trong do:

+ yi 1a gia tri thu duoc trong mdi lan thyc hién xét nghiém.

+ n 1a s6 1an 1am lap lai.

5.3. Gidi han phat hién (Limit of detection: LOD)

Thuc hién pha lodng miu duong tinh xac dinh dén do pha lodng 16n
nhat ma van két qua xét nghiém van duong tinh.

5.4. Uéc lwong do khong dam bao do (Uncertain: U)

- Uéc lugng d6 khong dam bao do sir dung két qua d6 khong dam bao
do cua cac trang thiét bi truc tiép tham gia vao xét nghiém, do Iéch chuan
cua dd lap, do tai 1ap va chung ndi bo.

- Tinh toén sb liéu:

U= \/U%B + SD%, + SDZ, s, + SDZ

lap tailap chitngnoibd

Trong do:

+ Upg : PO khong dam bao do cia cac trang thiét bi do tham gia truc
tiép vao xét nghiém.

+ SDf,: d6 léch chuan cua do lap.

+ SDZ; 15p : 40 léch chuan cta do tai lap.

+ SDZhing noi po: 40 1éch chuan cua chimg ndi b.

5.5. Panh gia két qua:

Dua vao viéc so sanh cac két qua thuc hién so voi tiéu chuan cua quy
trinh tiéu chuan hodc tiéu chuin ndi bd dé ra.

- Véi quy trinh tiéu chudn: Viéc x4c nhan gia tri st dung phuong phap
duge két luan 1a dat khi:

+ B9§ chinh xac, do dac hi€u, do nhay l6n hon hoac bﬁng gia tri cua
quy trinh tiéu chuan.

+ Ty 1& duong tinh gia, am tinh gia nho hon hodc bang gié tri ciia quy
trinh tiéu chuan

Két qua danh gia tinh chinh xéac khi hé s6 bién thién CV < 10%;

- Véi quy trinh phi tiéu chuén:

+ D0 chinh xac > 90%;

+ Do dac hiéu > 90%:;



+ D06 nhay > 90%;

+ Ty 1¢ duong tinh gia < 10%;

+ Ty I¢ am tinh gid < 10%;

Két qua danh gi4 tinh chinh xéac khi hé sb bién thién CV < 10%;

5.6. Xem xét dinh ky phwong phap xét nghiém

Can xem xét tinh hiéu qua ctia phuwong phéap xét nghiém dinh ky hang
nam thong qua cac thong sd sau nhung khong gioi han:

- Do tai lap (tong hop tir két qua kiém tra chét luong trong nim).

- Két qua tham gia ngoai kiém.

- Ldi hé thong (ap dung cho cac phuong phap c6 sir dung thlet bi).

Luu hd so tat ca cac bude thyc hién trén bao gdm cac bang tong hop
két qua.

I11. Phuwong phap xét nghiém ciim

Xét nghiém chan doan sinh hoc phan tir vi rat cam dya trén phat hién
vat lidu di truyén vi rat cam bang phuong phap chan doan RT-PCR va
realtime RT-PCR. Qui trinh xét nghiém nay dugc ap dung cho viéc xac dinh
ciim B, ciim A va céac phan typ cim A trong mau bénh pham hoic dich nuoi
cay.

1. Pham vi ap dung

Qui trinh xét nghiém nay dugc dp dung cho viéc xac dinh cim B, ciim
A va céc phan typ cim A trong mau bénh pham hoic dich nudi cy.

2. Nguyén ly cia phuwong phap xét nghiém

2.1.Nguyén ly cia RT-PCR

ARN cua vi rat cim dugc phién ma ngugce thanh cADN. Sau d6 cADN
duoc cho vao tuyp chira dung dich (dung dich) phan tmg PCR bao gom cip
mdi ddc hiéu cho vi rat cam, enzyme Taq ADN polymerase, dNTPs... Tuyp
phan tmg duoc dit vao may luan nhiét PCR dé khuéch dai doan trinh tu dich
theo chwong trinh nhiét dugc cai dat sdn. Qua trinh tong hop gdm khoang
30-35 chu ky, mdi chu ky gom 3 budc chinh: (i) budc bién tinh ¢ nhiét do
khoang 94 °C - 95 °C; (ii) budc gan moi & nhiét do khoang 50 °C - 55°C; va
(i11) budc kéo dai ¢ nhiét do 72 °C. San phém PCR duoc dién di trén thach
agarose dé phat hién sy c6 mat hay khong ciia doan gen dich da dugc khuéch
dai.

2.2.Nguyén ly cua realtime RT-PCR

Khéac voi RT-PCR thong thuong, phuong phéap nay sir dung mot mau
do phat huynh quang (probe) c6 kha nang phat hién san pham PCR dic hiéu
trong qua trinh tong hop san pham.

Mau do 1a mét doan oliognucleotit (vd: Tagman® probe) dugc gin véi
mdt chat nhuém phat tin hiéu huynh quang & dau 5° (R), dau kia thi duoc
gan v6i thude nhudm dép tat huynh quang (Q). Khi mau do con nguyén ven,
Q ¢6 vai tro nhan nang lugng phat ra tir R (hi¢u u’ng chuyen nang luong
huynh quang). Néu c6 trinh ti dich, mau do va moi s€ gan vao khudn, qua
trinh tong hop bat dau. Trong qué trinh tong hop, en-zim Taq ADN
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polymerase véi hoat tinh exonuclease s& cat cac nucleotit ciia mau do tir dau
5°, giai phong R khoi Q, 1am tang tin hiéu huynh quang ciia R. Cang nhiéu
san pham tao thanh thi cang nhiéu mau do bi phan cit va tin hiéu cia R phat
ra cang nhiéu. Mat doc tin hiéu huynh quang cua may s€ thu tin hi¢u R, xu
1y bang phan mém va dwa ra két qua cudi cung.

3. An toan sinh hoc

- Tuén thu theo cac yéu cau va hudng din vé vé an toan sinh hoc theo
quy dinh hién hanh d6i voi Phong xét nghiém an toan sinh hoc cép I1.

- Thudc nhuém ethidium bromide 13 mot chat doc co thé giy ung thu
cho ngudi va dong vat. Do d6, khi sir dung hoa chat nay phai mang gang tay
va kinh bdo hg. Dung dich sau khi str dung phai cho chay qua than hoat tinh
trude khi d6 bo hodc ¢b bién phap st Iy chuyén biét khac.

- Tham khao céc thubc nhudm khac an toan nhu Sybr Green, GelRed,
V.V.

4. Thuc hién xét nghiém

4.1. Mau bénh pham/dich nudi cy (d6i v6i ca hai phwong phap
RT-PCR va realtime RT-PCR)

4.1.1. Loai miu:

Mau dich hong, dich miii, dich ti hau hodc dich ndi khi quan: tr 3 ml
dén 5 ml.

4.1.2.Yéu cau:

Bénh pham bao dam chat luong dau vao theo muc 3.1.1 hudng dan
nay.

Mau duoc tach chiét theo thuong quy cua kit tach chiét. C6 thé tham
khao quy trinh tach chiét ctia bo kit QIAamp viral RNA Mini — QIAgen hodc
tuong duong.

4.1.3. T4ch chiét miu

a. Pém AVL:

- Kiém tra dém AVL, dam bao dung dich dém déng nhat.

- Chuyén 560 ul dém AVL c6 chita chat mang ARN vao mdi tuyp ly
tam 1,5ml vo trung.

- Bdo quan & nhiét do -15°C dén -30°C va theo han st dung cua kit
tach chiét.

b. Pém AWI:

- B6 sung Ethanol (96-100%) vao chai dém AW1 theo huéng dan cia
kit tach chiét.

-Panh dau trén nip chai da thém ethanol va ghi ngay thang nam chuan
bi dém AW1 trén chai.

- Bao quan & nhiét do phong theo han sir dung cuia kit tach chiét.

c. Pém AW2

- B6 sung Ethanol 96 - 100% vao chai AW2 theo huéng dan cua kit
tach chiét.

- Panh dau trén nap chai da thém ethanol va ghi ngdy, thang, nim
chuin bi dém AW?2 trén chai.
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- Bao quan & nhiét do phong theo han sir dung cua kit tach chiét.

d. Céc buéec tién hanh

- Kiém tra d6 dong nhat 560 ul dém AVL c6 chira chdt mang ARN
trong tuyp 2 ml.

- Thém 140 pul mau vao 560 pl dung dich ly gii vi rat AVL c6 chat mang
ARN.

- Tron bang may tron khoang 15 gidy, dé tao mot hdn dich dong nhét
gitta mau va dém AVL, i & nhiét 46 phong 10 phut (dam bao cac hat vi rat
bi ly giai hoan toan, ARN cuia vi rt bi ly giai duoc gin vao chit mang ARN ).

- Ly tdm nhanh tuyp hon hop khoang 10 gidy bing may ly tam dé tat
ca cac dung dich khong dinh trén nip tuyp. Thém 560 pl Ethanol (96-100%)
vao mdi tuyp, tron déu bang may tron trong 15 gidy, Ethanol s& tta cac soi ARN.

- Ly tam nhanh khoang 10 giay.

- Cho 630 pl hdn dich trén vao cot QIAamp, ly tam 8000 vong trong
1 phat. Tat ca ARN s& duoc gan trén bé mat mang Silicagel véi su c6 mat
ctia chat mang ARN. Chuyén cot sang tuyp 2 ml méi.

- M6 nap cot QIAamp, lap lai budc 6.

- M6 ndp cot QlAamp, thém 500 pl dém AW1. Pong nap va ly tim
8000 vong trong 1 phut. Chuyén cot spin sang tuyp 2 ml sach va loai bé tuyp
c¢6 chira dich loc. AW1 c¢6 tac dung loai bo cac thanh phan khong phai 1a
ARN c6 trén mat mang Silicagel.

- M6 nap cot QIAamp, thém 500 pl dém AW2. Pong nap va ly tam
trong khoang tir 12.000 vong dén 14.000 vong trong 3 phat. Chuyén cot
QIAamp sang tuyp 2 ml sach va loai bo tuyp c6 chira dich loc. Tiép theo, ly
tam thém 1 phat & toc do tir 12.000 vong dén 14.000 vong dé loai bé hoan
toan dém AW2.

- Chuyén c6t spin QIAamp vao tuyp ly tim sach 1,5ml va loai bo tuyp
chira dich loc ci.

- Mo nép cot spin QIAamp, thém 60ul dém AVE va u ¢ nhiét do phong
trong 1 phut. Ly tam 8000 vong trong 1 phat dé toan bd ARN tach khoi mang
Si li cat. Sau khi ly tAm toan bo ARN ctia mau sé& duoc thu hoi trong dich
loc.

- Luu gitr mAu da tach chiét ¢ nhiét 46 -20°C, am sau hoic theo quy
dinh tai don vi.

- Mau sau khi tach chiét duoc xét nghiém bang chay phan tmg theo
phuong phap RT-PCR hoac realtime RT-PCR

4.2. Cac buéc tién hanh phan img RT-PCR

4.2.1. Sinh pham, héa chit cho phan img RT-PCR

- Thao tac dugc thuc hién tai ti thao tac PCR phong chuan bj dung
dich phan tmg. Sinh pham ding trong phan tmg RT-PCR: QIAGEN Onestep
RT-PCR hodc tuong duong.

- Xép céc hoa chét, sinh pham can sir dung 1én hop tich lanh theo thir
tu trong bang pha dung dich phan tng.
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- Panh dau tuyp 1,5 ml hodc tuyp 0,5 ml dung dé tron sinh pham va
dat 1én hop tich lanh.

- Xac dinh sb luong phan tmg (N) can lam: N = n + 1 (v6i n: 13 tong
s6 miu xét nghiém cong v6i 1 chimg duong ARN).

- X4c dinh sb lugng miu can xét nghiém (n) va pha hdn hop phan tng

theo bang sau:

Bang 4: Thanh phén sinh phim céin cho xét nghiém cim*

Sinh phém Thé tich | Thé tich cho N phan
(1)) irng (uh)

bém PCR 5x 4,0 4,0 xN
bém Q 4.0 4,0 xN
dNTPs (kit) 0,8 0,8 x N
MOoi xudi (5 pM) 3,0 3,0x N
Moi nguoc (5 uM) 3,0 30x N
Enzyme mix (kit) 0,8 0,8 x N
Nudc cat 2 1an (Nuclease Free Water) 1,4 0,1 xN
ARN méu 3,0
Tong s6 20

* Ghi chii: Sinh pham sir dung cho xét nghiém ciim A, ciim B va phan typ
cum A/H3, A/H]N]/OQ dai dich, A/HS5, A/H7
4.2.2 Chuan bi cap moi cho phwong phap RT-PCR

Bang 5: Bé moi cho phan ing RT-PCR

Moi Tén moi Trinh ty (5°-3’)
ATG AGY CTT YTA ACC GAG GTC GAA
Cam A M30F2/08 |\~
M264R3/08 | TGG ACA AAN CGT CTA CGC TGC AG
Cum swH1 Conv-
AHINLO | FI TGC ATT TGG GTA AAT GTA ACA TTG
o sWHI Conv- |\ AT GTA GGA TTT RCT GAK CTT TGG
dai dich R1
H3 (CDC H3 HA F AAG CAT TCC YAA TGA CAA ACC
) IB3HAR | ATT GCR CCR AAT ATG CCT CTA GT

H5 (WHO- | H5-1 GCC ATT CCA CAA CAT ACA CCC
HK) H5-3 CTC CCC TGC TCA TTG CTA TG
B(cpcy |FluBF TCC TCA ACT CAC TCT TCGAGC G

€DO) FuBR CGG TGC TCT TGA CCA AAT TGG
17 (D) | NUD-H7 F1 | CAATGGAGAAYCAGCAYACAATTGAT

(NID) (1ID-H7 RI | ACATGATGCCCCGAAGCTAAAC
- Tra lai nudc khir ion theo khuyén cdo ciia nha san xuat dé dat nong
do gbc.
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- Nong d6 mdi sau d6 dugc pha tir ndng d6 goc va tinh theo don vi

nmol (ghi trén tuyp moi dong kho).
- Cach hoan nguyén moi:

Cum=nv Trong d6: V — thé tich nudc can hoan nguyén

n —nong do goc

Cm-ndng do can hoan nguyén

- Chia ra cac tuyp co thé tich 300 pl/ 1 loai mdi va bao quan tai nhiét

dé -20°C. )
4.2.3 Chuan bi thach dién di

Str dung dung dich TBE thuong mai hoac pha dung dich TBE nhu bén

dudi.
- Pha dung dich dém TBE 10X:
+ Tris Base
+ Boric acid
+ Nudc cat
+ Hoa tan Tris Base va Boric acid trong nudc
+ Thém EDTA 0.5M, pHS8
+ Thém nudc cat cho du

108 g
SS5¢g
600 ml

20 ml
1000 ml

+ Kiém tra pH trong khoang 8 —8,3; néu pH ngoai khoang nay thi phai
pha lai, khong chinh pH bang hoa chat vi su thay d6i nong do ion s& anh
huéng dén su di chuyén ciia ADN trong ban thach khi dién di.

+ Hap tiét trang & nhiét do 121°C/ 20 phut
+ Bdo quan ¢ nhi¢t d§ phong.
- Pha dung dich dém TBE 1X:

Khi sir dung 1dy 100ml TBE 10X pha vao 900ml nuéc cat thanh dung

dich TBE 1X, bao quan ¢ nhiét do phong.

Bang 6: Thanh phan héa chét chuin bi gel nong d6 2,5%

Nong do Agarose Nong dd 2,5%
TBE 1x (ml) 100,0
Agarose (g) 2,5
Ethidium bromide 10mg/ ml 10,0

- Nong d6 hoa chat duge pha theo hudng dan tai Bang 6.

- Cach d6 thach:

+ D6 thach bang khay dién di c¢6 cai san ring luoc.

+ Do lugng Agarose va TBE phu thudc vao néng do thach va sb luong
khuén thach can chuan bi duoc tinh theo bang trén. Vi du: Chuan bi 100 ml
thach 2,5%: can 2,5 g Agarose bot va 100ml TBE. Sau d6 cho Agarose bot
va dung dich TBE vao cdc thuy tinh. Lam tan Agarose bang 16 vi song trong

khoang 3 - 4 phut, ddm bdo Agarose tan hoan toan.

ot Pé ngudi xudng 50 °C — 60°C 1di cho 10 pl Ethidium bromide lac
déu, do dung dich Agarose nay vao khudn dién di c6 cai san rang lugc. Sau
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khoang 60 phut ¢ nhi¢t d§ phong, khi ban thach da dong, g& nhe nhang rang
lugc ra. Bao quan thach & 4°C.

4.2.4 Thyec hién phan @ng RT-PCR

Ghi mi s6 mau vao biéu mau két qua xét nghiém RT-PCR.

- Cho 3 ul mau ARN bénh pham vao hdn hop sinh pham d3 chuén bi
cho phan ting RT-PCR.

- Cho cac mau chig vao tuyp tuong tmg. Mau chimg dwong can dugc
thao tac tai ti An toan sinh hoc cép II.

- Khoi dong va kiém tra chuong trinh truéc khi chay may PCR theo
yéu cau xét nghiém.

- it cac tuyp vao may PCR va cai dat thiét bi cho phan tng RT-PCR.

Bang 7: Thong s6 chu trinh nhiét RT-PCR cim

Nhiét do (°C) Thoi gian Chu ky lap
. 50 30:00 1
T 95 15:00 1
=<, 94 0:30
[@)) .
<% 7 oao "
g3 :
2= 72 7:00 1
= 10 o
50 30:00
- 95 15:00
= 04 0:30
< 55 0:30 L x 40
g 72 0:30
“ 72 7:00 1
10 oc
- 50 30:00
= 05 15:00
- 94 0:30
= 50 0:30 L x 45
é 72 1:00
5 72 7:00 1
10 o0

- Ghi ho so qua trinh thyc hién phan tng, bao gdm ma thiét bi st dung,
block str dung (néu co), ngay st dung.

- Sau khi két thuc qua trinh chay may, mang cac miu sang phong dién
di va tién hanh dién di san pham RT-PCR.

4.2.5 Pién di sain pham RT-PCR

- Chuyén san pham PCR vao thach.
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- Pit thach vao bé dién di theo dung chiéu dong dién tir sm sang duong
roi cho TBE 1X ngap ban thach sao cho dung dich dém céch mat thach tir 1-
2mm.

- Cho 1 pl dém dat mau 6X (Loading Dye 6X) vao tung gleng cua dia
microtitre hodc trén gidy parafilm véi s6 lugng twong tng véi sé mau can
phan tich.

- Tron 9 pul mdi san pham PCR véi 1ul dém dit mau 6X.

- Tron 4 pl - 5 ul thang chudn ADN 100bp hoidc 1000 bp v6i 1l dém
dat mau X6.

- Chuyén dung dich di duoc trén voi nhau vao trong cac giéng cia
ban thach.

- Bong nap ctia 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 chyp anh: Dit ban thach ngay ngan trén may doc, bat dén tim
dé doc ban thach va chup anh.

4.3. Tién hanh thue hién chay phan tng realtime RT-PCR

4.3.1 Sinh pham, héa chit cho phan ng realtime RT-PCR

- Thao tac dugc thuc hién tai ti thao tac PCR phong chuan bj dung
dich phan tmg. Sinh phiam dung trong phan tng RT-PCR: SuperScrip™III
Platium One-Step hodc twong duong.

- Xép cac hoa chat, sinh pham 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
dat 1én hop tich lanh.

- Xac dinh sb luong phan ing (N) can lam: N = n + 1 (v6i n: 13 tong
s6 mau xét nghiém cong véi 1 chimg duong ARN).

- Xéc dinh s6 lugng mau can xét nghiém (n) va pha hdn hop phan tng
cho tong hgp cADN theo bang sau:

Bing 8: Thanh phan pha sinh pham cho phén wng realtime RT-PCR

5 A A ~ | Thé tich | Thé tich cho N

STT | Thanh phan Nong do (ul) phén tg (ul)
1 2x Reagent mix 12,5 12,5x N
5 Supersgrip [T RT/Platium 0.5 0.5x N

Taq Mix
3 Moi xudi 40 uM | 0,5 0,5x N
4 Moi nguoc 40 uM 0,5 0,5x N
5 Probe , ‘ 10 uM 0,5 0,5x N

Nude cat 2 1an (Nuclease
6 Free Water) 5> 2,9 XN
Tong 20
7 | ARN 5
Tong 25
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4.3.2 Chuin bi b mdi cho phin tng realtime RT-PCR

Bang 9: Trinh tw cic cip moi va probe cho HIN1 cii, H3N2 va H5N1

Moéi | Tén mdi Trinh ty (5'-3")
= |FluAxudi [CAT GGA RTG GCT AAA GAC AAG ACC
2 < [FluA ngugc | AGG GCA TTT TGG ACA AAK CGT CTA
Flu A ddudo | TGC AGT CCT CGC TCA CTG GGC ACG
~ |H3HAxudi |AAG CAT TCC YAA TGA CAA ACC
Z  |H3HAnguoc | ATT GCR CCR AAT ATG CCT CTA GT
T | H3 HA dau do | CAG GAT CAC ATA TGG GSC CTG TCC CAG
— | H5HA xu6i | Xuat xtt ttt CDC-USA
& < |H5 HA nguoc | Xuét x& tir CDC-USA
T | H5 HA dau do | Xuat xtr ttr CDC-USA
— H5 HA xubi | Xuat xir ttrt CDC-USA
% A | H5 HA nguoc | Xuat xi tir CDC-USA
T | H5 HA dau do | Xuat xtr tir CDC-USA
< H7 HA xudi Xua?}t xtr tir CDC-USA
e~ H7 HA nguoc | Xuat xtr tt CDC-USA
= [H7 HA dau do | Xuét x tir CDC-USA
o | FluBxudi TCC TCA ACT CAC TCT TCG AGC G
= | FluBnguoc |CGG TGC TCT TGA CCA AAT TGG
5 | FluBdiuds | CCA ATT CGA GCA GCT GAA ACT GAG
u au do GT G
~ | RNP xuoi AGA TTT GGA CCT GAG AGC G
Z | RNPnguge | GAG CGG CTG TCT CCA CAA GT
RNP ddudo | TTC TGA CCT GAA GGC TCT GCG CG

- Tra lai nude khur ion theo khuyén cao cia nha san xuat dé dat nong
do goc.
- Nong do méi sau d6 dugc pha tir nong do goc va tinh theo don vi

nmole (ghi trén tuyp mdi déng kho).

- Chia ra cac tuyp co thé tich 300 ul/ 1 loai mdi va bao quan tai - 20°C.
4.3.3 Cac buéc tién hanh phan tng realtime RT-PCR

- Chuan bi biéu miu két qua xét nghiém realtime RT-PCR.
- Cho 5ul miu ARN bénh pham vao tuyp chira hdn hop phan tng

realtime RT-PCR, ly tdm nhanh va gilt trong gié tich lanh.

PCR.

- Khi tra miu phai nhap ma s6 mau vao so d6 vi tri khung 96 giéng.
- Bét cac tuyp vao may va cai dat thiét bi cho phan ung realtime RT-

- Cai dat chuong trinh cho may realtime PCR.
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Bang 10: Thong so chu trinh nhiét reatime RT-PCR ciim

Nhiét do (°C) Thaoi gian Chu ky lap
Cim B, cum A 50 30:00 vx 1
va phan typ 95 2:00
A/H1 (ci), 95 0:15
A/Hl1p (09), 55 0:30 } x 45
A/H3, A/HS, Thu tin hiéu huynh quang
A/H7 20 oc

- Khdi dong chuong trinh theo yéu cau xét nghiém.

- Tao tén tép va luu gitr dir li€u.

5. Phién giai két qua xét nghiém

5.1. Poc két qua xét nghiém:

5.1.1. Poc két qua xét nghiém ciia phan img RT-PCR

- Chirng duong: ¢6 dang dac hiéu tuong duong véi kich thudce cia cap
moi thiet ke.

- Chtrng am phan tmg (NTC), ching 4m tach chiét (NEC): khong co
dang dac hiéu.

- Mau duong tinh: san pham PCR dic hiéu c6 kich thuéc bang kich
thudce chung duong.

- MAu am tinh: 13 su xuét hién san phdm PCR & cac vi tri khong dic
hiéu hodc khong c6 su hién dién cia san phém PCR.

Bing 11: Kich thuéc san pham PCR dic hiéu

Vi rit cim va phan tuyp Po dai sin pham khuéch dai
A 244 bp
H1/09 dai dich 349 bp
A/H1 120 bp
A/H3 120 bp
A/HS 219 bp
A/H7 NIID 284 bp
B 120 bp

5.1.2. Poc két qua xét nghiém ciia phan &ng realtime RT-PCR

- Chuing am: khong c6 tin hi¢u huynh quang, hoac tin hiéu huynh
quang sau chu ky thir 40 cua phéan Ung.

- Chimng am tach chiét: khong c6 tin hiéu huynh quang.

- Ching duong: tin hi¢u huynh quang dugc thu nhan theo thong tin
trong t& thong tin 16 hang di kém, thudng nam trong chu ky 20 - 30 clia phan
ung.

- Mau duong tinh: tin hiéu huynh quang dugc thu nhan truéc hoic tai
chu ky thr 40 ctia phan tng.

5.2. Nhan dinh két qua xét nghiém

- Trong trudong hop chiing &m phan tng duong tinh ma chtrng 4m tach
chiét 4m tinh thi 1am lai tir khau pha mix, trong truong hop chimg am phan
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Umg &m tinh ma chimg &m tach chiét dwong tinh thi 1am lai tur khau tach chiét.
Két qua khong cho két qua rd rang hoic trong trudng hop can khang dinh
chinh xac két qua, phong xét nghiém c6 thé yéu cau ldy lai bénh pham va xét
nghiém theo thuong quy ctia phong tir budc nhan bénh phim hodc phong xét
nghiém s& xét nghiém bang phuong phap con lai.

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

+ MAu chtng 4m c6 két qua 4m tinh

+ Mau chtng duong c6 két qua duong tinh

+ Mau bénh pham c6 két qua duong tinh

- Két qua duoc két luan 14 am tinh néu:

+ Mau chimg am c6 két qua am tinh

+ Mau chtng duong c6 két qua duong tinh

+ MAu bénh pham c6 két qua am tinh

- Két qua khong duoc phép két luan néu:

+ Mau chtng am c6 két qua duong tinh (nhiém).

+ MAu chimg duong c6 két qua am tinh véi RT-PCR hay cic miu
ching khong c6 gié tri Ct rd rang voi realtime RT-PCR.

5.3. Ghi chép va bao cao

- Hoan thanh bang két qua chan doan Cuam.

- Nhép két qua xét nghiém vao so theo doi.

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

- Nguoi kiém tra s& kiém tra lai két qua trudc khi bao cdo ngudi phu
trach PXN.

IV. Tai liéu tham khao

1. CDC, Atlanta, Georgia, Modern methods of influenza detection and
subtyping, April 25-29, 2005.

2. WHO global influenza surveillance network, Manual for the
laboratory diagnosis and virological surveillance of influenza, 2011.

3. World Health Organisation, Information for molecular diagnosis of
influenza virus — update, March 2014.
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BENH RUBELLA
i N (Rubella) ’ . N
Bénh truyén nhiém thuoc nhom B trong Ludt Phong, chong bénh truyén nhiém.

I. M6 ta chung

Rubella 1a mot bénh truyén nhiém, do vi rat Rubella gay nén. Vi rat
Rubella thudc gidng Rubivirus ctia ho Togaviridae. Bénh luu hanh trén toan
thé gi6i, thudng xuit hién vao mua dong xuan, c6 thé xay ra thanh dich.

Tuy bénh Rubella la mot bénh lay nhiém khong nguy cap (khong gay
nén bién ching nguy hiém, khong gay chét ngu:0’1) nhu bénh so1 (thu’ong gay
nhu:ng bién ching tram trong: viém phoi, viém phé quan, viém nio, viém co
tim, viém tai giira, roi loan tiéu hoa. ..) nhung lai kha nghiém trong do c6 kha
ning gdy nén nhimg di tit bam sinh ning né & bao thai. Thai phu mic bénh
Rubella trong 3 thang dau cta thai ky s& d& bj nhitng tai bién nhu say thai,
thai chét trong tir cung hoac gay nén nhing di dang cho thai nhi sau khi sinh
nhu: cac khuyét tat vé tim, duc thuy tinh thé, diéc bam sinh, cham phat trién
tri tué..

Benh Rubella lay truyén qua duong ho hap khi ngudi lanh: (1) Hit phai
nhiing giot dich tlet duong mii hong (nudc bot, nudc mii) co chira vi rat cua
nguoi bénh khi tiép xtc truc tiép mat dbi mit voi ngudi bénh; (2) Tlep xuc
v6i cac vat dung, cac bé mat (san nha, ban ghé, d6 choi...) co dinh chat tiét
mili hong ctia ngudi bénh. Ngudi bi bénh Rubella ¢ thé 1y truyén bénh cho
ngudi khac mot tuan trude khi phét ban va tir 1 dén 2 tuan sau khi ban d 1dn
hét.

Chéan doan xac dinh béng x€t nghiém hodc co yéu t6 dich t& lién quan
dén ca xac dinh. Chan doan phong xét nghiém bénh Rubella dugc yéu cau vi
chan doan 1am sang thuong khong chinh x4c. Chan doan xac dinh bénh
thuong dua trén (1) xét nghiém phat hién khang thé IgM dac hiéu vi rat
Rubella duong tinh bang k¥ thuat ELISA tir bénh pham mau thu thap trong
vong 28 ngay sau phat ban, (2) hiéu gia khang thé IgG khang vi rut Rubella
gia tang gap 4 lan trong mau kép, (3) phat hién ARN vi rat Rubella bang k§
thuat RT-PCR va (4) phan lap vi rat Rubella trén nudi cay té bao.

_Phuong phap xét nghiém huyét thanh hoc (IgM/IgG) duoc thyc hién
& tuyén tinh va khu vuc. Céc phuong phap xét nghiém vi rut hoc va sinh hoc
phan tir dugc thyc hién ¢ tuyén khu vuc va qudc gia. Trong khuon kho tai
liéu nay, chi d& cip dén hai phuong phap xét nghiém phat hién khang thé
IgM bang k¥ thuat ELISA va phat hién ARN vi rat bang k¥ thuat RT-PCR.

IL. Yéu ciu chung

1. Nhan su:

- C6 it nhat 02 can bd c6 chuyén mon phu hop va di dugc dio tao vé
cac k¥ thuat xét nghiém chan doan bénh Rubella.
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- TAt ca nhan vién k¥ thuat xét nghiém can duoc dao tao vé st dung
trang thiét bi, dao tao vé thuc hanh ATSH va thuc hanh vi sinh chuan, dao
tao vé dam bao chat lugng xét nghiém.

- Nhan vién phong xét nghiém duoc dao tao cac ndi1 dung sé dugc danh
gid nang luc dinh ky.

- Nhén vién méi sau khi danh gia c6 két qua dat va tiép tuc dugc giam
sat it nhat 3-6 thang trudce khi chinh thirc dugce thuc hién xét nghiém mot
cach doc lap.

- Puoc kiém tra stc khoe dinh ky ti thiéu 1 1an hang nam; dugc tiém
vac xin phong bénh Rubella va kiém tra khang thé IgG khang vi rit Rubella
hang nam.

2. Co sé vat chit, trang thiét bi

2.1. Co sé vat chit:

- Phong xét nghiém can dap tng vé diéu kién an toan sinh hoc, hé
thdng quan 1y chat luong phong xét nghiém theo quy dinh hién hanh.

- Cac ky thuat xét nghiém chan doan bang ELISA va PCR thi thuc
hién tai PXN ATSH cap II tro 1én.

- Béi voi xét nghiém bang ky thuat RT-PCR can 4 phong xét nghiém
riéng, bao gdm: phong pha dung dich phan tng (1), phong tach chiét ARN
(2), phong dat may PCR(3) va phong dién di (4). Dong cong viéc dugc thuc
hién theo thir tr di chuyén nhu sau: (1) =(2) = (3) = (4).

2.2. Trang thiét bi.

Bang 1: Trang thiét bi

n A1 Thiét bi can dung cho XN
Ten thict bi ELISA RT-PCR
Dan may ELISA (may u, may rira, may doc) 1 bo
T lanh 2-8°C, ti am -20°C, ti am — 80°C 1 cai 1 céi
May votex 1 céi 1 céi
May ly tdm thuong 1 céi 1 céi
Micropi pétmot kénh (10 pl, 100 ul, 1000 pl) 1 bd 1 bd
Micropi pét da kénh (8 hoac 12 kénh) loai 25 1 bo 1 bo
ul —300 pl.

Coc dong 50 — 1000 ml 1 bd 1 bo
Tua an toan sinh hoc 1 cai 1 cai
May PCR 1 céi
May ly tdm lanh 1 céi 1 céi
gia tich lanh 1 cai 1 cai
Lo vi song 1 cai
B dién di, may chup gel 1 bo
Céan phan tich 1 cai
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3. Pam bao chat lwong xét nghiém

3.1.Trwée xét nghiém

3.1.1. Pam bao chat lwong miu dau vao

- MAu mau ttr 2 -3 ml trong tuyp khong chitra chat chdng dong: 14y tdt
nhit tir 4 — 28 ngdy sau phat ban, ly tim iy huyét thanh (khéng hodc it tan
mau), bao quan tai ti lanh 2°C - 8°C (tdi da 72 gid) hoic tu lanh - 20°C.

- Dich ngoay hong: ldy sém trong vong 5 ngay sau phat ban khi co
viém long duong hd hap, cho tim bong ngody hong trong méi trudng (3 ml)
bao quan vi rat. Dich ngody hong phai bao quan tai ti lanh 2°C - 8°C (tdi da
72 giod) hodc ti 4m sau (tir -70°C trd xudng).

- Trong qué trinh van chuyén giir tai 2°C - 8°C, - 20°C, hoic -70°C
theo nhi¢t d6 bao quan twong img.

- Kiém tra chét luong mau: mau khong bi d6 v&, dung loai mau cho
yéu cau xét nghi¢m, mau dam bao nhi¢t do khi van chuyen, chat lugng tdt,
du thé tich mau cho xét nghiém.

- Kiém tra thong tin trén tuyp mau co trung khop voi thong tin bénh
nhan trong phiéu giri mau hay phiéu yéu cau xét nghiém.

- Thong bao ngay cho don vi gii bénh pham trong trudng hop bénh
pham duoc gui khong dam bao chét lugng va luu ho so. Néu huy mau thi
tuan theo quy trinh hily mau theo myc 3.3.1cta huéng dan nay.

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

Tat ca cac trang thiét bi can thuc hién viéc hiéu chuan, hiéu chinh, bao
dudng theo quy dinh.

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

- Hoa chat sinh pham sir dung trong xét nghiém phai duoc bao quan
theo khuyén co ctia nha san xuat dé dam bao tinh 6n dinh ctia hoa chat/sinh
pham.

- Hoa chat sinh pham khi nhan vé phai duoc kiém tra, danh gia chat
luong.

- Panh gi4 chat lugng sinh pham:

+ Céc loat sinh pham khi nhan vé déu phai duoc kiém tra.

+ Quan sat bang mat thuong xem céc lo hoa chét, sinh pham c6 bat
thuong khong, vi du nhu bat nép, 10 1i, van duc, thay ddi mau sac.

+ Kiém tra mdi 16 sinh pham theo bd mau gom 2 mau duong va 1 mau
am cua tadc nhan ma phong xét nghiém dang thuc hién theo quy trinh xét
nghiém.

+ Pha ché sinh pham phai luén duogc dit trong khay gitr lanh va cat lai
ngay sau khi dung xong.

- Vat tu héa chit duoc quan 1y theo dung theo quy dinh va dam bao su
san co cho viéc thuc hién xét nghiém.

3.2. Trong xét nghiém

3.2.1. Noi kiém

a. P6i véi xét nghiém ELISA, ngoai cac mau ching theo sinh pham
can str dung mau nodi kiém doc 1ap.
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b. Dbi véi k¥ thuat RT-PCR ludn sir dung mau chung trong mdi lan
x€t nghiém, trong do:

- Ching am:

+ Chimg 4m phan tng (NTC): phai cho két qua 4m tinh d6i v6i phuong
phap RT-PCR.

+ Chimg am tach chiét (NEC): mau tach chiét 1a méi truong van
chuyén va duoc tach chiét cing mau bénh pham: phai cho két qua am tinh
dbi voi phwong phap RT-PCR.

- Ching duong: vi rat Rubella bat hoat.

3.2.2. Danh gia tir bén ngoai

Tham gia danh gi4 tir bén ngoai (ngoai kiém, lién phong hodc phong
xét nghiém tham chiéu) va thyc hién hanh dong khac phuc khi két qua khong
dat.

3.3. Sau xét nghiém

3.3.1. Bio quan va hru trir bénh pham

- Mau bénh pham di dugc ma héa s& duge cat vao hop va luu trong ta
lanh sau (tu -70°C tro Xuéng)

- Sau khi cat miu vao hop nhan vién phong xét nghiém ghi lai thong
tin clia mau bénh pham vao So luu giir mau

- TAt ca cac mau bénh pham duogc xép vao hop theo thir ty tig nam
va ¢6 s6 luu gilt mau va so do tu luu gii.

- Thoi gian luu giit mau tiy ting muc dich.

3.3.2. Ti¢u hiiy bénh pham

- Hity mAu bénh pham trong céc trudng hop sau:

- Mau bénh pham bj tir chbi (khong dat tiéu chuan)

- MAu bénh phém hét thot han luu gite

- Cho bénh pham can huy vao tai rac thai y té, budc mi¢ng tii. Str dung
tui nhya hap dugc, khong bi 1o ri, ¢6 quy dinh mau sac va ky hiéu rd rang
trén tai dé dung mAu.

- Dan bang dinh chi thi nhiét.

- Hap uét tai 121°C/30 phit.

- Sau khi hoan tat, 1y thi rac thai va kiém tra bang dinh chi thi nhiét.

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

4. Poc va danh gia két qua:

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

- Phai kiém tra cac két qua cia mau chung théa man diéu kién (tuy
theo phuong phap ap dung) méi tién hanh danh gia két qua trén mau xét
nghiém.

- Néu chimg khong dat thi khong duoc dénh gia két qua xét nghiém
clla mau ma phai thuc hién lai xét nghiém; can tién hanh kiém tra lai qua
trinh xét nghiém bat dau tir khau chuén bi, tinh trang ctia mau chig dé tim
hiéu rd nguyén nhan can khac phuc.
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5. Thue hién xac nhén lai gia tri sir dung phwong phap xét nghiém
Tham khao muc 5, Phan II, Huong dan xét nghiém Bénh cum.

I11. Phuwong phap xét nghiém

Bénh phim
Dich ngoay
hong HUYét thanh
l Duong tinh . Duong tinh l
XN ARN vi [ ; Chan | XN IgM khang
rit Rubella g Ogﬁliac ' Rubella (ELISA)
(RT-PCR) '

So d0 1: So' @d xét nghiém Rubella

1. Xét nghiém huyét thanh hoc phat hién khang thé IgM dic hi¢u
vi rit Rubella biang ky thuat ELISA.

1.1. Pham vi ap dung

Quy trinh xét nghiém nay duoc ap dung cho viéc chan doan xac dinh
khang thé IgM khang vi rt Rubella trong miu bénh pham 1am sang.

1.2. Nguyén ly

Giéng ELISA duoc gan san khang nguyén vi rat Rubella. Néu huyét
thanh bénh nhan c6 khang thé IgM khang vi rit Rubella thi s& tao phirc hop
mién dich khang nguyén — khang thé. Cong hop gom khang IgM ciia ngudi
gan enzym peroxidase s& két hop vdi khang thé IgM dic hiéu. Thanh phan
enzym trong cong hop 1am xuc tac cho co chit chuyén sang mau xanh. Khi
dung dich ding phan g duogc thém vao, phan trng dung lai va dung dich s€
chuyén sang mau vang.

1.3. An toan sinh hoc

’ - Thao tac xét nghi€ém phai tuan thu quy dinh & muc an toan sinh hoc

cap 2.

- Dung dich dimg phan tng 1a chat giy bong niang, khong duoc cho
nudc vao dung dich nay

- Khong duoc dd cac hoa chét thira vao hé théng nudc thai sinh hoat.

- Str dung trang phuc bao ho ¢4 nhan (4o choang, khau trang, kinh...)
trong sudt qua trinh 1am xét nghiém.

1.4. Thwe hién xét nghiém

1.4.1. Loai mau

- Loai bénh phém: huyét thanh

- Thé tich bénh pham dung trong xét nghiém: 10-50 pl
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- Pbiéu kién bao quan: 4°C (khong qué 7 ngdy), -20°C dén -70°C (trén
7 ngay).

- Huyét thanh ldy & t Am phai dé tan bang & nhiét do phong trude khi
st dung

- Pha lodng mAu huyét thanh theo ti 16 1 +20: 10 ul mau huyét thanh
+ 200 pl dung dich pha loang DILUENT.

- Thém 210 pl dung dich hip phu RF ABSORBENT vao mau huyét
thanh d3 pha lodng 1+20. Tron déu va i & nhiét d6 phong 15 phut hodc & 2
°C - 8°C qua dém.

1.4.2. Sinh pham, héa chat, vat tw tiéu hao:

- Sir dung bo sinh phim Enzygnost®Anti- Rubella/Virus IgM cua
hang Siemens hoac twong duong.

- Nudc cat 2 1an khir ion (dung dé pha hoa chat va rira may rira): 2 lit

- Gang tay, khau trang

- Pau ¢on ¢ loc (10 pl, 100 pl, 200 pl, 1000 pl); Pau con khong loc
(200 pl va 1000 pul)

- Tube nhya pha loang mau 5 ml c6 nap.

a. Pha sinh pham

- Budcl: Bé sinh pham & nhiét d6 phong trong vong 30 phut trude khi
st dung.

- Buéc 2: Pha loang cong hgp CONJUGATE/ANTI M véi
MICROBIOL/ M theo ty I¢ 1/50.

- Budc 3: Pha lodng dung dich ria WASH/POD véi nudc cat 2 lan
theo ty 1€ 1/20.

- Budc 4: Pha lodng co chit CHROMOGEN/TMB véi dém
SUBSTRATE/TMB theo ty 1¢ 1/10.

- Buéc 5: Cho 5 ml nudc cét vo tring vao lo RF ABSORBENT dong
khé, 1ac cho tan déu.

- Budc 6: Cho dung dich tao mau xanh COLOUR/BLUE vao dung
dich pha loang mau DILUENT theo ty 1& 1/20.

b. Chuan bi chitng

Pha loang chung duong (P/P) va chtrng am (P/N) theo ti 1€ 1+20: 400
ul dung dich pha loang (DILUENT) + 20 pl mau chtng.

1.4.3. Céc buéc tién hanh

- Budc 1: Lay s giéng can lam, thiét 1ap so d6 giéng cho chimg a am
(P/N), 02 chimg duong (P/P1 va P/P2) va mau xét nghiém tra vao 6 trang
theo bang bén dudi, méi mau can tra 2 6 song song:
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P/N | P/N
P/P1 | P/P1

TQTmMmO QW R

P/P2 | P/P2

*Ghi chii: Phan 6 trong dién théng tin mdu

- Buéc 2: Cho 150 pl mau ching dm (P/N), mau chimg duong (P/P)
va mau huyét thanh theo so d6 da chuan bi.

- Budc 3: Pay kin phién nhya va o & 37 + 1°C trong 60 + 2 phut

- Budc 4: Rira phién nhya 4 1an véi dung dich rira da pha loang.

- Budce 5: Cho cong hop 100 pl dung dich cong hop da pha loang vao
mdi giéng.

- Budc 6: Pay kin phién nhya va i & 37 + 1°C trong 60 + 2 phiit.

- Budc 7: Rua phién nhwa nhu buée 4.

- Budc 8: Cho 100 pl co chat di pha lodng vao mdi giéng.

- Bué6c 9: Pay kin phién nhwa.U & nhiét do phong trong bong t6i/30 +
2 phut.

- Budc 10: Thém 100 pl/giéng dung dich dimng phan ung vao mdi
giéng.

- Budc 11: Poc két qua bang may doc ELISA ¢ budc song kép
450/650nm trong vong 1 gio.

1.5. Phién giai két qua xét nghiém

1.5.1. Poc két qua xét nghiém:

- Gia tri OD cua cac mau chtmg can phai dat yéu cau quy dinh nhu sau

- Gia tri chung am P/N: <0.1

- Gia tri chung duong P/P: >0.2

- Néu két qua cac miu chimg khong thoa nhiing diéu kién trén phai
lam lai phan tng.

- Gia tri AOD P/N < 0,1

- Gia tri cia AOD P/P1; AOD P/P2 >2

- Mdi loat sinh pham déu co 1 gia tri ngudng trén va ngudng dudi cia
chtng duong va duogc ghi rd trong bang cac thong s6 kém theo timg bo sinh
pham:

+ Nguong dudi < AOD ppi; AA=OD ppy < Ngudng trén

(lower margin) (upper margin)

+ AOD P/P trung bil’lh — 20% < AOD P/P1 » AOD p/pzS AOD P/P tI'LlIlg

binh + 20%.
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Tinh todn két qua

Gia tri miu : AA = AOD X yéu td hiéu chinh

AOD = OD giéng gin khang nguyén — OD giéng khong gin khang
nguyen.

Gié tr1 danh nghia (nominal value)

Yéu t6 hiéu chinh =
Gia tri AOD pp trung binh

Gia tri danh nghia: d cho sin trong bang thong s6 di kém theo mdi bo
sinh pham.

AOD P/P tI'lll’lg bil’lh = (AOD P/P1 + AOD p/pz)/ 2

1.5.2. Nhan dinh két qua

- Miu am tinh khi AA < 0,1

- Mau duong tinh khi AA > 0,2

- Mau nghi ngd khi 0,1< AA <0,2

1.5.3. Ghi chép va bao cao

- Hoan thanh bang két qua chan doan Rubella.

- Nhap két qua xét nghiém vao so theo dai.

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

- Nguoi kiém tra s& kiém tra lai két qua trudc khi bao cdo Trudng
phong thi nghiém.

2. Phuong phap xét nghiém RT-PCR phat hién ARN cua vi rut
Rubella

2.1. Pham vi ap dung

Quy trinh xét nghiém nay dugc 4p dung cho viéc xac dinh ARN cua
vi rat Rubella trong miu bénh pham 1am sang.

2.2. Nguyén ly

- ARN tong s6 dugc tach tir mau bénh pham 1am sang nghi nhiém vi
rat Rubella . Sau d6, ARN duoc cho vao hdn hgp RT-PCR véi mdi dic hidu
voi vi rat Rubella. Nho vao chu trinh nhiét va cap moi dic hiéu, phan ung
RT - PCR s& phién ma nguoc ARN thanh cADN va sau d6 khuyéch dai sd
lugng cADN (ADN b6 sung) ctia vi rit Rubella thanh hang triéu ban sao.
Céc ban sao s& duoc phat hién bang k¥ thuat dién di.

- Nguyén tic ctia phuong phap dién di dua vao dic tinh cau tric cia
cac nucleic acid. D6 1 cac dai phan tir tich dién Am dong déu trén khap bé
mat nén khi chju tic dong ctia dién trudng, chung sé di chuyén vé cuc duong
cua dién truong. Cac axit nucleic trong gel Agarose dugc quan sat dudi tia
tir ngoai (UV) nhd mdt hoa chat c6 tén 1a Ethidium bromide. Chét nay co
kha ning gin xen vao giita cac base ciia cac nucleic acid va dudi tac dung
cua tia tir ngoai s€ phat huynh quang.

- Str dung thang ADN chuan (DNA ladder) véi kich thudce di biét
trudc dé so sanh véi mau ching duong va mau can phan tich. Kich thudc san
pham cua virus Rubella 13 185 bp.
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2.3. An toan sinh hoc

- Tuan thu theo cac yéu cau va hudng dan vé an toan sinh hoc theo
quy dinh hién hanh d6i voi Phong xét nghiém an toan sinh hoc cép II.

- Thudc nhuém ethidium bromide 12 mot chat doc co thé giy ung thu
cho ngudi va dong vat. Do d6, khi sir dung hoa chat nay phai mang gang tay
va kinh bdo ho. Dung dich sau khi sir dung phai cho chay qua than hoat tinh
truwde khi d6 bo hodc cb bién phép st Iy chuyén biét khac.

- Tham khao céc thuc nhudém khéc an toan nhu Sybr Green, GelRed,
A

2.4. Thyc hién xét nghiém

2.4.1. Méu bénh pham

- MAu bénh pham dé & nhiét d6 phong khoang 30 phit dé tan bang
(néu dé & -80°C), tron k¥ bang may vortex

- Tach chiét ARN tong sb theo huéng din ciia b QIAamp Viral RNA
mini Kits (tham khao Muc 4.1.3, Phan III, Hudng dan xét nghiém bénh
cum).

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

- QIAGEN One step RT-PCR Kits, 100 phan ing

- Gang tay khong bot

- Pau tip ¢6 loc 2 ul, 10 ul, 100 pl, 200 pl

- Tuyp nhya vo6 trung 0,2 ml, 1,5 ml

a. Pha sinh pham

- Str dung tuyp PCR 0,2 ml

- Pha hdn hop master mix bao gom: N = tong s6 mau xét nghiém + 1
mau ching duong + 02 mau chimg 4m + n (=1 néu s6 mau XN <10; =2 néu
mau >10)

Bang 3. Sinh pham diing cho phin ing RT-PCR

. Z Z . Thé tich cho N phan

(Sglll:;l;l;azlx PCR Buff: R e (b
ulrier

(Dung dich dém) 4,0 40xN
dNTPs (kit) 0,8 0,8 x N
MV 60 (20 uM) 0,6 0,6 x N
MV 63-3(20 uM) 0,6 0,6 x N
Enzyme mix (kit) 0,8 0,8 x N
Rnase Inhibitor 0,2 0,2x N
Nudc cat tinh sach (kit) 11,0 11,0x N
ARN méu 2,0
Tong s6 20
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b. Pha cip moi

Bang 4. Trinh tw moi

Tén moi ‘ Trinh ty nucleotid (5° — 3”)
RVI11 (mo61 xudi) CAA CAC GCC GCA CGG ACA AC

RV12 (mdi ngugc) CCA CAA GCC GCG AGC AGT CA
RV12-2(mbi nguoc) | CCA CGA GCC GCG AAC AGT CG
- Tra lai nudc khir ion theo khuyén co cia nha san xuat dé dat nong

do gbc.

- Nong d6 mdi sau d6 dugc pha tir ndng d6 gbc va tinh theo don vi
nmol (ghi trén tuyp mdi dong kho).

- Cach hoan nguyén moi:

Cum=nv Trong d6: V — thé tich nudc cAn hoan nguyén

n — ndng do gbc
Cy-nong do can hoan nguyén

- Chia ra cac tuyp co thé tich 300ul / 1 loat moi va bao quan tai nhiét
do -20°C.

2.4.3. Cac buéc tién hanh thwe hién phan tng RT-PCR

Ghi ma sb mau vao biéu mau két qua xét nghiém RT-PCR.

- Cho 3 ul mau ARN bénh phdm vao hdn hgp sinh pham da chuan bi
cho phan trng RT-PCR.

- Cho cac mau chimg vao tuyp twong ung. Mau chung duong: duoc
thure hién tai ti An toan sinh hoc cép I1.

- Khoi dong va kiém tra chuong trinh trudc khi chay mdy luan nhiét
co dién theo yéu cau xét nghiém.

- Pit cac tuyp vao may PCR va cai dat thiét bi cho phan tng RT-PCR.

Bang 5. Cai dat chu trinh nhiét cho phian itng PCR

Budc Nhiét do (°C) Thoi gian (phit:gidy) [S6 chu ky

1 50 30:00 1

2 95 15:45

3 94 0:30

4 55 0:30[ 140

5 72 01:00

6 72 10:00 1

7 4 00

Sau khi két thiic qua trinh luan nhiét, tién hanh dién di san pham va
phan tich két qua trén ban gel agarose va doc trén may chup UV.
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2.4.4. Pién di san phim RT-PCR
a. Sinh pham, hoa chat chay dién di:

Bang 6. Sinh pham/ho6a chit cho dién di sin phim sau RT-PCR

Tén héa chat Nong dd Bdo quan
Agarose 1,5%. Nhiét do phong 15°C - 25°C
TAE 1X Nhiét do phong 15°C - 25°C
Ethidium  Bromide | 5—10 pl/100 ml , o o
10mg/ml TAE 1X T lanh 2°C - 8°C
Loading dye 2-3ul Tu lanh 2°C - 8°C
Thang ADN chuan 5-8ul T lanh 2°C — 8°C

b. Chay dién di

- Chuyén san pham PCR vao thach.

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

- Cho 2 pl dém dat mau (Loading Dye) vao tung gleng cua dia
microtitre hodc trén gidy parafilm véi s6 luong tuong tng véi sé6 mau can
phan tich.

- Tron 8 pl - 10 pl mdi san pham PCR véi 2 pl dém dit mau.

- Tron 5 pl - 8 ul thang chuan ADN 100 bp hodc 1.000 bp véi 2 pl
dém dit mau (néu thang chuan AND chua c6 san dém dat mau).

- Chuyén dung dich da duoc tron voi nhau vao trong cac giéng cia
ban thach.

- Bong nap ctia bé dién di, chon dong dién 110V va thoi gian 30 phut.

- Tat may dién di, chuyén thach sang may doc.

- Soi va chup anh.

- Bat ban thach ngay ngén trén may doc gel, bat den tim dé doc gel va
chup anh.

Chii y: Do san pham PCR nhay v6i dén tim nén han ché dé ban thach
tiép xuc voi dén tim. Ngay sau khi can chinh va chup duogc két qua dep can
tat ngay dén tim.

2.5. Phién giai két qua xét nghiém

2.5.1. Poc két qua xét nghiém

- Chirng 4m phan tng: (NTC) nudc cat khong chira nuclease (trong bo
sinh pham QIAGEN One step RT-PCR Kits) dé kiém tra ngoai nhiém trong
qua trinh pha master mix, phai cho két qua am tinh.

- Ching am tach chiét (NEC): méu tach chiét 1a méi truong van
chuyén va duoc tach chiét cung mau bénh pham: phai cho két qua am tinh.

- Ching duong virus Rubella: c6 dang dac hi¢u tuong duong véi kich
thude cua cip moi 1a 185bp.

- Néu két qua cac miu chimg khong thoa nhitng diéu kién trén phai
lam lai phan tmg.
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2.5.2. Nhin dinh két qua

a) Két qua dwogc chap nhin khi:

- Chung duong: c6 bang dac hi¢u tuong duong vai kich thudce cta cap
moi thiét ké (185 bp)

- Chung am phan tng (NTC), chimg am tach chiét (NEC): am tinh.

- MAu am tinh: su xut hién san pham PCR 6 cac vi tri khong dac hiéu
hodac khong co6 su hi¢n dién ctia san pham PCR.

- Duong tinh: san pham PCR dic hiéu c6 kich thudc bang kich thudc
chimg duong.

b) Lam lai xét nghiém khi c6 cac trwomg hop sau xdy ra

- Chung duong khong cé vach dac hi€u ¢ vi tri 185 bp: kiém tra lai
chimg duong va thyc hién lai phan ung & buéc pha hdn hop master mix.

- Chung am master mix c6 vach ¢ vi tri 185 bp: thuc hi¢n lai phan tng
& bude pha hon hop master mix.

2.5.3. Ghi chép va bao cao

- Hoan thanh bang két qua chan doan Rubella.

- Nhép két qua xét nghiém vao so theo doi.

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

- Nguoi kiém tra s& kiém tra lai két qua trudc khi bao cdo ngudi phu
trach PXN.

IV. Tai li¢u tham khdo

1. Quyét dinh sb 4845/QD-BYT, ngdy 5 thang 12 nim 2012, Huéng
dan gidm sdt va phong chéng bénh séi, Rubella.

2. Huéng dan st dung bo sinh phdm Enzygnost®Anti-Measles
virus/IgM cua hang Siemens.

3. Hudng dan sir dung kit tach chiét “QIAamp® Viral RNA mini Kits”
cua hang QIAGEN.

4. WHO, UNICEF va CDC (2012), Global measles and Rubella
strategic plan, World Health Organization, United Nations Children's Fund,
switzeland, 43.

5. David L. Heymann (2015), Control of communicable diseases
manual, 20th edition, p. 390.
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BENH SOT XUAT HUYET DENGUE
i N (Dengue) ’ . N
Bénh truyén nhiém thuoc nhom B trong Ludt Phong, chong bénh truyén nhiém.

I. M6 ta chung

Virat Dengue (DENV) thudc chi Flavivirus, ho Flaviviridae voi 4 typ
huyet thanh DEN - I, DEN - 2, DEN - 3 va DEN - 4. Virat Dengue gay bénh
SHt Dengue (SD) / Sot xuat huyét Dengue (SXHD) cép tinh do mudi truyén
va co thé gay thanh dich 16n.

Bénh St Dengue / S6t xuat huyét Dengue 1a bénh dich luu hanh dia
phuong ¢ Viét Nam, nhat 1a ¢ O cac tinh dong béng song Ctru Long, dong bang
Bic bd va vung ven bién mién Trung. Do déc diém dia 1y, khi héu khac nhau,
& mién Nam va mién Trung bénh xuét hién quanh nim, & mlen Bic va Tay
Nguyén bénh thudng xay ra tir thang 4 dén thang 11. O mién Béc nhimng
thang khac bénh it xay ra vi thot tiét lanh, it mua, khong thich hop cho su
sinh san va hoat dong cua mudi Aedes aegypti. Bénh SD/SXHD phat trién
nhiéu nhat vao cac thang 7, 8, 9, 10 trong nam.

Chén doan xéac dinh trong phong thi nghiém bang phan lap/phat hién
vat lidu di truyén hodc khang nguyén vi rat trong mau trong vong 5 ngay dau
ké tir khi sot hodc phat hién khang thé IgM khang vi rat Dengue dic hiéu
trong huyét thanh tir sau ngay thir 5.

II. Yéu cau chung

1. Nhan sw

C6 it nhat 02 can bd c6 chuyén moén phu hop va da dugc dao tao vé
cac k¥ thuat xét nghiém chan doan st xuat huyét.

Can bd xét nghiém dugc tap huén an toan sinh hoc va dam bao chat
lugng trong phong xét nghiém.

Nhan vién phong xét nghiém can dugc dénh gia nang luc dinh ky.

Nhén vién méi sau khi danh gia co két qua dat va tiép tuc dugc giam
sat it nhat 3-6 thang trudc khi chinh thirc dugce thuc hién xét nghiém mot
cach doc lap.

2. Co sé vat chat, trang thiét bi

2.1 Co s& vat chat:

Phong xét nghiém can dap tng vé diéu kién an toan sinh hoc, hé thong
quan 1y chat lugng phong xét nghiém theo quy dinh hién hanh.

Céc k¥ thuat xét nghiém chan doan vi rit cam duoc ap dung cho phong
x€t nghi¢m hién tai cép II tré 1én.

Pbi v6i xét nghiém bang k¥ thuat RT-PCR cin 4 phong xét nghiém
riéng, bao gdbm: phong pha dung dich phan tng (1), phong tach chiét ARN
(2), phong dat may PCR(3) va phong dién di (4). Dong cong viéc dugce thuc
hién theo thd ty di chuyén nhu sau: (1) =) = (3) = (4).

Dbi v6i xét nghiém bang k¥ thuat realtime RT-PCR ciing tuong tu nhur
RT-PCR, tuy nhién khong c6 phong dién di.
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2.2 Trang thiét bi
Bang 1. Trang thiét bi

] S6 lwong TB can dung/KTXN
Ten thiet bi XN | pIISA | RT-PCR | rRT-PCR
nhanh

May ly tdm thuong 0l may | O1 cai 01 cai 01 cai
Micropipette 01 bd 01 bd 03 bd 03 bo
T4 lanh bao quan mau Olcai| Ol cai 01 cai 01 cai
Ta lanh bao quan sinh pham | 01 cai| 01 cai 01 cai 01 cai
Ta ATSH cap 2 01 cai 01 cai 01 cai
Noi hap uét 01 cai 01 cai 01 cai
May ly tim nho dé ban 02 cai 02 céi 02 cai
May ly tdm lanh toc d6 toi da 01 cai 01 cai 01 cai
14 000 vong/phut
May vortex 02 cai 02 cai
Gia tich lanh 02 cai 02 cai
Tt thao tac PCR 01 cai 01 cai
May luan nhi¢t PCR 01 cai
May realtime PCR 01 cai
May 1 nhiét 01 cai 01 cai
May lam da vay 01 cai 01 cai
Hé thong may dién di 01 bd
Lo vi song 01 cai
Tu lanh am sau 01 cai 01 cai 01 cai
T lanh -20°C 01 cai 01 cai 01 cai

- H6 so thiét bi gdm: ho so xac nhan ban dau cua thiét bi, 1y lich thiét
bi, h6 so hiéu chuan, bao dudng cua thiét bi, nhat ky theo ddi sir dung thiét
bi.

- Can c6 danh sach thiét bi, huéng dan str dung thiét bi.

- Pao tao cho cac nhan vién van hanh thiét bi theo dtng huéng dan.

3. Bao dam chit hrong xét nghiém

3.1 Trudc xét nghi€ém

3.1.1 Pam bio chit lwong miu diu vao

- Loai miu: mau méau, huyét thanh.

- Bao quan: bao quan bénh pham tai noi ldy mau & 2°C - 8°C, trong
vong 72 gio mau s€ dugc chuyén téi PXN, néu trong truong hop bao quan
trén 72 gi® can bao quan tai nhi¢t d¢ -70°C. Trong qua trinh van chuyén giir
tai 2°C - 8°C hoic -70°C néu bao quan mau tai nhiét do -70°C.

- Kiém tra chat lugng mau: mau khong bi d6 v&, ding loai mau cho
yéu cau xét nghiém, mau dam bao nhiét do khi van chuyén, chat lugng tbt,
du thé tich mau cho xét nghiém.
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- Kiém tra thong tin trén tuyp mau c6 trung khop vdi thong tin bénh
nhan trong phiéu giri mau hay phleu yéu cau xét nghiém.

- Théng bao ngay cho don vi gii bénh pham trong trudng hop bénh
pham duoc guri khong dam bao chét lugng va luu hd so. Néu huy mau thi
tuan theo quy trinh hity mau tai don vi.

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

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

3.1.3 Kiém tra chét lwong héa chit sinh phim & vat tw tiéu hao

- Hoa chét sinh pham st dung trong phan tmg sinh hoc phan tir phai
duoc bao quan theo khuyén cao cua nha san xuat dé dam béo tinh 6n dinh
ctia hoa chat/sinh pham.

- Hoa chat sinh pham khi nhan vé phai duoc kiém tra, danh gia chat
luong.

- Panh gia chat lugng sinh pham:

+ Céc loat sinh pham khi nhan vé déu phai dugc kiém tra.

+ Quan sat bang mat thuong xem céc lo hoa chat, sinh pham cé bat
thuong khong, vi du nhu bat nép, 10 1i, van duc, thay ddi mau sac.

+ Kiém tra mdi 16 sinh pham theo bd mau gom 2 mau duong va 1 mau
am cua tic nhan ma phong xét nghiém dang thuc hién theo quy trinh xét
nghiém.

+ Pha ché sinh pham phai luén dugc dat trong khay giit lanh va cét lai
ngay sau khi dung xong.

+ Vat tu hoa chat duoc bao quan ding theo quy dinh va dam bao su
san co cho viéc thuc hién xét nghiém.

3.2 Trong xét nghiém

3.2.1 Noi kiém

- Bdi véi xét nghi¢ém nhanh can thuc hién mau noi kiém doc 1ap khi
mao hop.

- P6i v6i xét nghiém ELISA, ngoai cac mau chimg theo sinh pham
can st dung mau noi kiém doc 1ap nhu xét nghiém test nhanh.

- P6i v6i ki thuat RT-PCR va realtime RT-PCR luén sir dung mau
chtng trong mdi 1an xét nghiém, trong do:

+ Chung am:

Chting 4m phan tmg (NTC): phai cho két qua am tinh d6i véi phuong
phap RT-PCR hodc/va realtime RT-PCR.

Chtng 4m tach chiét (NEC): mau tach chiét 1a nudc cat va duogc tach
chiét cing miu bénh pham: phai cho két qua am tinh d6i v6i phuong phap
RT-PCR hoac/va realtime RT-PCR.

+ Chimng dwong: RNA vi rit Dengue (D4i voi xét nghiém phat hién:
phat hién ra 1 trong 4 typ DEN; ddi véi xét nghiém dinh typ: phat hién ra ca
4 typ DEN).
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3.2.2 Danh gia tir bén ngoai

Tham gia danh gia tir bén ngoai (ngoai kiém, lién phong hoic phong
xét nghiém tham chiéu) va thyc hién hanh dong khac phuc khi két qua khong
dat.

3.3. Sau xét nghiém

3.3.1 Bio quén va luu trit bénh phim

- Mau bénh phém da dugc ma hoa sé duoc cit vao hop va luu trong ta
lanh sau (tir -70°C tré xudng).

- Sau khi cit miu vao hop nhan vién phong xét nghiém ghi lai thong
tin cia mau bénh pham vao S6 luu gilt mau.

- TAt ca cac mau bénh pham duogc xép vao hop theo thir ty timg nim
va ¢ s6 luu gitt mau va so do tu luu giir.

- Thoi gian lvu giir miu tiy tmg muc dich.

3.3.2. Ti¢u hiiy bénh pham

Huy mAu bénh pham trong cac trudng hop sau:

- Mau bénh pham bi tir chbi (khong dat tiéu chuan)

- Méu bénh pham hét thoi han luu gifr

Ti€u huy mau bang phuong phap hap

- Cho bénh pham can huy vao tai rac thai y té, budc miéng tii. Su dung
tui nhya hap dugc, khong bi 1o ri, 6 quy dinh mau sac va ky hiéu rd rang
trén tai dé dung mAau.

- Dan bang dinh chi thi nhiét.

- Hap uét tai 121°C/30 phut.

- Sau khi hoan tat, 14y tui rc thai va kiém tra bing dinh chi thi nhiét.

- Ghi chép toan bd qué trinh hity bénh pham vao biéu mau.

4. Doc 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 cic két qua cia mau chung théa man diéu kién (tuy
theo phuong phap 4p dung) méi tién hanh danh gia két qua trén mau xét
nghiém.

- Néu chtng khong dat thi khong duoc danh gia két qua xét nghiém
ctia mau ma phai thuc hién lai xét nghiém; can tién hanh kiém tra lai qua
trinh xét nghiém bat dau tir khau chuén bi, tinh trang ctia mau ching dé tim
hiéu r6 nguyén nhan can khic phuc.

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

5. Thuc hién xac nhin lai gia tri sir dung phwong phap xét nghiém

Tham khao muc 5, Phan II, Hudng dan xét nghi¢m bénh cim.
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I11. Phuwong phap xét nghiém

Bénh pham dé 1am xét nghiém Sét xuit huyét Dengue bao gdm xét
nghiém nhanh, xét nghiém ELISA, xét nghiém ban 16ng RT-PCR va xét
nghiém realtime RT-PCR.

Nhéin miu SXHD

Khéng dat
Kiém tra miu, Lap bién ban
TR SEP VR hﬁy mau
* Pat
Xir ly miu
\ 4
Luwa chon phwong phap
xét nghiém
v \ 4 A 4
Yéu ciu dinh typ Sang loc bing Yéu ciu khing
vi rut Dengue XN nhanh dinh SXHD
Sau 5 ngay l Trong 5 ngay
©)
)
) *)
(-) & Trong 5 ngay v
KL: Dwong tinh KL: Am tinh KL: Dwong tinh
SXHD SXHD DEN/typ vi rat
RT-PCR
o DLAL Dengue

A 4
Phén 1ap-IFA,
KL: typ giir chiing
vi rit Dengue

A
Luwu miu, chiing vi rat,
ho so

y

So dd 1: So' dd xét nghiém chan doan va khang dinh SXHD.
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1. Phuwong phap xét nghiém nhanh phat hién khiang nguyén vi rat
Dengue (NS1)

1.1 Pham vi ap dung

Phuong phap xét nghi€ém nhanh phat hién khang nguyén vi rat Dengue
(NS1) c6 thé ap dung cho xét nghém sang loc trong chan doan va giam sat
vi rut tai phong xét nghiém cta cic co s¢ y té d6i v6i mau bénh pham lay
trong vong 5 ngdy dau sau khoi phat.

1.2 Nguyén ly

Phuong phap nay dya trén nguyén 1y ma‘mg mién dich sic ky dé phat
hién khang nguyén khong ciu trac NS1 cia vi rat Dengue. Dung cu thir la
thanh gidy loc c6 2 vach thir (T) va 1 vach chimg (C). Tai vach thir dugc gin
khang thé dic hiéu khang NS1 va str dung mot vach chimg kiém soét riéng
nham danh gia dong chay va hiéu suat ctia xét nghiém.

Mau dugc tuong tac v6i khang thé don dong dac hién khang NS1 lién
hop véi cac hat nano vang. Dung dich s& di chuyén 1én trén (thong qua hinh
thirc mao dan) phan ung khang khang thé NS1 trén mang. Néu trong mau
huyét thanh c6 su hién dién khang nguyén NS1 thi s& xuat hién vach mau do.
Vach mau doé xudt hién tai vach chung kiém soat ludn xuat hién khi thuc hién
xét nghiém mot cach chinh xac.

1.3 An toan sinh hoc

Tuan tha theo cac yéu cau va hudng dan vé vé an toan sinh hoc theo
quy dinh hién hanh dam bao khong 1ay nhiém cho con ngudi va ra moi
truong.

1.4 Thuc hién xét nghiém

1.4.1 Miu bénh pham

- Mau méu: tr 2 - 3ml.

- Mau huyét thanh: t6i thiéu 1 — 1,5ml.

- Bénh pham sau khi ldy xong phai dugc dua ngay toi phong xét
nghiém.

Téch huyét thanh d6i véi bénh phdm méu

- Sau khi 14y méu, dé on dinh 30 phut va khéng qué 2 gid ¢ nhiét do
phong, tién hanh tach huyet thanh/huyét tuong. Trong truong hop khong tach
duoc huyét tuong/huyét thanh ngay sau khi 1ay mau, dé on dinh ¢ nhiét do
phong 30 phut sau d6 bao quan & nhiét do 2-8°C va can phai tachhuyét thanh
ngay trong vong 24 gio.

- Str dung may ly tam phai thang bang cac 6ng nghiém trude khi ly
tam. Tién hanh ly tAm tdc do 2000 - 2500 vong/phut trong vong 10 phut. Tach
phan huyét thanh, huyét tuong vao mot 6ng nghiém nhua roi dong chit nip.

- Khong c6 may ly tam: Dé dng nghiém trén gia trong 2 gio, sau do
tach huyét thanh/huyét twong cho vao mdt 6ng nghiém nhua rdi dong chat
nap.
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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 ho#ic 4m sau hon. Khong 1am
tan mau qua 3 lan. Sau khi 1am tan, phai tron déu mau trude khi xét nghiém.

1.4.2 Sinh pham, hoéa chit, vat tw tiéu hao

- B kit dugc bao quan theo quy dinh cia nha san xuét.

- Micropipette va tip phu hop (20-200 ul).

1.4.3 Céc buéec tién hanh

Quy trinh thyc hién c6 thé thay d6i tuy theo mdi kit thuong mai, co
ban bao gém cac budc sau:

Pé mau xét nghiém va mau ndi kiém dat ¢ nhiét do phong (trong
khoang 30 phut) trudc khi xét nghiém.

Chuén bi:

- L4y s6 lugng test tng vé6i sb luong mau can xét nghiém, dé 6n dinh
¢ nhiét d§ phong khoang 15 phut.

- M& bao bi cua test, dung but ghi ma s6 mau xét nghiém 18n ting test.

- Tra mau vao giéng xét nghiém

- Dung pippette hiit 100 pl mau nhé vao giéng mau.

- Bam ddng ho 15 phut, doi doc két qua sau 15 phut.

1.5 Phién gisi két qua xét nghiém

1.5.1 Poc két qua xét nghiém

- Chi doc két qua khi vi tri C ¢6 hién vach. Néu vi tri C
khong c6 hién vach thi phai lam lai xét nghiém véi test khac.

- MAu ¢6 vach & vi tri C va co vach & vi tri T: Mau duong
tinh vo1 khang nguyén NS1Ag.

- Mau c6 vach & vi tri C va khong c6 vach & vi tri T:
Mau am tinh v6i khang nguyén NS1Ag.

1.5.2. Nhén 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.

1.5.3. Ghi chép va bao cao

- Hoan thanh bang két qua chan doan.

- Nhap két qua xét nghiém vao s theo ddi.

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

- Nguoi kiém tra s& kiém tra lai két qua trudc khi bao cao Cho Phu
trach Khoa.

2. Phwong phap xét nghiém nhanh phat hién khang thé khang vi
rut Dengue (IgM, IgG)

2.1 Pham vi ap dung

Phuong phéap xét nghiém nhanh phat hién khang thé IgM, 1gG str dung
sinh pham Duo Cassette ctia hing Panbio c6 thé ap dung cho xét nghém sang
loc trong chan doan va giam sat vi rat tai phong xét nghiém cila cac co sd'y
te.

W visi

I
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2.2 Nguyén ly

Phuong phap xét nghiém nhanh phat hién khang thé IgM, IgG khang
vi rat Dengue dua trén nguyén Iy mién dich sic ky. Khi c6 miat khang thé sot
xudt huyét dic hiéu IgM hodc IgG trong mau bénh nhan gin v6i khang thé
khang IgM hoic IgG ctia ngudi da duoc ¢ dinh trén 2 vach cua thanh gidy
loc. Phirc hop keo vang c6 chira khang nguyén tai t6 hop Dengue 1-4 s& duoc
gan vao boi IgM hodc 1gG sOt xuat huyét ddc hiéu ciia bénh nhan s& xut
hién vach mau hong. C6 mdt vach ching dé kiém soat riéng qua thuc hi¢n
mot cach chinh xac.

Xét nghiém nay cho phép danh gia gian tiép su nhiém vi rat Dengue
nguyén phat va thi phat dua vao su phat hién khang thé IgM va IgG.

2.3 An toan sinh hgc

Tuan tha theo cac yéu cau va huéng din vé vé an toan sinh hoc theo
quy dinh hién hanh dam bio khong 1ay nhiém cho con ngudi va ra moi
truong.

2.4 Thue hién xét nghiém

2.4.1 Méu bénh pham

- Mau mau: tr 2 - 3ml, mau huyét thanh/huyét tuong: t6i thiéu 1 —1,5
ml.

- Mau sau khi lay xong phai dugc dua ngay t6i phong xét nghiém.

- Tach huyét thanh d6i v4i bénh phém mau: thuc hién theo muc 1.4.1,
Phan III tai hudng dan bénh Sét xuit huyét nay.

Luwu y: Bao quan mau huyét thanh/huyét twong & 2-8°C trong vong 7
ngay. Néu chua xét nghiém ngay, bao quan mau ¢ -20°C hozc 4m siu hon.
Khéng dong tan mau qua 3 lan. Sau khi lam tan, phai trén déu miu trude khi
xét nghiém.

2.4.2. Sinh phf;m, héa chit, vat tu tiéu hao

- B6 kit dugc bao quan theo quy dinh cta nha san xuét.

- Micropipette va tip phu hop (10 — 100 ul).

2.4.3 C4c budr tién hanh

Quy trinh thyc hién sir dung sinh pham xét nghiém nhanh Dengue Duo
Cassette (Panbio) hodc cac kit twong dwong. Pé mau xét nghiém va mau noi
kiém dat ¢ nhiét d6 phong (trong khoang 30 phut) trudc khi xét nghiém.

- Chuén bi:

+ Lay s6 luong test img voi s6 lwong mau can xét nghiém, dé 6n dinh
¢ nhiét do phong khoang 15 phut.

+ M¢ bao bi cia test, dung but ghi ma sé mau xét nghiém 1én timg
test.

- Tra miu xét nghiém:

+ Bwdc 1: Nho 10 pl mau toan phan (hoac huyét thanh, huyet tuong)
vao giéng tron cua dung cy thir nghiém dé mau tham hoan toan vao gidy thAm
bén dudi giéng tron.
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+ Bwéc 2: Nho hai giot dung dich dém vao giéng vudng cua dung cu
thir nghiém. Lo Dung dich dém phai ¢ tu thé thang dung va cach xa giéng
khoang 1 cm.

Lueu ¥: trong truong hop 1dy mau méau khac:

- Néu ldy mau mau dau ngon tay thi phai tién hanh xét nghiém ngay.
Céc budc thuc hién nhu sau:

+ Dung kim chich & vi tri dau ngon tay.

+ Dung dung cy hut mau (cung cap kém voi san pham) ké sat vao giot
mau theo hudng ndm ngang dé mau t dong chay vao bén trong éng (khoang
10 ml mau).

- Néu miu mau toan phan da chra trong dng nghiém: Khong can dung
kim chich mau ma dung truc tiép dung cy hut mau (cung cap kém voi san
pham) ké sat vao mau theo hudng nam ngang dé mau ty dong chay vao bén
trong ong (khoang 10 ml mau).
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2.5 Phién giai két qua xét nghiém

2.5.1 Poc két qua xét nghiém

- Sau khi xét nghiém, néu vach géc mau xanh van con hoic vach mau
hé)ng khong xuét hién & vi tri C thi mau xem nhu khong dugc xac dinh va
phai lam lai voi test thir nghiém khac.

- C: Vi tri vach kiém ching

- M: vi tri vach duong tinh IgM

- G: Vi tri vach duong tinh IgG

2.5.2 Nhén dinh két qua xét nghiém

+ Néu xuét hién vach ¢ vi tri C, va vi tri M, khong xuét hién vach & vi
tri G thi mau duong tinh v&i IgM Dengue va dugc danh gia 1a nghiém nguyén
phat.

oD o

+ Néu xuét hién vach & vi tri C, vi tri M, va vi tri G thi miu duong
tinh vo1 cd IgM va IgG Dengue va dugc danh gia la nhiém thir phat.

B

3

+ Néu xuat hién vach & vi tri C, va vi tri G, khong xuét hién vach & vi
tri M thi mau duong tinh véi IgG Dengue vadugce danh gia 1a nghiém thu
phat.
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+ Néu xuét hién vach & vi tri C, khong xuat hién vach ¢ vi tri M va G
thi mau am tinh véi IgG Dengue vaduoc danh gid 1a khong nghiém vi rat
Dengue.

+Néu khong xuét hién vach & vi tri C thi két qua khong dugc xéc dinh,
phai lam lai vo1 dung cu thir nghiém khac.

2.5.3. Ghi chép va bao cao

- Hoan thanh bang két qua chan doan.

- Nhép két qua xét nghiém vao sb theo ddi bénh nhan.

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

- Nguoi kiém tra s& kiém tra lai két qua trudc khi bao cdo ngudi phu
trach PXN.

3. Phwong phap xét nghiém ELISA phat hién khang nguyén vi rut
Dengue (NS1)

3.1 Pham vi ap dung

Phuong phap xét nghiém nay thuong duoc ap dung cho khang dinh
tinh trang nhiém DENV d6i voi miu bénh pham 1dy trong vong 5 ngay dau
sau khoi phat.

3.2 Nguyén ly

Phuong phap xét nghiém phat hién khang nguyén vi rat Dengue dua
trén nguyén ELISA, 14 phuong phap xét nghiém truc tiép c6 gia tri cao vé
mit chan doan.

Khang nguyén Dengue NS1 trong huyét thanh (néu c6) ctia mau thir
s& két hop v&i khang thé khang NS1 duoc phu trén bé mit polystyrene trong
giéng cta phién nhya. Luong huyét thanh thira duoc loai bo nhd qua trinh
rira va sau d6 thém vao cong hgp HRP Anti-NS1 MAb. Sau khi u, cac giéng
duoc rira va tiép tuc thém dung dich co chat khong mau (TMB). Co chat s&
dugc enzyme thiy phan chuyén sang mau xanh va chuyén sang mau vang
trong moi trudng axit khi thém dung dich dimng phan tng. Sy xuat hién mau
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gitp xac dinh c6 hién dién cia khang nguyén Dengue NS1 trong mau xét
nghiém.

3.3 An toan sinh hgc

Tuong tu nhu phuong phap xét nghi€ém nhanh phat hién khang nguyén
vi rat Dengue va bd sung thém yéu cau vé thyc hién trong phong an toan sinh
hoc cép II.

Axit sun phu ric trong dung dich dung phan tmg c6 tinh an mon va can
duoc sir dung dang cach. Néu tiép xuc v6i da hodc mat, rira k§ bang nude.

3.4 Thuc hién xét nghiém

3.4.1 Mau bénh phim

- MAu méau: tir 2 — 3 ml, mau huyét thanh/huyét twong: tdi thiéu 1 —
1,5 ml.

- Mau sau khi lay xong phai duoc dua ngay t6i phong xét nghiém.

Luu y: Bao quan mAu huyét thanh/huyét tuong ¢ 2°C - 8°C trong vong
7 ngdy. Néu chua xet nghiém ngay, bao quan mau ¢ -20°C hoac dm sau hon.
Khong dong tan mau qua 3 1an. Sau khi lam tan, phai tron déu mau trude khi
x€t nghiém.

3.4.2. Sinh pham, hoéa chat, vat tu tiéu hao

- Sinh pham hoéa chat dugc cung cap theo kit:

+ Phién nhya (12 thanh x 8 giéng) c6 phu khang thé khang thé khang
NSI.

+ Dung dich cdng hop (HRP Conjugated Anti-NS1 Mab), 15 ml

+ Dung dich rira (20X), 1 chai 60 ml v6i1 do dam dac 20 lan cta dém
mudi phosphate (pH 7,2-7,6) voi tween 20 va chat bao quan (0,1% Prolin).

+ Dung dich pha lodng mau (sample diluent), 1 chai 22 ml.

+ Dung dich co chat (TMB), 1 chai 15 ml.

- Chimg duong — 1 tuyp 1,2 ml khang nguyén tai to hop.

- Chimg am — 1 chai 1,2 ml huyét thanh ngudi.

- Chat chuan — 1 chai 1,5 ml khang nguyén téi to hop.

- Dung dich dimg — 1 chai 15 ml, dung truc tiép, 1M acid Phosphoric.

- Micropipette va tip tuong ung (20 pl -200 pl).

3.4.3 Céc buér tién hanh

a) Chuén bi:

- Chuén bj to so d6 giéng tra mau, nong do khac nhau cua cac chat
chuan tra vao 6 CAL, chung va mau noi klem tra vao cac 0 mau, cac mau
tién hanh xét nghiém tra vao cac 6 tring, mdi mau can tra 2 6 song song voi
nhau, nhu bang dudi day.
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Bang 2. So d6 tra miu

N Mau D
P Mau F
CAL Mau G
CAL Mau H
CAL Mau I

Mau A Mau J
Mau B Mau K
Mau C Mau L

*Ghi chu: Phan é trong dzen thong tin mau

+ Lay sO thanh giéng phu hop voi s6 mau can xét nghiém gan vao
khung. 5 giéng can cho céac chumg gom 1 ching &m (N), Ichimg duong (P)
va 3 chit chuan (CAL). Céac giéng chua st dung can cho vao tai, dan kin
miéng.

+ Chuén bi mau, chtirng duong, chiing am, chit chuan: st dung 6ng
nghiém riéng biét dé pha loing mau bénh phiam, chimg duong, chimg am,
chét chuan. Bang cach cho 75ul dung dich pha lodng vao 75ul miu, sau d6
tron déu.

b) Thuc hién:

- Nho 100 pl miu va chimg da dugc pha lodng & trén vao cac giéng
tuong ung.

- Dan mang phu 1én phién nhua va u 1 gio & 37°C.

- Rura 6 1an v6i dung dich rira di pha loang.

- Tron déu dung dich khang nguyén-cong hop, nho 100 pl khang
nguyén cong hop vao mdi giéng.

- Dan phlen nhya vau 1 gio ¢ 37°C.

- Rira 6 1an véi dung dich rira da pha loang.

- Nho6 100 pl TMB vao mdi giéng.

- U 10 phit ¢ nhiét d6 phong (20-25°C), tinh gio tir lac nho vao giéng
dau tién. Mau xanh s& xuét hién.

- Nho6 100u1 dung dich dimg véo tat ca cac giéng, mau xanh s& chuyén
sang mau vang.

- Poc két qua trong vong 30 phit voi budc song doi, 450nm —
600/650nm.

3.5 Phién giai két qua xét nghiém

3.5.1. Poc két qua xét nghiém

- Tinh gia tri ngudng (Cut off - CO): la gia tri trung binh cua 3 ching
chuan x yéu t6 hiéu chuan ' ’ o

-CO = (CAL;+ CAL,+ CAL;)/3 x YEU TO HIEU CHUAN

- Tinh gi4 tri chi s (Index V.): Gia tri Index = OD mau / CO

- Tinh don vi PU (Panbio Unit): PU = Gi4 tri Index x 10

- Két qua xét nghiém
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Bang 3. Poc két qua xét nghiém

Index V.| PU Két Dién giai

qua

<0,9 <9 Am | Khong phat hién c6 khang nguyén NSI1

tinh | dengue. Két qua nay khong chic chin bénh
nhan c6 nhiém vi rat dengue hay khong. Nén
xét nghiém lai bang k§ thuat huyét thanh hoc.
Néu két qua am tinh va van nghi ngo thi can
kiém tra lai bang k¥ thuat huyét thanh hoc 1
1an nita nhung mau xét nghiém khong qué 14
ngay ké tir khi ldy mau ban dau.

0,9 -

1,1 | 9-11 | Nghi | Xét nghi¢m lai, néu van nghi ngd nén xét
ngd | nghiém bang phuong phép khac.

> 1,1 >11 | Duong | Co phat hi¢én khang nguyén NS1 dengue.

tinh | Bénh nhan bi nhiém vi rat dengue, tuy nhién
nén lam thém xét nghiém huyét thanh hoc
khéac dé khang dinh.

Vi d}l: N
- Mau A ¢6 OD = 0,949; Mau B ¢6 OD = 0,070 ,
- Trung binh cua ching chuan = (CAL; + CAL,+ CAl;)/3=0,802; Y¢u

t6 hiéu chuan = 0,62

-CO=10,802x 0,62 = 0,497
-Mau A =0,949/0,497 = 1,91 (Index value) x 10 =19,1 Panbio Units.

Két ludn: Duong tinh.

- Mau B = 0,070/ 0,497 = 0,14 (Index value) x 10 =1,4 Pannio Units.

Két luan: Am tinh.

Khoa.

3.5.2. Nhan dinh két qua xét nghiém

- Xét nghiém duoge két luan 13 duong tinh néu:

+ Mau chtng 4m c6 két qua am tinh

+ Mau chtng duong c6 két qua duong tinh

+ MAu bénh pham c6 két qua duong tinh

- Xét nghiém duogc két luan 13 4m tinh néu:

+ Mau chtng 4m c6 két qua 4m tinh

+ Mau chtng duong c6 két qua duong tinh

+ MAu bénh pham c6 két qua 4m tinh

- Xét nghiém khong duoc phép két luan néu:

+ Mau chtng 4m c6 két qua duong tinh (nhiém).

+ Cac mau ching khong c6 OD 1d rang.

3.5.3. Ghi chép va bao cao

- Hoan thanh bang két qua chan doan.

- Nhap két qua xét nghiém vao so theo doi.

- Nhép két qua vao may tinh va chuyén vao ho so tong hop.
- Nguoi kiém tra s& kiém tra lai két qua trudce khi bao cao Phy trach
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4. Phuwong phap xét nghiém ELISA phat hién khang thé IgM/ IgG
virut Dengue

4.1. Pham vi ap dung

Phuong phap xét nghiém theo kit Panbio dengue IgM Elisa cho phat
hién IgM va kit Panbio dengue IgG indirect Elisa cho phat hién IgG co thé
duoc 4p dung cho khing dinh tinh trang nhiém vi rat Dengue tai phong xét
nghiém ctia cac co so y té.

4.2. Nguyén ly

Phuong phap xét nghiém phat hién khang thé IgM/ IgG khang vi rat
Dengue dya trén nguyén Iy mién dich phuong phap ELISA, 1a phuong phap
xét nghiém gian tiép c6 gia tri cao vé mat chan doan.

Vi xét nghiém phat hién khang thé IgM Dengue (néu c6) trong huyet
thanh ctia mau thu s& két hop voi khang thé khang IgM duoc phu trén bé mit
polystyrene trong giéng ciia phién nhya. Luong huyét thanh thira duoc loai
bo nhod qua trinh rira. Sau d6, hdn hop khang nguyén vi rat dengue (typ 1-4)
va tiép theo 1a cong hop cac khang thé don dong twong tng c6 gin véi
enzyme peroxidase (HRP) sé dugc thém vao.

Vi xeét nghiém phat hién khang thé IgG Dengue (néu o) trong huyét
thanh ctia mAu thir s& két hop vai khang nguyén vi rit dengue dugc phu trén
bé mit polystyrene trong giéng ctia phién nhya. Luwong huyét thanh thira
duoc loai bo nho qua trinh rira. Sau d6, cong hop 1a cac khang khang thé IgG
ngudi c6 gan voi enzyme peroxidase (HRP) s€ duoc thém vao.

Sau qua trinh U, cac giéng dugc rua va tiép tuc thém dung dich co chét
khong mau (TMB). Co chat s& duoc enzyme thuy phan chuyén sang mau
xanh va chuyén sang mau vang trong méi truong axit khi thém dung dich
dung phéan Umg. Su xuét hién mau chig t6 c6 su hién dién cua khang thé
IgM Dengue hodc IgG Dengue.

4.3. An toan sinh hoc

Theo Muc 3.3, Phan III, Huéng din bénh st xuat huyét nay.

4.4. Thuc hién xét nghiém

4.4.1. Mau bénh pham

Tuong tu nhu phuong phép xét nghiém ELISA phat hién khéang
nguyén NS1 khangvi rat Dengue.

4.4.2. Sinh phﬁm, héa chat, vat tu tiéu hao

a. Sinh phim cho xét nghlem phat hién IgM Dengue

- Phién nhua (12x 8 giéng) c6 phu khang khang thé IgM ngudi. Cac
thanh chua dung dén can dugc bao quan voi tai hat am, 2-8°C.

- Khang nguyén tai t6 hop Dengue 1 - 4, 150 pl/tuyp.

- Dung dich pha lodng khang nguyén (Antigen diluent), 1 chai 50 ml.
Dung truc tiép, gdom dém phosphate c6 chat bao quan (0,1% Prolin va
0,005% gentamycin).

- Dung dich cong hop khang thé (HRP Conjugated Monoclonal
Antibody tracer), 1 chai 7 ml, diing truc tiép. Bao quan & 2 - 8°C.
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b. Sinh pham cho xét ‘nghiém phat hi¢n IgG Dengue

- Phlen nhya (12x8 gleng) c6 gan khang nguyén Dengue (typ 1, 2, 3,
4). Cac giéng chua dung dén can duoc bao quan voi tai hat am, 2 - 8°C

- Dung dich cong hop khang khang thé (HRP Conjugated Anti- human
IgG), 1 chai 15 ml, dung truc tiép. Cong hop gan enzyme peroxidase khang
IgG ngudi san xudt tir dé co bo sung 0,1% chat bao quan Proclin va chit 6n
dinh protein. Bdo quan ¢ 2-8°C.

c. Sinh pham chung dung trong bd kit:

- Dung dich rtra (20X), 1 chai 60 ml véi1 do dam dac 20 lan cua dém
mudi phosphate (pH 7.2 - 7,6) v4i tween 20 va chat bao quan (0,1% Prolin).
Dung dich rira c6 thé bi két tia khi duoc gilt ¢ nhiét do thp, c6 thé 1am tan
két tua khi 0 & 37°C dén khi tan hét. Tron déu. Pha loang 1 phan dung dich
ria va 19 phan nude. Dung dich rira d3 pha lodng dung duoc trong 1 tuin
néu bao quan & 20 - 25°C.

- Dung dich pha lodng mau (sample diluent), 2 chai, 50 ml, dung tryc
tiép. Thanh phan 1a dém mubi Tris (pH 7,2 - 7,6) voi chat bao quan (0,1%
Proclin), bao quan ¢ 2-8°C.

- Dung dich co chat (TMB), 1 chai, 15 ml, dung tryc tiép, 1a hdn hop
cua 3,3’ va 5,5 tetranethylbenzidine va hydrogen peroxide trong dém citrate
(pH 3.5-3.8), bao quan & 2-8°C.

- Chung duong — 1 tuyp 200 pl huyét thanh nguoi (chira 0,1% sodium
azide va 0.005% gentamycine splphate), bado quan ¢ 2 °C - 8 °C.

- Chét chuin — 1 chai 400 pl huyét thanh nguoi (chta 0,1% sodium
azide va 0.005% gentamycine splphate), bao quan ¢ 2 °C - 8 °C.

- Chimg am — 1 chai 200 pl huyét thanh nguoi (chira 0,1% sodium
azide va 0,005% gentamycine splphate), bao quan ¢ 2 °C - 8 °C.

- Dung dich dimg — 1 chai 15 ml, dung truc tiép, 1M acid Phosphoric.
bao quan ¢ 2 °C - 8 °C.

4.4.3. Céc buérc tién hanh

a) Chuin bi:

- Lay s6 thanh tuong ing (1 thanh co6 8 gleng) v6i s6 mau can xét
nghiém gan vao khung. 5 giéng céan cho cac ching gom I ching am (N),
1chtng duong (P) va 3 chat chuan (CAL). Cac giéng chua sir dung can cho
vao tui, dan kin miéng.

- Chuén bi to so d6 giéng tra mau, nong do khac nhau cua cac chat
chuan tra vao 6 CAL, chung va mau noi klem tra vao cac 0 mau, cac mau
tién hanh xét nghiém tra vao cac 6 tring, mdi mau can tra 2 6 song song voi
nhau, nhu bang dudi day.
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Bang 4. So d6 tra miu

N Mau D
P Mau F
CAL |MauG
CAL |MauH
CAL |Maul

Mau A |MauJ

Mau B |Mau K
Mau C |Mau L

*Ghi chii: Phan 6 trong dién théng tin mdu

- Chuén bi miu, chig, khang nguyén va cong hop:

+ Str dung tuyp thich hop dé pha lodng chirng va miu cta bénh nhén:
Hut 1.000 dung dich pha loang (DDPL), thém vao 10 pl huyét thanh. Tron
deu.

+ Hodc pha lodng theo cach: hut 90 pl DDPL, thém 10 pl huyét thanh.
Lay 20 pl huyét thanh da duoc pha lodng va thém 180 pl DDPL, tron déu.

Pbi v6i xét nghiém phat hién IgM Dengue, can thém budc chuan bi
dung dich khang nguyén-cong hop:

+ Pha loang khang nguyén 1/250 v6i dung dich pha loang khang
nguyen.

+ Sau d6 thém 1 phan thé tich dung dich cong hop vao (ty 1¢ dung dich
khang nguyén pha lodng: cong hop 1a 1:1). Tron déu va dé o nhiét do phong
cho dén khi sir dung.

Vi du: chuan bi khang nguyén-cong hop cho 1 thanh (1 thanh c6 8
giéng): (Hut 498 pl dung dich pha lodng khang nguyén + 2l khang nguyén
+ 500 pl cong hop, tron déu).

b) Thue hién:

Xét nghiém phéat hién [gM Dengue

- Nho 100 pl miu va chimg da dugc pha lodng & trén vao cac giéng
tuong ung.

- Dan mang phu 1én phién nhwa va u 1 gio & 37°C.

- Rtra 6 1an v6i dung dich rira d3 pha lodng.

- Tron déu dung dich khang nguyén-cong hop, nhé 100 ul khang
nguyén-cong hop vao mdi giéng.

- Dan phién nhya va o 1 gid ¢ 37°C.

- Rira 6 1an vé6i dung dich rira da pha lodng.

Xét nghiém phét hién [gG Dengue

- Nhé 100 pl miu va chimg d3 dugc pha lodng & trén vao cac giéng
tuong ung.

- Dan tAm plate va u 30 phat & 37°C.

- Rira 6 1an v6i DD rira dé pha lodng.

- Nho 100pu1 cong hop vao mdi giéng.
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- Dén tam plate va 1 30 phit ¢ 37°C.

- Rira 6 1an v6i DD rira da pha lodng.

Sau d6 tién hanh gidng nhau véi ca 2 xét nghiém phat hién IeM/ IeG
Dengue:

- Nhé 100l TMB vao mdi giéng.

- U 10 phut & nhiét d6 phong (20-25°C), tinh gio tur luc nho vao giéng
dau tién. Mau xanh s& xuat hién.

- Nh6 100pu1 dung dich dimg vao tt ca cac giéng, mau xanh s& chuyén
sang mau vang.

- Poc két qua trong vong 30 phat voi bude soéng doi, 450nm —
600/650nm.

4.5 Phién giai két qua xét nghiém

Tuong ty nhu muc 3.5 Phién giai két qua xét nghiém ctia hudng dan
nay, cac gia tri dugc tinh theo cong thirc nhu trén va phién giai theo gid tri
index va PU dé phat hién IgM hoic IgG tuy theo yéu cau xét nghiém.

5. Phuwong phap xét nghiém ban 16ng RT-PCR (semi-nested RT-
PCR) chan doan va dinh typ vi rit Dengue

5.1 Pham vi ap dung

Phuong phap xét nghiém ban 16ng RT-PCR ap dung k§y thuat khuéch
dai doan gen c6 thuc hién qué trinh phién ma ngugc dugc dung dé chan doan
va dinh typ vi rat Dengue, dong vai trd nghién clru sau hon voi nhitng ca
bénh phuec tap.

5.2 Nguyén ly

RNA téng s6 duoc tach chiét tir mau bénh pham 1am sang nhiém sot
xuat huyét Dengue va duoc phién ma nguoc thanh cADN. Sau d6 cADN
duoc cho vao tuyp chira dung dich (dd) phan tng PCR bao gdm cip mdi dic
hiéu cho vi rat Dengue, enzyme Taq DNA polymerase, dNTPs... Tuyp phan
g duoc dit vao may luan nhiét PCR dé khuéch dai doan trinh tir dich theo
chuong trinh nhiét duoc cai dit sin. Qua trinh tong hop gdm khoang 30-35
chu ky, mdi chu ky gdm 3 budc chinh: (i) budc bién tinh & nhiét d6 khoang
94-95°C; (ii) budc gan mdi & nhiét do khoang 50-55°C; va (iii) budc kéo dai
o nhiét d6 72°C. San phém PCR duoc dién di trén thach agarose dé phat hién
su ¢6 mat hay khong cua doan gen dich da duogc khuéch dai.

San pham PCR duong tinh thu duoc tir phan tmg RT-PCR phét hién
vi rat Dengue s€ duoc lam khu6n cho phan ing ban 16ng PCR. O phan g
ban long PCR, cac mdi nguoc (TS1, TS2, TS3, TS4) dic hiéu cho timg typ
huyét thanh cta vi rat Dengue (D1, D2, D3, D4) dugc cho vao cung vi moi
xudi D1 s& khuéch dai san pham PCR véi kich thude khac nhau cho timg
loai typ huyét thanh. Xac dinh typ huyét thanh cua vi rat Dengue dua vao két
qua dién di san pham PCR.

5.3 An toan sinh hgc

- Mang ging tay va mac 4o khoac khi tién hanh thao tac.

- St dung cac thiét bi (ti ATSH, may PCR, ly tdm...) theo dung
huéng dan.
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- Lau chui pipet man, gia tich lanh va bé mit 1am viéc sau khi lam viéc
bang con va khtr nhiém ti ATSH bang dén cyc tim trude va sau khi 1am viéc
trong 15 phut.

5.4 Thyc hién xét nghiém

Phuong phap xét nghiém thyc hién gdm 2 bude: bude 1 phat hién virat
Dengue, budc 2 dinh typ vi rut Dengue. Trong do:

Budce 1 sir dung bd mdi xudi D1 va mdi nguoc D2 dugc thiét ké dé
phat hiénchung cac vi rat Dengue,

Budc 2 chi str dung mdi xudi (D1) va 4 mdi nguoe (TS1, TS2, TS3,
TS4) dic hiéu riéng cho 4 kiéu gen cua vi rat Dengue.

5.4.1. Mau bénh phflm

- Su dung mau huyét thanh, huyét twong hodc mau toan phan (tuyp
chtra thanh phan chong dong EDTA). Voi yéu cau tach huyét thanh, tham
khao phan tach huyet thanh muc 1.4.1 hudng dan xét nghiém bénh nay.

- Yéu ciu mau 'khong bi tan huyét, von cuc, tap nhiém.

- Thé tich huyét thanh/huyet tuong gui dén phong xét nghiém can dat
t6i thiéu 500 pl, mau toan phan tdi thiéu 1a 1ml.

- Bao quan mau huyét thanh & 2-8°C trong vong 2 ngay. Néu chua xét
nghiém ngay, bao quan miu ¢ -70°C tré xuéng. Khong ri dong mau qua 3
lan. Sau khi 1am tan, phai tron déu mau trude khi xét nghi¢m.

- Tach chiét ARN theo huéng din cua bd QIAamp Viral RNA Kits
(tham khao Muc 4.1.3, Phan I, Hudng dan xét nghiém bénh ctiim).

5.4.2. Sinh pham, héa chit, vt tw tiéu hao

a) Danh muc sinh phém, héa chit, ching, moi

- AMV Reverse Transcriptase 600U (25U/ul)

-bém 5X

- Rnasin (10.000 U, 40 U/pl)

- ANTP mix 5SmM

- GoTaq® Flexi DNA Polymerase

- Nudc tinh sach (Nuclease free water)

- Ultrapure Agarose

- 100 bp DNA ladder

- Axit Bo ric

- Tris Base

- EDTA (Ethylene Diamine Tetraacetic Acid, 2Na)

- SyBR Safe 10.000 X

- Pém dit mau 6X (Loading dye 6X)

- QIAamp Viral RNA Mini Kit

- Ethanol (96-100%).

- Mau chung:

+ Ching dm (NC): 1a nudce tinh sach dung cho phan tmg PCR (1am
chting cho budc chuan bi dd phan tng).

+ Chimng am tach chiét (Mo): 1a mau chiét tach tir nudce tinh sach (ding
lam chimg cho budc chiét tach).
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+ Chtg duong (PC): 1a RNA vi rat Dengue va cac typ D1, D2, D3,
DA4.
- Mbi str dung cho phan tmg PCR

Bing 5. Trinh tw moi xudi D1 va cic mdi nguoc D2, TS1 — TS4

Tén moi Trinh ty nucleotid (5° — 3”)

D1 TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG
D2 TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC
TS1 CGT CTC AGT GAT CCG GGG G

TS2 CGCCACAAGGGCCATGAACAG

TS3 TAACATCATCATGAGACAGAGC

TS4 CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA

b) Pha sinh pham/héa chit cho cac phan tng

Thao tac dugc thuc hién tai tu thao tac PCR trong phong chuén bi dung
dich phan tng.

- Pha dung dich phan tmg cho tong hop cADN

+ Xép cac hoa chit, sinh phdm can st dung 1én hop tich lanh theo thir
tu trong bang pha dung dich phan ting (xem Phu luc 1)

+ Péanh dau tuyp 1,5 ml hodc tuyp 0,5 ml dung dé trén sinh phim va
dat 1én hop tich lanh.

+ Xac dinh s6 luong phan tmg (N) can 1am: N = n + 1 (vdi n: 1a tong
s6 mau xét nghiém cong véi 1 chimg duwong ARN). Luu y: C6 thé sir dung 1
trong 4 loai ching duong ARN D1, D2, D3, D4 dé 1am chimg cho phan ting
tong hop cADN.

+ Xac dinh s6 lugng mau can xét nghiém (n) va pha hdn hop phan tmg
cho tong hop cADN theo bang sau:

Bing 6. Sinh phim cho phén vng tong hop cADN

. 2 x o Theé tich cho N phan
Sinh pham Theé tich (ul) img (ul)
Nudc tinh sach 7,3 7,3x N
bém RT 5X 4 4 xN
dNTPs (5mM) 2 2 xN
Mo6i D2 (10uM) 1 1xN
Rnasine (40 U/ul) 0,5 0,5x N
AMYV (Promega) 0,2 0,2x N
Tong 15

+ Tron dung dich phan ting bang vortex, ly tim nhanh khoang 3-5 gidy
va chuyén sang phong chiét tich ARN/ADN, giit & 2-8°C cho dén khi sir
dung.

+ Ghi thong tin vao Phiéu pha dung dich phan tng cho xét nghiém
SXHD bang k¥ thuat RT-PCR (xem Phu lyc 1). Rnasin v4 AMV Reverse
transcriptase nén cho cudi ciing vao tuyp.
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- Pha dung dich phan ting cho RT-PCR Dengue/ ban 16ng RT-PCR
Dengue

+ Xép céc hod chat, sinh pham can st dung 1én hop tich lanh theo thir
tu trong bang pha dung dich phan Umg (xem Phu luc 1)

+ Péanh dau tuyp 1,5 ml hodc tuyp 0,5 ml dung dé trén sinh phidm va
dat 1én hop tich lanh.

+ Chuéan bj tuyp hodc day tuyp PCR 0,2 ml, danh ddu ma bénh pham
va dat vao hop dung. Ghi tén phan ng, va ngay thuc hién 1én nap hop.

+ Xac dinh s0 luong phan ung (N) can lam: N= n + 1

Pbi v6i phan tmg PCR Dengue: n= s6 mau + 1 ching duong RNA +
1 chtng duong cADN + 1 ching am + 1 chirng mock

Pbi véi phan tng SN Dengue: n= s6 mau + 4 chimg duong D1, D2,
D3, D4 + 1 ching am

Tuy vao phan tmg phat hién hay dinh typ vi rat Dengue, pha hon hop
dung dich phan trng nhu sau:

+ Pha theo bang pha dung dich phan trng cho phat hi¢én Dengue (RT-
PCR Dengue) (xem Phu luc 1), luong sinh pham dugc tinh nhu bang bén
dudi day.

Bing 7. Sinh pham cho phin ing RT-PCR

Sinh pham Thé tich (ul) | Thé tich theo s6 lwong
phan ung (N)

Nudc khong chira nucleoza

(NFW) 12.8 12.8xN

Pém 5X Go Taq 5,0 50x N

MgCl, (25mM) 2,5 2,5x N

dNTPs (5mM) 1 1xN

Mo6i D1 (10puM) 0,5 0,5x N

Mo6i D2 (10uM) 0,5 0,5x N

Go Taq Flexi DNA Polymerase | 0,2 0,2x N

Tong 22,5 22,5x N

St dung chimg duong ARN tong hop thanh cADN, va mdt ching
duong cADN da san xuét san dé lam lam chiang duong cho phan tng PCR
phat hién vi rat Dengue.

- Pha theo Bang dung dich phan tng ban 16ng RT-PCR Dengue dé
dinh typ vi rat Dengue (xem Phu luc 1). Sinh pham sir dung cho phan ung
ban 16ng RT-PCR nhu bang duéi day:

Bing 8. Sinh phim cho phén wng ban 16ng RT-PCR

Sinh pham Thé tich (ul) | Thé tich theo so luong
phan ung (N)

Nudc tinh sach 11,3 11, 3x N

bém RT 5X Go Taq 5,0 50xN

MgCl, (25mM) 2,5 2,5xN
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Sinh pham Thé tich (ul) | Thé tich theo so luong
phan ing (N)

dNTPs (5mM) 1 1 xN

Mo6i D1 (10uM) 0,5 0,5x N

Moi TS1 (10pM) 0,5 0,5x N

Mo6i TS2 (10uM) 0,5 0,5x N

Mo6i TS3 (10uM) 0,5 0,5x N

Mo6i TS4 (10uM) 0,5 0,5x N

Go Taq Flexi DNA Polymerase | 0,2 0,2x N

Tong 25

St dung ca 4 loai ching duong (D1, D2, D3, D4) dé 1am chtng cho
phan g ban 16ng PCR dinh typ vi rat Dengue.

- Tréon déu hdn hop phan Gmg (bang pipette hodc vortex nhe); ly tim
nhanh (1-3 gidy) va dat vao gia tich lanh.

- Chia dung dich phan mg da tron (theo thé tich téng sb cia timg loai
phan (mg) vao timg tuyp hodc dy tuyp PCR d3 chuan bi, day nip.

- Cho 2,5 pl nudce tinh sach vao tuyp chirng am.

- Ghi thong tin vao Phiéu pha dung dich phan tng cho xét nghiém
SXHD bang k¥ thuat RT-PCR (Phu lyc 1).

- Cac tuyp/day tuyp dung dung dich phan ing dugc gitr trén gia tich
lanh va chuyen dén phong chiét tich RNA dé cho mau va chung.

5.4.3. Tong hop cADN

- Chuén bj tuyp 1,5 ml c6 nap kep gioang cao su (dé tranh thoat hoi
khi u nhiét) voi s6 luong twong ng voi s6 mau, va mot ching duong. Ghi
ma s6 mau va chiing Ién tuyp. Bat may u nhiét, chinh nhi¢t 4o 42°C.

- Phan 15 pl hon hop dung dich phan tmg vao mdi tuyp.

- Tiép tuc cho 5 pl miu RNA vao (lvu y dung ma sd), tron déu bang
pipet.

- Ly tdim nhanh (1-3 gidy) va u cac tuyp ¢ may u nhiét 42°C trong 1
gio.

- cADN tbng hop dugc gitt ¢ 2-8°C trong vong 7 ngdy néu st dung
ngay, néu khong giir ¢ nhiét do tir -20°C dén -30°C.

5.4.4. Cac buéc tién hanh thuc hién phan tng PCR

- Cho mau vao dung dich phan tng PCR Dengue (thuc hién trong ti
ATSH cap II, phong chiét tach axit nucleic):

+ Chuyén cac tuyp/ dy tuyp dung dung dich phan tng sang phong
chiét tach dé cho mau.

+ Cho 2,5 pl mau xét nghiém cADN d3 tong hop vao tuyp hoic giéng
trong day tuyp ding theo mi sé6 mau da ghi.

+ Tuong tu, cho 2,5 ul cADN chung duong vao tuyp chiing duong.

+ Cho 2,5 ul nudce tinh sach vao tuyp chimg am (thuc hién trong lac
chuan bj dung dich phan tng).
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+ Pong nap tuyp/ day tuyp ngay sau khi cho mau va chuyén sang
phong may PCR.

- Chay may PCR, khuéch dai DNA dich tao san phém PCR

+ Thao tac thyc hién tai phong may PCR

+ Véan hanh may PCR.

+ Ly tam nhanh cic tuyp/ ddy tuyp mau khoang 3-5 gidy roi dit vao
may PCR, day nip may.

+ Chay may theo chu trinh nhi¢t nhu bén dudi

Bang 9. Cai dat chu trinh nhiét cho phin ing RT-PCR

Buéc Nhiét d9 (°C) |Thoi gian (phiit:gidy)|S6 chu ky
Bat hoat RT/hoat héa Taq 95 05:00 1
Bién tinh 95 0:45
Gan moi 50 0:45| 1} 35
Kéo dai 72 01:00
Kéo dai va hoan chinh
DNA 72 05:00 1
Giu 4 o0

+ Két thiic chuong trinh chay, md nap, lay tuyp/day tuyp san pham
PCR ra dé dién di, tit may.

+ Ghi nhat ky sir dung thiét bi.

5.4.5. Pién di san pham PCR

a) Chuan bi gel Agarose

Chuan bi dung dich dém TBE 10X

- Dung dich EDTA 0,5M, pHS8

+ EDTA, 2Na 93,05¢
+Nuéc cat 350ml
+ Hoa tan EDTA trong nudc, dung NaOH 4M chinh pH = 8
+ Thém nuéc cét cho du 500ml

+ Hap tiét trang o nhiét do 121°C/20 phut
+ Bdo quan ¢ nhiét do phong.
- Dung dich dém TBE 10X

+ Tris Base 108¢g
+ Boric acid 55¢g
+ Nudc cat 600ml

+ Hoa tan Tris Base va Boric acid trong nudc

+ Thém EDTA 0.5M, pHS8 20ml

+ Thém nudc cat cho du 1.000ml

+ 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
huong dén sy di chuyén cia DNA trong ban thach khi dién di.
Hap tiét tring ¢ nhiét do 121°C/20 phut

+ Bdo quan ¢ nhi¢t 4o phong.
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Chuan bi dung dich ¢¢ém TBE 1X

Khi sir dung 1dy 100ml TBE 10X pha vao 900ml nudc cat thanh dung
dich TBE 1X, bao quan & nhiét do phong.

Cac chai dung dich dém dugc dan nhan theo quy dinh.

Thach dién di (Agarose 2%)

- Chuén bj khuén gel, dan hoic bit kin hai dau khuén bang bang keo,
cai rang lugc (chon loai luge phu hgp). Khuon thach phai dat trén mat ban
bang phang.

- Céan 2g agarose bot cho vao chai Duran/binh cu (chiu nhiét) c¢6
100ml TBE 1X. N4u agarose bang 10 vi song trong khoang 3-4 phut dé
agarose tan hoan toan.

- Bé dung dich agarose ngudi xudng khoang 50°C r6i cho 13ul SyBR
safe, lic nhe dé tron déu, d6 dung dich agarose nay vao khudn d6 thach c6
cai san rang lugc (tranh khong tao bot khi khi d6). Bé ngudi ¢ nhiét d6 phong
cho dén khi thach déng lai, g& bo bing keo bit hai dau khudn, g& nhe nhang
rang lugc ra. Ban thach dugc stir dung ngay hodc gitr ¢ 2-8°C, tranh anh sang,
dung trong tuan.

b) Tién hanh dién di

- Ly tam nhanh cac tuyp/day tuyp san pham PCR khoang 3-5 gidy dé
tap trung san phim PCR xudng day tuyp.

- Pat khudn thach vao bé dién di theo dung chiéu dong dién tir Am
(den) sang duong (dd). Cho dung dich TBE 1X vao ngéap ban thach sao cho
dung dich dém cach mat thach tur 1-2 mm.

- Cho 2ul dém dat mau 6X 1én gidy parafilm sao cho tranh sy lay
nhiém 1 gitra cac mau. S6 lugng giot twong Gmg v4i s6 mau can phan tich (dém
dit mau 6X chtra 50% Glycerol vi vay c6 tac dung kéo DNA xudng dudi day
giéng trén ban thach va con chira Bromophenol Blue ¢6 tic dung danh dau
DNA trong qua trinh chay).

- Tron 9ul mdi san pham PCR voéi 2pl dém dat miu 6X trén gidy
parafilm va cho vao cic giéng cta ban thach (gom mau thir, miu ching
duong va am tinh).

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

- Pong nap bé dién di, két ndi dién cuc ctia bé dién di v6i may chinh
nguon dién, chon hiéu dién thé 120V va thoi gian 30 phut.

- Sau khi di thoi gian chay, tat nguon dién, mé nip, chuyén thach sang
budng chup anh gel va tién hanh chyp anh:

+ Mo may tinh duoc két ndi véi may chup anh dién di. Pat ban thach
ngay ngén trén ban dat gel, dong cura buéng dat gel, bat dén cuc tim dé doc
két qua dién di san pham PCR va chup anh. Két qua hién thi trén may vi tinh
két ndi hodc trén man hinh cua may doc gel.

+ Panh mi sé cho gleng chimg duong, chimg 4m va cac mau bénh
pham tuong Umg voi cac giéng, luu vao may tinh va in két qua.

+ San pham PCR c6 thé gitt & 2-8°C trong 1 tuan, néu can giir 1au hon
thi bao quan & -20°C dén -30°C.
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5.4.6. Cac budc tién hanh thwe hién phan tng ban 16ng PCR dinh
typ vi rut Dengue

Thuce hién d6i voi cac mau duong tinh d6i & bude RT- PCR Dengue.
San pham PCR sé& dugc lam khudn cho phan tng ban 1ong RT-PCR dinh typ
vi rat Dengue.

- Cho miu vao dung dich phan tmg ban 1ong PCR PCR dinh typ vi rat
Dengue (thuc hién trong ti ATSH cap II, phong chiét tach):

+ Chuyén cac tuyp/ ddy tuyp dung dung dich phan tng sang ti thao
tac PCR tai phong may PCR dé cho mau.

+ Cho 2,5 pl san pham PCR duong tinh & budc 3 vao tuyp hoic giéng
trong day tuyp dung theo ma s6 mau di ghi. Luu ¥: tuy theo mirc d6 dam/nhat
ctia vach duong tinh trén hinh dién di & budc 3 co6 thé pha lodng san pham
PCR trong nudc cat theo ty 1¢ 1/25, 1/50, 1/100.

+ Tuong tu, cho 2,5 ul chiing duong vao tuyp chung duong.

+ Cho 2,5 pl nudce tinh sach vao tuyp chirng am (thuc hién trong lac
chuan bj dung dich phan tng).

+ Pong nap tuyp/ day tuyp, ly tam nhanh khoang 1-3 gidy roi dit vao
may PCR.

- Chay may PCR, khuéch dai DNA dich tao san pham PCR

+ Véan hanh may PCR.

+ Ly tdm nhanh cac tuyp/day tuyp mau khoang 3-5 gidy roi dit vao
may PCR, day nap may.

+ Chay may theo chu trinh nhiét bén dudi:

Bang 10. Cai dit chu trinh nhiét cho phan g ban 16ng RT-PCR

Buéc Nhiét do (°C) |[Thoi gian|So6 chu ky
(phut:giay)

Hoat hoa Taq 94 05:00 1

Bién tinh 94 0:45

Gan moi 55 01:00 } 25

Kéo dai 72 01:00

Kéo dai va hoan chinh DNA |72 05:00 1

Gitr 4 00

5.5. Phién giai (dién giai) két qua xét nghiém

5.5.1. Poc két qua xét nghiém

Két qua dién di san pham PCR duoc chip nhan khi:

- Chimg am phan tmg (NC) va chimg am tach chiét (Mo): 4m tinh,
khong co6 vach dac hiéu.

- Chung duong: c6 bang dac hi¢u tuong duong vai kich thudce ctia cap
moi thiét ké nhu sau:
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Bang 11. San pham diic hiéu cho cic phin ing RT-PCR
Phan img PCR/Bén 1ong PCR Kich thwéc sin pham
Phan (mg PCR phat hién vi rat Dengue (Moi D1, | 511 bp
D2)
Phan @ng ban 1ong PCR dinh typ Vi rit Dengue

D1 (m6i D1/TS1) 482 bp
D2 (m6i D1/TS2) 119 bp
D3 (m6i D1/TS3) 290 bp
D4 (moi D1/TS4) 392 bp

Néu két qua cua cac chimg khong dat yéu cau thi phai xem xét, tim
hiéu nguyén nhan va xét nghiém lai.

5.5.2. Nhan dinh két qua xét nghiém

- Mau am tinh: khi khong c6 vach cua san phém PCR hoic xuét hién
san pham PCR & céc vi tri khong dic hiéu ¢ phan tng RT-PCR Dengue.

- Mau duong tinh vi rat dengue (RT-PCR Dengue): khi c6 vach san
pham PCR dic hiéu, c6 kich thudc bang kich thude chimg duong theo diing
yéu cau xét nghiém & phan tng RT-PCR Dengue.

- Mau duong tinh trong dinh typ vi rat dengue (ban 16ng PCR
Dengue): khi ¢6 vach san pham PCR dic hiéu véi 1 trong 4 typ virat dengue;
c6 kich thudc bang kich thudc ching duong theo dung yéu cau xet nghiém.

- Truong hop san pham ban 16ng PCR ctia miu xét nghiém xuat hién
hai hodc. nhiéu vach tai vi tri dic hiéu va vi tri khong déc hiu co thé pha
lodng mau va lam lai phan ung ban 1ong RT-PCR. Néu két qua van khong
xéc dinh, thi phan lap mau va xac dinh bang k¥ thuat mién dich huynh quang.

5.5.3. Ghi chép va bao cao

- Hoan thanh bang két qua chan doan.

- Nhap két qua xét nghiém vao s theo ddi.

- Nhép két qua vao may tinh va chuyén vao hd so tong hop.

- Nguoi kiém tra s& kiém tra lai két qua trude khi bao cdo ngudi phu
trach PXN.

6. Phwong phap xét nghiém da mdi realtime RT-PCR (Mutiplex
realtime RT-PCR) chan do4n va dinh typ vi rit Dengue

6.1. Pham vi ap dung

Phuongphap xét nghiém Mutiplex realtime RT-PCR dinh typ vi rut
Dengue la phuong phap xét nghiém tng dung k§ thuét khuéch dai doan gen
da mdi, trong ciing mot hdn hop phan tng c6 thé thyc hién phién ma nguoc
va khuéch dai doan gen dich, tir 46 phuong phap xét nghiém nay c6 thé chan
doan két qua theo thoi gian thuc va cac nghién ciru chuyén sau vé bénh.

6.2. Nguyén ly

Ky thuét realtime RT-PCR (rRT-PCR): St dung mot mau do phat
huynh quang (Probe) c6 kha nang phat hién san pham PCR dic hiéu trong
qua trinh tong hop san pham. Mau do 1a mot doan oligonucleotit (vi du:
Taqman Probe) c¢6 dau 5 duoc gin voi mot chat nhudm phat tin hiéu huynh
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quang (R); con dau 3’ thi duoc gan véi chat nhuém hap phu huynh quang
(Q). Khi mau do con nguyén ven, Q co vai tro hép phu nang lugng phat ra tur
R (hi¢u img chuyén ning luong huynh quang). Néu ¢ trinh ty dich, mau do
va moi s& gin vao khudn va bat dau qua trinh tong hop. Trong qua trinh téng
hop, Taqg DNA polymerase voi hoat tinh exonuclease s& cit cac nucleotit cta
mau do tir du 5°, giai phong R khoi Q, lam tang tin hi¢u huynh quang cua
R. Cang nhiéu san pham tao thanh thi cang nhiéu mau do bi phan cit va tin
hi¢u ctia R phat ra cang nhleu Ben doc tin hiéu huynh quang cua may s€ thu
tin hiéu R, xtr ly bang phan mem va duara ket qua cudi cung. Qua trinh tong
hop gém khoang 45 chu ky, mdi chu ky gdm céac budc chinh: (i) budc bién
tinh & nhiét 46 khoang 95°C; (ii) budc gan modi, probe va kéo dai & nhiét do
khoang 55-60°C va thu tin hiéu huynh quang. Ky thuat nay cho phép dinh
luong s6 ban sao cta vt lidu di truyen c6 trong mau thur.

Trong k¥ thuat rRT-PCR mau cho vao dung dich phan tmg 1a RNA;
mau RNA nay s& duoc tong hop thanh cADN nho cac enzyme phién ma
nguoc ¢ nhi¢t d§ 50°C trong 30 phut trude khi phan ing PCR x4y ra. Trong
k¥ thuat ndy, ca 2 qua trinh tong hop cADN va PCR dugc thuc hién trong
cung 1 tuyp.

6.3. An toan sinh hoc

Theo Muc 5.3, Huéng dan xét nghiém bénh sot xuat huyét.
6.4. Thuc hién xét nghiém

6.4.1. Mau bénh pham

Theo muc 5.4.1 cua hudng dan nay.

6.4.2. Sinh pham, héa chit, vt tu tiéu hao.

a) Danh muc sinh pham, mdi, mau do

- Sinh pham, hoa chat sir dung:

+ QIAamp Viral RNA Mini Kit.

+ SuperScrip™III Platium One-Step.

Bang 12. Trinh tw mdi va miu do trong phan rng da moéi rRT-PCR

Madi va miu do Trinh ty (5'-3") Nong dd
_ |DIF CAA AAG GAA GTC GTG CAATA | 100uM
(]
= CTG AGT GAA TTC TCT TCT CTA
2 | DIC CTG AAC C 100uM
A | Probe Denvl | CAT GTG GTT GGG AGC ACG C 50 uM

. %AG GTT ATG GCA CTG TCA CGA | | 00uM

%0 D2 C ((:JCA TCT GCA GCA ACA CCA TCT | 00uM
= CTC TCC GAG AAC AGG CCT CGA
O
~ | Probe Denv2 CTT CAA 50 uM
A o D3F GGA CTG GAC ACA CGC ACT CA | 100 uM
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Mbi va mau do Trinh ty (5'-3") Nong do
CAT GTC TCT ACC TTC TCG ACT
D3 C TGT CT 100 uM
ACC TGG ATG TCG GCT GAA GGA
Probe Denv3 GCT TG 50 uM
<+ | D4F TTG TCC TAA TGA TGC TGG TCG | 100 uM
é D4C TCC ACC TGA GAC TCC TTC CA 100 uM
8 Probe Denvd TTC CTA CTC CTA CGC ATC GCA 50
A TTC CG uM
Bing 13. B6 mau ciia miu do
STT | MAu do M3 béo cdo M3 thiét ké
1 Probe Denvl | FAM QSY/TAMRA/NFQ-MGB/BHQ
2 Probe Denv2 | VIC/JOE QSY/TAMRA/NFQ-MGB/BHQ
3 Probe Denv3 | TEXAS QSY/TAMRA/NFQ-MGB/BHQ
RED/JBY
4 Probe Denv4 | CY5/JUN QSY/TAMRA/NFQ-MGB/BHQ

b) Pha sinh pham/héa chat 7
Thao tac dugc thuc hi¢n tai tu thao tdc PCR phong chuan bi dung dich

phan ung.

- Ra dong cac hoa chat, sinh pham can st dung, tron nhe bang vortex,

ly tim ngan va xép cac hoa chat, sinh pham 1én hop tich lanh.

- Ghi so d0 mau (mg véi vi tri mau trén tim plate.
- Xac dinh s6 lugng phan tmg (N) can lam: N =n + 1 (voi n: 1a tong
s6 mau xét nghiém cong voi 4 chimg duong RNA va 1 chimg 4m) va tinh
lugng dung dich phan tng theo bang sau:

Bang 14. Sinh pham dun

g cho phan Wng da moi rRT-PCR

. x The tich (ul) | Thé tich 1) cho
Sinh pham cho 1 mﬁu( ) N=(n+1) mﬁu(ll )
Nudc tinh sach 3,7 3,7xN
2X reagent Mix 12,5 12,5 x N
Moi D1 F (100uM) 0,25 0,25x N
Mo6i D1 C (100puM) 0,25 0,25x N
Probe Denv-1 (50uM) 0,45 0,45x N
Mo6i D2 F (100uM) 0,125 0,125x N
Moi D2 C (100uM) 0,125 0,125x N
Probe Denv-2 (50uM) 0,45 0,45x N
Moi D3 F (100uM) 0,25 0,25 x N
Mo6i D3 C (100puM) 0,25 0,25x N
Probe Denv-3 (50uM) 0,45 0,45x N
Moi D4 F (100uM) 0,125 0,125x N
Moi D4 C (100uM) 0,125 0,125x N
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. 2 Theé tich (ul) | Thé tich 1) cho
Sinh pham cho 1 mz’iu( " N=(n+1) mflu(u )
Probe Denv-4 (50uM) 0,45 0,45x N
Superscript III RT/Platium Taq
mix 0,5 0,5x N
Tong 15
RNA miu 5

- Pha hon hop phan tmg theo bang da tinh toan trén.

- Tron nhe dung dich phan ng bang vortex, ly tdim nhanh.

- Chia dung dich phan tmg vao tim nhya va phai ghi lai trén so d6
mau.

- Chuyén tAm nhya dung dich phan tng qua phong chiét tach dé nap
mau.

6.4.3. Cac bude tién hanh thwe hién phén ing da méi PCR

a) Cho miu vao giéng phan vng

-Cho 5 pl mau RNA vio giéng mau phan tng theo so d6, tron déu mau
v6i dung dich phan tmg bang cach hat tron 3-4 lan.

-Cho 5 ul RNA chimg duong D1, D2, D3, D4 vio cac giéng chimg da
theo so do, tron déu.

-Cho 5 pl nude cat vao gleng chirng am.

-Dén tAm nhua bang miéng dan chuyén dung hodc dung nip bam dé
day chat.

-Ly tam ngan tdm nhya dé kéo tat ca cac dung dich bam trén thanh
giéng xuong.

b) Cai dat va chay may (vi du: may 7500 Fast real time PCR system)

- Khoi dong may va cai dit may theo hudng dan str dung mdy ctia nha
san Xuat.

- Pt tén mau va bd tri so dd mau.

- Cai dat 4 mdi gém: Denv-1, Denv-2, Denv-3, Denv-4, chon (mau
Bio cao (Reporter dye) ng véi mau cia mau do, voi mau thiét ké
(Quencher): chon NONE.

- Cai chuong trinh chay may:

Bang 15. Cai dit chu trinh nhiét cho phan ng da mdi RT-PCR

Budc Nhiét d¢ (°C) Thoi gian (phiit:gidy) | S6 chu ky
1 50 30:00
2 95 2:00 1
3 95 0:10
4 60 0:30 145
5 10 00

57



6.5. Phién giai (dién giai) két qua xét nghiém

6.5.1. Poc két qua xét nghiém

- Ching duong Denv-1 c6 duong khuéch dai & mdi Denv-1 trudc va
tai chu ky 38, va khong c6 dudong khuyéch dai ¢ ba mdi Denv con lai.

- Chung duong Denv-2 ¢6 duong khuéch dai & mdi Denv-2 trude va
tai chu ky 38, va khong c6 dudong khuyéch dai ¢ ba mdi Denv con lai.

- Chtrng duwong Denv-3 c6 duong khuéch dai & mdi Denv-3 trude va
tai chu ky 38, va khong c6 dudng khuyéch dai ¢ ba mdi Denv con lai.

- Chtrng duong Denv-4 c6 duong khuéch dai & mdi Denv-4 trude va
tai chu ky 38, va khong c6 duong khuyéch dai & ba mdi Denv con lai.

- Chung am khong c6 dudng khuéch dai (tin hiéu huynh quang) & tat
ca 4 mdi hodc c6 dudong khuéch dai sau chu ky 38.

6.5.2. Nhan dinh két qua xét nghiém

- Poc két qua ciia mau khi tat ca cac ching duong va chimg am déu
dat.

- MAu am tinh: khi khong c6 dudng khuyéch dai (khong c6 tin hiéu
huynh quang) hodc duong khuéch dai sau chu ky 38 & tat ca 4 moi.

- Mau duong tinh v6i DENV typ nao khi c6 duong khuyéch dai & moi
do (Ct<38).

- Mau nghi ngd khi ¢6 duong khuyéch dai sau chu ky 38.

- Cac mau nghi ngo hodc cac miu dong nghiém can lam lai dé khang
dinh két qua, néu tiép tuc c6 dudng khuéch dai sau chu ky 38 thi két luan 4m
tinh.

6.5.3. Ghi chép va bao cao

- Hoan thanh bang két qua chan doan.

- Nhap két qua xét nghiém vao s theo ddi.

- Nhép két qua vao may tinh va chuyén vao hd so tong hop.

- Nguoi kiém tra s& kiém tra lai két qua trudce khi bao cdo ngudi phy
trach PXN.

IV. Tai li¢u tham khdo

1. Quyét dinh s6 1499/QD-BYT ngay 17/05/2011 vé viéc ban hanh
Huéng dan giam sat va Phong chong bénh sbt xuat huyét Dengue.

2. Dengue, Guidelines for Diagnosis, treatment, prevention and
control, 2009.

3. Virat Arbo, Nha xuét ban Y hoc (2003).

4. Lanciotti, R.S., Calisher, C.H., Gubler, D.J., Chang, G.J., (1992),
Rapid detection and typing of dengue viruses from clinical samples by using
reverse transcriptase-polymerase chain reaction, Journal of Clinical
Microbiobiology, 30, pp. 545-551.

5. Huéng dan str dung kit Panbio dengue IgM Elisa.

6. Huéng dan sir dung kit Panbio dengue IgG indirect Elisa.

7. Huéng dan sir dung kit Panbio Dengue Duo Cassette

8. Huéng dan str dung kit Panbio Dengue Early ELISA
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9. Huéng dan sir dung kit SD BIOLINE Dengue NS1 Ag

10. Realtime RT-PCR assay for detection and serotype identification
of Dengue virus.

11. ISO 15189:2012, Phong thir nghiém Y té - Cac yéu cau cy thé vé
nang luc va chét luong.
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PHU LUC 1
PHIEU PHA DUNG DICH PHAN UNG CHO XET NGHIEM SXHD BANG KY THUAT RT-PCR

Chiét tach ARN

GHI CHU

Ngay chiét tach

Sinh phim

Ngudi thue hién

S4 16:

HSD

A

Phin ng tong hgp cADN

Ma loat
pha

Ngay pha

Nguoi pha

N

V (ul)

Nude cat

Pém RT

dNTPs

Mobi D2

RNasine

AMV

1pi PCR
DEN

7.3

0.5

0.2

Téng

S6 16

HSD

Tong

S6 16

HSD

Phan ing PCR Dengue/ ban 1ong PCR Dengue

Ma loat
pha

Ngay pha

Nguoi pha

V (ul)

Nude cit

Pém RT

MgCI12

dNTPs

Mbi D1

Mbi D2

Moi
TS4

Moi
TS3

Moi
TS2

Moi
TS1

Enzyme

1pi PCR
DEN

12.8

5.0

2.5

0.5

0.5

0.2

1 p&r SN
DEN

11.3

5.0

2.5

0.5

0.5 0.5 0.5 0.5

0.2

Tong

S5 16

HSD

Tong

S 16

HSD

Tong

S 16

HSD

Tong

So 16

HSD
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BENH SOI
i N (Measles) ’ . N
Bénh truyén nhiém thuoc nhom B trong Ludt Phong, chong bénh truyén nhiém.

I. M6 ta chung

Sai 1a mot bénh truyén nhiém cap tinh do vi rat séi gdy ra. Biéu hién
cua bénh bao gém sOt, phat ban va viém long duong ho hip, xuét hién cac
hat nhé mau tring (Koplik) ¢ niém mac mi¢ng. Bénh soi c6 thé gay ra nhiéu
bién ching nguy hiém nhu viém tai gilra, viém phdi, tiéu chay, kho loét giac
mac mat, thim chi c¢6 thé viém ndo d& dan dén tir vong, bénh dac biét nghiém
trong & tré nho, tré suy dinh dudng. Bénh soi rit dé lay lan va thuong gay
thanh dich. Nhiing ndm trude day tai Viét Nam hau hét tré em déu mic soi.
Viéc trién khai rong rdi tiém véc xin séi trong nhiéu nam da khéng ché thanh
cong bénh soi.

Tac nhan gay bénh la vi rat so1, thudc chi Morbillivirus cia ho
Paramyxoviridae. Nguoi 12 6 chira duy nhat. Thoi ky G bénh kéo dai tir 7 —
18 ngay, trung binh 10 ngay. Thoi ky lay truyén tr 5 ngay trude cho téi 5
ngay sau phat ban. Bénh chu yeu lay qua duong ho hap do hit phai cac dich
tlet mili hong cua bénh nhan bin ra dugc khuéch tan trong khong khi hoic
tlep xuc truc tlep vOi chat tiét duong miii hong cua bénh nhan. Bénh soi c6
tdc do 1y nhiém rat cao, dic biét trong diéu kién séng khép kin thi hau hét
nhiing ngudi chua c6 mién dich déu co thé bj méac bénh; mién dich ¢ duoc
sau mic bénh hodc sau tiém véc xin bén viing; mién dich ctia me truyén cho
con c6 thé bao vé tré trong vong 6 dén 9 thang sau khi ra doi.

IL. Yéu ciu chung

1. Nhan su:

- C6 it nhat 02 can bd c6 chuyén mon phu hop va di dugc dio tao vé
cac k¥ thuat xét nghiém chan doan bénh soi.

- Tat ca nhan vién k¥ thuat xét nghiém can duogc dao tao vé sir dung
trang thiét bi, dao tao vé thuc hanh ATSH va thuc hanh vi sinh chuan, dao
tao vé dam bao chat luong xét nghiém.

- Nhan vién phong xét nghiém duoc dao tao cac noi dung sé dugc danh
gia nang lyc dinh ky.

- Nhén vién méi sau khi danh gia c6 két qua dat va tiép tuc dugc giam
sat it nhat 3-6 thang trudc khi chinh thirc dugc thuc hién xét nghiém mot
cach doc lap.

- Puoc kiém tra stc khoe dinh ky tdi thiéu 1 lan hang nam; dugc tiém
véc xin phong bénh sdi va kiém tra khang thé IgG khang vi rat soi hang nam.

2. Co sé vt chit, trang thiét bi

2.1. Co sé vt chit:

- Phong xét nghiém can dap tGmg vé diéu kién an toan sinh hoc, hé
thong quan 1y chat luong phong xét nghiém theo quy dinh hién hanh.
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- Cac ky thuat xét nghiém chan doan bang ELISA va PCR thi thuc
hién tai PXN ATSH cép II tr¢ 1én.

- P6i v6i xét nghiém bang ki thuat RT-PCR can 4 phong xét nghiém
riéng, bao gdm: phong pha dung dich phan tng (1), phong tach chiét ARN
(2), phong ddt may PCR(3) va phong dién di (4). Dong cong viéc dugc thuc
hién theo thir tu di chuyén nhu sau: (1) 2) = (3) = (4).

2.2. Trang thiét bi.

Bang 1: Trang thiét bi

A eRg 1 Thiét bi can dung cho XN
Ten thict bi ELISA | RT-PCR

Dan may ELISA (mday 1, may rira, mdy doc) 1 b
Tu lanh 2-8°C, ti &m -20°C, ti am — 80°C 1 cai 1 cai
May votex 1 cai 1
May ly tdm thuong 1 céi 1 céi
Micropi pétm{t kénh (10 pl, 100 pl, 1000 pl) 1 b 1 bd
Micropi pét da kénh (8 hoac 12 kénh) loai 25 1 bo 1 bo
ul —300 pl.
Coc dong 50 — 1000 ml 1bo 1 bo
Tu an toan sinh hoc 1 cai 1 cai
May PCR 1 céi
May ly tdm lanh 1 céi 1 céi
gia tich lanh 1 cai 1 cai
Lo vi song 1 cai
B dién di, may chup gel 1 bo
Can phan tich 1 céi

3. Pam bio chat lwong xét nghiém

3.1.Trudc xét nghiém

3.1.1. Pam bio chat lwong miu dau vao

- MAu mau tir 2 -3 ml trong tuyp khong chita chat chong dong: 14y tot
nhat tir 4 — 28 ngdy sau phat ban, ly tim 1ay huyét thanh (khéng hoic it tan
mau), bao quan tai ta lanh 2 - 8°C (téi da 72 gi0) hodc ta lanh - 20°C.

- Dich ngoay hong: iy sém trong vong 5 ngay sau phat ban khi co
viém long duong ho hip, cho tim béng ngody hong trong méi trudng (3 ml)
bao quan vi rat. Dich ngoay hong phai bao quan tai tu lanh 2 - 8°C (t6i da 72
gi0) hodc tu am sau (tu -70°C tr& Xuong)

- Trong qua trinh van chuyén, sir dung céc chat lam lanh nhu nuéc d4,
gel lanh, d4 kho dé giit mau tai 2°C - 8°C, - 20°C, hoic -70°C tuy theo nhiét
do bao quan tuong Umg.

- Kiém tra chat lugng mau: mau khong bi do v, dung loai mau cho
yéu cau xét nghiém, mau dam bao nhi¢t do khi van chuyen chét lugng tbt,
du thé tich mau cho xét nghiém.
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- Kiém tra thong tin trén tuyp mau c6 trung khop voi thong tin bénh
nhan trong phiéu giri mau hay phleu yéu cau xét nghiém.

- Théng bao ngay cho don vi gii bénh pham trong trudng hop bénh
pham duoc guri khong dam bao chét lugng va luu hd so. Néu huy mau thi
tuan theo quy trinh hity mau theo muc 3.3.1ctia huéng dan nay.

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

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

3.1.3. Kiém tra chét lwong héa chit sinh pham va vt tw tiéu hao

- Hoa chat sinh pham sir dung trong xét nghiém phai duoc bao quan
theo khuyén co ctia nha san xuat dé dam bao tinh 6n dinh ctia hoa chat/sinh
pham.

- Hoa chat sinh pham khi nhan vé phai duoc kiém tra, danh gia chat
luong.

- Panh gia chat lugng sinh pham:

+ Céc loat sinh pham khi nhan vé déu phai dugc kiém tra.

+ Quan sat bang mat thuong xem céc lo hoa chat, sinh pham c6 bat
thuong khong, vi du nhu bat nép, 10 1i, van duc, thay ddi mau sac.

+ Kiém tra mdi 16 sinh pham theo bd mau gom 2 mau duong va 1 mau
am cua tac nhan ma phong xét nghiém dang thuc hién theo quy trinh xét
nghiém.

+ Pha ché sinh pham PCR phai ludén duoc dit trong khay gitt lanh va
cét lai ngay sau khi ding xong.

- Vit tu héa chit duoc quan 1y theo dung theo quy dinh va dam bao su
san co cho viéc thuc hién xét nghiém.

3.2. Trong xét nghiém

3.2.1. Ngi kiém

a. P61 v6i xét nghiém ELISA, ngoai cac mau ching theo sinh pham
can str dung mau noi kiém doc 1ap.

b. Poi voi ki thuat RT-PCR luén str dung mau chimg trong mdi lan
xét nghiém, trong do:

- Chtrng am:

+ Chirng 4m phan tmg (NTC): phai cho két qua am tinh d6i v6i phuong
phap RT-PCR hoac/va realtime RT-PCR

+ Chung am tach chiét (NEC): mau tach chiét 1a moi truong van
chuyén va duoc tach chiét cing mau bénh pham: phai cho két qua am tinh
dbi voi phuong phap RT-PCR hodc/va realtime RT-PCR

- Ching duong: vi rat So1 hodc tuong duong.

3.2.2. Danh gia tir bén ngoai

Tham gia danh gia tir bén ngoai (ngoai kiém, lién phong hodc phong
xét nghiém tham chiéu) va thyc hién hanh dong khac phuc khi két qua khong
dat.
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3.3. Sau xét nghiém

3.3.1. Bio quan va lru trir bénh pham

- Mau bénh phém da dugc ma hoa s€ dugc cét vao hop va luu trong ti
lanh sdu (MAu huyét thanh bao quan -20°C tré xubéng, mau dich ngody hong
bao quan -70°C tro Xuong)

- Sau khi cat mau vao hop nhan vién phong xét nghiém ghi lai thong
tin clia mau bénh pham vao S6 luu gitr mau

- T4t ca cac mau bénh pham duogc xép vao hop theo thir ty timg nim
va ¢ s6 luu gitt mau va so do tu luu gii.

- Thoi gian lvu giir mau iy timg muyc dich.

3.3.2 Tiéu hity bénh pham

- Hity mau bénh pham trong céac truong hop sau:

+ Mau bénh pham bj tir chéi (khong dat tiéu chuan)

+ MAu bénh pham hét thoi han luu gitr

- Hily mau bénh pham theo céc budc

+ Cho bénh pham can hity vao tai rac thai y té, budc miéng tai. Sir
dung tui nhya hép duoc, khong bi ro ri, ¢ quy dinh mau sdc va ky hi€u ro
rang trén tai dé dung mau.

+ Dén bang dinh chi thi nhiét.

+ Hap udt tai 121°C/30 phut.

+ Sau khi hoan tat, 1dy tai rac thai va kiém tra bang dinh chi thi nhiét.

+ Ghi chép toan bd qua trinh hity bénh pham vao biéu mau.

4. Doc va danh gia két qua:

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

- Phai kiém tra cac két qua cua mau ching, mau ndi kiém thoa min
diéu kién (tuy theo phuong phap ap dung) méi tién hanh danh gia két qua
trén mau xét nghiém.

- Néu chtng khong dat thi khong duoc danh gia két qua xét nghiém
ctia mau ma phai thuc hién lai xét nghiém; can tién hanh kiém tra lai qua
trinh xét nghiém bat dau tir khau chuan bi, tinh trang ctia miu chtng dé tim
hiéu r6 nguyén nhan can khic phuc.

5. Thuc hién xac nhan lai gia tri sir dung phwong phap xét nghiém

Tham khao muc 5, Phan I, Hudng dan xét nghiém bénh cum.
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I11. Phuwong phap xét nghiém

Bénh phim
Dich ngoay
hong Huyét thanh
l Duone tinh Duone tinh ‘1'
XN ARN vi Chan XN IgM khéng
rit soi doan xac 501 (ELISA)
(RT-PCR) dinh

So d0 1: So' dd xét nghiém

1. Xét nghiém huyét thanh hoc phat hién khang thé IgM dic hiéu
vi rut s6i bing ky thuat ELISA.

1.1. Pham vi ap dung

Quy trinh xét nghi€ém nay dugc ap dung cho viéc chan doan xac dinh
khang thé IgM khang vi rat Soi trong mau bénh pham 1am sang.

1.2. Nguyén ly

Giéng ELISA dugc gin san khang nguyén vi rat Soi. Néu huyét thanh
bénh nhan c6 khang thé IgM khang vi rat So1 thi s& tao phirc hop mién dich
khang nguyén — khang thé. Cong hop gom khang IgM cua nguoi gan enzym
peroxidase s& két hop v6i khang thé IgM dic hiéu. Thanh phan enzym trong
cong hop 1am xtc tac cho co chat chuyén sang mau xanh. Khi dung dich
dimg phan tng dugc thém vao, phan tng dimg lai va dung dich s& chuyén
sang mau vang.

1.3. An toan sinh hgc

’ - Thao tac xét nghiém phai tuan thu quy dinh & mirc an toan sinh hoc

cap 2.

- Dung dich dimg phan tng 1a chat giy bong nang, khong duoc cho
nudce vao dung dich nay

- Khong dugc do cac hoa chit thira vao hé thong nudce thai sinh hoat

- Sir dung trang phuc bao ho c4 nhan (40 choang, khau trang, kinh)
trong sudt qua trinh 1am xét nghiém

1.4. Thye hién xét nghiém

1.4.1. Miu bénh pham

- Loai bénh pham: huyét thanh.

- Thé tich bénh pham dung trong xét nghiém: 10-50 pl.

- biéu kién bao quan: 4°C (khong qua 7 ngdy), -20°C dén -70°C (trén
7 ngay).

- Huyét thanh ldy & ti 4m phai dé tan bang & nhiét do phong trude khi
su dung.

- Pha lodng mAu huyét thanh theo ti 1¢ 1 +20: 10 pl mau huyét thanh
+ 200 pl dung dich pha loang DILUENT.
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- Thém 210 pl dung dich hap phu RF ABSORBENT vao mau huyét
thanh d& pha lodng 1+20. Tron déu va 0 ¢ nhiét d6 phong 15 phut hodc & 2-
8°C qua dém.

1.4.2. Sinh pham, héa chit, vit tu tiéu hao:

- Sir dung bo sinh pham Enzygnost®Anti-Measles/Virus IgM cuta
hang Siemens hodc tuong duong.

- Nudc cét 2 1an khir ion (dung dé pha hoa chit va rira may rira): 2 lit.

- Gang tay, khau trang.

- Pau con ¢ loc (10 pl, 100 pl, 200 pul, 1000 pl); Bau con khong loc
(200 pl va 1000 pl).

- Tube nhya pha lodng mau 5 ml c6 nép.

a. Tién hanh pha sinh phim

- Budcl: Pé sinh pham & nhiét d6 phong trong vong 30 phit trude khi
su dung.

- Budc 2: Pha lodng cong hop CONJUGATE/ANTI M véi
MICROBIOL/ M theo ty I¢ 1/50.

- Bué6c 3: Pha lodng dung dich rira WASH/POD véi nudc cat 2 lan
theo ty 1€ 1/20.

- Bu6c 4: Pha loing co chit CHROMOGEN/TMB véi dém
SUBSTRATE/TMB theo ty 1¢ 1/10.

- Budc 5: Cho 5 ml nudc cat vo triung vao lo RF ABSORBENT dong
khd, 14c cho tan déu.

- Budc 6: Cho dung dich tao mau xanh COLOUR/BLUE vao dung
dich pha lodng mau DILUENT theo ty 1& 1/20.

b. Tién hanh chuin bi chimg

Pha loang ching duong (P/P) va chirng am (P/N) theo ti 1€ 1+20: 400
ul dung dich pha lodng (DILUENT) + 20 ul mau ching.

1.4.3.Cac budc tlén hanh

- Budc 1: Lay so giéng can lam, thlet lap so d6 giéng cho ching am
(P/N), 02 chung dwuong (P/P1 va P/P2) va mau xét nghiém trong d6 moi mau
xét nghiém can tra vao 2 0 trang song song, theo bang dudi day:

Bang 2. So' d0 tra miu
1 2 3 4 5 6 7 8§ 9 10 11 12
P/N | P/N
P/P1 | P/P1

TQTMmO QW R

P/P2 | P/P2

*Ghi chii: Phan 6 trong dién théng tin mdu
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- Buéc 2: Cho 150 pl mau ching am (P/N), mau chung duong (P/P)
va mau huyét thanh theo so 6 da chuan bi.

- Bué6c 3: Pay kin phién nhua va u & 37 + 1°C trong 60 + 2 pht

- Budc 4: Rura phién nhya 4 1an véi dung dich rtra d3 pha lodng.

- Budce 5: Cho cong hop 100 pl dung dich cong hop da pha loang vao
mdi giéng.

- Budc 6: Pay kin phién nhwra va it & 37 + 1°C trong 60 + 2 phut.

- Buéc 7: Rira phién nhya nhu bude 4.

- Budc 8: Cho 100 pl co chat di pha lodng vao mdi giéng.

- Bué6c 9: Pay kin phién nhwa.U & nhiét do phong trong bong t6i/30 +
2 phut.

- Budc 10: Thém 100 pl/giéng dung dich dimg phan ung vao mdi
giéng.

- Budc 11: Poc két qua bang may doc ELISA & budc song kép
450/650nm trong vong 1 gio.

1.5. Phién giai két qua xét nghiém

1.5.1. Poc két qua xét nghiém:

- Gia tri OD cuia cac mau chtng can phai dat yéu cau quy dinh nhu sau

- Gia tr1 ching am P/N: < 0,1

- Gia tri chung duong P/P: >0,2

- Néu két qua cac mau chimg khong thoa nhiing diéu kién trén phai
lam lai phan Gng.

- Gia tri AOD P/N < 0,1

- Gia tri cia AOD P/P1; AOD P/P2 >2

- Mbi loat sinh pham déu c6 1 gia tri ngudng trén va ngudng dudi cia
chtng duong va duogc ghi 16 trong bang cac thong sd kém theo timg bo sinh
pham:

Ngudng dudi < AOD ppi; AA=OD ppy < Ngudng trén

(lower margin) (upper margin)

AQD pjp trung binh — 20% < AOD pjp; ; AOD pp< AOD pjp trung binh
+ 20%.

Tinh todn két qud

Gia tri miu : AA = AOD X yéu to hiéu chinh

AOD = OD giéng gan khang nguyén — OD giéng khong gan khang
nguyen.

Gi4 tr1 danh nghia (nominal value)

Yéu t6 higu chinh =
Gi4 tr1 AOD ppp trung binh

Gia tri danh nghia: di cho sin trong bang thong sb di kém theo mdi bo
sinh pham.

AOD P/P trung binh = (AOD p/p1 T+ AOD P/pz)/ 2

1.5.2. Nhin dinh két qua

- Mau am tinh khi AA <0,1

- Mau duong tinh khi AA > 0,2
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- MAu nghi nge khi 0,1< AA <0,2

1.5.3. Ghi chép va bao cao

- Hoan thanh bang két qua chan doan Sai.

- Nhap két qua xét nghiém vao sb theo dbi.

- Nhép két qua vao may tinh va chuyén vao hd so tong hop.

- Nguoi kiém tra s& kiém tra lai két qua trude khi bao cdo Trudng
phong thi nghiém.

2. Phuong phap xét nghiém RT-PCR phat hién ARN cua vi rut
Sai

2.1. Pham vi ap dung

Quy trinh xét nghi¢m nay duoc dp dung cho viéc xac dinh ARN cua
vi rat Rubella trong mau bénh pham 1am sang.

2.2. Nguyén ly

- ARN tdng s6 dugc tach tir miu bénh pham 1am sang nghi nhiém vi
rat sdi. Sau d6, ARN duoc cho vao hon hop RT-PCR véi moi dic hiéu voi
vi rat soi. Nho vao chu trinh nhiét va cip moi dic hiéu, phan ing RT - PCR
s€ phién ma nguoc ARN thanh cADN va sau do khuyéch dai s6 luong cADN
(ADN bb sung) ctia vi rat séi thanh hang triéu ban sao. Cac ban sao s& dugc
phat hién bang k¥ thuat dién di.

- Nguyén tic ctia phuong phap dién di dua vao dic tinh cau tric cia
cac nucleic acid. D6 1 cac dai phan tir tich dién Am dong déu trén khap bé
mit nén khi chiu tac dong cua dién trudng, chung sé di chuyén vé cuc duong
cua dién truong. Cac axit nucleic trong gel Agarose s€ quan sat dugc dudi
tia tir ngoai (UV) nhd mot hoa chat c6 tén 1a Ethidium bromide. Chéat nay c6
kha ning gin xen vao giita cac base ctia cac nucleic acid va duéi tac dung
cua tia tir ngoai s€ phat huynh quang.

- Str dung thang ADN chuan (DNA ladder) véi kich thudc di biét
trude dé so sanh véi mau ching duong va miu can phan tich. Kich thudc san
pham cua virus sdi 1a 600 bp.

2.3. An toan sinh hoc

- Tuén thi theo cac yéu cau va hudng dan vé an toan sinh hoc theo
quy dinh hién hanh d6i voi Phong xét nghiém an toan sinh hoc cap II.

- Thudc nhudém ethidium bromide 13 mét chat doc co thé giy ung thu
cho ngudi va dong vat. Do d6, khi sir dung hoa chat nay phai mang ging tay
va kinh bdo h¢. Dung dich sau khi str dung phai cho chay qua than hoat tinh
trude khi d6 bo hodc cb bién phap st Iy chuyén biét khac.

- Tham khao céc thudc nhuém khéc an toan nhu Sybr Green, GelRed,
V.V.

2.4. Thuc hién xét nghiém

2.4.1. Mau bénh pham

- MAu bénh pham dé & nhiét d6 phong khoang 30 phit dé tan bang
(néu dé & -80°C), tron k¥ bang may vortex
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- Tach chiét ARN tong s6 theo huéng dén ciia bd QIAamp Viral RNA
mini Kits (tham khao Muc 4.1.3, Phan III, Huéng dan xét nghiém bénh
cum).

2.4.2. Sinh pham, héa chit, vit tw tiéu hao

- QIAGEN One step RT-PCR Kits, 100 phan tng

- Gang tay khong bot

- Pau tip ¢6 loc 2 ul, 10 ul, 100 pl, 200 pl

- Tube nhya vo trung 0,2 ml, 1,5 ml

a. Tién hanh pha sinh pham

- Str dung tuyp PCR 0,2 ml

- Pha hon hop master mix bao gdm: N = tong s6 mau xét nghiém + 1
mau ching duong + 02 mau chimg am + n (=1 néu sé mau XN <10; =2 néu
mau >10)

Bang 3. Sinh pham dung cho phan img RT-PCR

Sinh pham Thé tich (ul) | Thé tich cho N phan tng (pl)
QIAGEN 5X PCR Buftfer 4,0 4,0x N
dNTPs (kit) 0,8 0,8 x N
MV 60 (20 uM) 0,6 0,6 x N
MV 63-3(20 uM) 0,6 0,6 x N
Enzyme mix (kit) 0,8 0,8 x N
Rnase Inhibitor 0,2 0,2x N
Nudc cat tinh sach (kit) 11,0 11,0x N
ARN mau 2,0
Tong s6 20

b. Tién hanh pha cip moi

Bang 4. Trinh tw moi
Tén moi Trinh ty nucleotid (5’ — 3°)
MeV216 (moi xudi) | TGG AGC TAT GCC ATG GGA GT
MeV214 (moi nguge) | TAA CAA TGA TGG AGG GTA GG

- Tra lai nudc khir ion theo khuyén co cia nha san xuat dé dat nong
do gbc.
- Nong do mdi sau d6 duogc pha tir ndng d6 gdc va tinh theo don vi
nmol (ghi trén tuyp mdi dong kho).
- Cach hoan nguyén moi:
CM=nv Trong d6: V — thé tich nudc can hoan nguyén
n —ndng do gbc
Cy_nong do can hoan nguyén
- Chia ra cac tuyp c6 thé tich 3001/ 1 loai mdi va bao quan tai nhiét
do -20°C.
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2.4.3. Cac budc tién hanh thue hién phin ing RT-PCR

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

- Cho 3 ul mau ARN bénh pham vao hdn hop sinh pham da chuén bi
cho phan tng RT-PCR.

- Cho cic mau chimg vao tuyp twong ung. Mau ching duong: duoc
thuc hién tai t An toan sinh hoc cép II.

- Khéi dong va kiém tra chuong trinh trude khi chay may luan nhiét
cb dién theo yéu cau xét nghiém.

- Dt cac tuyp vao may PCR va cai dat thiét bj cho phan tng RT-PCR.

Bang 5. Chuong cai dat chu trinh nhiét cho phian irng PCR

Buéc Nhiét d¢ (°C) (IT)lll‘l‘,l"t'é;;‘;) $6 chu ky
I 50 3000 1

2 95 15:45

3 9% 0:30

4 55 030, 14

5 72 01:00

6 72 10:00 1

7 4 o0

Sau khi két thiic qua trinh luan nhiét, tién hanh dién di san pham va
phan tich két qua trén ban gel agarose va doc trén may chup UV

2.4.4. Pién di san pham RT-PCR

a. Sinh pham, héa chat chay dién di:

Bang 6. Cac sinh pham/héa chit dé dién di sian pham sau RT-PCR

Tén héa chat Nong do Bao quan
Agarose 1,5%. Nhiét d§ phong 15 - 25°C
TAE 1X Nhiét do phong 15 - 25°C
Ethidium  Bromide | 5—10 pl/100 ml , 0
10mg/ml TAE 1X Talanh 2 - 8°C
Loading dye 2-3ul Tu lanh 2 - 8°C
Thang ADN chuan 5-8 ul Tu lanh 2 — 8°C

b. Chay dién di

- Chuyén san pham PCR vao thach.

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

- Cho 2 pl dém dat mau (Loading Dye) vao tung gleng cua dia
microtitre hodc trén gidy parafilm véi sd luong tuong (mg véi sé mau can
phan t ich. Pém Loading chira 50% Glycerol vi vay ¢6 tac dung kéo ADN
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xudng dudi day cia giéng dién di va con chira Bromophenol Blue c6 tac
dung danh didu ADN trong qu4 trinh chay.

- Tron 8-10 pl mdi san pham PCR véi 2 pl dém dat mau.

- Tron 5 - 8 pl thang chuan ADN 100 bp hodc 1.000 bp v6i 2 ul dém
dit mau (néu thang chudn AND chua c6 sin dém dit mau).

- Chuyén dung dich di dugc trén voi nhau vao trong cac giéng cua
ban thach.

- Béng ndp cua bé dién di, chon dong dién 110V va thoi gian 30 phut.

- Tat may dién di, chuyén thach sang may doc.

- Soi va chuyp anh.

- bat ban thach ngay ngén trén may doc gel, bat dén tim dé doc gel va
chup anh.

Chii y: Do san pham PCR nhay v6i dén tim nén han ché dé ban thach
tiép xuc voi dén tim. Ngay sau khi can chinh va chup duogc két qua dep can
tat ngay dén tim.

2.5. Phién giai két qua xét nghiém

2.5.1. Poc két qua xét nghiém

- Chitng 4m phan tung: (NTC) nudc cat khong chtra nuclease (trong bo
sinh pham QIAGEN One step RT-PCR Kits) dé kiém tra ngoai nhiém trong
qua trinh pha master mix, phai cho két qua am tinh.

- Ching am tach chiét (NEC): mau tach chiét 1a méi truong van
chuyén va duoc tach chiét cing mau bénh pham: phai cho két qua am tinh.

- Chumg duong virus soi: gid tri so sanh voi thang DNA chuan: 600bp.

- Néu két qua cac miu chimg khong thoa nhitng diéu kién trén phai
lam lai phan tng.

2.5.2. Nhan dinh KQ

a) Két qua dwoc chap nhin khi:

- Chirng duong: ¢6 bang dac hiéu twong duong véi kich thudce cta cap
moi thiét ké (600 bp)

- Chung am phan tng (NTC), chimg am tach chiét (NEC): am tinh.

- MAu 4m tinh: sy xuat hién san pham PCR ¢ cac vi tri khong dac hiéu
hoac khong ¢o6 su hién dién ctia san pham PCR.

- Duong tinh: san pham PCR dic hiéu c¢6 kich thudc bang kich thuéc
ching duong.

b) Lam lai xét nghiém khi c6 cac trwong hop sau xay ra

- Chimg duong khong c6 vach ddc hiéu ¢ vi tri 600 bp: kiém tra lai
chimg dwong va thyc hién lai phan tng PCR & buéc pha hon hop master
mix.

- Chirng am master mix ¢6 vach & vi tri 600 bp: thuc hién lai phan Ung
PCR & bu6c pha hon hop master mix.

2.5.3. Ghi chép va bao cao

- Hoan thanh bang két qua chan doan Rubella.

- Nhép két qua xét nghiém vao so theo doi.

- Nhép két qua vao may tinh va chuyén vao ho so tong hop.
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- Ngudi kiém tra s& kiém tra lai két qua trude khi bao cdo ngudi phy
trach PXN.

IV. Tai liéu tham khao

1. Quyét dinh s6 4845/QD-BY T, Hudng dain gidm sdt va phong chong
bénh soi, Rubella, ngay 5 thang 12 nam 2012.

2. Huéng dan st dung bo sinh phdm Enzygnost®Anti-Measles
virus/IgM cua hang Siemens.

3. Hudng dan sir dung kit tach chiét “QIAamp® Viral RNA mini Kits”
cua hang QIAGEN.

4. WHO, UNICEF va CDC, Global measles and Rubella strategic
plan 2012, World Health Organization, United Nations Children's Fund,
switzeland, 43.

5. David L. Heymann, Control of communicable diseases manual,
20th edition, p. 390, 2015.
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BENH TAY CHAN MIENG
_ (Hand-foot-mouth disease - HFMD) N
Bénh truyén nhiém thuoc nhom B trong Luat Phong, chong bénh truyén nhiém.

I. M6 ta chung

Bénh tay-chin-miéng 1a mot bénh d& 1ay lan véi duong lay truyén
thudng tir ngudi sang ngudi do tiép xtic véi cac dich tiét miii hong, nudc bot,
chat dich tir cac bong nudc hodc phan ciia nguoi bénh. Giai doan lay lan
manh nhat 14 tudn dAu tién bi bénh. Bénh tay — chan - miéng khong phai 1a
bénh lay tir dong vat sang nguoi.

Thoi ky G bénh thuong tir 3 dén 7 ngay. S6t thudng 14 triéu ching dau
tién cua bénh. Dau tién virus thuong cu trtt & niém mac ma hay niém mac hoi
trang va sau 24 gid, virus lam dén cac hach bach huyét ving. Nhiém virus
huyét thuong xay ra nhanh chéng, sau d6 va virus di chuyén dén niém mac
miéng va da. Vao ngdy thtr 7 sau khi nhiém bénh, khang thé trung hoa ting
cao va virus bi thai loai.

Bénh tay — chan - miéng xay ra cht yéu o tré em duéi 10 tudi tuy nhién
cling ¢6 thé gip 6 ca nguoi trudng thanh.

Bénh tay-chan-miéng xuat hién khap noi trén thé gidi. Trong thoi gian
gan day, dich tay-chan-miéng chu yéu do Enterovirus 71 giy ra & cac nudc
Pong Nam A. Vu dich tai Dai Loan naim 1998 dugc coi 1a vu dich 16n voi
hon 100.000 nguoi mac, hon 400 tré phai nhap vién véi cac bién chimg ¢ hé
than kinh trung wong, 78 tré tir vong.

Tai Viét Nam, bénh tay-chan-miéng gip rai rac quanh nim & hau hét
cac dia phuong trong ca nudc; tai cac tinh phia Nam, sé méc tap trung tir
thang 3 dén thang 5 va tir thang 9 dén thang 12.

IL. Yéu ciu chung

1. Nhan sy

- C6 it nhat 02 can bd c6 chuyén mon phu hop va da duge dao tao vé
cac ky thuat xét nghiém chan doan tay chan miéng.

- Tét ca nhan vién ky thuat xét nghiém can duoc dao tao vé st dung
trang thiét bi, dao tao vé thuc hanh ATSH va thuc hanh vi sinh chuan, dao
tao vé dam bao chat luong xét nghiém. Nhan vién phong xét nghiém duoc
dao tao cac ndi dung s¢ dugc danh gia nang luc dinh ky.

- Nhén vién méi sau khi danh gia c6 két qua dat va tiép tuc dugc giam
sat it nhat 3-6 thang trude khi chinh thirc dugce thyc hién xét nghiém mot
cach ddc lap.

2. Co sé vt chit, trang thiét bi

2.1. Co sé vt chit:

- Phong xét nghiém can dap tng vé diéu kién an toan sinh hoc, hé
théng quan 1y chat luong phong xét nghiém theo quy dinh hién hanh.
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- Cac k¥ thuat xét nghiém chan doan cac Enterovirus dugc ap dung
cho phong xét nghiém ATSH I1.

- P6i v6i xét nghiém bang ki thuat RT-PCR can 4 phong xét nghiém
riéng, bao gdm: phong pha dung dich phan tng (1), phong tach chiét ARN
(2), phong dit may PCR(3) va phong dién di (4). Dong cong viéc dugc thuc
hién theo thr ty di chuyén nhu sau: (1) =(2) = (3) = (4).

2.2. Trang thiét bj

Bang 1: Trang thiét bi

Tén thiét bi RT-PCR

Micropipette 03 bd
Tu lanh bao quan mau 01 cai
Ta ATSH cap 2 01 cai
Noi hap uét 01 cai
May ly tdm lanh toc d6 14.000 vong/phut 01 cai
May vortex 02 cai
Gia tich lanh 02 cai
Tu thao taic PCR 01 cai
May luan nhi¢t PCR 01 cai
May realtime PCR

May lam da vay 01 cai
Hé thong may dién di 01 bo
Lo vi song 01 cai
Tt lanh Am sdu bao quan mau 01 cai
Tt lanh 4m sau bao quan mau ARN 01 cai
Ta lanh -20°C bao quan sinh pham 01 cai
Can 01 cai

- H6 so thiét bi gom: ho so xac nhin ban dau cua thiét bi, 1y lich thiét
bi, hd so hiéu chuan, bao dudng cua thiét bi, nhat ky theo dbi st dung thiét
bi.

- C6 danh séach thiét bi, huong din sir dung thiét bi.

- Pio tao cho cac nhan vién van hanh thiét bi theo dung hudng dan.

3. Bio dam chat hrong xét nghiém

3.1. Truédec xét nghiém

3.1.1. Pam bao chit lwong miu diu vao

- Loai mau: phén, dich ngody hong, dich ngoay truc trang, thé tich:
200 - 500ul.

- biéu kién bao quan: méi trudng van chuyén vi rat.

- Bao quan tai noi 14y mau: bao quan bénh pham tai noi 14y mau & 2°C
- 8°C, trong vong 3 ngdy mau s& duoc chuyén toi phong xét nghiém, trong
truong hop bao quan trén 3 ngdy can bao quan tai nhiét do -70°C. Trong qua
trinh van chuyén gir tai 2°C - 8°C hodc -70°C trong trudng hop di bao quan
mau tai nhiét d6 -70°C.
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- Kiém tra chat lugng mau: mau khong bi do vo, dung loai mau cho
yéu cau xét nghiém, mau dam bao nhiét d6 khi van chuyén, chat lugng tét,
du thé tich mau cho xét nghiém.

- Théng bao ngay cho don vi gii bénh pham trong trudng hop bénh
pham duoc guri khong dam bao chét lugng va luu hd so. Néu huy mau thi
tuan theo quy trinh hity mau theo myc 3.3.1cta huéng dan nay.

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

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

3.1.3. Kiém tra chat lwgng héa chat sinh pham va vat tw tiéu hao

- Hoa chét sinh pham st dung trong phan g sinh hoc phan tir phai
duoc bao quan theo khuyén cao cua nha san xuat dé dam bao tinh 6n dinh
ctia hoa chat/sinh pham.

- Hoa chat sinh pham khi nhan vé phai duoc kiém tra, danh gia chat
luong.

- Panh gia chat lugng sinh pham:

+ Céc loat sinh pham khi nhan vé déu phai duoc kiém tra.

+ Quan sat bang mat thuong xem céc lo hoa chat, sinh pham c6 bat
thuong khong, vi du nhu bat nép, 10 1i, van duc, thay ddi mau sac.

+ Kiém tra mdi 16 sinh pham theo bd miu gom 2 mau duwong va 1 mau
am cua tic nhan ma phong xét nghiém dang thuc hién theo quy trinh xét
nghiém.

+ Pha ché sinh pham phai luén duogc dit trong khay giit lanh va cat lai
ngay sau khi dung xong.

- Vit tu hoa chit duoc quan 1y theo dung theo quy dinh va dam bao sur
san co cho viéc thuc hién xét nghiém.

3.2. Trong xét nghiém

3.2.1. Ngi kiém

Tién hanh str dung mau chimg tai mdi 1an chay PCR va kiém soat mau
ching nhu sau:

- Chtrng am:

+ Chirng 4m phan tng (NTC): phai cho két qua am tinh d6i v&i phuong
phap RT-PCR hoac/va realtime RT-PCR

+ Chung am tach chiét (NEC): mau tach chiét 1a méi truong van
chuyén va duoc tach chiét cing mau bénh pham: phai cho két qua am tinh
dbi voi phuong phap RT-PCR hodc/va realtime RT-PCR

- Chimg duwong: gém Enterovirus (Enterovirus 71, Coxsackievirus
Al6...).

3.2.2. Danh gia tir bén ngoai
Tham gia dénh gia tir bén ngoai (ngoai kiém, lién phong hodc phong xét
nghiém tham chiéu) va thyc hién hanh dong khic phuc khi két qua khong
dat.
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3.3. Sau xét nghiém

3.3.1. Bio quan va lru trir bénh pham

- Mau bénh phém di duge ma hoa sé duoc cit vao hop va luu trong tu
lanh sau (tir -70°C tré xudng).

- Sau khi cit miu vao hop nhan vién phong xét nghiém ghi lai thong
tin ctia miu bénh pham vao S6 luu giit mau.

- TAt ca cac miu bénh phém duoc Xép vao hdp theo thir tu ting nam,
c6 sb luu gitt miu bénh pham va so do ti luu gitr.

- Thoi gian luu giir mau tuy timg muc dich.

3.3.2. Ti¢u hiiy bénh pham

- Hity mau bénh pham trong céc trudng hop sau:

+ Mau bénh pham bi tir chéi (khong dat tiéu chuan).

+ Mau bénh phém hét thoi han luu gii.

- Cho bénh pham can huy vao tai rac thai y té, budc miéng tui. St dung
tui nhya hap dugc, khong bi 1o ri, ¢6 quy dinh mau sac va ky hiéu rd rang
trén tai dé dyng mau bénh pham.

- Dan bang dinh chi thi nhiét.

- Hap uét tai 121°C/30 phit.

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

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

4. Poc va danh gia két qua

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

- Phai kiém tra cac két qua cia mau chung théa man diéu kién (tuy
theo phuong phap ap dung) méi tién hanh danh gia két qua trén mau bénh
pham xét nghiém.

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

- C6 quy dinh cu thé cho tra két qua cho cac truong hop thuong quy,
két qua bat thuong/ 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

Tham khao muc 5, Phan II, Hudng dan xét nghiém bénh cim.

II1. Phwong phap xét nghiém tay-chan-miéng bing phwong phap
chin doan RT-PCR

Xét nghiém chan doan sinh hoc phan tir vi rat Tay Chan Miéng duya
trén phat hién vat liéu di truyén cua vi rat Enterovirus bang phuong phap
chan doan RT-PCR. Qui trinh xét nghiém nay duogc ap dung cho viée xac
dinh Enterovirus, Enterovirus 71, Coxsackievirus A16 trong mau bénh pham
hozc dich nudi ciy.
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1. Pham vi ap dung

Qui trinh xét nghiém nay dugc ap dung cho viéc xac dinh Enterovirus
va cac phan nhom cia Enterovirus trong mau bénh pham hoic dich nudi cy.

2. Nguyén ly

ARN cua vi rat cim dugce phién ma ngugce thanh cADN. Sau §6 cADN
duoc cho vao tuyp chtra dung dich (dd) phan ing PCR bao gdm cip mdi dic
hiéu cho vi rat ciim, enzyme Taq ADN polymerase, dNTPs... Tuyp phan tng
dugc dat vao may luan nhi¢t PCR dé khuéch dai doan trinh ty dich theo
chuong trinh nhiét dugc cai dit sin. Qua trinh tong hop gdm khoang 30-35
chu ky, mdi chu ky gdm 3 budc chinh: (i) budc bién tinh & nhiét ¢6 khoang
94°C - 95°C; (ii) budc gan moi & nhiét 46 khoang 50°C - 55°C; va (iii) budc
kéo dai & nhiét 3o 72°C. San phém PCR duoc dién di trén thach agarose dé
phat hién su c6 mit hay khong ctia doan gen dich da duoc khuéch dai.

3. An toan sinh hgc

- Tuén thu theo cac yéu cau va hudng din vé vé an toan sinh hoc theo
quy dinh hién hanh d6i véi Phong xét nghiém an toan sinh hoc cap II.

- Thudc nhudém Ethidium bromide 1 mot chat doc co thé gay ung thu
cho ngudi va dong vat. Do d6, khi sir dung hoa chat nay phai mang ging tay
va kinh bdo h¢. Dung dich sau khi st dung phai cho chay qua than hoat tinh
trude khi d6 bo hodc co bién phap st Iy chuyén biét khac.

- Tham khao céac thudc nhuém khac an toan nhu Sybr Green, GelRed...

4. Thue hién xét nghiém

4.1. Mau bénh phim

a. Bénh pham:

- Méu bénh pham tir phén, dich ngody hong, dich ngoay truc trang.

- Thé tich: 200 - 500pl.

b. Yéu cau:

Bénh pham bao dam chat luong dau vao theo muc 3.1.1 hudng dan
nay.

c. Tach chiét miu:

Tach chiét ARN tong s theo hudéng dan cua bo QlAamp Viral RNA
mini Kits (tham khao Muc 4.1.3, Phan III, Hudng dan xét nghiém bénh cam).
Thao tac duoc thuc hién trong tu an toan sinh hoc cép 2 tai phong tach chiét.

4.2. Sinh phflm, hoa chit, vat tu tiéu hao

4.2.1. Pha dung dich phan ung cho RT-PCR

- Thao tac dugc thuc hién tai ti thao tic PCR phong chuan bj dung
dich phan tmg. Sinh pham dung trong phan ing RT-PCR: Access RT — PCR
Sytem Kit hoac twong duong.

- Xép cac hoa chat, sinh phrflm can str dung 1én hop tich lanh theo thi
tu trong bang pha dung dich phéan tng

- Panh dau tuyp 1.5 ml hodc tuyp 0.5 ml dung dé tron sinh pham va
dat 1én hop tich lanh.
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- Xac dinh s6 luong phan tng (N) can lam: N =n + 1 (véi n: 14 tong
sO mau xét nghiém cdng vdi 1 chung duwong ARN).

Bang 2: Thanh phan pha sinh pham*

Sinh pham Thé tich (ul) | Thé tich cho N phan trng (ul)

5X AMV Buffer 5 5xN
25mM MgSO, 1 1 xN
10mM dNTPs 0,5 0,5x N
MD90 (20pmol) 1,5 I,5xN
MD91 (20pmol) 1,5 I,5xN
AMYV RT (5u/ul) 0,5 0,5x N

Tl Tag DNA Polymerase 0,5 0,5x N
Rnasine (40u/ul) 0,12 0,12x N
Nuclease Free Water 9,38 9,38 x N

* Ghi chu: cho Enterovirus va phan typ Enterovirus 71, Coxsackievirus A16
4.2.2. Pha cap moi cho phwong phap RT-PCR

Bang 3: BO moi cho phin ng RT-PCR

Moi Tén moi Trinh ty (5°-3’)
MD90 | 5°- ATT GTC ACC ATA AGC AGC CA-3]
Enterovirus MD91 5°- CCT CCG GCC CCT GAA TGC GG(Q
TAAT -3’
Masots | > “ATA ATA GCA(C/TT@G)GC GGC
Enterovirus 71 AGC CCA-3
HEerovirus 5°- AGA GGG AG(A/G) TCT ATC TC(C/T,
MAS02A | 72

CAle6- 5’-AGG GTA ATGGARTGTGGTGAY T
Coxsackievirus | VP1F 3’

Al6 g‘lfllg' 5" -TGT GTG TTG AAC CAT CAC TC-3’

- Tra lai nudc khir ion theo khuyén co ciia nha san xuat dé dat nong
do gbc.

- Nong do mdi sau d6 duogc pha tir ndng d6 gdc va tinh theo don vi
nmole (ghi trén tuyp mdi déng kho).

- Chia ra cac tuyp c6 thé tich 300 ul/ 1 loai mdi va bao quén tai -20°C.

4.2.3. Pha thach dién di

- Pha dung dich dém TBE 10X

+ Tris Base 108¢g

+ Axit Boric 55¢

+ Nude cét 600 ml
+ Hoa tan Tris Base va Boric acid trong nudc

+ Thém EDTA 0.5M, pH8 20 ml

+ Thém nuéc cat cho du 1.000 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 su thay doi nong do ion s& anh
huong dén sy di chuyén caa DNA trong ban thach khi dién di.

+ Hap tiét triung & nhiét d6 121°C/20 phut.

+ Bdo quan ¢ nhiét do phong.

- Pha dung dich ¢ém TBE 1X:

Khi sir dung 1y 100ml TBE 10X pha vao 900ml nuéc cét thanh dung
dich TBE 1X, bao quan & nhiét do phong.

- Nong d6 hoa chit duge pha theo hudng dan tai Bang 5.

Bang 4: S6 lwong thanh phan Agarose dwoc chuin bi

Thach Agarose Nong dd 2,5%

TBE 1x (ml) 100

Agarose (g) 2,5

Ethidium bromide 10mg/ml 10
- Céch d6 thach:

+ D6 thach bﬁng khay dién di co cai san riang luoc.

+ Do lugng Agarose va TBE phu thudc vao néng do thach va sb luong
khuon thach can chuan bj dugce tinh theo bang trén. Vi du: Chuén bi 100 ml
thach 2,5%: can 2,5 g Agarose bot va 100ml TBE. Sau d6 cho Agarose bot
va dung dich TBE vao cdc thuy tinh. Lam tan Agarose bang 10 vi song trong
khoang 3 - 4 phut, ddm bao Agarose tan hoan toan.

+ Pé ngudi khoang 50 — 60°C rdi cho 10 pl Ethidium bromide lac déu,
d6 dung dich Agarose nay vao khudn dién di c6 cai sin ring luoc. Sau
khoang 60 phut & nhiét d§ phong, khi ban thach da dong, g& nhe nhang rang
lugc ra. Bao quan thach ¢ 4°C.

4.3. Céc bwéc tién hanh thyc hién phan ing RT-PCR

- Ghi ma s6 mau vao biéu mau két qua xét nghiém RT-PCR;

- Cho 5 ul mau ARN bénh pham vao hdn hop sinh pham da chuan bi
cho phan ting RT-PCR;

- Cho cac mau chiig vao tuyp twong tng. Mau chung duong: duoc
thuc hién tai ti An toan sinh hoc cép IT;

- Khoi dong va kiém tra chuong trinh trude khi chay may luan nhiét
o dién theo yéu cau xét nghiém;

-Pit cac tuyp vao may PCR va cai dat thiét bi cho phan img RT-PCR;

- Ghi ho so qua trinh thyc hién phan tng, bao gdm ma thiét bi st dung,
block str dung (néu co), ngay st dung

- Sau khi két thuc qua trinh chay mdy, mang cac miu sang phong dién
di va tién hanh dién di san pham RT-PCR.
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Bang 5: Thong s6 chu trinh nhiét RT-PCR Tay Chan Miéng

Nhiét do (°C) Thoi gian Chu ky lap
48 45:00 1
. 94 02:00 1
§ 94 0:10
S 60 0:10 } x 35
S 65 01:00
= 65 5:00 1
4 oc
51 30:00 1
N 92 0:30
g 51 0:45 y x40
S 72 01:00 1
S 72 05:00
4 oc
S 48 45:00
T 95 05:00
S 94 0:45
8 45 0:45 1 x 50
E 72 1:30
g 72 8:00 1
&) 4 o0

4.4. Pién di san pham RT-PCR

- Chuyén san pham PCR vao thach.

- Pit thach vao bé dién di theo ding chiéu dong dién tir Am sang duwong
roi cho TBE 1X ngap ban thach sao cho dung dich d&ém cach mat thach tur 1
- 2mm.

- Cho 1 pl dém dat mau 6X (Loading Dye 6X) vao timg gleng cua dia
microtitre hodc trén gidy parafilm véi s6 luong tuong (mg véi sé mau can
phan tich.

- Tron 9 pl mdi san phadm PCR véi 1 pl dém dat miu 6X.

- Tron 4 - 5 pl thang chuan ADN 100 bp hodc 1000 bp voi 1 ul dém
dat mau 6X.

- Chuyén dung dich di duoc trén voi nhau vao trong cac giéng cia
ban thach.

- Béng nap ctia bé dién di, chon dong dién 110V va thoi gian 30 phut.

- Tat may dién di, chuyén thach sang may doc.

- Soi va chuyp anh.

- Pit ban thach ngay ngan trén may doc, bat dén tim dé doc ban thach
va chup anh.
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5. Phién giai két qua xét nghiém

5.1. Poc két qua xét nghiém:

- Chung duong: c6 bang dac hi¢u tuong duong vai kich thudce cta cap
moi thiét ké.

- Chung 4m phan tmg (NTC), chting am tach chiét (NEC): khong c6
bang dac hiéu.

- MAu duong tinh: san pham PCR dic hiéu c6 kich thudc bang kich
thudce chung duong.

- MAu 4m tinh: 13 sy xuét hién san phém PCR ¢ cac vi tri khong dac
hi€u hoac khong co6 su hién dién ctia san phém PCR.

Bing 6. Kich thuwéc sin pham PCR dic hiéu

Vi rut Tay Chan Miéng va phan P dai san pham khuéch dai
tuyp
Enterovirus 154 bp
Enterovirus 71 376 bp
Coxsackievirus A16 550 bp

5.2. Nhan dinh két qua xét nghiém

- Trong truong hop chimg am phan ing duong tinh ma chirng am tach
chiét 4m tinh thi 1am lai tir khau pha mix, trong truong hop chimg am phan
Ung am tinh ma chimg am tach chiét dwong tinh thi 1am lai tir khau tach chiét.
Két qua cua phuong phap RT-PCR khong cho két qua ro rang hodc trong
truong hop can khang dinh chinh x4c két qua, phong xét nghiém cé thé yéu
cau lay lai bénh pham va xét nghiém theo thuong quy ctia phong tir budc
nhan bénh pham hoic phong xét nghiém mot lan nira.

- PCR duoc két luan 1a duong tinh néu:

+ Mau chtng 4m c6 két qua am tinh

+ Mau chung duong c6 két qua duong tinh

+ Mau bénh pham c6 két qua duong tinh

- PCR duoc két luan 14 am tinh néu:

+ Mau chimg am c6 két qua am tinh

+ Mau chtng duong co két qua duong tinh

+ MAu bénh pham c6 két qua am tinh

- PCR khéng duoc phép két luan néu:

+ Mau chtng 4m c6 két qua duong tinh (nhiém).

+ Cac mau ching duong 4m tinh.

5.3. Ghi chép va bao cao

- Hoan thanh bang két qua chan doan Tay Chan Miéng

- Nhép két qua xét nghiém vao so theo doi.

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

- Nguoi kiém tra s& kiém tra lai két qua trudc khi bao cdo ngudi phu
trach PXN.
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S BENH DO VIRUT ZIKA o
Bénh truyén nhiém thuéc nhom B trong Ludt Phong, chong bénh truyén nhiém.

I. M6 td chung

Vi rat Zika thuoc ho Flaviviridae, thudc chi Flavivirus. Vat liéu di
truyén cta vi rat 14 ARN soi don duwong c6 kich thude khoang 11 kilo base.
Vi rit Zika gay bénh qua vec to truyén bénh 1a mudi.

Bénh do vi rat Zika c6 thoi gian G bénh tir 3-12 ngay. Bénh c6 biéu
hién sbt, phat ban, viém két mac mat, dau co khép, mét méi, dau dau. Bénh
thudng kéo dai tir 2-7 ngdy, da s6 1a cac trudng hop c6 biéu hién nhe, khoang
60-80% khong cé biéu hién 1am sang.

Nim 1947, vi rat Zika 1an dau duoc phét hién ¢ khi tai rimg Zika thudc
Uganda. Nam 1948, vi rat Zika duoc phan 1ap tr mudi. Nam 1952, vi rit
Zika dugc phan 1ap tir nguoi tai Uganda va Tazania. Dich Zika da c6 bdo céo
tai Chau Phi, Chau My, Chau A va khu vuc Théi Binh Duong. Giai doan tu
1960-1980, sy nhiém bénh & ngudi da théy & Chau Phi va Chau A véi céac
triéu chung nhe. Thang 7 nam 2015 Brazil phat hién c6 sy lién quan gitra
nhiém vi rat Zika va hoi chimg Guillain — Barre. Thang 10 niim 2015 Brazil
phat hién su lién quan giita nhiém vi rat Zika va hoi chung tré dau nho.

Hién nay, phuong phap xét nghiém chu yéu phat hién vi rat Zika &
Vi¢t Nam 1a st dung phuong phap sinh hoc phan tir xac dinh vat li¢u di
truyén clia vi rat trong bénh pham bao gom RT- PCR va realtime RT- PCR.

IL. Yéu ciu chung

1. Nhan sy

- C6 it nhat 02 can bd c6 chuyén mon phu hop va di dugc dio tao vé
cac k¥ thuat xét nghiém chan doan vi rat Zika.

- TAt c4 nhan vién k¥ thuat xét nghiém can duoc dao tao vé st dung
trang thiét bi, dao tao vé thuc hanh ATSH va thuc hanh vi sinh chuan, dao
tao vé dam bao chat luong xét nghiém. Nhan vién phong xét nghiém duoc
dao tao cac ndi dung s€ dugc danh gia nang luc dinh ky.

- Nhén vién méi sau khi danh gia c6 két qua dat va tiép tuc duoc giam
sat it nhat 3-6 thang trudc khi chinh thirc dugce thuc hién xét nghiém mot
cach doc lap.

2. Co sé vat chat, trang thiét bi

2.1. Co sé vit chat:

- Phong xét nghiém can dép ung diéu kién an toan sinh hoc cap II, hé
théng quan ly chat lugng phong x¢t nghiém theo quy dinh hién hanh.

- béi voi xet nghiém bang k¥ thuat RT-PCR can 4 phong xét nghiém
riéng, bao gdbm: phong pha dung dich phan tng (1), phong tach chiét ARN
(2), phong dat may PCR(3) va phong dién di (4). Dong cong viéc dugce thuc
hién theo thir tir di chuyén nhu sau: (1) =(2) = (3) = (4).

- Péi v6i xét nghiém bang k¥ thuat realtime RT-PCR ciing tuong tur
nhu RT-PCR, tuy nhién khong c¢6 phong dién di.
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2.2. Trang thiét bi
Bang 1: Trang thiét bi

Tén thiét bi RT-PCR | realtime RT-PCR
Micropipette 03 bo 03 bo
Ti lanh bao quan mau 01 cai 01 cai
Ta ATSH cap 2 01 cai 01 cai
Noi hap udt 01 cai 01 cai
May ly tdm lanh téc d6 t6i da 14000 01 cai 01 cai
vong/phut
May vortex 02 cai 02 cai
Gia tich lanh 02 cai 02 cai
Tu thao tac PCR 01 cai 01 cai
May luan nhiét PCR 01 cai
May realtime PCR 01 cai
May lam da vay 01 cai 01 cai
Hé thong may dién di 01 bd
Lo vi song 01 cai
Tu lanh Am siu bao quan mau 01 cai 01 cai
T4 lanh 4m sau bao quan mau ARN 01 cai 01 cai
Ta lanh -20°C bao quan sinh pham 01 cai 01 cai
Can 01 cai

- Ho so thiét bi gom: ho so xac nhan ban dau cia thiét bi, 1y lich thiét
bi, h6 so hiéu chuan, bao dudng cua thiét bi, nhat ky theo déi st dung thiét
bi.

- Can c6 danh sach thiét bi, huéng dan st dung thiét bi.

- Pao tao cho cac nhan vién van hanh thiét bi theo dtng huéng dan.

3. Bio dam chat hrong xét nghiém

3.1. Truédec xét nghiém

3.1.1. Pam bao chit lwong miu diu vao

- Mau mau thu thap trong vong 5 ngay ké tur ngay khoi phat, khong co
chét chéng dong, (tach huyét thanh) can thé tich ti thiéu 3-5 ml mau tinh
mach.

- Mau nuée tiéu thu thap trong vong 20 ngay ké tir ngay khoi phat can
thé tich t6i thiéu 5 - 10 ml.

- MAu tinh dich thu thap trong trudng hop c6 chi dinh can thé tich tbi
thiéu 500p1.

Chii y: Mau huyét thanh rat c6 gia tri chan doan Zika, néu xét nghiém
cac loai mau khac thi phai tién hanh xét nghiém song song véi mau huyét
thanh.

- B4o quén tai noi ldy mAu: mau bénh pham bao quan & 2°C - 8°C va
dugc chuyén téi phong xét nghiém trong vong 3 ngay . Trong trudng hop
bao quan trén 3 ngay can bao quan tai nhiét d6 -70°C. Qua trinh van chuyén
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mau giit tai 2°C - 8°C hoic dung d4 kho trong truong hop di bdo quan mau
tai nhiét do -70°C.

- Kiém tra chat lugng mau: mau khong bi do vo, dung loai mau cho
yéu cau xét nghiém, mau dam bao nhiét do khi van chuyén, chat luong tdt,
du thé tich mau cho xét nghiém.

- Kiém tra thong tin trén tuyp mau c6 trung khop vai thong tin bénh
nhan trong phiéu giri mau hay phiéu yéu cau xét nghiém.

- Théng bao ngay cho don vi gii bénh pham trong trudng hop bénh
pham duoc guri khong dam bao chét lugng va luu hd so. Néu hiy miu thi
tuan theo quy trinh hily mau theo muc 3.3.1cta huéng dan nay.

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

TAt ca céac trang thiét bi can thyuc hién viée hiéu chuan, hiéu chinh, bao
dudng theo quy dinh.

3.1.3. Kiém tra chat lwgng héa chit sinh pham va vat tw tiéu hao

- Hoa chét sinh pham st dung trong phan tng sinh hoc phan tir phai
duoc bao quan theo khuyén cdo cua nha san xuat dé dam bao tinh 6n dinh
ctia hoa chat/sinh pham.

- Hoa chat sinh pham khi nhan vé phai dugc kiém tra, danh gia chat
luong.

- Panh gi4 chat lugng sinh pham:

+ Céc loat sinh pham khi nhan vé déu phai duoc kiém tra.

+ Quan sat bang mat thuong xem cac lo hoa chat, sinh phém c6 bat
thuong khong, vi du nhu bat nap, ro ri, van duc, thay d6i mau sac.

+ Kiém tra mdi 16 sinh pham theo bd miu gdm 2 miu dwong va 1 mau
am cua tic nhan ma phong xét nghiém dang thuc hién theo quy trinh xét
nghiém.

+ Pha ché sinh pham phai luén duogc dit trong khay gitr lanh va cat lai
ngay sau khi dung xong.

- Vit tu hoa chat duoc quan 1y theo ding theo quy dinh va dam bao
coO du trit cho viéc thuc hién xét nghiém.

3.2. Trong xét nghiém

3.2.1. Noi kiém

Tién hanh str dung mau chimg tai mdi 1an chay PCR va kiém so4t mau
ching.

- Chtrng am:

+ Ching 4m phan tng (NTC): phai cho két qua 4m tinh d6i v6i phuong
phap RT-PCR hodc/va realtime RT-PCR.

+ Chtng am tach chiét (NEC): mau tach chiét 13 nudc khong chira
nuclease va duoc tach chiét cing mau bénh pham: phai cho két qua am tinh
dbi voi phuong phap RT-PCR hoic realtime RT-PCR.

- Chimg duong: ARN tach chiét tir vi rat Zika da bt hoat.
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3.2.2. Panh gia tir bén ngoai

Tham gia danh gia tir bén ngoai (ngoai kiém, lién phong hoic phong
xét nghiém tham chiéu) va thyc hién hanh dong khac phuc khi két qua khong
dat.

3.3. Sau xét nghiém

3.3.1. Bio quén va lwu trir bénh pham

- Mau bénh phém da dugc ma hoa sé duoc cit vao hop va luu trong tu
lanh 4m sdu (thap hon hodc bang -70°C).

- Sau khi cit miu vao hop nhan vién phong xét nghiém ghi lai thong
tin cia mau bénh pham vao s6 luu giit mau.

- TAt ca cac mau bénh pham duoc xép vao hop theo thir ty timg nim
va ¢ s6 luu gitt mau bénh pham va so do tu luu giir.

- Thoi gian lvu giir mau tiy timg muyc dich.

3.3.2. Ti¢u hiiy bénh pham

- Hity mAu bénh pham trong céc trudng hop sau:

+ Mau bénh pham bi tir chéi (khong dat tiéu chuan).

+ MAu bénh pham hét thoi han luu gitr.

- Cho bénh pham can huay vao tai rac thai y t&, budc miéng thi. Sir dung
tai nhua hap dugc, khong bi 1o i, ¢6 quy dinh mau sac va ky hiéu 1 rang
trén tai dé dyng mau bénh pham.

- Dan bang dinh chi thi nhiét.

- Hap uét tai 121°C/30 phut.

- Sau khi hoan tit, kiém tra bang dinh chi thi nhiét, cac thong s6 trén
may dat va 1ay tai rac thai.

- Ghi chép toan b qua trinh hity bénh pham vao biéu miu.

4. Poc va danh gia két qua

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

- Phai kiém tra cac két qua ctia mAu chtng théoa min diéu kién (tuy
theo phuong phap ap dung) méi tién hanh danh gia két qua trén mau bénh
pham xét nghiém.

- Néu chtng khong dat thi khong duoc danh gia két qua xét nghiém
ctia mau bénh phém ma phai thuc hién lai xét nghi€ém; can tién hanh kiém tra
lai qua trinh xét nghiém bat dau tir khau chuan bi, tinh trang cia mau chimg
dé tim hiéu rd nguyén nhan can khac phuc.

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

5. Thuc hién xac nhin lai gia tri sir dung phwong phap xét nghiém

Tham khao muc 5, Phan II, Hudng dan xét nghi¢m bénh cim.
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II1. Phwong phap xét nghiém xac dinh vi rat Zika bang RT-PCR
va realtime RT-PCR

1. Pham vi ap dung

Qui trinh xét nghiém nay dugc ap dung cho viée xac dinh vi rat Zika
trong mau bénh pham hoic dich nudi cdy.

2. Nguyén ly

2.1. Nguyén ly cia RT-PCR

ARN cua vi rat dugc phién ma nguoc thanh cADN. Sau d6 cADN
duge cho vao tuyp chia dung dich (dd) phan tmg PCR bao gém cip mdi dic
hi€u cho vi rat cam, enzyme Taq ADN polymerase, dNTPs... Tuyp phan trng
duoc dit vao may ludn nhiét PCR dé khuéch dai doan trinh tu dich theo
chuong trinh nhiét dugc cai dat san. Qua trinh tong hop gdm khoang 30-35
chu ky, mdi chu ky gdm 3 budc chinh: (i) budc bién tinh & nhiét ¢6 khoang
94°C - 95°C; (ii) budc gin moi & nhiét 6 khoang 50°C - 55°C; va (iii) budc
kéo dai & nhiét do 72°C. San phém PCR dugc dién di trén thach agarose dé
phat hién sy c6 mat hay khong cua doan gen dich da duoc khuéch dai.

2.2. Nguyén ly cia realtime RT-PCR

Khéc voi RT-PCR thong thuong, phuong phap nay str dung mot mau
do phat huynh quang (probe) c6 kha nang phat hién san pham PCR dic hiéu
trong qua trinh tong hop san pham.

M3u do 13 mot doan oliognucleotit (vd: Taqman® probe) duoc gan véi
mot chat nhudém phat tin hiéu huynh quang & dau 5° (R), dau kia thi dugc
gian v6i thude nhudm dép tat huynh quang (Q). Khi mau do con nguyén ven,
Q ¢6 vai tro nhén nang lugng phat ra tu R (hiéu tng chuyen nang luong
huynh quang). Néu c6 trinh tu dich, mau do va moi s& gan vao khudn, qua
trinh tong hop bat dau. Trong qua trinh téng hop, enzym Taq ADN
polymerase voi hoat tinh exonuclease sé& cat cac nucleotid ctia mau do tir dau
5°, giai phong R khoi Q, 1am ting tin hiéu huynh quang ctia R. Cang nhiéu
san pham tao thanh thi cang nhiéu mau do bi phan cit va tin hiéu ciia R phat
ra cang nhiéu. Mat doc tin hiéu huynh quang ctiia may s€ thu tin hi¢u R, xu
Iy bang phan mém va dua ra két qua cudi cuing.

3. An toan sinh hgc

- Tuén thu theo cac yéu ciu va hudng din vé vé an toan sinh hoc theo
quy dinh hién hanh d6i véi Phong xét nghiém an toan sinh hoc cap II.

- Thudc nhuém ethidium bromide 1a mot chat doc co thé giy ung thu
cho ngudi va dong vat. Do d6, khi st dung hoa chat nay phai mang gang tay
va kinh bdo h¢. Dung dich sau khi str dung phai cho chay qua than hoat tinh
trudc khi do bo hodc c¢6 bién phap xir Iy chuyén biét khéc.

- Tham khao céc thuéc nhudm khac an toan nhu Sybr Green, GelRed,
V.V.
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4. Thue hién xét nghiém

4.1. Mau bénh phim

4.1.1. Loai miu:

- Mau mau thu thap trong vong 5 ngay ké tir ngay khoi phat, khong cé
chét chéng dong, (tach huyét thanh) can thé tich ti thiéu 3-5 ml mau tinh
mach.

- MAu nudc tiéu trong vong 20 ngay ké tir ngdy khoi phat can thé tich
toi thiéu 5 - 10 ml.

- Mau tinh dich trong truong hop co chi dinh can thé tich tdi thiéu
500ul.

Chii y: Mau huyét thanh rat c6 gia tri chan doan Zika, néu xét nghiém
cac loai mau khac thi phai tién hanh xét nghiém song song véi mau huyét
thanh.

Bénh phém bao dam chét lugng dau vao theo muc 3.1.1 huéng dan
nay.

4.1.2. Tach chiét miu bénh phim:

Tach chiét ARN tong s6 theo hudng din ciia b QIAamp Viral RNA
mini Kits (tham khao Muc 4.1.3, Phan 111, Hudng dan xét nghiém bénh
ciim). Thao tac duoc thuc hién trong ti an toan sinh hoc cép 2 tai phong tach
chiét.

4.2. Tién hanh xét nghiém bing phwong phap RT-PCR

4.2.1. Sinh pham, héa chit, vat tw tiéu hao

a) Pha ciip moi

Bang 2: BO moi cho phin ng RT-PCR

Moi Tén moi Trinh ty (5°-3’)
Cdp moi ZIKA | ZIKVF GCTGGDGCRGACACHGGRACT
I ZIKVR RTCYACYGCCATYTGGRCTG
Cap méi ZIKA | ZIKVF9027a | CCTTGGATTCTTGAACGAGGA
2 ZIKVRI197¢ | AGAGCTTCATTCTCCAGATCAA

- Tra lai nudc khir ion theo khuyén cdo ctia nha san xuat dé dat nong
do gbc.

- Nong do mdi sau d6 duogc pha tir ndng d6 gdc va tinh theo don vi
nmole (ghi trén tuyp mdi déng kho).

- Chia ra cac tuyp co thé tich 300 pl/1 loai mdi va bao quan tai -20°C.

b) Pha dung dich phan wng cho RT-PCR

- Thao tac dugc thuc hién tai ti thao tac PCR phong chuan bi dung
dich phan Gmg. Sinh pham dung trong phan img RT-PCR: QIAGEN Onestep
RT-PCR hoac twong duong.

- Xép cac hoa chat, sinh phrflm can str dung 1én hop tich lanh theo th
tu trong bang pha dung dich phéan tng

- Panh dau tuyp 1,5 ml hodc tuyp 0,5 ml dung dé tron sinh pham va
dat 1én hop tich lanh.
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- Xac dinh sO luong phan tmg (N) can lam: N = n+ 1 (véi n: 13 tong
s0 mau xet nghiém cong voi 3 mau ching). N
- Xac dinh s0 luong mau can xét nghi¢m (n) va pha hon hgp phan tng

cho RT PCR theo bang sau:
Bing 3: Thz‘lnh ph?n} pha sinh phzim
T . 2 Nong Thé tich The tich cho N phéan
r| SmRPhAm ] g7 | irng (u)
1 | Bém PCR x5 4 4x N
2 | Enzym 0,8 0,8x N
3 | dANTPs 10mM 0,8 0,8 x N
4 | Moi xudi 50uM 0,2 0,2x N
5 | Mai nguoc 50uM 0,2 0,2x N
6 Nudc cat tinh 9 9x N
sach
Tong 15
7 | ARN mau 5 5
Tong 20
¢) Pha thach dién di
- Pha dung dich ¢ém TBE 10X
+ Tris Base 108 g
+ Axit Boric 55¢
+ Nudc cat 600 ml
+ Hoa tan Tris Base va Boric acid trong nudéc
+ Thém EDTA 0.5M, pH8 20 ml
+ Thém nudc cat cho du 1000 ml

+ Kiém tra pH trong khoang 8 —8,3; néu pH ngoai khoang nay thi phai
pha lai, khong chinh pH bang hoa chat vi su thay doi nong do ion s& anh
huong denr su di chuyén ctia ADN trong ban thach khi dién di.

+ Hap tiét trung & nhi¢t 4o 121°C/ 20 phat
+ Bdo quan ¢ nhi¢t 4o phong.

- Pha dung diqh dém TBE 1X: ,
Khi str dung 1ay 100ml TBE 10X pha v61 900ml nude cat thanh dung
dich TBE 1X, bao quan & nhiét do phong.

Bang 4: S0 lwong thanh phan Agarose dwoc chuin bi

Thach Agarose Nong d9 2,5%
TBE 1x (ml) 100

Agarose (g) 2,5

Ethidium bromide 10mg/ml (pl) 10

- Nong dd hoa chat dugc pha theo hudng dan tai bang 4.

- Cach do thach:

+ D6 thach bang khay dién di c¢6 cai san rang lugc.
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+ Po luong Agarose va TBE phu thudc vao nong do thach va sé luong
khuon thach can chuéan bj dugc tinh theo bang 4. Vi du: Chuén bi 100 ml
thach 2,5%: can 2,5 g Agarose bot va 100ml TBE. Sau d6 cho Agarose bot
va dung dich TBE vao cdc thuy tinh. Lam tan Agarose bang 10 vi song trong
khoang 3 - 4 phut, dam bao Agarose tan hoan toan.

+ Pé ngudi khoang 50 - 60°C rdi cho 10 pl Ethidium bromide lic déu,
d6 dung dich Agarose ndy vao khudn dién di co cai san ring lugc. Sau
khoang 60 phut ¢ nhi¢t do phong, khi ban thach da dong, gd nhe nhang rang
lugc ra. Bao quan thach ¢ 4°C.

4.2.2 Cac buéc tién hanh thwe hién phan img RT-PCR

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

- Cho 5 ul mau ARN bénh pham vao hdn hgp sinh pham da chuan bi
cho phan timg RT-PCR.

- Cho cac mau chimg vao tuyp twong ung. Mau chung duong: dugc
thure hién tai ti An toan sinh hoc cép I1.

- Khoi dong va kiém tra chuong trinh trudc khi chay mdy luan nhiét
co dién theo yéu cau xét nghiém.

- Pit cac tuyp vao may PCR va cai dat thiét bi cho phan ung RT-PCR.

Bing 5: Thong s6 chu trinh nhiét RT-PCR Zika ciip moi 1

Ay AR (0 Thoigian |Chu ky lap|Tén chuon
Nhigt do (°C) ° (14n) ! b trinh )
50 30:00 |
95 15:00
Cap 95 0:30
moi 55 0:30 135 Zika—RT 1
Zika 1 72 0:45
72 7:00 1
10 oc
Bang 6: Thong s6 chu trinh nhiét RT-PCR Zika cip moi 2
Nhiét do Thoigian |Chu ky lap|Tén chwong
(14n) trinh
50 30:00 :
95 15:00
Ca 94 0:15 .
méli) 57 0:25 135 Zika—RT?2
Zika 2 72 0:20
72 5:00 1
10 oc

- Ghi ho s0 qua trinh thyc hién phan tmg, bao gom ma thiét bi sir dung,
block str dung (néu c6), ngay su dung.
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- Sau khi két thuc qua trinh chay may, mang cidc mau sang phong dién
di va tién hanh dién di san pham RT-PCR.

4.2.3 Cac buéc tién hanh dién di san pham RT-PCR

- Chuyén san pham PCR vao thach.

- it thach vao bé dién di theo dung chiéu dong dién tir 4m sang duong
roi cho TBE 1X ngap ban thach sao cho dung dich dém cach mat thach tur 1-
2mm.

- Cho 1 pl dém dat mau 6X (Loading Dye 6X) vao tung gleng cua dia
microtitre hodc trén gidy parafilm véi s6 lugng tuwong tmg véi s mau can
phan tich.

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

- Troén 4 - 5 ul thang chuan ADN 100bp hodc 1000 bp véi 1 pul dém
dat mau 6X.

- Chuyén dung dich di dugc tron voi nhau vao trong cac giéng cia
ban thach.

- Béng nap ctia bé dién di, chon dong dién 110V va thoi gian 30 phut.

- Tét may dién di, chuyén thach sang may doc.

- Soi va chup anh.

- bat ban thach ngay ngan trén may doc, bat dén tim dé doc ban thach
va chup anh.

4.3. Tién hanh xét nghlem bang phwong phap realtime RT-PCR

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

a) Pha by moi cho phan @ng realtime RT-PCR

Bang 7: Trinh tw cic cip mdi va probe chin doan Zika

MJdi va probe Trinh ty (5'-3") Nong dd
. | Zikal087 CCGCTGCCCAACACAAG 100pM
% g Jtal 163 SEACTAACGTTCTTTTGCAGAC 100uM
=° Zikal 10SFAM éig%/%gizTGACAAGCAGTCA 10uM
o | Zikad481 CTGTGGCATGAACCCAATAG 100pM
2 | Zika4552c ATCCCATAGAGCACCACTCC 100pM
S - ﬁka“SO%FA CCACGCTCCAGCTGCAAAGG 10uM

- Tra lai nude khir ion theo khuyén cdo ctia nha san xuat dé dat nong
do géc.

- Nong do moi sau d6 dugc pha tir ndng d6 goc va tinh theo don vi
nmole (ghi trén tuyp moi déng kho).

- Chia ra céc tuyp co thé tich 300ul/1 loai mdi va bao quan tai -20°C.
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- Chén doan Zika bang phuong phap realtime RT PCR nén st dung
cap modi chung trudc. Néu truong hop nghi ngo thi ta tiép tuc sir dung cip
moi nhém Asian.

b) Pha dung dich phan trng realtime RT-PCR

- Thao tac dugc thuc hién tai ti thao tac PCR phong chuén bi dung
dich phan tGng. Sinh pham dung trong phan Ung realtime RT-PCR:
SuperScrip™III Platium One-Step Quantitative RT- PCR hoac tuong duong.

- Xép céc hoa chét, sinh pham can sir dung 1én hop tich lanh theo thir
tu trong bang pha dung dich phan ung.

- Panh dau tuyp 1,5 ml hodc tuyp 0,5 ml dung dé tron sinh pham va
dat 1én hop tich lanh.

- Xac dinh sb luong phan tng (N) can lam: N = n + 1 (v6i n: 13 tong
s6 miu xét nghiém cong v6i 3 mau ching.

- X4c dinh sb lugng miu can xét nghiém (n) va pha hdn hop phan tng
theo bang sau:

Bang 8: Thanh phan pha sinh pham cho phin ng realtime RT-PCR

X A Non Thé tich | Theé tich cho N
STT Thanh phin d@g (/L pw| phin dng (u)
1 2x Reagent mix 12,5 12,5xN
2 Superscrip III
RT/Platium Taq Mix 05 0,5xN
3 | Moi xudi 100 uM 0,2 0,2xN
4 | Moi nguoc 100 uM 0,2 0,2xN
5 |Probe 10 uM 0,25 0,25xN
6 |Nudc cat tinh sach
(Nuclease Free Water) 6,35 6,35xN
Tong 20
7 | ARN | 5]
Tong 25

4.3.2 Cac buéc tién hanh phan vng realtime RT-PCR

- Chuén bi biéu mau két qua xét nghiém realtime RT-PCR.

- Cho 5ul miu ARN bénh pham vao tuyp chira hdn hop phan tng
realtime RT-PCR, ly tdm nhanh va giit trong gia tich lanh. Mot mau 1am hai
tuyp.

- Cho cac mau chimg vao tuyp twong ung. Mau chiung duong: dugc
thuc hién tai ta an toan sinh hoc cép II.

- Sau khi tra mau phai nhap mi s6 mau vao so db vi tri khung 96 giéng.

- Pit cac tuyp vao may va cai dat thiét bi cho phan tng realtime RT-
PCR.

- Cai dat chuong trinh cho may realtime PCR.
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Bing 9: Thong s6 chu trinh nhiét reatime RT-PCR Zika

Nhiét do (°C)  Thoi gian Chu ky lap
50 30:00
95 2:00 pxl
: 95 0:15
Zika 60 1:00 L x 45
Thu tin hiéu huynh quang
10 oC

- Khéi dong chuong trinh theo yéu cau xét nghiém.

- Tao tén tép va luu gitr dir liéu.

5. Phién giai két qua xét nghiém

5.1. Poc két qua xét nghiém:

5.1.1. Poc két qua xét nghiém RT-PCR

- Chirng duong: ¢6 bang dac hiéu twong duong vdi kich thudce ctia cap
moi thiét ké.

- Chtrng Am phan tmg (NTC), chimg 4m tach chiét (NEC): khong co
bang dac hi¢u.

- MAu duong tinh: san pham PCR dic hiéu c6 kich thuéc bang kich
thude chimg duong.

- MAu am tinh: 13 su xuét hién san phdm PCR & céc vi tri khong dic
hiéu hodc khong c6 su hién di¢n cua san phém PCR.

Bang 10: Kich thuéc san pham PCR dic hiéu ciia vi rit Zika

Vi rut Zika Po dai san pham khuéch dai
Cap moi 1 364 bp
Céap moi 2 192 bp

5.1.2. Poc két qua xét nghiém realtime RT-PCR

- Ching am: khong ¢6 tin hi€éu huynh quang hoac c¢6 tin hiéu huynh
quang sau chu ky 38.

- Chirng 4m tach chiét: khong c6 tin hiéu huynh quang hodc c6 tin hiéu
huynh quang sau chu ky 38.

- Chung duong: tin hi€u huynh quang dugc thu nhan trudc hoac tai
chu ky thtr 38 cua phan ung.

- Két qua ctia mau bénh pham:

+ Néu hai tuyp c6 gia tri Ct dudi 38 thi két luan duong tinh.

+ Néu hai tuyp khong c6 tin hiéu huynh quang thi két ludn am tinh.

+ Néu mot trong hai tuyp c6 gia tri Ct dudi 38 thi két luan nghi ngo.

+ Cac miu duong tinh va nghi ngd véi mot cip mdi déu phai xét
nghiém lai véi cap mdi thir hai dé khang dinh két qua.
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5.2. Nhin dinh két qua xét nghiém

- Néu chimg am phan tng duong tinh, chirmg 4m tach chiét 4m tinh thi
lam lai tir khdu pha mix. Néu chtrng 4m phan Gng am tinh, ching 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, phong xét nghiém c6 thé yéu cau lay lai bénh pham va xét
nghiém theo thuong quy ctia phong tir budc nhan bénh phim hodc phong xét
nghiém s& xét nghiém bang phuong phap con lai.

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

+ Mau chimg am c6 két qua am tinh.

+ Mau chtng duong c6 két qua duong tinh.

+ MAu bénh pham c6 két qua dwong tinh.

- Két qua duoc két luan 14 am tinh néu:

+ Mau chimg am c6 két qua am tinh.

+ Mau chtng duong c6 két qua duong tinh.

+ MAu bénh pham c6 két qua am tinh.

- Két qua khong duoc phép két luan néu:

+ MAu chimg am c6 két qua duong tinh (nhiém).

+ Mau chtng duong c6 két qua am tinh voi RT-PCR hay cic mau
ching khong c6 gié tri Ct rd rang voi realtime RT-PCR.

5.3. Ghi chép va bao cao

- Hoan thanh bang két qua chan doan Zika.

- Nhap két qua xét nghiém vao s theo ddi.

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

- Nguoi kiém tra s& kiém tra lai két qua trude khi bao cédo Trudng
phong thi nghiém.
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BENH SOT RET
i N (Human malaria) ’ . N
Bénh truyén nhiém thuoc nhom B trong Ludt Phong, chong bénh truyén nhiém.

I. M6 ta chung

Bénh sét rét 1a bénh truyén nhiém do ky sinh trung Plasmodium ¢
nguoi gay nén. Bénh lay theo dudng mau, chu yéu 12 do mudi Anopheles
truyén. Co 5 loai ky sinh trung st rét gdy bénh cho ngudi: Plasmodium
falciparum; Plasmodium vivax, Plasmodium malariae; Plasmodium ovale
va Plasmodium knowlesi. Bénh thudng biéu hién bang nhitng con st rét dién
hinh v6i 3 tri€u chung: rét run, sbt, va mo hoi. Bénh tién trién c6 chu ky va
c¢6 hanh dinh néu khong bi tai nhiém. Ky sinh tring st rét gay mién dich dic
hiéu nhung khong bén vitng. Bénh luu hanh dia phuong, trong nhiing diéu
kién thuan lgi co thé gay thanh dich, hién chua c6 vac xin phong bénh, co
thudc dleu tri ddc hiéu va c6 thé phong chong dugc. O nude ta bénh luu hanh
chu yéu o vung rung, d6i, nui ven bién nuéc lg; bénh xay ra quanh nim
nhung chu yéu vao mua mua.

Truong hop xac dinh mac sot rét 13 truong hop c6 ky sinh tring sbt rét
trong mau duogc xac dinh béng x¢t nghi€ém lam mau nhudém giém sa, xét
nghiém chan doan nhanh phat hién khang nguyén hodc xét nghiém bang k¥
thuat sinh hoc phan tir - PCR.

II. Yéu cau chung

1. Nhan sy

- C6 it nhat 02 can bd c6 chuyén moén chuyén nganh xét nghiém da
khoa, vi sinh hodc ky sinh trung, va da dugc dao tao vé céc ky thuat xét
nghiém chan doan sot rét.

- T4t c4 nhan vién k¥ thuat xét nghiém can duoc dao tao vé st dung
trang thiét bi, dao tao vé thuc hanh ATSH va thuc hanh vi sinh chuan, dao
tao vé dam bao chat luong xét nghiém. Nhan vién xét nghiém dugc dao tao
cac nd1 dung s€ dugc danh gia nang luc dinh ky.

- Nguoi nhan dinh va phé duyét két qua: can bo c6 trinh do dai hoc
hoac sau dai hoc, c6 kinh nghi€ém cong tac trong linh vuc xét nghiém tur 3
nam tro 1én.

- Nhén vién méi sau khi danh gia c6 két qua dat va tiép tuc dugc giam
st it nhat 3-6 thang trudc khi chinh thirc dugc thuc hién xét nghiém doc lap.

2. Co sé vt chat, trang thiét bi

2.1. Co sé vt chit:

- Phong xét nghiém can dap tng vé diéu kién an toan sinh hoc, hé
théng quan ly chat lugng phong xét nghiém (PXN) theo quy dinh hién hanh.

DPbi voi xét nghiém bang k¥ thuat PCR can 4 khu vuc/phong xét
nghi¢m riéng, bao gom: khu vyc/phong pha dung dich phan tmg (1), khu
vuc/phong tach chiét ADN (2), khu vuc/phong dat may PCR (3) va khu
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vuc/phong dién di (4). Dong cong viéc duoc thuc hién theo thit tu di chuyén
nhu sau: (1) =(2) = (3) = (4).

- Péi voi xét nghiém bang k¥ thuét realtime PCR ciing twong tu nhu
PCR, tuy nhién khdong c6 khu vuc/phong dién di.

2.2. Trang thiét bj

Bang 1: Trang thiét bi

S6 lwong TB can dung/KTXN

x PCR da moi realtime

Tén thiét bi Soi kinh | XN ban PCR
hién vi | nhanh | long/PCR
10ng

May ly tdm thuong 01 cai 01 cai 01 cai
Micropipette Ol cai| 01Dbo 03 bo 03 bo
T4 lanh bao quan mau 01 cai| 01 cai 01 cai 01 cai
Tu lanh bdo quan sinh 01 cai| 01 ca 01 cai 01 cai
pham
Ta ATSH cap 2 0l cai| Ol cai
Noi hap udt 01 cai| 01 cai 0l cai| Ol cai
May ly tim nho dé ban 02 cai| 02 cai
May ly tAm lanh toc d6 toi 0lcai| 01 cai
da 14 000 vong/phut
May vortex 02 cai 02 cai
Gia tich lanh 02 cai 02 cai
Gia ong 0,2 ml, 0,5 ml, 01 cai 02cai| 02 cai
1,5 ml
Tu thao taic PCR 01 cai 01 cai
May luan nhi¢t PCR 01 cai
May realtime PCR 01 cai
May 0 nhiét 01 cai 01 cai
May lam da vay 01 cai 01 cai
Hé thong may dién di 01 bo
Lo vi song 01 cai
Tu lanh am sau bao quan 01 cai 01 cai
mau huyét thanh
Tu lanh am sau bao quan 01 cai 01 cai
mau DNA
Tu lanh -20°C bao quan 01 cai| 01 ca 01 cai 01 cai
sinh pham
May do pH 01 cai 01 cai 01 cai
Gi4 lam 02 cai
Can dién tu 01 cai 02 cai 01 cai
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- Ho so thiét bi gdbm: hd so x4c nhan ban dau cua thiét bi, 1y lich thiét
bi, ho so hiéu chuan, bao dudng cua thiét bi, nhat ky theo ddi sir dung thiét
bi.

- C6 danh séach thiét bi, huéng dan str dung thiét bi.

- P40 tao cho céc nhan vién van hanh thiét bi theo dtng huéng dan.

3. Biao dam chit lwgng xét nghiém

3.1. Trwée xét nghiém:

3.1.1. Pam bao chit lugng méu diu vao:

- Loai mau Mau toan phan dugc thu thap tur d6i twong ngudi dan séng
trong vung sOt rét luu hanh, hoac ngh1 ngo mac s6t rét mau toan phan trong
6ng chdng dong, mau mau kho trén gidy tham, lam mau nhudém giemsa.

- B4o quan mau: Mau mau toan phan, mau dugc bao quan trong chat
chéng dong phai dugc bao quan & diéu kién 2-8°C chuyén vé phong xét
nghiém va thyc hién xét nghiém trong vong 3 ngay; bao quan ¢ nhiét do -

20°C dén -70°C ti da 01 nam. Mau mau kho trén glay thAm va lam méau
duoc bao quan ¢ nhiét d6 méi trudong, chdng mébe, chong tac dong cua con
trung gay hai.

- Kiém tra chat lugng mau: mau khong bi d6 v&, dung loai mau cho
yeu cau xét nghiém, mau dam bao nhiét d§ khi van chuyen, chét luong tbt,
du thé tich mau cho xét nghiém.

- Kiém tra thong tin trén tuyp mau c6 trung khop vai thong tin bénh
nhan trong phiéu giri mau hay phiéu yéu cau xét nghiém.

- Thong bao ngay cho don vi giri bénh pham trong truong hop bénh
pham duoc guiri khong dam bao chat luong va luu hd so. Néu hay mau thi
tuan theo quy trinh hily mau theo muc 3.3.1cua huéng dan nay.

3.1.2. Hi¢éu chuin hi¢u chinh may méc/Trang thiét bi

TAt ca cac trang thiét bi can thyuc hién viéc hiéu chuan, hiéu chinh, bao
dudng theo quy dinh. Cuy thé nhu sau

- Hang nam lap danh muc cac may moc TTB can hiéu chinh, hi¢u
chuan, bao dudng: bao gom cic thong tin vé tén trang thiét bi, tiéu chi can
hiéu chinh, hiéu chuan, thoi diém, tan suat hiéu chinh, hiéu chuan

- P4u thau lua chon cac nha thau c6 du nang luc dé tién hanh cac hoat
dong trén.

- Hiéu chuan thiét bi, bao dudng céc trang thiét bi: Pic biét 1a cac
trang thiét bi phuc vu cho hoat dong thu thap va bao quan, lvu trit mau: nhu
t an toan sinh hoc, ti lanh bao quan mau, cac thiét bi do nhiét do, d6 am
moi truong.

- Panh gia thiét bi sau hiéu chuén.

3.1.3. Kiém tra chat lwgng hoa chit sinh phéim & vat tu tiéu hao

- Hoa chat, sinh pham, vat tu tiéu hao sir dung trong cac xet nghiém
phai dugc bao quan theo khuyen c40 ctia nha san xuat dé dam bao tinh 6n
dinh cua hoa chat/sinh pham.

- Hoéa chat, sinh pham, vat tu tiéu hao khi nhan vé phai dugc kiém tra,
danh gia chat luong.
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- Panh gia chét lugng hoa chat, sinh pham, vat tu tiéu hao:

+ Céc loat hoa chat, sinh pham, vat tu tiéu hao khi nhan vé déu phai
dugc kiém tra.

+ Quan sat bﬁng mét thuong xem cac 1o hoa chét, sinh phém, vat tu co
bat thuong khong, vi du nhu bat nép, 10 1i, van duc, thay ddi mau séc.

+ Kiém tra mdi 16 hoa chat, sinh phidm theo bd mau gdm 2 mau duong
va 1 miu 4m cua tdc nhan ma phong xét nghiém dang thuc hién theo quy
trinh xét nghiém.

+ Pha ché hoa chat, sinh phdm theo hudng dan an toan hoa chét sinh
pham va huéng dan cia nha san xuat.

- Vit tu héa chit duoc quan 1y theo dung theo quy dinh va dam bao su
san co cho viéc thuc hién xét nghiém.

3.2. Trong xét nghiém

3.2.1. Ngi kiém

Thuc hién ndi kiém dinh ky trong: st dung cac chiing chuin (chung
am, chimg duong, ching noi kiém), bo lam mau trong mdi 1an tién hanh thu
nghiém, xét nghiém.

Két qua cia cac xét nghiém chi dugc ghi nhan khi:

- Chung duong: cho két qua duong tinh

- Chung am: cho két qua am tinh

- Chung noi kiém: cho két qua diing yéu cau ciia bd sinh pham

3.2.2. Danh gia tir bén ngoai

Tham gia danh gia tr bén ngoai (ngoai kiém, lién phong hodc phong
xét nghiém tham chiéu) va thue hién hanh dong khic phuc khi két qua khong
dat.

3.3. Sau xét nghiém:

3.3.1. Bio quan, luu trir miu bénh pham:

- Luu trit cac mau vat duge xac dinh theo quy trinh chuin

- Tuy theo loai mau xét nghiém ma phuong thirc xir Iy mau va bao
quan mau 13 khac nhau.

- MAu mau da dugc tron déu trong EDTA chi bao quan ¢ 2°C — 8°C
khong qué 24 gio, khong dé mau mau chua xir Iy & y trong tu da hodc tu &m
sau. Trong truong hop luu gitr 1au hon phai xur Iy mau va bao quan ¢ -20°C.

- Mau mau thu thap trén gidy thim Whatman c6 chat hat am duoc bao
quan trong diéu kién nhiét do khong qua 30°C trong thoi gian 6 thang. Néu
can bao quan 1au hon thi phai boé chat hat am di va giit & nhiét 6 -20°C.

- MAu ADN sau tach chiét dugc bao quan & nhiét do 2°C -8°C trong
10 ngay hodc -20°C trong thoi gian luu gitr lau hon.

- Mau sau khi dugc xir ly co thé chia nho ra cac 6ng mai dé thuan tién
cho viéc str dung va luu trt, tat ca cac ong ma&i phai c6 ma glong nhu mau
goc ban dau hodc chta cac thong tin dé c6 thé truy ra ngudn géc mau ban
dau.

- Sau khi tién hanh xét nghiém cac don vi phai luu giir phan con lai
cia mau xét nghiém.
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- Phan mau luu phai bao quan ¢ cac diéu kién giéng nhu da bao quan
mau ban dau. Cac thong so vé diéu kién bao quan mau va moi truong phai
dugc ghi vao sb theo doi. Tach biét voi cic miu sau xét nghiém véi mau
trude xét nghiém.

- MAu tra lai khach hang: néu khach hang yéu cau tra lai mau thi sau
khi xét nghiém tra lai mau cho khach hang va ghi nhan vao sb theo déi miu
Mau xét nghiém phai dugc luu trong diéu kién thich hop dé ¢ thé thyc hién
xét nghiém lai khi ¢6 yéu cau.

3.3.2. Thanh Iy miu/ Hily miu

- Hity mau bénh pham trong céc trudng hop sau:

+ Mau bénh pham bi tir chéi (khong dat tiéu chuan).

+ MAu bénh pham hét thoi han luu giir.

- Cho bénh pham can hay vao tai rac thai y t&, budc miéng tai. Str dung
tai nhwa hap duogc, khong bi 1o i, ¢6 quy dinh mau sic va ky hiéu 1 rang
trén tai dé dyng mau bénh pham.

- Dan bang dinh chi thi nhiét.

- Hap uét tai 121°C/30 phit.

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

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

4. Poc va danh gia két qua

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

- Phai kiém tra cac két qua cia mau chung théa man diéu kién (tuy
theo phuong phap ap dung) méi tién hanh danh gia két qua trén mau bénh
pham xét nghiém.

- Néu chimng khong dat thi khong duoc dénh gia két qua xét nghiém
ctia mau bénh phﬁm ma phai thuc hién lai xét nghi€ém,; can tién hanh kiém tra
lai qua trinh xét nghiém bat dau tir khau chuan bi, tinh trang cia mau chimg
dé tim hiéu rd nguyén nhan can khac phuc.

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

5. Thuc hién xac nhan lai gia tri sir dung phwong phap xét nghiém

Tham khao muc 5, Phan I, Hudng dan xét nghiém bénh cum.

I11. Phuwong phap xét nghiém

Bénh phém lam xét nghiém xac dinh nhiém ky sinh tring s6t rét 1a
mau toan phan, ngoai ra hién nay dang phat trién cac xét nghiém c6 mau
bénh pham 14 phén, nugc tiéu va nude bot. Cac phuong phap xét nghiém xac
dinh ky sinh tring sot rét dugc thé hién trong so dd bén dudi
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Bénh phim — Mau toan phan
MaAu diu ngoén tay, mau tinh mach

Luu trir, van
chuyén vé

PTN
Test nhanh Lam lam mau : ‘A
’ . N Tach chiét ADN
Nhuém Glémsa PCR (PCR léng, PCR da Real-time P(;R
Soi kiém tra, dém mdi. ban 1dng) (xac dinh giong

v va loat KST)
\ /

Két qua dinh tinh Két qua dinh luong

So d6 1. Cac phwong phap xét nghiém dung cho chan doan ban dau va
khang dinh cé ky sinh trung sot rét.

1. Phwong phap xét nghiém lam mau nhudm giém sa soi trén kinh
hién vi quang hoc

Pay la k¥ thuat ban dau, pho bién nhat trong phét hién ky sinh tring
s6t rét; hién tai duogc coi 1a chuan vang trong viéc phat hién KSTSR. Két qua
xét nghiém duoc tra 101 sém trong vong 2 gid sau khi 14y mau. Néu lan dau
xét nghiém 4m tinh, ma van con nghi ngd ngudi bénh bi sét rét thi phai xét
nghiém thém 2-3 1an nira, mdi 1an cach nhau 8 gid hodc ldy mau vao thoi
diém nguoi bénh dang 1én con sdt. Ngudng phat hién khoang 50-100
KST/plmau dau ngoén tay. K¥ thuat c6 tiéu chuan xét nghiém chuin cia
WHO, c6 cac huéng dan danh gia theo quy dinh cia WHO.

1.1. Pham vi ap dung

Phuong phap nay ap dung cho viéc xet nghiém ky sinh trung sOt rét
trong mau mau mao mach, thu thap tur dau ngdn tay; hodc mau tinh mach
bang cach nhan dién hinh thai cta ky sinh tring s6t rét dudi kinh hién vi
quang hoc.

1.2. Nguyén ly

Duya vao su khac biét vé hinh thai cac loai ky sinh trung (kich thudc,
hinh dang, s6 lugng cac co quan trong té bao KST, mau sic cua nhan va
nguyén sinh chat) dudi kinh hién vi dé xac dinh va phan biét cac loai ky sinh
trung sbt rét gay bénh trén ngudi.
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1.3. An toan sinh hoc

Tuan tha theo cac yéu cau va hudng din vé vé an toan sinh hoc theo
quy dinh hi¢n hanh.

1.4. Thuc hién xét nghiém

1.4.1. Méu bénh phim

- Méu dau ngén tay: lau bo giot mau dau

- M4u tinh mach bao quan trong chat chdng dong

- Mot lam mau giot day: 6 ul

- Mt lam mau giot mong can: 2 pl

- Mau nén duoc tién hanh 1am lam méu ngay sau khi 1dy mau, hodc
bao quén tdi da & nhiét do 2-8°C trong 48 gid.

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

a) Dung cu

- Lam kinh sach;

- Lam kéo chuan (canh lam phing, nhin, vat 2 gbc & dau lam);

- Kim chich méau vé khuan;

- Gidy tham lam;

- Giay loc;

- But viét kinh khong phai;

- Hop dung lam;

- Hop dung bong (01 hop bong kho, 01 hop bong con);

- Hop dung rac thai y té;

- May sy toc (néu co);

- May dém;

- Ong dong loai 10ml, 500ml;

- Cbc ¢6 mo loai 50ml, 100ml;

- Diia thuy tinh;

- Pipet nhya loai 3ml;

- Phéu thuy tinh;

- Bong ho hen gio;

b) Héa chat

- Dau soi;

- Giemsa mg;

- Dung dich d¢ém PBS;

- Con Ethanol;

- Con Methanol;

1.4.3. C4c buéc tién hanh

a) K¥ thuét 1am lam mau tim ky sinh trung st rét

- Budc 1.Dién cac thong tin co ban cta bénh nhén:

+ Ghi du cac thong tin can thiét vao phiéu xét nghiém KSTSR va sb
x¢t nghi¢ém KSTSR

+ Dung but viét kinh khong phai ghi s6 hiéu ctia bénh nhan vao % dau
lam;
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- Budc 2. Sat trung noi chich mau: dung bong con sat khuan dau ngon
tay thu tu (k€ tir ngédn cai), tré nho sat khuan ¢ ngon chan céi theo vong tron
tir trong ra ngoai va dé kho ty nhién.
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- Buge 3. Chich mau: chich nhanh, sdu khoang 2mm va dung bong
kho lau bo giot mau dau.

Hinh 2: Chich mau
- Budc 4. Lay mau: bop nhe ngén tay dé mau trao ra, 1ay khoang 2ul
mau cé kich thudc bang @ vao giita lam kinh va 6pl c6 kich thudc @ bang
vao Y4 con lai ctia lam kinh. Dung bong kho dé cam mau.

Hinh 3: Lﬁy mau

- Budc 5. Dan mau:

+ Véi giot mau mong;:

Pit lam mau trén mit phang chac chan hodc trén gia lam;

bat mot canh cia lam kéo méu 1é€n lam kinh ¢6 giot mau tao thanh mot
goc 459

Kéo tir tr cho lam kéo mau cham vao giot mau, dé cho mau lan theo
giao tuyén cta 2 lam kinh;

Cho cho mau lan ra gén hét canh cua lam kéo mau, déy nhanh déu va
nhe tay lam kéo mau vé phia dau kia ctia lam kinh chira mau;

Hinh 4: Dan mau gigt méng
+ V6i giot mau day:
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bat tiéu ban mau trén mat phéng chic chin hoic trén gia lam;
Dung mét goc lam khac dan mau theo 1 chiéu, xoay tron khong qué 6 vong,
duong kinh khoang 1 cm.
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Hinh 5: Dan mau giot day

- Budce 6. Lam kho lam mau:

+ Pé kho lam mau ty nhién trén mot mit phang hoic bang cach say
lam (sdy nhe bang may sy toc & mic nhé nhat, dat lam kinh cach dau may
sdy 25 — 30 cm) tranh bui, tranh c6n tring in mau;

+ Sau khi giot mau kho, dung but chi ghi s6 hiéu lam mau va ngay lay
mau vao phan day nhét cua giot mau mong.

Hinh 6: Ghi s6 hiéu lam mau

b) K¥ thuit nhudém lam mau tim ky sinh trung sot rét

- Budc 1.CH dinh giot mau mong:

+ Pé nghiéng lam mau 45°, giot mau mong quay xubng dudi;

+ Dung pipet nhd con methylic Ién trén giot mau mong hodc nhing
phan giot mau moéng vao cdc co con dé 3 - 5 gidy;

+ C&m lam méau 1én gia cai lam, dé kho tu nhién.

- Buéc 2.Pha dung dich nhuom:

+ 01 lam giot mau day can 01ml dung dich Giemsa nhudm;

+ 01 lam giot mau mong can 1,5ml dung dich Giemsa nhudm.

+ Pha dung dich Giemsa 4%

+ Pha dung dich Giemsa 10%

- Budc 3. Nhuom lam mau:

+ Xép lam lén gia nhudom lam: khoang céach gitta cac lam cach nhau it
nhat 0,5 cm, giot dan quay vé cung 1 phia, gia lam dé trén mat phang;

® & & =
Hinh 7: Hinh xép lam mau trén gia
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+ Xép lam 1én gia nhuém

+ Nho dung dich Giemsa di pha 1én toan bd phan lam c6 mau (Nho
hét lwong dung dich Giemsa, khong dugc cham dau pipet vao lam mau va
tranh tao bot)

Hinh 8: Nhé dung dich Giemsa 1én miu

+ Nho dung dich Giemsa nhu¢m Ién lam mau

+ Pat dong hd hen gio dé tinh thoi gian nhudm lam:

+ Thoi gian nhudm 1a 40 - 45 phat voi ndong do dung dich Giemsa
nhuom 4%;

+ Thoi gian nhudém 1a 8 - 10 phut v6i nong do dung dich Giemsa
nhudém 10%;

- Budc 4. Rtra lam sau khi nhudém:

+ Pua gia lam vao voi nude chay nhe, giot dan quay vé phia voi nudce
chay cach voi khoang 3 dén 5 cm;

Hinh 9: dwa miu di nhé dung dich Giemsa dwéi voi nude chiy nhe

+ Rira lam sau khi nhuom

+ Rira dén khi nude trong hodc hét vang, cin 13 duoc;

+Cam lam mau 1€n gia phoi lam (mat c6 mau quay xudng dudi tranh
bui ban, 4nh nang truc tiép) dé kho tu nhién. Trong truong hop can c6 két
qua nhanh c6 thé sir dung may sdy toc dé 1am kho lam;

Hinh 10: dua miu di nhé dung dich Giemsa dud6i voi nwée chiay nhe
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+ Cam lam 1én gia sau khi nhuém xong

¢) K§ thuit soi va dém ky sinh tring sot rét

- Budc 1. Chuén bi:

+ Nho 01 giot dau soi 1én giot mau day va 01 giot ddu soi vao phan
dudi cua giot mau mong trén lam kinh;

+ Pit lam kinh 16n mam kinh hién vi, nhin lam quay vé phia tay trai;

+ Diéu chinh lam mau vé gitta mam kinh (thang truc quang hoc), soi
giot mau day trudc, giot mau mong sau;

+ Lay vi truong ¢ vat kinh 40X;

+ Chuyén tir vat kinh 40X sang vat kinh 100X, diéu chinh bc vi cap
dé 1y vi trudng voi hinh anh 16 nét.

- Bué6c 2. Cach soi va dém KSTSR trén lam mau:

+ Céch soi va két luan lam mau:

+ Di chuyén sa truot dé soi lam mau tir dudi 1én trén, tir trai qua phai

pirdin —_ | Wl I
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Hinh 11:: Soi lam giot mau day

+ Di chuyén sa truot dé soi lam mau tir trai qua phai tir dudi 1én trén
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Hinh 12:Soi lam giot mau mong

+ Vi lam mau giot mong can uu tién soi ¢ 2/3 dudi cua lam mau;

+ Thoi gian va sb vi trudng can phai soi dé két luan 01 lam mau:

Vi lam méu giot day soi 200 vi truong trong 10 phut néu khong phat
hién ky sinh tring thi két luan 1a: Khéng tim thy ky sinh tring. Néu tim thiy
ky sinh trung thi dua vao bang phan loai hinh thé trong b lam miu va trong
b tranh ky sinh tring dé két luan d6 1a loai ky sinh trung loai nao;

Trong nhiing truong hop nghi ngo bénh nhan sOt rét khi soi 200 vi
truong chua phat hién thay ky sinh tring sot rét thi nén soi hét dién tich cta
phan lam c6 mau méi két luan;

d) Cach dém KSTSR trén lam mau:

- Pém thé vo tinh ky sinh tring sbt rét trén lam giot mau day:

+ Pém tit ca cac thé vo tinh, dém riéng biét. Khong dém thé giao bao
trir trudng hop yéu cau.
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+ Phuong phap tinh mat do ky sinh tring sot rét trén 1pl mau, dya vao
) lugng bach cau chuan:

So lugng bach cau chuan duoc quy dinh la 8.000 BC/pul;

Dung 2 may dém: mot may dém KST, mot may dém bach cau;

Pém s6 bach cau va sb KST trén mdi vi truong;

DPém ky sinh trang tir trai qua phai, tir dudi 1én trén, cach 5 vi trudng
dém 1 vi trudng, dé tranh bo sot hodc 13p lai dam bao tinh ngau nhién trong
qua trinh dém;

W
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Hinh 13: Pém ky sinh trang trén lam giot mau day

- Pém ky sinh trung trén lam giot mau mong:

+ Chi dém ky sinh tring trén lam giot mau mong khi khong thé thuc
hién dugc trén lam giot mau day. Phuong phép nay con dugc thuc hién khi
udc tinh mat do KST qué day trén 80.000 KST/ul, twong duong vai 100
KST/ul trén lam giot méu day.

+ Thuc hién nhu bude 1 trén giot mau day.

+ Cach dém s6 luong thé vo tinh ky sinh tring sdt rét trén giot mau
mong;:

o Pém ky sinh tring ¢ 40 vi trudng, s6 luong hong cau wdc tinh trén
mdi vi trudng khoang 250 hong cau 240 x 250 = 10.000 hong cau;

o Dung 2 may dém: mot may dém KST, mot may dém hong cau;

o Pém toan bo s6 hong cau va sé KST trong vi trudng;

o Pém ky sinh trung tr trai qua phai, tir dudi 1én trén, cach 5 vi
truong dém 1 vi trudng, dé tranh bo sot hodc ldp lai dam bao tinh ngiu nhién
trong qua trinh dém;
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Hinh 14. Pém Ky sinh trung trén lam giot mau méng
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o B6 lam méau ra khéi mam kinh.

o Up mat lam mau c6 dau 1én gidy tham.

o Lau vat kinh dau bang gidy thAm tdm con Ethylic.

o Pua kinh vé tu thé nghi.

o Xép lam méu vao gia, luu trit theo quy dinh.

o Thu don dung cu, vat tu thi nghiém vao dung vi tri theo quy dinh
cua phong xét nghiém.

Ghi két qua dém vao mau

1.5. Phién giai két qua xét nghiém

1.5.1. Poc két qua xét nghiém

Panh gia mot lam mau dat yéu cau:

- Mau phai dan déu, khong qua day hodc qua mong, khong c6 vét xudce
doc ngang, khong loang 16;

- Soi trén kinh hién vi phai thdy mot 16p hong cau dai déu xép lién
nhau khong chdng 1én nhau cting khong cach xa nhau (giot mong). Cac héng
cau dugc dung dai hét, mdi vi trudng cé tir 15 dén 20 bach cau (giot day);

- Giot mau dat tiéu chuan phai c6 kich thudc 2,5cm theo chiéu dai cua
lam va cach déu 2 mép lam 2mm (giot mong) va mau dan déu, khong ran
ntt, duong kinh khoang 1 cm, cach déu 2 mép lam (giot day).

1.5.2. Phién giai két qua:

- Ky thuat vién ghi két qua vao biéu m?lu nhu sau

- Néu khong tim thay ky sinh trung sOt rét: am tinh (-).

- Néu tim thay ky sinh trung sOt rét, ghi két qua theo thir tur: loai, thé,
mat d6 ky sinh tring st rét theo hé thong déu cong.

Vi du:

o Ft's +g++
o Vtt++s+g+
o Ft™s'g"'Vit+s+g+

- Trong mét s6 tinh hudng cu thé ¢ thé ap dung tinh theo cong thirc &

dudi

Bang 2: Vi du vé ni dung thong tin mau cian ghi
S Két P.f Py P.o P.m Pk ~
TT | hicu | B9 | qua | KST | BC Ghi
4 TD |GB|TD |GB |TD |GB | TD | GB | TD | GB | chu

; Tén £
mau dém

1 1A | A 4000 | Ft 200 | 100

2 2A | B 4040 | Vt 200 101

3 3A | C 4640 | FtVt | 200 | 56 60

- Trén thyc té ciling c6 thé gip nhiing bénh nhan cung mot lac nhiém
hai hodc nhiéu loai ky sinh tring thi két luan 14 nhiém phéi hop.

- B4o cdo két qua ghi phuong phap duoc kém theo biéu mau

- Panh gia mat do ky sinh tring theo phuong phap dém

- Pém KSTSR trén lam giot day:
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+ Néu dém duogc 200 bach ciu ma sb luong KST > 100 thi dung lai va
ap dung cong thuc:

S6 lwgng KSTSR dém duge x 8000
KSTSR/ul =

S luong bach cau da dém

+ Néu dém 200 bach cau ma s6 lugng KST < 100 phai tiép tuc dém
cho dén 500 bach cau mdi ap dung cong thirc trén dé tinh s6 KSTSR/ul;

+ Truong hop mat d6 KSTSR trén lam nhiéu: dém chwa du 200 bach
cau ma s6 luong KSTSR > 500 thi dirng lai va ap dung cong thirc trén dé tinh
s6 luong KSTSR.

- Pém KSTSR trén lam giot mong:

+ 86 lugng KST/ul mau trén lam giot mau mong lién quan t6i sé luong
héng cau chuan (sé lugng hong ciu chuan theo WHO khoang 5.000.000
héng cau/ul);

+ Cong thire tinh s ky sinh trung/pl mau:

S lugng KSTSR dém duoc x 5.000.000
KSTSR/ul =
10.000

- Panh gia mat do ky sinh tring theo hé thong dau cong:

+ Phuong phap nay chi ap dung khi khong thé thuc hién dugc phuong
phap tinh mat d6 KSTSR/pul mau, véi diéu kién 1 vi truong chuan ¢ 15 — 20
bach cau;

+ Pé xac dinh dugc mat do KST, phai soi tdi thiéu 100 vi truong;
Phuong phap danh gid mat do ky sinh tring theo hé thong dau cong duoc
thuc hién nhu sau:

+ =1-10 KST/100 vi truong;
++ =11-100 KST/100 vi truong;
+++ =1-10KST/ 1 vi truong;
++++ =trén 10 KST/ 1 vi truong;

1.5.2. Nhén dinh két qua xét nghiém

Truong hop két qua xét nghiém khong rd rang nhu phan phién giai &
trén, néu nghi ngd c6 thé yéu cau thém 2 k§y thuat vién xét nghiém lai lam
mau (budc doc dudi kinh hién vi). Két qua cudi cing duoc dua ra khi c¢6 2
k¥ thuat vién c6 két qua gidng nhau; dong thdi yéu cau xét nghiém kiém dinh
bang cac k¥ thuat khac nhu test nhanh hoic PCR, realtime-PCR, néu c6 2/3
xét nghiém c6 két qua twong dong thi két luan theo két qua nay.

1.5.3. Ghi chép va bio cao két qua xét nghiém

- Hoan thanh biéu miu két qua chan doan st rét bang k¥ thuat xét
nghiém lam mau nhu¢m Giemsa.

- Nhép két qua xét nghiém vao so theo doi.

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

109




- Ngudi kiém tra s& kiém tra lai két qua trude khi bao cdo ngudi phy
trach PXN.

2. K¥ thuit xét nghiém chan doan nhanh phat hién sét rét (Rapid
diagnostic Test - RDTs)

K§ thuat duoc ap dung trong cac trudng hop noi khong ¢6 kinh hién
vi, thon ban cach xa diém kinh hién vi trén mot gi0 di bo, truong hop céc can
b6 khong dugc dao tao vé k¥ thuat xét nghi¢ém KST SR trén kinh hién vi; va
dé chan doan nhanh khi can thiét. Két qua xét nghiém véi xét nghiém chéan
doan nhanh xac dinh sbt rét chi co6 ¥ nghia voi cac test phat hién khang
nguyén, khong sir dung xét nghiém khang thé dé chan doan mac sot rét. Két
qua xét nghiém duoc tra 101 sdm trong vong 15 phut sau khi 1ay mau. C6 thé
1ap lai xét nghiém nhu giéng voi trudng hop xét nghiém bang k¥ thuat nhuom
giém sa, soi kinh hién vi. Ngudng phat hién khoang 50-100 KST/ul mau dau
ngon tay.

K¥ thuat xét nghiém c6 khuyén cao cia WHO; test thir 13 cac bo sinh
pham di dugc thuong mai hoa trén thi truong c6 ngudng phat hién, do nhay,
do déc hi¢u cua hang. Hoa chét sinh pham tuy theo timg hang cung cip tron
bd trong b sinh pham.

2.1. Pham vi ap dung

Phuong phap nay ap dung cho viéc xet nghiém ky sinh trung sOt rét
trong mau mau mao mach, thu thap tu dau ngon tay; hodc mau tinh mach
bang cach nhan dién khang nguyén cta ky sinh tring sbt rét qua phan tng
mién dich khang nguyén, khang thé.

2.2. Nguyén ly

Khang thé dic trung cia ngudi voi timg loai ky sinh tring sét rét duogc
gan Ién cac que thir c6 kha ning két hop dic hiéu véi khang nguyén — protein
cta ky sinh trang sot rét.

Néu trong mau mau xét nghiém cé cac loai ky sinh trung dic hiéu thi
khang nguyén sé& két hop véi khang thé tao ra cac vach duong tinh c6 mau.
Tuy theo timg hing san xuat khac nhau, c6 thé co cac khang thé tong hop
khac nhau: trong trudng hop sinh pham chan doan nhanh ciia hang SD: SD
Bioline Malaria Antigen P.f/P.v: cic khang thé tong hop s& phat hién HRP-
II (Histidine-rich Protein II) diac hiéu v&1 P.falciparum va pLDH
(Plasmodium lactate dehydrogenase) dac hi¢u véi P. vivax trong mau nguoi.

2.3. An toan sinh hoc

Tuan tha theo cac yéu cau va huéng din vé vé an toan sinh hoc theo
quy dinh hién hanh.

2.4. Thuc hién xét nghiém

2.4.1. Mau bénh phim

- Mau dau ngén tay: lau bo giot mau dau, mau tinh mach bao quan
trong chat chdng dong

- M6t xét nghiém chan doan nhanh can: 5 ul mau

- Mau nén dugc tién hanh xét nghiém ngay sau khi lay mau, hoic bao
quan t6i da ¢ nhiét 4o 2-8°C trong 72 gio.
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- Néu khong xét nghiém ngay thi mau thir phai dé trong tii lanh 2-8°C
va néu qua 3 ngay mau thtr phai duoc 1am dong da. Mau thir phai dugc dé ¢
nhiét do phong trudc khi st dung. Cac miu thir nghiém da cat gitta qué 3
ngay c6 thé c6 phan tng khong dic hiéu.

2.4.2. Dung cu, sinh phim, héa chit

Tuy theo ting bo sinh pham khac nhau c6 cac dung cu va héa chat
khéac nhau. Ddi v6i bo sinh phém SD Bioline Malaria Antigen P.f/P.v, mdt
bd sinh pham déng goi 10 test thir cu thé nhu sau:

- 01 tai kim chich mau: 10 kim

- 01 thi bong con: 10 tai nhém c6 bong con

- 01 t0i pi pét 1y mau: 10 pipette

- 10 t6i nhom dyng que tht: 01 que thi, 01 thi chdng 4m

- 01 lo dung dich dém thtr: 5 ml

- 01 ban huéng dan sir dung

Khong st dung bo sinh phém x¢t nghiém néu tai nhém dung bi rach,
héng, hoidc chd han bi hé.

DPé b6 sinh phém 0 noi khong bi céc loai con trung, sau bo, mbi mot,
chudt hoac suc vat nuoi pha huy.

Khi van chuyén hodc bao quan tranh tiép xuc véi nhiét do cao (> 45°C)
qua 1 tuan.

Mbi que thtr chi str dung cho mot ngudi.

Khéng tron 1an cac thuéc thir cta cac 16 khac nhau.

Khéng dé que thir tlep xUc tryuc tlep vOi anh sang mat troi, hoi nong.

Khéng dé que thir gan tuong, tran nha hodc noi 4m wdt nhu nén nha.

2.4.3. Cac buéc tién hanh

Mau 13 mau dau ngén tay:

Buéc 1. Ghi nhan thong tin cta bénh nhan vao phiéu xét nghiém, di
gang tay

Hinh 15: Di giang tay o
_ Bwdc 2 chich mau: Lau sach ngon tay nguoi dugc lay mau bang bong
con, dot con kho roé1 chich mau:

\ ¢

Hinh 16: Lam sach dau ngén tay
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Dung kim chich, chich vao dau ngoén tay vira sat tring
- L
—

Hinh 17: Trich mau diu ngoén tay

Buwéc 3 1dy mau:

- P6i v6i mau dau ngdn tay: Dung pipét 1y mau nhing dau tron vao
giot mau, dé mau hat 1én dén vach dinh muc Sul.

- V6i mau toan phan trong ong chong dong: Liy méau & ti bao quan
ra, dé khoang 15 pht cho dén khi mau mau dat nhiét do phong. Dung pipét
lay mau nhung dau tron vao ong mau, dé mau hit 1én dén vach dinh mic 5ul

£y ifi

Hinh 18: Thu mau dau ngén tay

Buéc 4 xét nghiém:
Dé dau tron cua pipét vao giéng mau hinh tron — c6 ky hi€u chir “S”
roi an nhe

Hinh 19: An nhe dau pipét vao gieng
Nho 4 giot dung méi vao giéng dung moi hinh vuong

C Py I -
=3 Ak A
g o e 2 L

Hinh 20: Nhé dung moi

Két qua sau 15 phit tdi 30 phat, khong doc két qua sau 30 phit.
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2.5. Phién giai két qua xét nghiém

2.5.1. Poc két qua xét nghiém

Khong xuét hién vach tai vi tri “C” trong cura s6 két qua: que thu bi
hong, khong ghi nhan két qua. Chi ghi nhan két qua khi que thir c¢6 it nhat 1
vach do tai vi tri “C”, ltc d6 két qua dugc ghi nhan nhu sau:

- Mau am tinh: que thir chi ¢6 1 vach mau d6 tai vi tri “C” trong ctra
s6 két qua

B ey B ]

MALARIA
Ie}

- Mau duong tinh véi P faciparum: que thir co 2 vach mau dé tai vi tri
“P.f” va “C” trong ctra s0 ket qua

E
'
I

s
|

MALARIA
Pty

L3

- Mau duong tinh véi P.vivax: que thir ¢ 2 vach mau do tai vi tri “P.v”

va “C” trong ctra sO két qua
13 |

A A 4
LI D»s

MALARIA
PifEx

- Mau duong tinh nhiém phdi hop P.faciparum va P.vivax: que thir c6
3 vach mau dé tai vi tri “P.v”; “P.f” va “C” trong ctra s6 két qua

¥ PF
P
1 | =

A

MALARI A
PiiEx

2.5.2. Nhan dinh két qua xét nghiém

- Néu qua trinh xét nghiém tién hanh theo dung hudng dén:

+ Két qua xét nghiém c6 vach “C” ghi nhan két qua xét nghiém nhu
muc 2.5.

+ Két qua xét nghiém khong co vach “C” khong ghi nhan qua xét
nghiém.

+ Két qua x&t nghi¢m co6 vach “C”, nhung mo, tién hanh thu nghié¢m
thém 01 que thur nita — néu van c6 vach “C” mo thi van ghi nhan két qua -
nhung can ghi luu ¥ vao biéu mau ghi nhan két qua

+ Truong hop 1 bd sinh pham déng goéi 10 que thir ¢6 tir 2 que thir
hong (xét nghiém khong cé vach “C”) thi loai bo ca bo sinh pham do.
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- Néu nhimg bo sinh pham & thuc dia bi hong trudc thoi han sir dung,
c6 thé giri cac bo sinh pham vé don vi phan phdi dé danh gia song song voi
cac bo sinh pham cing 16 san xuat con luu tai PTN.

2.5.3. Ghi chép va bao cao két qua xét nghiém

- Hoan thanh biéu miu két qua chan doan sot rét bang k¥ thuat xét
nghiém test nhanh.

- Nhap két qua xét nghiém vao sb theo dbi.

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

- Nguoi kiém tra s& kiém tra lai két qua trudc khi béo cédo ngudi phu
trach PXN.

3. Phuwong phap xét nghiém xac dinh 4 loai ky sinh trung sot rét P.
falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale giy bénh cho nguoi trén mau
miu bang ky thuit phan wng chudi polymerase da mdi bian long
(Seminested Multiplex PCR)

3.1. Pham vi ap dung

Phuong phap nay ap dung cho viéc xet nghiém ky sinh trung sOt rét
trong mau mau mao mach, thu thap tu dau ngoén tay; mau tinh mach duoc
bao quan kho trén gidy thim hodc mau mau tuoi khong chong dong hodc
chéng dong v6i EDTA bang cach nhan dién gen dic trung cia ky sinh tring
sot rét qua phan Gng tong hop chudi polymerase.

3.2. Nguyén ly

Phuong phap nay nhan ban ADN dich (18s ribosome) dac trung cho
tung loai KSTSR gay bénh trén nguoi.

Qua trinh dugc thyc hién bang cach tién hanh 2 1an phan tng PCR voi
cac cap mdi khac nhau: phan img PCR 1dn mot nhan ban doan gen cho ky
sinh trung sét rét noi chung Plasmodium spp. va chimg duwong noi kiém 1a
doan gen ctia nguoi. Phan tng PCR 1an hai khuéch dai doan gen dic trung
cho timg loai ky sinh trung sbt rét P.falciparum, P.vivax, P.malariae,
P.ovale. Dién di san pham nhan ban trén gel agarose, nhuém mau ADN bang
Ethidium Bromide va quan sat dudi dén cuc tim (UV). Néu trong miu cd
gen dich dic trung cho ting loai ky sinh tring, trén bang gel dién di s& xuét
hién san pham nhan ban c6 kich thuéc phu hop voi do dai cua doan ADN
dich da dinh. Néu trong mau khong c6 gen dich, trén gel dién di khong xuat
hién san pham nhén ban hay san pham nhan ban c6 kich thudc khong phu
hop vdi1 doan ADN dich.

3.3. An toan sinh hgc

Tuan tha theo cac yéu cau va huéng din vé vé an toan sinh hoc theo
quy dinh hién hanh d6i véi Phong xét nghiém an toan sinh hoc cap II.

Thudc nhudém ethidium bromide 13 mot chat doc c6 thé gy ung thu
cho ngudi va dong vat. Do d6, khi sir dung hoa chat nay phai mang ging tay
va kinh bdo hg. Dung dich sau khi sir dung phai cho chay qua than hoat tinh
truée khi do bo hodc c¢6 bién phap xir Iy chuyén biét khéc.

Tham khéo cac thuéc nhuém khac an toan nhu Sybr Green, GelRed,
V.V.
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3.4. Thyuc hién xét nghiém

3.4.1. Miu bénh pham

a. Loai miu

Mau mau kho duge luu giit trén gidy thim Whatman 3 MM: 01 giot
mau c6 duong kinh 1,5 cm (twvong duong khoang 100 uL).

MAu méu toan phan trong éng chdng dong (EDTA) hoic khéng chdng
dong: 50 pL.

Mau xét nghiém ngay. Khi bao quan & nhiét do 2-8°C, xét nghiém
trong vong 3 ngay. Mau mau duoc bao quan ¢ nhiét ¢ -20°C co thé duoc
xét nghiém trong vong 1 nim. Mau mau duoc bao quan & nhiét ¢ -70°C co
thé duoc xét nghiém trong vong 3 nam.

b. Tach chiét ADN

Chudn bj dém tich chiét ADN bing QIAamp DNA Micro Kit:
- QIAamp DNA Micro Kit

- Ethanol (96-100%)

Tién hanh:

-Pém AVL:

+ Kiém tra dém ATL, dam bao dung dich dém dong nht.
-bém AWI:

+ B6 sung Ethanol (96-100%) vao chai d&m AW1 theo huéng dan cua
kit tach chiét.

+ Péanh diu trén nap chai da thém ethanol va ghi ngdy thang nim
chuan bi @&&m AWT1 trén chai.

+ Bao quan & nhiét 46 phong theo han str dung cta kit tach chiét.

-bém AW2

+ B6 sung Ethanol 96 - 100% vao chai AW2 theo huéng dan cua kit
tach chiét.

+ Panh dau trén nap chai da thém ethanol va ghi ngdy, thang, nim
chuan bi dém AW?2 trén chai.

+ Bao quan & nhiét d6 phong theo han str dung ctia kit tach chiét.

Chudn bi héa chit tich chiét ADN bing chelex:

- Cac hoa chat nay duoc bao quan trong ngin mat til lanh thudng nhiét
do tir 4°C dén 8°C

- Nuéc cat hai lan

- Chelex 100 (Chelex 100 sodium form, 50-100 mesh dry, pH: 4-14)

- Saponin: dang mudi khan dung cho sinh hoc phén ttr

- Dung dich PBS 1X: pH=7,2 £ 0,2.

Tién hanh:

- Chelex 10%: Pha dang dung dich 10% bang cach can 10 gam Chelex-
100 hat pha trong100 ml dung dich nudc khir ion bao quan ¢ nhiét 4o <20°C
trong vong 3 thang.

- Saponin 0,5%: can 5g Saponin hoa tan trong 1000 ml dung dich PBS
1X bao quan & 4°C dén 8°C trong vong 2 tuan.
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- PBS 1X: C6 thé mua dang PBS ban san trén thi trudng dang bot,
nudc hodc vién va sit dung theo hudng dan ciia nha san xuat hoic pha PBS
theo hudng dan sau:

+ Pha PBS 10X: Can chinh xé4c luong hoa chat theo bang dudi tuy
theo s6 luong dung dich can pha:

Biang 3: Pha héa chat PBS

Tén ho4 chat Phal lit Pha 2 lit Pha 4 lit
Na,HPO, 11,96g 23.92¢ 47 84g
NaH,PO4.H,0 2,56g 5,12g 10,24g
NaCl 87,66g 175,32¢ 350,64¢

+ Cho 500ml nudc cit hai 1an, tron déu trén may khuéy tur, chinh PH
7,2 bang HCI (1N) hodc NaOH (1N) sau d6 cho thém nuéc vira di dén 1000
ml. Bdo quan & 4°C trong vong 1 thang.

+ Pha PBS 1X:

Dung 6ng dong iy 100 ml dung dich dém PBS 10X vao dinh murc
1000ml (binh ¢6 co 1000ml).

Thém nudc cét.

Bao quan ¢ 4°C trong vong 1 tuan.

Chudn bj va xir Iy mdu

- LAy méu tlr noi bao quan (mAu can phan tich, mau ching)

- Ghi ky hiéu mau vao nap éng nhya 1,5ml

- Vi miu méau kho tir gidy thim

- Xu ly kim bam bang dung dich Javel 0,5%, rua lai 2 1an bang nudc
cat, rira 1an cudi bang con tuyét d6i, 1am kho bang cach bam gidy tham cimg
10 lan.

- Dung kim bam 3 18 ¢6 dudng kinh 5mm trén giot mau kho vao dng
1,5 ml d3 ghi ky hiéu mau.

- Xir Iy kim bam bang dung dich Javen 0,5%, rira lai 2 1an bang nudc
cét, rira 1an cudi bang con tuyét d6i, 1am kho bang cach bam gidy thdm cimg
10 lan.

- Véi mau 1a mau mau tuoi thi cho vao mdi éng 50 pl mau toan phan
Ctr 11 mAu méau phan tich, thi bd xung 1 mau chtrng am tach chiét. Khi miu
phan tich nhé hon 11, thi mdi 1an phan tich déu phai c6 mau chimg am tach
chiét.

Tdch chiét ADN:

St dung chung am tach chlet Mau gidy thim Whatman 3MM sach
(da tiet trung) duogc cat cung Vo1 mau trong qué trinh tich AND va chimg
duong noi tai: ADN ngudi ciia mau phan tich.

- Str dung dung dich 10% chelex-100

+ Cho 1000pl saponin 0.5% vao tuyp Eppendoft 1,5 ml chira mau

+ U & 56°C trong 30 phut trén may lic G nhiét kho véi toc do lac 900
vong/phut
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+ Ly tam & 12000/phit trong 5 phut, hat bo dich noi

+ Cho 1000 pl PBS vao tuyp miu, tron mau bang may tron voltex
trong 10 gidy v6i toc do lic 900 vong/phut. Ly tAm & 12000/phut trong 5
phut, hat bo dich ndi (1ap lai 3 1an).

+ Ly tdm 14.000 vong/phut trong 3 phut, hit sach dich noi.

+ Cho 1501 Chelex -100 10%, dit trong may lic u nhiét kho & 100°C
trong 10 phit véi téc do lic 900 vong/phut

+ Ly tam 10000 vong/phut trong 5 phut

+ Thu hét dich ndi c6 chira ADN vao tuyp 1,5ml sach di ghi ky hiéu
mau va ngdy va 16 tach chiét.

+ Bao quan ADN trong tii lanh séu < - 20°C cho dén khi st dung

- Str dung b6 sinh pham QIAamp DNA Micro Kit

+ Thém 180 pl dung dich dém nghién mau ATL vao ong 1,5 ml da co
mau.

+ Thém vao 20 pl Proteinase K, tron déu va ly tim nhanh.

+ Pit dng 1 ¢ nhiét d6 56°C/ 900 vong/phut trong 1 gid.

+ Ly tam nhanh.

+ Thém vao 200 pl dung dich dém ly giai AL, tron déu trong vong 10
giay.

+ Pit 6ng 0 ¢ nhiét dd 70°C/ 900 vong/phut trong 10 phat.

+ Ly tam nhanh.

+ Chuyén dich néi véo cot, ly tam tdc d6 8000 vong/pht, chuyén cot
sang 01 dng 2 ml méi.

+ Thém vao 500 pl dung dich dém rira 1 AW, ly tdm tbc d6 8000
vong/phut, chuyén cot sang 01 6ng 2 ml méi.

+ Thém vao 500 ul dung dich dém rira AW2, ly tam toc do 8000
vong/phut, chuyén cot sang 01 dng 2 ml méi.

+ Ly tdm & téc do 14.000 vong/phit/3 phit.

+ Dat cot vao trong 6ng 1,5 ml, Thém vao 50 ul dung dich dém hoa
tan AE.

+ Pay nap tuyp, dé ¢ nhiét do phong 5 phut, ly tim 14.000 vong/phut/2
phut thu 6ng ADN.

+ Béo quan ADN ¢ -20°C.

3.4.2. Sinh pham, héa chit, vt tw tiéu hao

a. Chirng va miu

- Mau xét nghiém 1a ADN duoc tach chiét tir phan trén

- Chung duong la ADN cua KST SR: P.falciparum, P.vivax,
P.malariae, P.ovale

- Chung am la:

+ Chtng am tach chiét

+ Chung trang cho phan tmg PCR lan 1: nudc cat dugce thém vao 6ng
dbi chung khi nap mau phan tmg PCR lan 1.
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+ Chtng tring cho phan tmg PCR lan 2: nudc cat duge thém vao dng
d6i chimg khi nap mau phan g PCR lan 2.

b. Héa chit, sinh pham vét tw tiéu hao dung cho phin ng PCR

- Nudc cét khi ion.

- bém PCR 10X

- dNTPs ndng d6 2 mM

- Mb6i UNR néng d6 25 uM

- Mbi PLF ndng do 25 uM

- Mbi HUF néng d6 1,5 uM

- Mbi FAR nong do 15 pM dén vach dinh mirc, day nap binh, tron déu
dung dich.

- Mbi VIR ndng d6 2,5 uM

- Mbi OVR ndng d6 6,25 pM

- Mbi MAR néng d6 3,12 uM

- Hot starTaq DNA polymerase (5 don vi/1pul)

¢. Mbi cho PCR ban 1ong

Bing 4: Trinh tw moi ciia phin tng PCR da méi ban 16ng

Mbi Ten Trinh tw mdi

‘ moi
Moi ngugc chung __ |UNR|GAC GGT ATC TGA TCG TCT TC
Mo~ xubl - glong|p g | A\GT GTG TAT CAA TCG AGT TTC
Plasmodium
Moi xudi ngudi HUF | GAGCCGCCTGGATACCGC
Moi xudi P.falciparum FAR |AGT TCC CCT AGA ATA GTT ACA
Moi xudi P.malariae 11\{/[A GCCCTCCAATTGCCTTCTG
Mi xubi P.ovale OVR gCA TAA GGA ATG CAA AGA ACA
Moi xudi P.vivax VIR |AGG ACT TCC AAG CCG AAG C

3.4.3. Tién hanh thyc hién phan tng PCR lin 1

a. Chuan bi hdn hop dung dich PCR lan 1: Thuc hién tai phong
chuan bi phan tmg PCR.

- Léy hoa chét tir ta -20°C ra, dé tan d4 & nhiét do phong (ngoai trir
Taq DNA polymerase). Tron déu cac 6ng hoa chat bang may vortex 10 gidy
& toc d6 900 vong/phit va ly tAm nhanh ¢ toc d6 8.000 vong/phut trong 15
giy.

- Chuan bi va ghi ky hiéu mau 1én 6ng PCR theo danh sich mau phan
tich, mau ching dwong va chimg am theo biéu mau

- Tron thanh phan phan tng PCR trong dng 1,5 ml theo bang sau
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Bang 5. Pha dung dich phan img PCR lan 1- PCR da méi ban 1ong

Héa chit cho PCR 1 Thé tich Th§ tich cho N
, (1) phén ing (ul)
Nudc cat khir ion 29,8 29,8 x (n+1)
Pém PCR 10X (MgCl, 15mM) 5 5x (n+1)
dNTPs (2mM) 2 2 x (nt+1)
Moi nguoc UNR(25 uM) 1 1 x (n+1)
Moi xubi PLF(25 pM) 1 1 x (n+1)
Moi xudi HUF(1,5 uM) 1 1 x (n+1)
Hot star Taq DNA polymerase
(5 don vi /u?) POty 0,2 0,2 x (n+1)

- Cat c4c hoa chat vao ti lanh & diéu kién -20°C

- Tron déu hdn hop dung dich PCR bang may vortex 10 gidy o toc do
900 vong/phut va ly tim nhanh & toc d6 8000 vong/phut trong 15 gidy.

- Chia déu hdn hop cho cac dng phan Gng véi thé tich 40 pl.

b. Nap méu; Thuc hién tai phong tach chiét va nap mau

- Lay cac ong miu ADN trong ti lanh -20°C ra, dé tan d4 ¢ nhiét do
phong, ly tim nhanh & téc d6 8000 vong/phit trong 15 giay.

-Lay 10 pl dung dich ADN khu6n cho vao 6ng hdn hop phan tng theo
dung ky hiéu mau tir biéu mau

- Lay 10pl nuée cat khir ion vao dng chimg trang.

- Ly 10ul ADN chung duong cta 4 loai ky sinh tring sét rét cho vao
cac dng ching duong tuong Gng.

- Cat mau ADN khuén con lai vao ta lanh sau <-20°C.

Chu y: ctr 11 xét nghiém thi ¢6 1 miu ching am tach chiét, mdi lan
tién hanh PCR déu bat budc c6 ching tréng va chimg duong. Trinh ty cac
mau sap xep nhu sau: mau xét nghiém, mau ching am tach chiét, mau chimg
trang, mau ching duong.

¢. Cac bude tién hanh phan wng PCR: Thyc hién tai phong may
PCR

Pit chuong trinh phan tng PCR 1an 1 nhu sau:

Bing 6. Chwong trinh phan trng PCR lin 1 — PCR da méi ban 1ong

S6 buéc Chu ky Nhiét @6 ("C) | Thoigian | S6 chu ky
1 Bién tinh ADN 95 5 phat 1
2 Bién tinh ADN 94 1 phut
3 Bt cap moi 60 1 phut 140
4 Tong hop ADN 72 1 phut 30
gidy
5 Tong hop lan cudi 72 10 phuat 1
Sau d6 giit & nhiét do 15°C cho dén khi 13y ra khoi may
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- it cac 6ng mau vao may PCR, ddy nap va chay may theo chuong
trinh d4 thiét lap.

- Sau khi chu trinh chay két thuc, ldy mau ra khoi mdy, tat may.

- Cat mAu ¢ ngan mat cua ta lanh.

3.4.4. Tién hanh thyc hién phan Gng PCR lan 2

a. Chuén bi hén hop dung dich phan ing PCR lan 2:

Tuong tu nhu 1an 1, thanh phan phan tmg PCR trong dng 1,5 ml theo

bang sau
Biing 7. Pha dung dich phin ing PCR lan 2 - PCR da méi bén long
Hoéa chéit cho PCR 2 Thé tich () Tpllll‘:lltll(l:ll’ln(g:h((;lgl

1. Nudc cat khir ion 14,3 14,3 x (nt+1)
2. Pém PCR 10X (MgCl, 15mM) 2,5 2,5 x (nt+1)
3. dNTPs 2 mM 1 1 x (nt+1)
4. Moi xudi PLF 25 uM 1 1 x (n+1)
5. Mbi nguoc FAR 15 pM 1 1 x (n+1)
6. Mbi ngugc VIR 2,5 uM 1 1 x (n+1)
7. Mbi ngugc MAR 3,12 uM 1 1 x (n+1)
8. Mbi nguoc OVR 6,25 uM 1 1 x (n+1)
6. Hot star Taqg DNA polymerase 0,2 0,2 x (nt1)
(5 don vi/ul)

- Tron déu hon hop dung dich PCR bang may vortex 10 gidy trong 900
vong/phat va ly tam nhanh & téc do 8000 vong/phit trong 15 gidy.

- Chia déu hdn hop cho cac tuyp phan tng véi thé tich 23 ul

b. Pha loang san pham PCR lan 1 — thyc hién tai phong PCR long

- Chuyén san phém PCR lan 1 vao phong PCR 1ong.

- Ly tdm san pham PCR lan 1 & téc do 8000 vong/phut trong 15 giady

- Ghi ky hiéu mau 1én ong 1,5 ml theo danh sdch mau phan tich mau

- LAy 499 pl nudc cat khir ion vao mdi éng 1,5 ml d ghi ky hiéu miu

- Lay 1pl san pham PCR 1an 1 cho vao cac dng nudc trén theo ky hiéu
mau tuong Ung.

- Tron dung dich da pha lodng bang mdy vortex 10 gidy trong 900
vong/phut va ly tAm nhanh & toc d6 8000 vong/phut trong 15 gidy

c¢. Nap miu:

- Lay 2 ul dung dich ADN khuén da duoc pha lodng cho vao 6ng PCR
theo ding ky hiéu mau.

- L4y 2 pul nudc cat khir ion cho vao dng ching trang.

- Cat mau PCR lan 1 vao ti lanh sau < -20°C

- Bé mau pha loang.

d. Cac bwéc tién hanh phan wng PCR: Thyc hién tai phong may
PCR

- Pt chuong trinh phan Gmg PCR lan 2 nhu sau
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Bang 8. Chwong trinh phin ing PCR lin 2 - PCR da mdi ban long

S6 budc Chu ky Nhiét @9 ("\C) | Thoigian | S6 chu ky
1 Bién tinh ADN 95 5 phuat 1
2 Bién tinh ADN 94 30 gidy
3 Bit cip moi 62 30 giay |} 25
4 Tong hop ADN 72 1 phut
5 Tong hop lan cudi 72 10 phut 1
Sau d6 gitr ¢ nhiét do 15°C cho dén khi 1ay ra khoi may

- Piat cac dng miu vao may PCR, day nip va chay may theo chuong
trinh da thiét lap.

- Sau khi chu trinh chay két thuc, 14y mau ra khoi may, tit mdy.

- Chuyén mau sang phong phén tich miu va cit mau & ngin mat cia
tu lanh thuong.

3.4.5 Pién di

a) Hoa chit dung cho dién di san pham PCR:

- Agarose

- Dung dich TBE 10X

- Ethidium Bromide 10mg/ml

- Thang chuan ADN 100 bp

- Dung dich Loading Buffer

b) Tién hanh

bién di trén gel agarose néng do 2% vo1 dung dich dém TBE 0,5X cu
thé nhu sau:

Chuin bi gel

- Pha dung dich dém TBE 0,5X: pha dung dich st dung 0,5X (50 ml
TBE 10X + 950 ml nudc cat hai 1an)

- Chuan bi gel agarose: tuy theo ting loai khay do gel ma tinh toan
lugng agarose va luong TBE 0,5X phu hop.

+ Can lugng agarose cho vao trong lo thuy tinh.

+ Pong lugng TBE 0,5 X phu hgp vao lo thuy tinh.

+ Lic déu, dé agarose tron déu.

+ Day nép lo (cht y khong van chat), hoac boc miéng lo bﬁng mang
boc chiu nhiét co choc 16 nho.

+ Pun dung dich trong 10 vi séng, cha ¥ diéu chinh nhiét d6 va thoi
gian phul hop quan sat agarose soi déu, tan hét va trong sudt 1a co thé lay ra
duoc.

+ Lam lanh dung dich agarose dudi voi nudc chay bang cach xoay
nhe, hodc dé ngudi & nhiét do phong td1 khoang 60°C.

+ D6 dung dich agarose vao khay véi d6 day 5 mm.

+ Pé agarose déng va ngudi it nhat sau 1 gio mdi tién hanh chay dién
di, khong chuyén vi tri khay gel.
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Dién di

- Chuyén ban gel vao khay chay dién di.

- P6 dung dich TBE 0,5 X ngap ban gel

- Nap miu vao cac giéng gel, mdi giéng 5 pl san pham PCR, trude khi
nap ching duong thi nap thang chuan ADN loai 100bp.

- Néu s6 luong mau nhiéu thi ¢t khoang 12 mau c6 mot thang chuan
ADN.

- Pam bao mdi bang gel khi chay déu co cac miu ching duong va
chtng 4m, ching trang.

- Chay dién di véi dién ap 110V trong thoi gian 90 phut.

- Nhuom gel: Sau khi dién di xong, liy gel ra khoi may va nhuém
trong dung dich Ethidium bromide ndng d6 25 pg/ml trong thdi gian 30
phut.

- Chup anh : San phém PCR duoc doc dudi anh sang dén tir ngoai (tia
UV) va dugc chup anh bang hé théng chup anh gel k§y thuat sd

3.5. Phién giai két qua xét nghiém

3.5.1. Poc két qua xét nghiém

Két qua cua quy trinh 13 c4c san pham nhan ban ADN biéu thi bang
cac bang sang dudi dén tir ngoai.

Trong truong hop cac ching am tach chiét, ching trang khong tao ra
cac bang sang duodi anh dén tur ngoai.

Céc chung duong co két qua:

Chung duong P.falciparum : 395 bp.

Chung duong P.vivax: 499 bp
Chung duong P. malaria: 269 bp
Chung duong P.ovale: 436 bp

Két qua xét nghiém dugc ghi nhan nhu sau:

- Am tinh: cot chay khong hién bang.

- Duong tinh: v61 ting loai KST SR céac bang dién di c6 kich thude
tuong img voi cac ching duong & trén

P.falciparum : 395 bp.
P.vivax: 499 bp
P. malaria: 269 bp
P.ovale: 436 bp

Truong hop nhiém phdi hop 1 miu cé thé ¢ tir 2-4 vach, c6 kich thudc
tuong Ung nhu trén.
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Hinh 21. Hinh anh dién di san pham PCR phan biét KST sét rét

Trong truong hop chiing am, ching duong khong diung thi khong ghi
nhan két qua xét nghiém. Kiém tra lai toan bd qua trinh xét nghiém dé quyét
dinh tién hanh lai xét nghiém tir bude nao.

3.5.2. Nhén dinh két qua

- Trong truong hop chimg am phan tng duong tinh ma chirng am tach
chiét am tinh thi 1am lai tir khau pha hdn hop phan tng.

- Truong hop ching 4m phan ing 4m tinh ma ching am tach chiét
duong tinh thi lam lai tir khau tach chiét.

Két qua cia phuong phap PCR da mdi ban 16ng khong cho két qua rd
rang hodc trong trudng hop can khang dinh chinh xac két qua, phong xét
nghiém c6 thé yéu cau ly lai bénh pham va xét nghiém theo thudong quy cia
phong tir budc nhan bénh pham hodc phong xét nghiém s& xét nghiém bang
phuong phap Realtime PCR va ngugc lai.

3.5.3. Ghi chép va bao cao

- Hoan thanh biéu miu két qua chan doan st rét bang ky thuat xét
nghiém PCR da mdi béan 16ng.

- Nhap két qua xét nghiém vao so theo dai.

- Nhép két qua vao may tinh va chuyén vao hd so tong hop.

- Nguoi kiém tra s& kiém tra lai két qua trudce khi bao cédo ngudi phu
trach PXN.

4. Phuong phap xac dinh 4 loai ky sinh trung sot rét P.falciparum,
P.vivax, P. malariae, P.ovale giy bénh trén ngudi bang ky thuiat PCR
lf“)ng (Nested PCR)

Puoc ap dung trong cac truong hop nghi ngd sét rét, xac dinh bang
cac k¥ thuat trén khong phat hién thay ky sinh trung sét rét; nhimng trudng
hop soi lam nghi ngd KSTSR c¢6 hinh thé la, khong dién hinh, truong hop
cac dang tién hanh loai trir sot rét, hodc viing nghi ngo sot rét quay trd lai thi
c6 thé 1ay thém mAu dé 1am xét nghiém PCR khing dinh két qua cua cac xét
nghiém trén. Dac biét co hiéu qua trong viéc phat hién ky sinh trung lanh va
ngudi mang KST khéng triéu ching, tim soat ngudn lay truyén bénh. Két
qua xét nghiém mudn trong vong 2 gid dén 2 ngay. C6 thé 1ip lai xét nghiém
nhu gidng v6i trudng hop xét nghiém bang ki thuat nhudém giém sa, soi kinh
hién vi. Ngudng phat hién khoang 0,5-5 KST/ul mau dau ngén tay.
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K¥ thuat dugce khuyén cao st dung dé khang dinh két qua loai trir sot
rét, xét nghiém ca bénh & nhitng ving kiém soét sot rét quay trd lai.

4.1. Pham vi ap dung

Phuong phap nay ap dung cho viéc xet nghiém ky sinh trung sOt rét
trong mau mau mao mach, thu thap tu dau  ngon tay; hodc mau tinh mach
duoc bao quan khé trén gidy thim hoic miu mau tuoi khong chdng dong
hoic chéng dong véi EDTA bang cach nhan dién gen dic trung cua ky sinh
trung sbt rét qua phan tng tong hop chudi polymerase 16ng (nested PCR).

4.2. Nguyén ly

Phuong phép nay nhan ban ADN dich (18s ribosome) dic trung cho
tung loai KSTSR gy bénh trén nguoi.

Qua trinh duogc thuc hién béng céch tién hanh 2 1an phan trng PCR véi
cac cip mdi khac nhau: phan tmg PCR lan mot nhan ban doan gen cho ky
sinh trung sot rét ndi chung Plasmodium spp. Bén phan ung PCR lan hai
khuéch dai doan gen dic trung cho timg loai ky sinh tring sot rét
P falciparum, P.vivax, P.malariae, P.ovale. Dién di san pham nhan ban trén
gel agarose, nhuém mau ADN bang Ethidium Bromide va quan sat dudi dén
cuc tim (UV). Néu trong miu ¢6 gen dich dic trung cho timg loai ky sinh
tring, trén bang gel dién di s& xuat hién san pham nhan ban c6 kich thudc
pht hop véi d6 dai ciia doan ADN dich da dinh. Néu trong mau khong co
gen dich, trén gel dién di khong xuat hién san pham nhan ban hay san pham
nhan ban c6 kich thudc khong phu hop va1 doan ADN dich.

4.3. An toan sinh hoc

Tham khao muc 3.3, phén 111, Huéng dan xét nghiém bénh sOt rét.

4.4. Thuc hién xét nghiém

4.4.1. Mau bénh pham

Thuyc hién theo hudng dan mo ta trong Muc 3.4.1, Phan III, bénh nay.

4.4.2. Sinh pham, héa chit, vt tu tiéu hao

a. Chuan bi chirg va miu

- Mau xét nghiém 13 ADN duoc tach chiét tur phﬁn trén

- Chung duong la ADN cua KST SR: P.falciparum, P.vivax,
P.malariae, P.ovale

- Chting am la:

+ Ching am tach chiét

+ Chung trang cho phan tmg PCR lan 1: nudc cat duoc thém vao 6ng
d6i chimg khi nap mau phan tng PCR lan 1.

+ Ching tring cho phan tmg PCR lan 2: nudc cit duge thém vao dng
d6i chimg khi nap mau phan tmg PCR lan 2.

b. Sinh pham héa chit ding cho phan img PCR

Cac hoa chét st dung cho qua trinh xét nghiém twong tu nhu dbi véi
phan tng PCR da moi ban 1ong c6 mdt s diém khac biét nhu sau:

- Cap méi cho PCR lan 1: PLUS, PLU6 pha véi néng do 1,25 uM;

- C4c moi xudi, modi nguoc cho PCR 1an 2: FAL1, FAL2, VIV1, VIV2,
MALI1, MAL2, OVAI1, OVA2 pha véi néng do 1,25 uM;
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c. Moi diing trong phan tng

Bang 9: Trinh tw moi ciia phian ng PCR long

Moi Teﬂ Trinh tuw moi
moil °
Xac dinh|[PLU5 |5-CCT GTT GTT GCC TTA AAC TTC-3'
giong
Plasmodiu|PLU6 |5'-TTA AAA TTG TTG CAG TTA AAA CG-3'
m
5_-TTA AAC TGG TTT GGG AAA ACC AAA TAT
P. FALI ,
et ATT -3
arcipart 5-ACA CAA TGA ACT CAA TCA TGA CTA CCC
m FAL2 GTC-3'
5-CGC TTC TAG CTT AAT CCA CAT AAC TGA
VIVL [
P. vivax 5-ACT TCC AAG CCG AAG CAA AGA AAG TCC
viva |2
MAL] |3-ATA ACA TAG TTG TAC GTT AAG AAT AAC
P. CGC-3'
malariae 5-AAA ATT CCC ATG CAT AAA AAA TTA TAC
MAL2
AAA-3'
5-ATC TCT TTT GCT ATT TTT TAG TAT TGG
OVAL |3 &5,
P. ovale 5-GGA AAA GGA CAC ATT AAT TGT ATC CTA
OVA2 |’

4.4.3 Tién hanh thuc hién phén wng PCR lan 1
a. Chuén bj hén hop dung dich PCR 1an 1: Thuc hién tai phong

chuan bi phan tmg PCR

- Lay hoa chat tir ti -20°C ra, dé tan da o nhiét do phong khoang 15
phut (ngoai trir Taqg DNA polymerase). Tron déu cac ong hoa chat bang may
lac vortex trong 10 gidy & toc d6 900 vong/phit va ly tim & toc do 8000
vong/phut trong 15 gidy;

- Ghi ky hiéu mau 1én 6ng PCR 0.2 ml theo danh sach mau phan tich,
mau chimg duong va ching am;

- Tron thanh phan phan tng PCR trong 6ng 1,5 ml v&i cac thanh phan

sau:
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Bang 10. Pha dung dich phén vng PCR lin 1 — PCR long

Héa chit cho PCR ln 1 Thé tich () The tich cho N
, phan ung (ul)
Nudc cat khir ion 11,8 11,8 x (nt+1)
Pém PCR 10X (MgCl, 15
M) 2,5 2,5 x (n+1)
dNTPs (2 mM) 2,5 2,5 x (n+1)
Moi PLUS5 (1,25 uM) 2,5 2,5 x (n+1)
Moi PLUG6 (1,25 uM) 2,5 2,5 x (n+1)
Taq DNA polymerase (5
+
don vi/ul) 0,2 0,2 x (n+1)
Tong 22 22 x (n+1)

+ Cat cac hoa chat vao ti am & diéu kién < -20°C;

+ Tron déu hdn hop dung dich PCR bing may lic vortex trong 10 gidy
& toe do 900 vong/phut va ly tim & téc d6 8.000 vong/phut trong 15 gidy;
Chia déu hon hop cho cac dng phan tng vai thé tich 22 pul/phan tng.

b. Nap mau: Thyc hién tai phong tach chiét va nap mau

- Lay cac ong mau ADN trong ti 4m < -20°C ra, dé tan da o nhiét do
phong, ly tim & téc d6 8.000 vong/phut trong 15 gidy;

- LAy 3 pl dung dich ADN khuén cho vao éng hdn hop phan tGng theo
dung ky hiéu mau;

- L4y 3 ul nudc cat 2 1an khir ion vao ong ching trang;

- LAy 3 pl ADN chting duong cta 4 loai ky sinh tring st rét cho vao
cac ong chimg duong twong Ung;

- Cat mau ADN khuén con lai vao ta 4m < -20°C.

c. Chay phan &rng PCR trén may luian nhiét: thuc hién tai phong
may PCR.

- bt chuong trinh phan img PCR lan 1 nhu sau:

Bing 11. Chwong trinh phan ing PCR lan 1 — PCR long

S6 buéc | Chu ky Nhiét @9 (°C) | Thoi gian | SO chu ky
1 Bién tinh ADN 95 5 phat 1

2 Bién tinh ADN 94 1 phut

3 Bat cip moi 58 2 phut 125

4 Tong hop ADN 72 2 phut

5 Tong hop 1an cudi 72 10 phut 1
Sau do gitr 6 nhiét d¢ 15°C cho dén khi lay ra khoi may

- Bit cac 6ng mau vao may PCR, ddy nap va chay may theo chuong
trinh d thiét lap;

- Sau khi chu trinh chay két thuc, 14y mau ra khoi may, tit may;

- Str dung ngay hoic luu mau & ngin mat cua ti lanh thuong.
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4.4.4 Tién hanh thuc hién phén ing PCR lan 2

a. Chuan bi hon hop dung dich phin ting PCR lan 2

- Lay hoa chat tir ti 4m -20°C ra, dé tan da ¢ nhiét do phong trong
khoang 15 phut (ngoai trir Taq DNA polymerase). Tron déu cac 6ng hoa chét
bang may lic vortex & toc d6 900 vong/phut trong 10 gidy va ly tim & téc do
8.000 vong/phut trong 15 gidy;

- Chuén bi va ghi ky hiéu mau 1én 6ng PCR theo danh sach miu phan
tich, mau chirmg duong va ching am;

- Tron thanh phan phan tmg PCR trong dng 1,5 ml theo bang sau. Vi
mdi loai KSTSR can chuan bi 01 dng hdn hop cho phan tmg PCR riéng (4
loai can 4 6ng hdn hop phan ung);

Bang 12. Pha dung dich phin wng PCR lin 2 — PCR long

Hoa chét cho PCR 1in2 | Thé tich (ul) nﬁg;‘;‘;g}ﬁn
Nudc cat khir ion 12,8 12,8 x (n+1)
10X PCR buffers (MgCl, 2,5 2,5 x (nt+1)
15mM)
dNTPs 2 mM 2.5 2,5 x (n+1)
Moi xubi (1,25 uM)* 2,5 2,5 x (n+1)
Mdi nguoc (1,25 pM)* 2,5 2,5 x (n+1)
Taq DNA polymerase (5 don 0,2 0,2 x (nt1)
vi/ul)

Tong 23 23 x (n+1)

Chu y: * moi xudi, moi nguoc cho timg loai KSTSR tham khao bang
trinh ty mdi & trén.

- Cét cac hoa chat vao ti am <- 20°C;

- Tron déu hdn hop dung dich PCR bang may lac vortex o téc do 900
vong/phut trong 10 giay va ly tam 0 toc do 8.000 Vong/phut trong 15 giay;

- Chia deu hdn hop cho cac 6ng phan g véi the tich 23 pl/phan tng.

b. Nap miu: thyc hién tai _phong pha loang mau.

- Chuyén san pham PCR 1an 1 vao phong pha loing mAu;

- Ly tAm san phdm PCR 1an 1 ¢ toc d6 8000 vong/phut trong 15 gidy;

- Lay 2 pl san pham PCR 14n 1 cho vao dng phan tmg PCR 2 theo dung
ky hiéu mau;

- Ly 2 ul nudc cat khir ion cho vao dng ching trang;

- Cat mau PCR 1an 1 vao ti &m < -20°C.

c. Chay phan ung PCR 1an 2: trén may luan nhiét, thuc hién tai phong
may PCR

- Pt chuong trinh phan tmg PCR 1an 2 nhu sau;
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Bang 13. Chuong trinh phan ting PCR ldn 1 — PCR long

S6 buéc | Chu ky Nhiét dd (°C) | Thoi gian | S6 chu ky
1 Bién tinh ADN 95 5 phuat 1
2 Bién tinh ADN 94 1phut
3 Bit cip moi 58 2 phut 130
4 Tong hop ADN 72 2 phut
5 Tong hop lan 72 10 phut 1

cudi
Sau d6 giit & nhiét do 15°C cho dén khi 1ay ra khoi may

- Pt cac dng miu vao may PCR, ddy nip va chay may theo chuong
trinh d thiét lap;

- Sau khi chu trinh chay két thiic, 13y mau ra khoi may, tit may;

- Chuyén mau sang phong phan tich mau va cit miu & ngin mat cua ti
lanh thuong.

4.4.5. Dién di

Theo Muc 3.4.3, Phan III, Huéng din xét nghiém bénh st rét

4.5. Phién giai két qua xét nghiém

4.5.1. Poc két qua

Két qua cua quy trinh 13 c4c san pham nhan ban ADN biéu thi bang
cac bang sang dudi dén tir ngoai.

Trong truong hop cac ching am tach chiét, ching trang khong tao ra
cac bang sang duodi anh dén tir ngoai.

Céac chung duong co két qua:

- Chting duong P.falciparum : 205 bp.

- Chtirng duong P.vivax: 120 bp
- Ching duong P. malaria: 144 bp
- Ching duong P.ovale: 800 bp

Két qua xét nghiém duogc ghi nhan nhu sau:

- Am tinh: cot chay khong hién bang.

- Duong tinh: v61 ting loai KST SR céac bang dién di c6 kich thude
tuong img voi cac ching duong & trén

+ P.falciparum : 205 bp.
+ P.vivax: 120 bp
+ P. malaria: 144 bp
+ P.ovale: 800 bp

Vi ki thuat nay 1 mau ludn c6 4 cot dién di, néu 1 trong 4 cot co6 bang
dién di voi kich thude twong tmg & trén, xac dinh 1a mau nhiém don loai ky
sinh tring do, trong trudng hop c6 tir 2 - 4 cot dién di déu c6 bang véi kich
thudc tuong tng thi dugc xac dinh 13 nhiém phdi hop.

Trong truong hop ching am, ching duong khong dung thi khong ghi
nhan ket qua xét nghiém. Kiém tra lai toan bd qua trinh xét nghiém dé quyét
dinh tién hanh lai xét nghiém tir budc nao.
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4.5.2. Nhan dinh két qua

- Trong trudong hop chirng &m phan tmg duong tinh ma ching am tach
chiét 4m tinh thi 1am lai tir khau pha hdn hop phan tGng.

- Trudong hop chimg 4m phéan tmg am tinh ma chimg am tach chiét
duong tinh thi 1am lai tir khau tach chiét.

Két qua cla phuong phap PCR 16ng khong cho két qua rd rang hodc
trong truong hop can khang dinh chinh x4c két qua, phong xét nghiém c6 thé
yéu cau l4y lai bénh pham va xét nghiém theo thudng quy cua phong tir bude
nhan bénh phim hodc phong xet nghiém s& xet nghiém bang phuong phap
Realtime PCR, PCR da mdi ban 1dng va nguoc lai.

4.5.3. Ghi chép va bao cao

- Hoan thanh biéu miu két qua chan doan st rét bang ky thuat xét
nghiém PCR da mdi ban 16ng.

- Nhap két qua xét nghiém vao s theo ddi.

- Nhép két qua vao may tinh va chuyen vao hod so tong hop.

- Nguoi kiém tra s& kiém tra lai két qua trude khi bao cdo ngudi phy
trach PXN.

5. Phwong phap xét nghiém xac dinh 4 loai ky sinh trung sot rét P.
falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale giy bénh cho nguoi trén miu
mau bing Ky thuit realtime PCR

Puoc ap dung trong cac truong hop nghi ngd sét rét, xac dinh bang
cac k¥ thuat trén khong phat hién thay ky sinh trung sét rét; nhimg trudng
hop soi lam nghi ngd KSTSR ¢6 hinh thé la, khéng dién hinh, trudong hop
cac dang tién hanh loai trir sot rét, hodc viing nghi ngo sot rét quay trd lai thi
c6 thé 1ay thém mAu dé 1am xét nghiém PCR khing dinh két qua cua cac xét
nghiém trén. Dac biét co hiéu qua trong viéc phat hién ky sinh trung lanh va
ngudi mang KST khong triéu ching, tAm soat ngudn lay truyén bénh. Két
qua xét nghiém mudn trong vong 2 gid dén 2 ngay. C6 thé 1ip lai xét nghiém
nhu gidng v&i truong hop xét nghiém bang k¥ thuat nhudém giém sa, soi kinh
hién vi. Ngudng phat hién khoang 0,5-5 KST/ul mau dau ngon tay.

K¥ thuat dugc khuyén cdo str dung dé khang dinh két qua loai trir sot
rét, xét nghiém ca bénh & nhiing ving kiém soét sot rét quay trd lai.

5.1. Pham vi ap dung

Phuong phap nay ap dung cho viéc xet nghiém ky sinh trung sOt rét
trong mau mau mao mach, thu thap tu dau  ngon tay; hodc mau tinh mach
dugc bao quan kho trén gidy thim hodc miu mau tuwoi khong chéng dong
hodc chdng dong véi EDTA bang cach nhan dién gen dic trung ctia ky sinh
trung st rét qua phan tng tong hop chudi polymerase thoi gian thuc —
realtime PCR.

5.2. Nguyén ly

Nguyén 1y ctia xét nghiém tuong tu nhu nguyén 1y xét nghiém bang
k¥ thuat PCR. Qua trinh xét nghiém gém 5 phan ung real-time PCR. Phan
ung PCR tha nhat nham khuéch dai va phat hién doan gen déc trung cho ky
sinh tring sot rét gay bénh trén nguoi, giong Plasmodium; Néu mau bénh
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pham duong tinh véi KSTSR sé tién hanh real-time PCR dé dinh loai: x4c
dinh P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae.

Nguyén 1y cta k¥ thuét real-time Taq man PCR 1a: cac cip moi dugc
thiét ké dic hiéu cho tung loai KST dya trén trinh ty gen cta chung; 1 trong
2 mdi duge gin véi cac chat phat huynh quang dic hiéu nhu FAM, VIC,
HEX...; mdi loai KST con dugc co6 mot mau do (probe) dic hiéu duoc danh
dau dau 5’ bang nhom phat huynh quang (reporter dye), va dau 3’ bang nhom
dap tit huynh quang (quencher dye). Nhom “dap” s& ngin su phat huynh
quang ctiia nhom “phat” khi mau do & trang thai nguyén ven. Trong qua trinh
khuéch dai ADN, hoat tinh 5° exonuclease ctia Taq polymerase s& cat rdi
nhom “phat” khoi mau do, khién n6 khong con chiu tac dong ctia nhom
“dap”. Luc d6 nhom “phat” s€ phat tin hi€u huynh quang va may real-time
s& thu thap cac tin hi€u nay, tao thanh cac duong cong noéng chdy. Dya vao
cac duong cong ndng chay sé xac dinh c6 phan tng khuéch dai khong va
dinh luong dugc mat do cua gen dich ban dau.

5.3. An toan sinh hoc

Tuan tha theo cac yéu cau va huéng dan vé vé an toan sinh hoc theo
quy dinh hién hanh d6i voi Phong xét nghiém an toan sinh hoc cap II.

5.4. Thuc hién xét nghiém

5.4.1. Mau bénh pham

Thuc hién theo huéng dan mo ta trong Muc 3.4.1, Phan III, bénh sbt
rét nay.

5.4.2. Sinh pham, héa chit, vt tu tiéu hao

a. Chuan bi chirng va miu

- Mau xét nghiém 1a ADN dugc tach chiét tir phan trén

- Chung duong la ADN cua KST SR: P.falciparum, P.vivax,
P.malariae, P.ovale

- Ching am la:

+ Chirmg 4m tach chiét

+ Chiing tréng cho phan tmg PCR 1an 1: nudc cit duoc thém vao ong
d6i chung khi nap mau phan tmg PCR lan 1.

+ Chung trang cho phan g PCR 1an 2: nudc cat duoc thém vao 6ng
d6i chung khi nap mau phan ung PCR lan 2.

b. Sinh pham, h6a chat dung cho phan rng PCR

Cac hoa chét st dung cho qué trinh xét nghiém giong nhu hoa chat
dung trong phan tmg PCR da mdi ban 1ong (Piém b, Muc 4.4.2, Phan III,
bénh sbt rét nay) va co bo sung nhu sau:

- Realtime-PCR master mix 2X

- Trinh tu b moi va dau do:

Bang 14. Trinh tw moi va Probe ciia ky thuit real-time PCR

Moi va
déu do
Pan xuéi |GTT AAG GGA GTG AAG ACG ATC AGA TA
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1(;%‘: (‘172 Trinh ty moi
Pan nguoc | AAC CCA AAG ACT TTG ATT TCT CAT AAG
Pf xuoi ATT GCT TTT GAG AGG TTT TGT TAC TTT
Pfngugc | GCT GTA GTA TTC AAA CAC AAT GAA CTC AA
Po xudi CCG ACT AGG TTT TGG ATG AAA GAT TTT T
Pongugc | CAA CCC AAA GAC TTT GAT TTC TCA TAA
Pm xu6i AGT TAA GGG AGT GAA GAC GAT CAG A
Pmnguoc |CAA CCC AAA GAC TTT GAT TTC TCA TAA
S&%?PH CCT CCC GCT TCG CTC TCT
Sg‘tng GCT GGC GAC GCA AAA GA
Pv xubi ACG ATT TGG CTG GAG CAG AT
Pvngugc |TCT CTA TTC CAT TCT TTG TCA CTC TTT C
Pau do Pan | VIC-TCG TAA TCT TAA CCA TAA AC
Pau do Pf | FAM-CAT AAC AGA CGG GTA GTC AT
Pau do Po | VIC-CGA AAG GAA TTT TCT TAT T
bau do
GADPH VIC-CCT CCT GTT CGA CAG TCA GCC GC
Piu do Py FAM-GTA ATA GTA ACA GCT GGA TTT ACC AAG

GCC CCA-TAMRA

Pau do Pm | Cyan500-CAGGGAATAGAG G GTTG-BlackB

5.4.3. Tién hanh thuc hién phén vng realtime PCR lan 1

a. Chuan bi hon hop dung dich PCR lan 1: Thyc hién tai phong

chuan bi phan tmg PCR

- Lay hoéa chat tir ti -20°C ra, dé tan da ¢ nhiét d0 phong (ngoai trir
Taq DNA polymerase). Tron déu cac ong hoa chat bang may vortex 10 gidy
& toc do 900 vong/phut va ly tim nhanh & toc d6 8.000 vong/phut trong 15

gidy.

- Chuan bi va ghi ky hiéu mau 1én éng PCR theo danh sich mau phan

tich, mau ching duong va ching am ’
- Tron thanh phan phan tmg PCR trong 6ng 1,5 ml theo bang sau

Bang 15. Pha dung dich phan ng realtime PCR lan 1

Hoéa chit cho PCR 1 The tich | Thé tich cho
mau (ul) | n phan Gng (ul)
Hon hop phan ung 12,5 12,5 x (n+1)
Real time PCR master mix 2X
Hon hop moi va dau do cho gen GAPDH 1,25 1,25 x (n+1)
trén nguoi
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Héa chit cho PCR 1 The tich | The tich cho
mau (ul) | n phan ing (pl)
Hon hop moi va dau do cho giong 1,25 1,25 x (n+1)
Plasmodium
Nudc khir ion khong chira Nuclease 5 5x (nt+1)

- CAt cac hoa chit vao ti lanh & diéu kién -20°C

-Tron déu hon hop dung dich PCR bang may vortex 10 gidy & tbc do
900 vong/phut va ly tim nhanh & toc d6 8000 vong/phut trong 15 gidy.

- Chia déu hdn hop cho cac éng phan Gmg véi thé tich 20 pl.

b. Nap mau: Thuc hién tai phong tach chiét va nap miu

- Léy cac éng mau ADN trong ti lanh -20°C ra, dé tan da & nhiét do
phong, ly tim nhanh & téc d6 8000 vong/phit trong 15 giay.

- Lay 5pl _dung dich ADN khuon cho vao 6ng hon hop phan tng theo
dung ky hiéu mau tir biéu mau

- Lay 5ul nuéde cat khir ion vao dng chimg trang.

- Lay 5ul ADN ching duong ciia 4 loai ky sinh tring sét rét cho vao
cac dng chimg duong tuong Ung.

- Cat mau ADN khuén con lai vao ta lanh sau <-20°C.

Chu y: cur 11 xét nghiém thi co 1 mau ching 4m tach chiét, mdi lan
tlen hanh PCR déu bat budc co ching trang va chimg duong. Trinh ty cac
mau sap Xep nhu sau: mau xét nghiém, mau chimg am tach chiét, mau ching
trang, mau ching duong.

¢. Cac buwdc tién hanh phan tng PCR: Thuc hién tai phong may
PCR

Pit chuong trinh phan tmg PCR 1an 1 nhu sau

Bang 16. Cai dit chu trinh phin g realtime PCR lan 1

S6 buéc Chu ky Nhiét 9 (°C) | Thei gian | S6 chu ky
1 , 50 2 phit |
2 Bién tinh ADN 95 10 phut
3 Bien tinh ADN 95 15 gidy 40
4 Bat cap moi 60 1 phut

Pit cac ong mau vao may PCR, ddy nap va chay may theo chuong
trinh d3 thiét 1ap.

5.4.4. Tién hanh thuc hién phén vng realtime PCR lan 2

M4u xét nghiém cho phan ung real-time PCR lan 2 1a mau da duogc
xéac dinh dwong tinh véi phan tng real-time PCR lan 1.

a. Chuén bj hdn hop dung dich phan ing PCR 14n 2: tuong tu nhu
lan 1, thanh phan phan tng PCR trong 6ng 1,5 ml theo bang sau, mdi loai
KST mot 6ng hdn hop phan tmg riéng; v6i 1 mau dé phan biét 4 loai can 4
6ng phan timg PCR lan 2.
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Bang 17. Thé tich dung dich phin rng PCR lin 2- real-time PCR

Héa chit cho PCR 2 The tich | The tich cho
] (W) | n phan img (1)
Hon hop phan Uimg 12,5 12,5 x (n+1)
Real time PCR master mix 2X
Hon hop moi va dau do cho 1 loai ky sinh 1,25 1,25 x (n+1)
tring sot rét”
Nudc khir ion khong chira Nuclease 9,25 9,25 x (nt+1)

Chu y: moi xudi, mdi nguoc, probe cho timg loai KSTSR tham khao
bang trinh tw moi bang 14.

- Tron déu hdn hop dung dich PCR bang may vortex 10 gidy trong 900
vong/phut va ly tam nhanh & toc do 8.000 vong/phut trong 15 giay.

- Chia deu hdn hop cho cac tuyp phan tng véi thé tich 23 pl

b. Nap mau Thuc hién tai phong tach chiét va nap mau

- Lay c4c ong san pham PCR lan 1 trong ti lanh -20°C ra, dé tan d4 &
nhiét do phong, ly tim nhanh & téc d6 8000 Vong/phut trong 15 gidy.

- Lay 2ul _dung dich ADN khuén cho vao 6ng hdn hop phan ung theo
dung ky hiéu mau tir biéu mau

- Lay 2l nuéc cat khir ion vao 6ng chimg trang.

- Lay 2ul ADN chimg duong cta 4 loai ky sinh tring sét rét cho vao
cac dng ching duong tuong Gng.

¢. Cac bude tién hanh phan wng PCR: Thuc hién tai phong may
PCR

- Pt chuong trinh phan tmg PCR lan 2 nhu sau

Bang 18. Cai dit chu trinh phin tng realtime PCR lin 2

Pha | M ta Nhiét 0 | Thoi gian S6 chu ky
j |Hoat hoa  Taq 95°C 15 phat I
polymerase
: : 95°C 15 giay
2 | Khueéch dai 600C I phat 45

- bat cac 6ng mau vao may real-time PCR, day nap va chay may theo
chuong trinh da thiét lap.

- Sau khi chu trinh chay két thuc, iy mau ra khoi may, tat may.

5.5. Phién giai két qua xét nghiém

5.5.1. Poc két qua

Két qua cua quy trinh 13 cac san pham nhan ban ADN biéu thi bang
gia tri Ct, dudng biéu dién khuéch dai va duong dinh chuan trén may real-
time PCR.

a) Trwong hop dinh tinh:

Két qua chi dugc ghi nhan khi:

- Chtg am: duong biéu dién khuéch dai khong vuot qua duong huynh
quang nén.
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- Chimg am tach chiét: duong biéu dién khuéch dai khong vuot qua
duong huynh quang nén.

- Chung duong: tin hi€u huynh quang duoc thu nhan trude hoac tai
chu ky thtr 40 cua phan ung.

Thi ghi nhan két qua nhu sau:

- Mau am tinh: duong biéu dién khuéch dai khong vuot qua dudng
huynh quang nén.

- Mau duong tinh: tin hiéu huynh quang duoc thu nhan trude hoic tai
chu ky thtr 40 cua phan Ung.

b) Truwdong hgp dinh lugng:

Trong trudng hop dinh luong véi mdi mdt dot chay mau cua 1 loai ky
sinh trung, phai kém theo it nhét 5 mau ching duong duoc pha loéng theo
mil s6 10 tir mAu da biét truéc nong do dé xay dung dudng dinh chuan.

Trong trudng hop cac chimg am tach chiét, chtng trang c6 dudng biéu
dién khuéch dai dudi duong nén. Cac chirng duong c6 mat do pha loang khac
nhau tao thanh duong dinh chuan véi Hé s6 tuong quan R2>0,99; Hé s6 thu
hoi Eff%: 95 -105% thi cac két qua dinh luong dugc ghi nhan gid tri logio
tuong duong v4i s6 ban sao co trong mau xét nghiém.

Ampification Plot
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Hinh 2: Puwong dinh chuin xac dinh hiéu suit ciia phan vng real-time

5.5.2. Nhin dinh két qua

- Trong truong hop chimg dm phan tng duong tinh ma chirng am tach
chiét 4m tinh thi 1am lai tir khau pha hdn hop phan tng.

- Trudong hop ching 4m phan Gmg am tinh ma ching am tach chiét
duong tinh thi lam lai tir khau tach chiét.

Néu trong truong hop phuong phap Realtime PCR van cho ket qua
khong r6 thi mau bénh pham nay sé& dugc lap lai tir budc tach chiét mau va
c6 thé chay song song cac phuong phap PCR 16ng, PCR da mdi ban 16ng va
Realtime PCR; hodc PXN c6 thé yéu cau lay lai bénh pham va xét nghiém
theo thudng quy ctia phong tir bude nhan bénh pham.

5.5.3. Ghi chép va bao cao

- Hoan thanh biéu miu két qua chan doan st rét bang ky thuat xét
nghiém real-time PCR.

- Nhép két qua xét nghiém vao so theo doi.

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

- Nguoi kiém tra s& kiém tra lai két qua trudc khi bao cdo ngudi phu
trach PXN.
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BENH VIEM MANG NAO DO NAO MO CAU
‘ N (Meningitis meningococcuso) . N
Bénh truyén nhiém thuoc nhom B trong Ludt Phong, chong bénh truyén nhiém.

I. M6 ta chung

Neisseria meningitidis, thudng goi 1a ndo mé cau 1a tic nhan gay bénh
cho ngudi va duge phat hién trong dich ndo tiy ctia bénh nhan viém mang
ndo cap tinh. Vi khuin ndy phan lap dugc vao nim 1887 boéi Anton
Weichselbaum, dén nam 1903 thi hai tac gia Albrecht va Ghon di mo ta chi
tiét va dat tén cho vi khuan 1a Micrococcusmeningitidis (meninges, mang
ndo). Nam 1929, Murray di chuyén chung sang chi Neisseria; tir 46 cho dén
nay, vi khuan c6 tén chinh thirc 13 Neisseria meningitidis. Ndo mo cau thudc
ho Neisseriaceae, chi Neisseria, loai Neisseria meningitidis 1a nguyén nhan
chinh gay viém mang ndo mu lay thanh dich trén toan thé gioi.

Hau hét cac truong hop viém mang ndo trén toan thé gidi dang gay ra
bdi sau nhom huyét thanh (A, B, C, X, Y, W-135). Nam 1996-1997 ¢ chau
Phi , nhém huyét thanh A di giy 6 dich ndo mé cau 16n nhit udc tinh co
300.000 truong hop nhiém ndo mé cau va 30.000 truong hop tir vong. Hién
nay, nhom huyét thanh B la nguyén nhan quan trong nhat ctia bénh luu hanh
0 cac nudc phat trién, gy ra 30-40% nguoi mic bénh 6 My va 80% ¢ chau
Au. Nhom huyét thanh C ciing gay dich ¢ cac nudc phat trién, chiém 30%
bénh & My va Chau Au. Nhom huyét thanh Y di n6i 1én tai My va chiém
hon mot phan tu ctia bénh do viém mang nio & My trong thap ky qua. So véi
nhiing nim dau thap nién 1990, thi nhom huyét thanh Y chiém 1a 2% trong
nam 1989-1991, ty I¢ tang 1én dén 32,6% vao nam 1996 va nhom huyét thanh
Y van chiém 26% (2007) bénh nio md cau Nhom huyét thanh Y gay bénh
viém ph01 viém mang ndo ¢ nguoi lon tudi va gy viém mang nio ¢ tré dudi
6 thang tudi. Gan day, nhom huyét thanh Y gay viém mang no tai Nam Phi,
Nam MY va Israel.

II. Yéu ciu chung:

1. Nhan su

- Nguoi thuc hién: Ky thuat vién xét nghiém da duoc dao tao, tap huén
vé chuyén nganh Vi sinh.

- Nguoi nhan dinh va phé duyét két qua: can bo xét nghiém co trinh
do dai hoc hodc sau dai hoc vé chuyén nganh Vi sinh.

- T4t c4 nhan vién k¥ thuat xét nghiém can duoc dao tao vé sur dung
trang thiét bi, dao tao vé thuc hanh ATSH va thuc hanh vi sinh chuan, dao
tao vé dam béao chat luong xét nghi¢ém. Nhan vién xét nghiém dugc dao tao
cac ndi dung s€ dugc danh gia nang luc dinh ky.

- Nhan vién méi sau khi danh gia c6 két qua dat thi chinh thtc duoc
thuc hién xét nghiém moét cach doce lap.
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- Nhan vién xét nghiém thuc hién ky thuat chan doan vi khuan N.
meningitidis (ngoai trir xét nghiém nhanh, soi kinh hién vi) nén tiém vacxin
viém mang nio do ndo mo cau.

2. Co s& vat chit, trang thiét bi

2.1. Co s& vat chat

- Phong xét nghiém dat tiéu chuan an toan sinh hoc cap II tré 1én.

- P6i v6i xét nghiém bang k¥ thuat realtime PCR can 3 phong xét
nghiém riéng, bao gdm: phong pha dung dich phan tng (1), phong tach chiét
ADN (2) va phong dat may PCR(3). Dong cong viéc dugc thuc hién theo thir
tu di chuyén nhur sau: (1) =(2) = (3).

2.2. Trang thiét bi

Bang 1. Trang thiét bi

Tén thiét bi

XN
chin
doan

nhanh

Nhudm
Gram

Nuoi
cz”'ly
trén

thach

Nuéi
cay
may tu
dong

Dinh
danh
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Dinh
danh
may

rPCR

Tu an toan sinh
hoc cap II;

1 cai

1 cai

1 cai

1 cai

1 cai

1 cai

1 cai

May quay ly tdm
cod téc d0 quay
cuc dai >13000
rpm

1 cai

Céc loai Pi pét

1 bo

Que tron

Kinh hién vi

1bd

1b6

1bd

May say lam kinh

1 b6

1 bo

1 b6

May ly tam

1 cai

1 cai

1 cai

May do do duc

1 cai

1 cai

Tu 4m CO;

1 cai

1 cai

May votex;

1 cai

Dung cu dé lam
lanh cac ong PCR

May ly tam loai
nhd

May u nhiét kho
chuyén dung

May Real time
PCR

Cac loai pipet
10ul, 100ul,

200ul, 1000ul.

M4y cdy mau tu
dong

1 cai
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- Ho so thiét bi gdm: hd so x4c nhan ban dau cua thiét bi, 1y lich thiét
bi, ho so hiéu chuan, bao dudng cua thiét bi, nhat ky theo ddi sir dung thiét
bi.

- C6 danh séach thiét bi, huéng dan str dung thiét bi.

- P40 tao cho céc nhan vién van hanh thiét bi theo dtng huéng dan.

3. Biao dam chit lwrgng xét nghiém

3.1. Truwée xét nghiém

3.1.1. Pam bao chét lwong miu diu vao

- MAu bénh pham v trang tuyét di va dugc mang ngay téi khoa xét
nghiém.

- Péi voi bénh pham mau thi phai dua ngay vao may cay mau tu dong.

3.1.2. Hi¢u chuin hi¢u chinh may moc/Trang thiét bi

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

3.1.3. Kiém tra chat lwong héa chit sinh pham & vat tw tiéu hao

- Trudc khi 1am phai kiém tra thudc thir: cac thudce thir dé phai dé o lo
dong nap chat va con han sir dung;

- Kiém tra thudc thir xem c6 cin khong trude khi sir dung, néu c6 phai
loc lai

- Giir thudc thir nhudém tranh tac dong truc tiép cta anh sang mit troi;

- Kiém tra chat lugng thudc nhudém véi mdi 16 san xuat va hang tuan
v6i ching chuan vi du: E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 29213;

- M61 truong nudi cay: dia thach mau (BA) va s6 ¢6 la (CA) phai kiém
tra v6i chung chuan (ATCC) theo mdi 16 san xuét trude khi sir dung va con
han str dung
Tién hanh chay cac chimg dong thoi trong mdi mé chay.

3.2. Trong xét nghiém

3.2.1. Ngi kiém

- Kiém soat mau chung chuan: Mau ching chuan ludn dugce kiém tra
trong nhu¢m Gram, nudi cdy, PCR, test nhanh va cung mau bénh pham.

- Klem soat moi truong stir dung trong nudi cay: kiém tra trén ching
chuan méi 16.

- Kiém soat mau chtng cho mdi lan chay PCR.

Chung am:

+ Chirng 4m phan tng (NTC): phai cho két qua am tinh d6i v&i phuong
phap RT-PCR hodc/va realtime RT-PCR

+ Chung am tach chiét (NEC): mau tach chiét 1a moi truong van
chuyén va duoc tach chiét cing mau bénh pham: phai cho két qua am tinh
dbi voi phuong phép realtime RT-PCR

Chtng duwong: Mau ching chuan hoic twong duong.

3.2.2. Danh gia tir bén ngoai

Tham gia danh gi4 tir bén ngoai (ngoai kiém, lién phong hodc phong
xét nghiém tham chiéu).
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3.3. Sau xét nghiém

3.3.1. Luu trit mau

- MAu bénh phan duogc bao quan, luu trir trong ti lanh ngin mét theo
thot gian quy dinh.

3.3.2. Tiéu hily miu

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

- MAu bénh pham hét thoi han luu giit

- Cho bénh pham can hity vao thi rac thai y té, budc miéng tii. Str dung
tai nhya hap dugc, khong bi 16 ri, 6 quy dinh mau sdc, ky hiéu rd rang trén
tai dé dung mau va dem di hap u6t & 121°C trong 30 phut.

- Dan bang dinh chi thi nhiét.

- Sau khi hoan tat, 14y t0i rac thai va kiém tra bing dinh chi thi nhiét.

- Ghi chép toan b qua trinh hity bénh pham vao biéu miu.

4. Poc va danh gia két qua

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

- Phai kiém tra cac két qua cia mau chung théa man diéu kién (tuy
theo phuong phap ap dung) méi tién hanh danh gia két qua trén mau xét
nghiém.

- Néu chtng khong dat thi khong duoc danh gia két qua xét nghiém
clia mau ma phai thuc hién lai xét nghiém; can tién hanh klem tra lai qua
trinh xét nghiém bat dau tir khau chuén bi, tinh trang ctia mau ching dé tim
hiéu rd nguyén nhan can khac phuc.

5. Thue hién xdc nhan lai gia tri sir dung phuwong phap xét nghiém:

Tham khao muc 5, Phan II, Hudng dan xét nghiém bénh cim.

I11. Phuwong phap xét nghiém

Bénh pham dé lam xét nghiém xéac dinh ndo mo cau c6 thé 1a dich ndo
tuy, mau, dich ngoay hong miii, mu (tr ban trén da). Xét nghiém trén dich
ndo tuy co thé thuc hién test nhanh, nhuém Gram, PCR va céy dich nao tuy.
Bénh phim méu dung dé cay tu dong. Tuy theo diéu kién trang thiét bi phu
hop c6 thé lya chon phuong phap xét nghiém tbi uu.

Cac phuong phap xét nghiém bao gdm

- Xét nghiém chan doan nhanh (RDT)

- Phuong phap hién vi (nhuém Gram)

- Nudi cdy trén thach

- Nudi ciy Bactec

- Pinh danh (API, dinh danh béng may tu dong)

- Sinh hoc phan tir : realtime PCR
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Bénh pham

. Dich n3 .
Mau 1%35130 Dich phét hong/ Mu
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So d6 1: Xét nghiém xac dinh Neisseria meningitidis




1. Phwong phap chin doan nhanh (RDT):

1.1. Pham vi ap dung :

Xét nghiém xac dinh chan doan viém nio mo cau bang cach phét hién
cac khang nguyén cua vi khuin N. meningitidis trong dich ndo tiy bang k¥
thuat ngung két hat latex. Do nhay khoang trén 60% va do dac hi¢u khoang
trén 90% va c6 thé phat hién cac khang nguyén N. Meningitides Group
A/Y ; N. meningitidis Group C/W135; N. meningitidis Group B/E tuy theo
tung kit thuong mai.

1.2. Nguyén ly :

Hat latex (thé hitu hinh) dugc phil boi khang thé don dong dic hiéu
dbi véi cac khang nguyén polysaccharide dic hiéu tiét ra tir vi khuan N.
meningitidis (thé vo hinh). Khang nguyén két hop véi khang thé tao su két
ndi céc hat latex véi nhau, tao ra hién tuong ngung két c6 thé phat hién bang
mat thudng.

1.3. An toan sinh hgc

- Tranh dé bénh pham bén ra tay va mat, néu dé ban ra tay ngay lap
tire rira bang nude sach. Trong truong hop danh d6 bénh pham, phai can than
1am sach noi bi d6 cing véi chat sat khuan theo quy trinh xtr Iy d6 tran.

1.4. Thwe hién xét nghiém

1.4.1. Méu bénh pham

- Dich néo tuy: tir 3ml dén Sml sau lay phan noi di quay ly tam 1000xg
trong 5-10 phut.

- Huyet teong: 2ml.

- Khuan lac: tir 3 d@én 5 khuan lac thuan nhat sau khi nudi cdy. Khuan
lac dang S, tron, nhan, kich thudc khoang 0,5 -1,0 mm, khong mau hoic x4m
nhat thuong nghi dén 13 tir vi khuan ndo mé cau (song cﬁu Gram am, oxidase
duong).

Bénh pham sau khi 1y xong phai dugc dwa ngay t6i phong xét nghiém.

1.4.2. Héa chit, vt tu tiéu hao

- B0 kit dugc bao quan theo quy dinh ctia nha san xuét.

- Pi pét hut

- Que tron

- Dung cu:

+ Con I 6t va con 70%

+ Dung dich sat khuan tay nhanh

+ Bom tiém vo trung 5 ml, 10 ml

+ Hop dung bong, day ga r6, kep

+ Lam kinh; Pén c6n; Dau soi; Que cdy; But chi kinh;

+ Gia dé tiéu ban; Cdc dung rac thai

1.4.3. C4c buéc tién hanh

Quy trinh thyc hién c6 thé thay d6i tuy theo mdi kit thuwong mai, co
ban bao gdm cac budc sau:

- Pua sinh phém ra ngoai nhiét d phong. Panh s6 thr tu cac bénh
pham va s6 thu ty trén tdm kinh.
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- Dung pipet nho 1 giot bénh pham vao 6 tuong ting da danh sb trén
phién kinh. Nho chimg duong va chimg am.

- Lic nhe nhang 1o c6 chtra hat latex va nhé mot giot vao canh giot
dich nao tuy cia nguoi bénh.

- Tron déu 2 loai v&i nhau bé'mg que tron phu déu bé mit caa moi 6.

- Léc déu ca phién kinh bang tay hodc ding may lic 80-100 vong trong
10 phat.

1.5. Phién giai két qua xét nghiém

1.5.1. Poc két qua xét nghiém

a) Poc céac 6 chung:

- O chung duong: O c6 hién tuong ngung két, hdn dich nhin thay tho,
c6 hat ngung két rd trén nén den, duong tinh voi khang thé dic hiéu gin két
vo1 hat latex.

- O chung am: O khong c6 hién tuong ngung két, hdn dich nhin thay
min, déng nhét.

b) Céc 6 bénh pham:

- Duong tinh: gibng 6 chimg duong.

- Am tinh: giéng 6 ching am.

C6 ngung két Khéng ngung két
Hinh 1: Poc két qua ciia phwong phap chan doan nhanh

1.5.2. Nhén dinh két qua xét nghiém

- Cac 6 ching am va duong tinh dat

+ O bénh pham am tinh: két luan 4m tinh.

+ O bénh pham duong tinh: két luan trong mau thtr c6 khang nguyén
cua N. meningitidis tuong Ung.

Trong trudng hop duong tinh khong 13, ¢6 thé do phan tmg khong dic
hiéu: dé bénh pham trong bé G 100°C trong 3-5 phut dé loai bo chét gay phan
g khong dic hiéu, sau d6 dé lanh & nhiét &6 phong va 1am phan tng lai.

- Céc 6 chung 4m va chting duong khong dat: kit thuc thir hong,
khong c6 két luan cho xét nghiém.
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1.5.3. Ghi chép va bao cao

- Hoan thanh biéu mau két qua chan doan viém mang nio mo cau bang
phuong phép chan doan nhanh.

- Nhép két qua xét nghiém vao sb theo dbi.

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

- Nguoi kiém tra s& kiém tra lai két qua trudce khi béo cédo ngudi phu
trach PXN.

2. Phwong phap nhuém Gram soi kinh hién vi

2.1. Pham vi ap dung:

Phuong phap 4 ap dung d6i voi mau bénh pham dich ndo tuy, mu, hong
va khuan lac sau nudi cay. Muc dich dé dinh hudng so bo chan doan duwa
trén ddc diém vé hinh thé, tinh chat bat mau qua nhuém Gram.

2.2. Nguyén ly:

- Nhuom Gram dugc dung nhu mot dac tinh phan loai quan trong véi
nhiéu vi khuan. Do su khac biét vé cdu tric vach té bao nén trong qué trinh
nhudém Gram, vi khuan Gram (+) sé& gitt duoc phirc hop tim Gentian-iode ma
khong bi tdy mau bdi con, trong khi d6 vi khuan Gram (-) khong gitr duoc
phtic hop mau nay, do vay két qua sau khi nhudém 1a vi khuan Gram (+) van
giit duoc mau tim cta Gentian, con vi khudn Gram (-) bat mau hdéng cia
Fuchsin

- Panh gia hinh thé, kich thudc, tinh chat bat mau, cach sip xép dic
trung cta vi khuan N. menigitidis va cac hinh anh té bao (néu c6) bang k¥
thuat nhuém va soi dudi kinh hién vi quang hoc.

2.3. An toan sinh hoc

Thuc hién theo yéu cau tai muc 1.3, phén [II, nhém bénh nay.

2.4. Thuc hién xét nghiém

2.4.1. Mau bénh pham

- Dich nio tay: tir 3ml dén 5Sml sau lay phan ndi di quay ly tim 1000xg
trong 5-10 phut.

- Khuan lac: tir 3 ¢én 5 khuan lac thuan sau khi nuoi céy.

- Dich ngody hong;

- Dich mu;

Bénh pham sau khi 1y xong phai dugc dua ngay t6i phong xét nghiém.

2.4.2. Héa chat, vat tu tiéu hao

- May ly tdm (can cho mot so loai bénh pham)

- Kinh hién vi quang hoc

- B6 thudc nhuém Gram

+ Tim gentian

+ Todine /Lugol

+ Cdn 90°C

+ Do fuchsin

- Lam kinh

- Dung cuy say lam (néu co)

- Kep
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- Bt ghi nhan

- Dau soi kinh

- Giy lau kinh

2.4.3. Cac budc tién hanh

- Budce 1: lam ti€u ban

+ Léy lam méi va dbt trén ngon Itra dén con dé lam sach dau;

+ Ghi tén s6 bénh pham phia dau lam;

+ Dung que cdy vo khudn 14y mau bénh pham dit 1én giita lam kinh
va dan tir trong ra ngoai tao mgt hinh tron duong kinh khoang 1,5cm;

+ Cb dinh bang su 1am noéng: ho trén ngon lira dén cdn hodc dé 1én
may siy tiéu ban véi nhiét d6 khoang 60°C.

- Budce 2: Nhuom Gram

+ Pé tiéu ban lén gia;

+ Phu thudc nhudm tim Gentian 1én day tiéu ban va dé 60 gidy;

+ Rura nhe nhang tiéu ban duéi voi nude sach;

+ Phu Iodine dé khoang 30 gidy;

+ Rura ti€u ban nhe nhang dudi voi nudc sach;

+ Phu nhanh con dé 10 gidy;

+ Rura ngay ti€u ban dudi voi nudce sach;

+ Phu Fuchsin dé khoang 60 giay;

+ Rira nhe nhang dudi voi nude sach va dé tiéu ban kho tu nhién hoic
trén may say lam.

- Budc 3: Soi kinh hién vi & vat kinh dau do phong dai 100X

2.5. Phién giai két qua xét nghiém

2.5.1. Poc két qua xét nghiém

- Xac dinh hinh thé, kich thudc, tinh chat bat mau, cach sép xép cua vi
khuan.

- Té bao bat mau xanh tim: “Gram duong”

- Té bao bi khir mau tim bdi dung dich acetone-ethanol va c6 mau do
khi nhuém safranin: “Gram-am”

- Nghi dén Neisseria meningitidis khi quan sat thdy hinh anh cau
khuan Gram am xép doi, hinh hat ca phé nam trong va ngoai bach cau da
nhan.

s Vi khuan c6 hinh
‘R dang cia ndo mo

?" cau: song cau

e & Gram am (miii tén

chi)

Hinh 2: Nhuém Gram tir miu bénh pham dich nio tiy
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Luu y:

- Trong truong hop tay con khong dang thoi gian, rira khong k¥ s& lam
sai 1éch két qua.

- Tu01 clia mau cay vi khudn anh huong dén tinh chat nhuém Gram &
cac mau ciy vi khuan dé thoi gian qué lau.

- Nhudm lai tiéu ban khi nghi ngd két qua khong chinh xac.

2.5.2. Nhin dinh két qua xét nghiém

- Ghi nhén: hinh thé, cach sép xép cta vi khuan, tinh chit bt mau.

2.5.3. Ghi chép va bao cao

- Hoan thanh biéu mau két qua chan doan viém mang ndo mo cau bang
phuong phép nhu¢m gram.

- Nhap két qua xét nghiém vao s theo ddi.

- Nhép két qua vao may tinh va chuyén vao hd so tong hop.

- Nguoi kiém tra s& kiém tra lai két qua trude khi bao cdo ngudi phy
trach PXN.

3. Phwong phap nudi cay

3.1. Pham vi ap dung :

Phuong phap ap dung d6i voi mau bénh pham mau, dich ndo tiry, mu,
hong. Nham nuéi cdy ting sinh vi khuan N. meningitidis dua vao tinh chét
sinh vét hoa hoc (SVHH) tir khuan lac trén moi truong nudi cay.

3.2. Nguyén ly :

Nguyén 1y nudi céy, phén l1ap: Bénh pham duoc ciy vao méi truong
thach chocolate, thach mau, dé ¢ dleu kién khi truong va nhiét do phu hop
tao diéu kién cho vi khuan phat trién tét. Muc dich 1a lam tang sinh vi khuan
(néu co) trong bénh phérn, cac khuan lac tach biét duge trén méi trudong nuoi
cdy.

3.3. An toan sinh hgc

- Tuén thu thuc hién thyc hanh vi sinh t6t trong phong xét nghiém

- Nhan vién xét nghiém thyc hién k¥ thuat chan doan vi khuan N.
meningitidis nén tiém vacxin viém mang no do nio mé cau.

- Thyc hién bao ho c4 nhan day du khi tiép xuc voi cac bénh pham va
tranh nhiém chéo va khong l1ay nhiém cho nhén vién y té

- Xt Iy cdc mau bénh pham theo dung quy trinh va thao tac k¥ thuat
can than, khong dé 1ay nhiém ra moi trudng

- Tién hanh quy trinh k¥ thuat trong t an toan sinh hoc cap II

- Tranh dé bénh pham bén ra tay va mat, néu dé ban ra tay ngay lap
tire rira bang nude sach. Trong truong hop danh d6 bénh pham, phai can than
lam sach noi bi d6 cung voi chét sat khuan dé dam bao tinh an toan sinh hoc.

3.4. Thuc hién xét nghiém

3.4.1. Miu bénh pham

- Dich nio tuy: tir 3ml dén 5Sml sau lay phan ndi di quay ly tim 1000xg
trong 10 phut.

- Dich ngody hog;
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- Dich mu;

3.4.2. Hoa chit, vt tu tiéu hao

- But Viét kinh

- Que cay (nhya hodc kim loai)

- Bén con (néu dung que cdy kim loai)

- Thach méau (BA): Blood AGAR BASE;

- Thach Chocolate (CA): Columbia;

3.4.3. Céc budre tién hanh

a. Nudi cdy tir bénh pham dich nio tiy

- Bu6c 1: Chuan bj bénh pham

+ Tron déu bénh phém

+ Dung pipét hut 1,5 - 2 ml cho vao tuyp vo tring 5 ml, rdi ly tim véi
tdc d6 3000 vong/10 phut

+ Bo phﬁn nuée nodi, léy can dé nhudm soi va nuoi céy.

- Buédc 2: K thuét cdy

+ Lay tir t lanh 2 — 8°C 1 dia BA va 1 dia CA d¢ o nhiét d6 phong
khoang 15 phut

+ Lay 1 ang (khoang 10 pl) can ly tAm & trén, ria 1én dia thach (ving
nguyén uy)

+ Tiét tring que cdy trén ngon ltra dén con, dé ngudi rdi cay phan ving
(4 vung)

+ Tiét tring que cay;

+ Cho dia thach vao ta 4m 37°C, CO2 5 % 18 - 24 gi0 sau nhan dinh
vi khuan (néu co) va theo ddi tir 24 gio - 48 gio;

- Bu6c 3: Lam tiéu ban nhuém Gram véi can con lai.

b. Nubi cay tir bénh pham dich hong, dich mi

- Budc 1: Chuan bj bénh pham

Lay 1 dia BA, 1 dia CA d3 G 4m trong 10 - 15 phit;

- Budc 2: K¥ thuat cay

+ Que tim bong c6 bénh pham cdy nguyén Gy 1én bé mit cta dia thach
nudi cay;

+ Ddt que cay dé ngudi sau d6 ciy tir nguyén uy trén moi trudng roi
ciy phan ving;

+ Cho dia BA , CA cho vao ta &m CO, 0 & 37°C / 24h - 48h;

- Budc 3: Phét tiéu ban nhudom Gram.

3.5. Phién giai két qua xét nghiém

3.5.1. Poc két qua xét nghiém

- Nhan dinh tinh chat bénh pham dich nio tay.

- Nhén dinh két qua nhudm soi cdn; vi khuén sau phan 13p (néu co);

- Nhan dinh tinh chit khuan lac: Khuan lac thuan c6 dang S, tron ,
nhan, kich thudc khoang 0,5 — 1,0 mm, khong mau hodc xdm nhat.

3.5.2. Nhin dinh két qua xét nghiém

Ghi nhan: hinh thé, cach sap xép ctia vi khuan, tinh chat bat mau cia
khuan lac.
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3.5.3. Ghi chép va bao cao

- Hoan thanh biéu mﬁu két qua chan doan viém mang ndo mo cau bang
phuong phap nudi cay truyén thong.

- Nhap két qua xét nghiém vao sb theo dbi.

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

- Nguoi kiém tra s& kiém tra lai két qua trudce khi béo cédo ngudi phu
trach PXN.

4. Phwong phap céy trén may tw dong (vi du trén miay BATEC)

4.1. Pham vi ap dung :

Xét nghiém tir mau, dich ndo tuy dugce nudi cdy bang may tu dong.

4.2. Nguyén ly :

Trong chai cay mau Bactec c6 moi truong t6i uu hoa cho mam bénh
tuong ung phat trién. Khi vi khuéan ting sinh s& thuc hién qua trinh trao doi
chat, thai khi Carbonic (CO2) vao méi truong. Lugng CO2 nay phan (mg véi
mot chat nhudém huynh quang c6 san trong chai va huynh quang phat ra sé
duoc hép thu bo1 mgt bd phan cam bién anh sang (Photo Detector). Tinh hi¢u
nhan dugc s& duogc truyén toi may tinh dé phan tich. Mic phéat quang tuong
ung véi ham lugng CO2 vi sinh vat thai ra moi truong. Khi dat dén mot ham
lugng CO2 nhat dinh (theo thong s6 mau duong tinh da dugc cai trudc), may
s& bao duong. Néu khong cé vi sinh vat phat trién, may s& khong phat hién
su ting nong do CO2 trong chai cAy méu va s& bao 4m tinh sau mot thoi gian
nhat dinh (d3 duoc cai dat trudc).

4.3. An toan sinh hoc

Thuyc hién theo yéu cau muc 3.3, Phan III, nhom bénh nay.

4.4. Thuc hién xét nghiém

4.4.1. Mau bénh pham

- Mau tinh mach: 8ml dén 10ml (trong trudng hop dic biét c6 thé lay
3 - 10 ml mau).

- Dich néo tiy: tir 3ml dén 5ml.

a. Chuan bi mau mau:

- Lay mau trong vong 15 phut sau khi c6 gidy xét nghiém toi. K§ thuat
lay mau nhu sau:

+ Chon vi tri lay mau: chon tinh mach noi 10 nhat, thong thuong lay &
tinh mach nép gap khuyu tay, mu ban tay hodc co tay

+ Budc day ga ro dé xac dinh vi tri iy méu, thio day ga ro, sat khuan
lai tay bang dung dich sat khuan tay nhanh

+ Dung kep lay bong thdm con - iod sat khuan da noi 1dy mau theo
hinh xody &c¢ tir trong ra ngoai, tao mot ving c6 duong kinh khoang 5 cm.
Thoi gian sat khuan phai tir 30 gidy dén 1 phat. Dé kho tu nhién 1 - 2 phut.

+ Khong dugc cham lai vao vung da sat khuan

+ Bat nip bao vé chai mau, sat khuan nut chai bang con 70%, dé kho
(khong sir dung iod dé sat khuan niit chai)

+ Peo ging tay y té, lay bom tiém vo trung dam nhanh miii kim vao
tinh mach, hut du lugng mau can: 8 - 10 ml
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+ Théo day ga rd, cang da, rit nhanh kim ra. CAm mau vét chich.

- Thay dau kim lay thudc véi kich thude 18, bom mau vao chai PLUS
Aerobic/F Culture Vial, lic nhe chai cho mau khoi dong

- Ghi tén, tudi, khoa phong, sb giudng, ngay gio ciy 1én chai cidy mau

b. Chuén bi bénh phim dich nio tiy

- Khi tiép nhan bénh pham, lic déu bénh phim

- Dung bom tiém hut 3ml - 5 ml bom vao chai cdy, lic nhe chai cho
bénh pham tron déu moi trudng

- Ghi tén, tudi, khoa phong, sd giu’ong, ngay gid cdy lén chai cdy.

c. Van chuyen va bdo quéan bénh phim ciy mau, dich nio tiiy

- Chuyén ngay chai cay vé khoa xét nghiém

- Ghi tén, tu01 khoa phong, s6 giuong, chan doan, ma bénh pham,
ngay cdy vao s cdy. Ghi ma bénh pham 1én chai cay

4.4.2. Héa chat, vat tu tiéu hao

- Dung cu ldy bénh pham mau: bom tiém, kim tiém, bong vo khuan,
con sat khuan, day ga ro

- Gang tay

- But viét danh dau

- Chai cAy méau BactecTM Plus Aerobic/F Culture Vial.

4.4.3. Cc buérc tién hanh

- Cho chai vao may theo huéng dan cia nha san xuat

- Néu thoi gian cho doi trude khi cho chai vao may cay qua 2 tiéng,
c6 thé bao quan 20h ¢ 35°C hoic 48h & 20 — 25°C. Khong bao quan trong ti
lanh.

- Sau mot thoi gian nhat dinh mdy s& bao dwong hodc am khi trén man
hinh hién thj du “+” hodc “—” tai vi tri chai mau tuong tng t6i da trong 5
ngay khong ké ngay cdy. V&i chai bio duong:

+ Lay chai bao duong, quét ma vach, nhan “OK”, 1ay chai mau ra khoi
may cdy méu.

+ Cay ra dia thach mau va chocolate bang bom tiém 1ml vo tring va
phét lam nhuém Gram soi thy cau khuan Gram am.

+ Tiét tring que cdy trén ngon ltra dén con, dé ngudi rdi cdy phan ving
(4 vung).

+ Tiét tring que cay.

+ Cho dia thach vao ti 4&m 37°C, CO, 5 % (mét s6 vi khuan khong can
CO; 5% can dua vao két qua nhudm Gram can dé dinh huéng), 18 - 24h sau
nhén dinh vi khuan (néu c0) va theo doi tir 24h - 48h.

4.5. Phién giai két qua xét nghiém

4.5.1. Poc két qua xét nghiém

Sau 5 ngay nudi cdy may bao am tinh, tra két qua: “Khong c6 vi khuan
gay bénh”. Néu may bao duong tinh, s& thuc hién nhu nhan dinh két qua bén
dudi dé khang dinh vé hinh thé khuan lac.
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4.5.2. Nhan dinh ket qua xét nghiém

Thuc hién nudi cdy mau khi may bao duong tinh trén dia thach va
nhudm Gram:

- Nhan dinh khuén lac dang S, tron , nhan, kich thudc khoang 0,5 —
1,0 mm, khong mau hodc xdm nhat

- Nhén dinh hinh thé, cach sép Xép cua vi khuan, tinh chat bt mau.

Tir d6, dé dinh hudng cho dinh danh va 1am khang sinh d6 vi khuén.

4.5.3. Ghi chép va bao cao

- Hoan thanh biéu mau két qua chan doan viém mang nio md ciu bang
phuong phéap nudi cdy tu dong.

- Nhap két qua xét nghiém vao so theo doi.

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

- Nguoi kiém tra s& kiém tra lai két qua trude khi bao cdo ngudi phy
trach PXN.

5. Phwong phap dinh danh vi khuin N. meningitidis dwa vao tinh
chét sinh vt hoa hoc.

Pay 1a mot phuong phap dinh danh dua vao tinh chat sinh vat hoa hoc
bang bo API NH hoic tuong duong.

5.1. Pham vi ap dung

Xét nghiém nham dinh danh vi khuan N. meningitidis bang bd API
NH duya vao tinh chét sinh vat hoa hoc (SVHH) tir khuan lac trén mdi trudong
nudi cdy.

5.2. Nguyén ly:

Thanh API NH gém c6 10 éng nhé chtra cac mdi truong dong kho,
nhimg 6ng nho nay co kha ning 1am 12 test dinh danh (cac phan tmg enzym
hay su 1én men cua duong) cting nhu phat hién penicillinase. Trong qua trinh
1, chét chuyen hoa tao ra su thay d6i mau mot cach ty dong hoic biéu hién
khi thém thudc thir.

5.3. An toan sinh hgc

Thuc hién theo yéu cau muc 3.3, Phan III, nhom bénh nay.

5.4. Thuc hién xét nghiém

5.4.1. Mau

- Khuén lac thuan d3 dugc nudi cdy tir 18 gio dén 24 gid, co dang S,
tron , nhan, kich thuéc khoang 0,5 — 1,0 mm, khong mau hoic xam nhat.

Yéu cau: Khuan lac thuan nhat, khong bi nhiém nhiéu loai khuan lac.
Khuan lac khong dat yéu cau 1a khong thuan nhét.

- Chuan bj vi khuan

Truéc khi st dung API NH, chuin bi hon dich twong dwong
4McFarland vi viéc nay rat can thiét dé thuc hién nuéi céy. Str dung moi
truong trong diéu kién giau CO2 tir 18 — 24 gidr & 36°C + 2°C (dé enzym cia
vi khuan biéu hién tot nhit trén thanh API NH) dé nudi cdy.

5.4.2. Héa chat, vat tu tiéu hao

- Thudc thr

+ Do duc chuan Mcfarland
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+ Dau parafin

- Moi truong API NaCl 0.85% (2ml)

+ 1 6ng chat thit JAMES

+ 1 bng chat thoe ZYM B

+ Thanh dinh danh API NH

5.4.3. Cac budc tién hanh

- Chuan bi thanh API NH

+ Chuan bi mot hop u ( khay va nip)

+ Ghi s6 bénh pham trén vanh c6 hinh thon dai cta khay. (Khong ghi
trén s6 ndp vi co thé bi xoa mat trong sudt qua trinh tién hanh xét nghiém).

+ Lay thanh ra khoi bao géi riéng ctia né.

+ Dat thanh vao tu u.

+ Loai bo nhitng chat 1am kho.

+ Mo mot dng moi truong API NaCl 0.85% ( 2ml)

- Dung taim-bong, 1dy vai khuan lac thuan duoc nudi cdy va chuan bj
hon hop dich véi @6 duc tuong duong 4 McFarland, dam bao hon dich da
duoc tron ky. Yéu cau str dung khuan lac méi ciy (trudc 18 — 24 gio). Hon
hop dich nay phai duoc s dung ngay lap tirc sau khi pha ché.

- Pua hdn hop dich di pha chung vi khuan

- Pua hdn dich vi khuan vao moi tuyp, tranh tao bot khi

- Cho hdn dich vao céac giéng cua 7 giéng dau tién (tir test PEN dén
test URE): khoang 50ul,

- Cho vao giéng va phan hinh chén cua 3 giéng cudi ILIP/ProA |,
: khoang 150 pl tranh lam mat khum cta chat

long bi 161

- Phu 7 test dau tién (tr PEN dén URE) v6i dau parafine (nhiing test
duogc gach chan)

Luu y: Chat luong ciia mdi lan cho vao 13 rat quan trong: Cac tuyp
day tran hay khong du co thé giy ra két qua duong tinh gia hodc 4m tinh gia.

- Pong hop u; U trong vong 2 — 2.5 gid & nhiét 46 36°C + 2°C trong
moi trudng hiéu khi.

5.5. Phién giai két qua xét nghiém

5.5.1. Poc két qua xét nghiém

a) Viéc doc két qua dwoc thue hién theo huéng din ciia nha san
Xuit:

- Sau giai doan 1, doc két qua dua vao Bang doc trong Ban hudng dan

nay.

+ Doc cac phan ung tu phat va ghi két qua 1a duong tinh (+) hodc 4m
tinh (-) trén bang két qua

Canh bao: 3 gleng cubi co cung chirc nang va cé thé thuc hién 2 phan
ung trén cung mot giéng:

- Giéng 8. 2] (phan tng tu phat)/ [E22/ (phan Gng sau khi thém thudc
thir)
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- Giéng 9. |patl (phan tmg ty phat)/ L2eT| (phan tmg sau khi thém thudc
thir)

- Giéng 10.
thudc thir)

+ Céc két qua cua cac phan ung LBl | [Pad va [8sAL phai duoc ghi
trude khi thém thude thir

+ Thém mét giot thudc thir ZYM B vao cac giéng 8 va 9: [LIP/ProA |,
PAL/GGT |,

- Thém moét giot thude thir JAMES vao giéng 10: [BGAL/IND |

b) Poc tit ca cac phan ing

- Boc trong vong 3 phut theo nhu bang doc két qua trong bang huéng
dan va ghi két qua vao bang két qua

- Trudce dinh danh cac 6 trong thanh dinh danh ¢6 mau tuong ung trong
cot “Am tinh”, néu két qua duong tinh s& cho mau twong tng giéng trong cot
“Duong tinh” ctia bang bén duoi.

lezaL] (phan (mg tu phat)/ N2l (phan Umg sau khi thém

Bang 2. Bing doc két qua

Xét Thanh | S6 | Phin dmg Ket qua
nghiém phan lwgng Enzym | Am tinh ?“’l‘l”ng
in
Potassium | 1/36 | PENcilliase | Xanhda | Mau vang,
benzylpenc troi vang xanh,
1) PEN |illin (khong co | (co
penicillina | penicilliase
se) )
D-glucose | 0.5 axit hoa do
D-fructose | 0.1 (GLUcose) |doé—vang | Vang da
2) GLU | D-maltose |0.1 axit hoa cam
3)FRU | D- 0.5 (FRUtose)
4) MAL | saccharose axit hoa
5) SAC | (sucrose) (MALtose)
axithéa(SAC
charose)
L-orithine | 0.552 | Orithine vang — xanh da
6) ODC Decarboxyla xEmh 1a trot
se cay
lam xam
7) URE | Ure 0.41 UREase Vang vang — tim
5-bromo-3- | 0.033 | LIPase khong xanh da
8a) L2l | indoxyl- mau troi
caprate xam nhat | (+ két tia)
‘ 4- 0.038 | ALkaline khong vang
%) lead nitrophenyl Phosphatase | mau
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Xét Thanh | S& | Phan tng/ Ket qua
nghiém phén lwong | Enzym | Am tinh glllrlfng
-phosphate xam nhat
2CHA
4- 0.04 BD- khong Vang
10a) né‘;gophenyl galactosidas | mau
-BD- e
[eea] galactopyra
noside
proline-4- | 0.056 | Proline 7ZYM B/ 3
methoxyl- AArylamld‘ase Va:mg phut
Sb) Lewoa) B- . néu LIPrla vang nPat
naphylamid duong tinh, | (ndunéu |Dacam
e ProA lu6n la | LIP +)
am tinh
v-glutamyl- | 0.049 | Gamma ZYMB/3
4- Glutamyl vang phut
methoxyl- Transferase | vangnhat | da cam
9b) leet B- (vang-da
naphylamid cam néu
e PAL +)
ZYM B/ 3
10b) L- 0.036 | INDole khong phut
= trytophane mau
hong

- Néu phan ung ! 13 dwong tinh (mau xanh), phan tng F@4l 13 am
tinh du thudc thir ZYM B duoc thém vao hodc khong.

- Néu trong vong 2 gid 1, mot s6 phan ung (1én men, pencillinase) van
nghi ngo, 0 lai cac thanh thém 2 gid nita va doc lai két qua phan tmg (xét
nghiém enzym khong can doc lai trong truong hop nay).

5.5.2. Nhan dinh két qua xét nghiém

- Phan tich két qua

Viéc dinh danh duoc thuc hién béng viéc mo ta tom luoc bﬁng s6 nhu
sau: Trén giéng két qua, cac test dugc chia lam cac nhom co 3 giéng, va mot
trong céc gia tri 1a 1,2 hodc 4 duoc dua ra cho mdi giéng. Bang viéc cong
cac gid tri twong Gng voi cac giéng cho phan tng dwong tinh trong mdi nhom,
ta c6 mot day sé gom 4 s6.

Cinh _bdo: khong tap hop cac test dau tién (Pencillinase). Nhém dau
tién chura cac test GLU — FRU — MAL.

- Két qua dugc xac nhan sau khi nhdp ma nhén dang vao Véi phﬁn
mém dinh danh apiweb™, thiét bi ATB™ hoic mini API

- Panh vao 4 s6 tim dugc bang ban phim trén man hinh.
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5.5.3. Ghi chép va bao cao

- Hoan thanh biéu mau két qua dinh danh viém mang nio mo cau bang
phuong phép sinh vét hoa hoc.

- Nhép két qua xét nghiém vao sb theo dbi.

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

- Nguoi kiém tra s& kiém tra lai két qua trudce khi béo cédo ngudi phu
trach PXN.

6. Pinh danh vi khuin N. meningitidis bang may dinh danh tw
dong (vi du may Malditof)

6.1. Pham vi ap dung :

Xét ngh1em nham dinh danh vi khuan N, menmgztzdzs bang may dinh
danh ti dong Malditof tir khuan lac trén moi truong nudi cay.

6.2. Nguyén ly :

MBJi loai sinh vat déu ¢ thanh phan cac protein trong ribosome rat dic
trung cho riéng loai d6, goi 1a ddu 4n phan tir (molecula fingerprint) ctia loai.
May MALDI Biotyper st dung cong nghé MALDI-TOF MS dé gay ion hoa
va thu nhén cac protein / peptide tur mau can dinh danh, sau d6 biéu dién
chung ¢ dang mot pho khoi lugng (hay con goi 1a khéi pho - mass spectrum).
Bang cach so sanh khéi pho thu dugc vai cac pho tham chiéu c6 sin trong
thu vién dit liéu, may MALDI Biotyper s& cho két qua dinh danh chinh xac
loai vi sinh vat.

6.3. An toan sinh hoc

Thuc hién theo yéu cau muc 3.3, Phan III, nhom bénh nay.

6.4. Thuc hién xét nghiém

6.4.1. Mau

- Khuan lac thuin d3 dugc nudi cdy tir 18 gio dén 24 giv, ¢6 dang S,
tron , nhan, kich thude khoang 0,5 — 1,0 mm, khong mau hodc xam nhat.

- Yéu cau: Khuan lac thuén, riéng ré, khong bi nhiém nhiéu loai khuan
lac. Khuan lac khong dat yéu cau l1a khong riéng ré va bi nhiém tir 2 dén 3
loai khuan lac.

- Chuén bi mau: Mau khuéan lac nén 13 mau tuoi.

6.4.2. Thubc thir, hoa chit, vat tu tiéu hao

- Bruker HCCA matrix portioned

- Bruker Bacterial Test Standard (BTS)

- Axit formic tinh khiét 99-100%

- Acetonitrile tinh khiét 99-100%

- Axit trifluoroacetic (TFA) tinh khiét 99-100%

- Ethanol tinh khiét 99-100%

- Nuéc siéu tinh khiét

Chuin bi héa chat

- “Stock Solution” — Dung mdéi dung cho HCCA Matrix va Bruker
Test Standard (BTS)

+ Lay 1 tuyp Eppendorf va cho vao d6 475 uL nudc siéu tinh khiét,
500 pL Acetonitrile (ACN) 100% va 25 pL Trifluoracetic acid 100% (TFA).
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+ Tron déu bang vortex. Nhu vay ta c¢6 dugc 1 ml hdn hop, goi 13
“stock solution”. Stock solution c6 thé bao quan & nhiét do phong.

- HCCA Matrix

+ Lay 1 tuyp HCCA Matrix, cho vao d6 250 pL stock solution.

+ Vortex ¢ nhiét d6 phong cho dén khi thu duoc dung dich trong sudt
(tat ca tinh thé HCCA déu duoc hoa tan, ndng do cudi 1a 10 mg HCCA/ml).

- Bruker Test Standard (BTS)

+ Liy 1 tuyp BTS, cho vao d6 50 pL stock solution. Thuc hién
pipetting it nhat 20 1an & nhiét d6 phong, tranh tao bot.

+ Pé ¢ nhiét d6 phong 5 phut, sau do lai pipetting it nhat 20 lan, tranh
tao bot.

+Néu dung dich van con duc, thuc hién quay ly tAm 2 phit véi tde do
13000 rpm & nhi¢t do phong.

+ Dung dich BTS sau khi pha xong chia nho ra lam nhiéu tuyp (chang
han chia lam 10 tuyp, rn01 tuyp 5 uL) va bao quan ¢ nhiét d6 dudi -18°C.
Néu thao tac chuén bi tbt, dung dich BTS c6 thé bén trong 5 thang & diéu
kién bdo quan da néu ¢ trén.

6.4.3. Cac budc tién hanh

- Budc 1: Phét khuan lac thuan 1én mot vi tri (spot) ciia dia MALDI
target. Luu y chi phét mot lwong nho khuan lac (vira dii nhin thay), c6 thé sir
dung tam tiét tring (toothpicks) dé phét. Pé mau kho & nhiét d6 phong.

- Budc 2: Cho 1 pL dung dich HCCA Matrix 1én mdi vi tri mau va dé
kho & nhiét d6 phong, sau d6 c6 thé dua dia MALDI Target vao may MALDI
Biotyper dé thyc hién dinh danh.

6.5. Phién giai két qua xét nghiém

6.5.1. Poc két qua xét nghiém

Bang 3. Phién giai két qua

Gia tri Phién giai
2.000 ... 3.000 D0 tin cay cao
1.700... 1.999 D0 tin cdy trung binh
0.000...1.699

- Két qua mirc xanh luc tng véi gia tri >2: D tin cdy cao, co thé chinh
xéac dén cap d6 loai (species)

- Két qua murc vang Gmg voi gia tri >1.7 va <1.999 : Do tin cdy trung
binh, c6 két qua chinh xac cdp d6 chi (genus).

- Két qua mutrc do tng véi gia tri < 1.7 : Khong ¢ két qua dinh danh
hoic két qua khong tin cay.

6.5.2. Nhin dinh két qua xét nghiém

Duya vio phan mém cua may Malditof dé x4c nhan két qua.

6.5.3. Ghi chép va bao cao

- Hoan thanh biéu mau két qua dinh danh vi khuan viém mang ndo mo
cau bang phuong phéap dinh danh ty dong.

- Nhap két qua xét nghiém vao s theo doi.
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- Nhap két qua vao may tinh va chuyen vao ho so tong hop.

- Ngudi kiém tra s& kiém tra lai két qua trudc khi bao cdo ngudi phy
trach PXN.

7. Pinh danh vi khuin N. meningitidis bing may dinh danh tw
dong (vi du Vitek 2 Compac)

7.1. Pham vi ap dung:

Xét nghiém nham huéng dén dinh danh vi khuin N. meningitidis bang
may dinh danh tu dong Vitek 2 Compac tir khuan lac trén moi truong nudi
céy.

7.2. Nguyén ly :

Dung phuong phap do mau dé nhan biét cac tinh chét sinh vat hoa hoc
ctia vi sinh vat thong qua sy thay d6i mau ctia cac giéng méi truong co san
trong cac dinh danh.

May s& giam sat sy phat trién va hoat tinh ciia vi sinh vét bén trong
cac giéng cua thé xét nghiém. B phan quang hoc sir dung anh sang nhin
thiy dé danh gia truc tiép su phat trién cua vi sinh vat. B¢ phan quang hoc
nay dua trén doc anh sang ban dau ciia moi gleng trudc khi bat dau co su
phat trién. May doc 15 phut/ lan dé do su phat trién cta vi khuan trong mdi
giéng. Phan mém so sanh két qua thu dugc véi co s¢ dir liéu dé dua ra két
qua.

7.3. An toan sinh hoc

Thuc hién theo yéu cau tai muc 3.3, phﬁn II1, nhém bénh nay.

7.4. Thuc hién xét nghiém

7.4.1. Mau

- Khuan lac thuin d3 dugc nudi cdy tir 18 gio dén 24 gid, ¢6 dang S,
tron , nhan, kich thude khoang 0,5 — 1,0 mm, khong mau hodc xam nhat.

- Yéu cau: Khuén lac thuan riéng r&, khong bi nhiém nhiéu loai khuan
lac. Khuéan lac khong dat yéu cau la khong riéng ré& va bi nhiém tir 2 dén 3
loai khuan lac.

7.4.2. Héa chat, vat tu tiéu hao

- Cac dinh danh NH (Nesseria/Haemophilus)

- Nudc mudi véo tring 0,45%

7.4.3. Cac budc tién hanh

Quy trinh dinh danh bang may VITEK 2 - compact theo huéng dan
ctia nha san xuat gom cac budc chinh nhu sau:

- Chuan bi Worksheet cho cassette (ghi cac théng tin can biét vé bénh
nhan nhu tén, tudi, lab ID...): Vao “Enter casette manager” - chon “Setup
tests post entry” - chon Print - chon “Blank cassette worksheet” - nhan OK
deé in

- Chuén bi cac: Léy cac ra khoi ta lanh va dé & nhiét do phong khoang
15 phut

- Chuéan bi 6ng lam dinh danh: Lay 3 ml nuéc mudi 0,45 % tir
Dispenser va pha mau: Dung que ciy liy chung can dinh danh tir khuan lac
thuan nhat, pha vao dng dinh danh trén. Kiém tra do duc vi khuan bang may
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do d6 duc tir 2,7 dén 3,3 Mac Farland (MCcF). Ong nay dugc cam thir ty vao
casette. Pau hut card dinh danh dugc cam vao cac Ong tuong Ung

- Néu méy d3 san sang (man hinh hién Start Fill va OK): M cira budng
hat, cho cassette vao roi dong cura budng huat va nhan Start Fill

- Khi dén bao nhip nhay (sau khoang 2 phuat), man hinh bao
“Transfer”, mé ctra budng hut 14y cassette ra va md ctia budng van hanh roi
cho cassette chtra cac vao (budc nay khong dugc qua 10 phat). Bong ca hai
ctra. Cht y: khong duoc mo cira trude khi mo budng hit dé tranh 1am hong
tat ca cac card dang chay trong may

- Nhap thong tin cassette: Néu bénh pham chi lam dinh danh béi den
1 hang (GN), 1di vao Define Isolate dé nhap thong tin: ID lab, s vi khuan.
Vao Bench name dé chon tén nguoi thuc hién. Nhin Save cassette data dé
xac nhan;

- Nhap thong tin bénh nhan: Vao “View and Maintain Patient
Information” (Biéu tuong hinh nguoi). Vao Add patient dé thém bénh nhan.
Nhép cac thong tin c6 dau * d6 (bat budc). Nhan Save dé xac nhan.

7.5. Phién giai két qua xét nghiém

7.5.1. Poc két qua xét nghiém

Dit liéu sé duoc tu dong ghi vao phﬁn mém trén may tinh. Phan mém
phan tich két qua va xac dinh vi sinh vat dya va cac phan tng sinh hoa.

Bing 4. Két qua dinh danh

Mirc d§ tin cay Ciac s lwa chon |  Xac suit Khuyén cdo

Xuét sic 1] 96 % —99%
Rat tot 1] 93%—95%
Tot 1| 89%—82%
Chép nhan dugc 1| 85%—88%

Thap 2hoic 3| Tong phan | 2 hoic 3 loai co

tram = 100 cung co so

gidng nhau.

Phén biét bang

cac test phu.

Khong xéc dinh 0

7.5.2. Nhin dinh két qua xét nghiém
Nhan dinh bang phan mém cia may dinh danh ty dong Vitek 2
Compact dé xac nhan két qua.
7.5.3. Ghi chép va bao cao
- Hoan thanh biéu mau két qua dinh danh viém mang nio mo cau bang
phuong phép dinh danh ty dong.
- Nhap két qua xét nghiém vao s theo ddi.
- Nhép két qua vao may tinh va chuyén vao hd so tong hop.
- Nguoi kiém tra s& kiém tra lai két qua trude khi bao cdo ngudi phy

trach PXN.
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8. Xét nghiém realtime PCR

8.1. Pham vi ap dung:

Xét nghiém xac dinh chan doan viém nio md cau bang cach phat hién
ban sao ADN cua vi khuan N. meningitidis tir mau bénh pham.

8.2. Nguyén ly:

Trong k¥ thuat ndy gen (DNA) cta vi khuan Neisseria meningitidis
duoc khuyéch dai dya trén trinh ty DNA khudn miu cta vi khuin Neisseria
meningitidis hién dién trong bénh pham qua su lip lai cua tién trinh gom 3
giai doan: bién tinh (denaturation), gin mdi (annealing) va tong hop kéo dai
(extension) voi sy tro giup cua DNA polymerase chiu nhiét, primers va
deoxynucleotide triphosphates (ANTPs).

Mau do 1a mot doan oliognucleotit (vd: Tagman® probe) dugc gin véi
mot chat nhudm phat tin hiéu huynh quang & dau 5° (R), dau kia thi dugc
gin v6i thude nhudm dép tit huynh quang (Q). Khi mau do con nguyén ven,
Q ¢6 vai tro nhan nang lugng phat ra tir R (hi¢u ng chuyen nang luong
huynh quang). Néu c6 trinh ti dich, mau do va moi s€ gan vao khuon, qua
trinh tong hop bat dau. Trong qua trinh tong hop, enzym Taq DNA
polymerase voi hoat tinh exonuclease s& cit cac nucleotid ciia mau do tir dau
57, giai phong R khoi Q, lam tang tin hiéu huynh quang cua R. Cang nhiéu
san pham tao thanh thi cang nhiéu mau do bi phan cit va tin hiéu ctia R phat
ra cang nhiéu. Mat doc tin hi¢u huynh quang cua may s€ thu tin hiéu R, xur
1y bang phan mém va dua ra két qua cudi cung.

8.3. An toan sinh hoc

Thuc hién theo yéu cau tai muc 3.3, phﬁn II1, nhém bénh nay.

8.4. Thuc hién xét nghiém

8.4.1. Mau bénh pham

Bénh pham 1a dich ndo tiy, dich ngoay hong hodc khuan lac da duoc
nudi cay tir bénh pham ctia bénh nhan viém néo mo cau.

a. Tach chiét DNA tir miu

Chting am 1a nudc cat hai 1an (NFW). Tién hanh tach chiing 4m dong
thdi voi cac bénh pham khac.

- Bué6c 1: Hut 200 pl dung dich lysis AL vao dng eppendorf 1,5 ml da
c¢6 san 20 ul carrier ARN va 20 ul proteinase K.

- Budc 2: Cho 200 pl bénh pham vao dng eppendorf co chira hdn hop
Buffer AL - carrier RNA - proteinase K. Tron déu bang cach votex trong 15
gidyChii y: Dé dam bao cho qua trinh ly giai dat hiéu qua toi da, qua trinh
votex phai dugc lam can than.

- Bué6c 3: U ¢ nhiét ¢ 56°C trong 10 phiit.

- Budc 4: Ly tim nhe dé day nhiing dung dich bam & nap dng xudng
phia dudi.

- Budc 5: BO sung thém 200 pl ethanol (96 — 100%), tron déu bang
votex trong 15 gidy. Sau khi tron, ly tdm nhe dé day luong dung dich nho
bam ¢ nap Ong xuong phia dudi.
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- Budc 6: Can than chuyén toan bd dung dich ¢ bude 5 Ién ¢t loc (da
c6 ong hung loai 2 ml ¢ duoi). Dong nap va ly tam ¢ 8000 vong/phut trong
1 phit. Loai bo éng himg c6 chtra dich, chuyén cot loc sang mot dng himg
moi.

- Buoc 7: Mo nép cot loc can than, rira béng 500 ul Wash buffer AW1.
Pong nip va ly tam ¢ 8000 vong/phut trong 1 phut. Loai bo éng himg c6
chtra dich, chuyén cot loc sang mot ong hing moi.

- Budce 8: Mo nap cot loc can than, ria lai bang 500 pl Wash buffer
AW?2. Pong nip va ly tam ¢ 14000 vong/phut trong 3 phut. Loai bo 6 dng hing
c6 chira dich, chuyén cot loc sang mét ong hing moi.

- Budc 9: Pt cot loc vao mot dng himg moéi, ly tim & 14000 vong/phut
trong 1 phut.

- Budc 10: Bat cot loc vao mot dng eppendorf 1,5 ml méi va loai bo
6ng hting c6 chtra dich. Mo nép ot loc can than va cho 50 ul Elution buffer
AE. Péng nip va i ¢ nhiét do phong trong 1 phat. Ly tam & 8000 vong/ phut
trong 1 phut.

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

a. Sinh pham hoa chat

- Vat tu

+ But danh déau

+ Ong eppendorf loai 1.5-2ml d4 khir trung va khong chira RNase

+ Dﬁu con loai 2-50ul, 20- 200 pul va 1000 ul ¢c6 mang loc

+ Ong tuyp dinh danh loai 5 ml;

+ Tube Eppendorf ;

+ Khaén lau Kimwipes; Tam ti¢t trung;

+ Gang (khong bot), khau trang, mii dung 1 1an

- Kit tach chiét DNA cua Qiagene (hoic twong duong)

- Mot s6 loai hoa chat dung trong xét nghiém:

+ dNTPs 10uM

+ MgCL, 25uM

+ 10uM PCR buffer (Dung dich dém)

+ HotStart Taqg DNA polymerase

b. Tién hanh pha

- S luong 6ng PCR can cho mét dot chay realtime-PCR theo cong
thirc sau:

S6 luong dng = S bénh pham +2

- Lam tan d4 dng PCR master mix, hat 12,5 pl cho mdi phan tmg PCR
vao ong eppendorf 1,5 ml. Sau d6 trén cac thanh phan realtime PCR theo
bang sau:
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Bang 5. Thanh phin pha sinh pham
Thanh phin phan ng Nong dé (uM) Thé tich (ul)
PCR Master Mix 10 12.5
MeCl, 25 2
DMSO 10 1
MOi xudi 10 1
Moi nguoc 10 1
Mau do 10 0.25
H20 2.25
Tong 20

- bat cac 6ng PCR da chtra Mix vao dung cu lam lanh va dé dung cu
nay trong diéu kién 2 - 4°C trong luc tién hanh tach chiét DNA.

- Pong chat nap éng PCR.

¢. Chuin bi ciip mdi realtime RT-PCR

Bing 6: Bé moi cho phan ing RT-PCR
Tén Trinh tu (5°-3’)
Moi xudi | GCTGCGGTAGGTGGTTAA
Moi nguoc | TTGTCGCGGATTTGCAACTA
Mau do FAM-CATTGCCACGTGTCAGCTGCACAT-TAMRA

8.4.3 Tién hanh chay phan tng realtime PCR

M&i lan chay PCR céan tién hanh dong thoi 2 loai ching bao gom:
Chimg duwong dé dam bao cac sinh pham va phan tmg PCR dugc dam bao
chat luong; Ching am dé kiém soat qua trinh tach chiét DNA khong bi
nhiém.

- Chuyén 5 pl san pham tach chiét DNA cung cac chimg 4m va ching
duong vao cac dng PCR tuong tmg.

- Ly tdim nhanh céc 6ng PCR c6 chira Mix va san pham DNA tach

chiét.
- Chuyén cac dng PCR vao may luan nhiét va cai theo chu trinh nhiét
sau:
Bang 7. Dat chuwong trinh phian irng PCR
Chuong A A TO Thoi gian .
trinh Nhigt do [*C] [hh:mm:ss] Chu ky
Bién tinh 95 00:15:00 1
, 95 00:00:30 45
Khuéch dai 60 00:00:30
72 00:00:30
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8.5. Phién giai két qua xét nghiém

8.5.1. Poc két qua xét nghiém

- Két qua chi doc dugc khi:

+ Ching am: khong c6 tin hi¢u huynh quang.

+ Chung am tach chiét: khong c6 tin hiéu huynh quang.

+ Ching duong: tin hi¢u huynh quang dugc thu nhan nho hon chu ky
thir 40 cia phan ung.

+ Mau duong tinh: tin hiéu huynh quang dugc thu nhan nhé hon chu
ky thir 40 ctia phan Ung.

- Néu trong truong hop phuong phap realtime RT - PCR van cho ket
qua khong rd thi mau bénh pham nay sé& duoc lip lai tir bude tach chiét miu
va c6 thé chay song song hai phuong phap RT-PCR va realtime PCR; hodc
phong xét nghiém c6 thé yéu cau lay lai bénh pham va xét nghiém theo
thudng quy ctia phong tir budc nhan bénh pham.

8.5.2. Nhan dinh két qua xét nghiém

Phat hién doan DNA dic hiéu cua vi khuén Neisseria meningitidis

Két qua dugc chap nhan khi:

- Chtrng duong: tin hi¢u huynh quang dugc thu nhén.

- Chtrng am: khong c6 tin hiéu huynh quang.

- Duong tinh: san pham PCR dic hiéu ¢ kich thudc bang kich thudc
ching duong.

- Am tinh: 13 sy xuét hién san phém PCR 6 cac vi tri khong dac hi¢u
hodc khong co6 sy hi¢n dién cta san phém PCR.

8.5.3. Ghi chép va bao cao

- Hoan thanh biéu mau két qua chan do4n viém mang nio mo cau bang
phuong phap rPCR.

- Nhap két qua xét nghiém vao s theo ddi.

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

- Nguoi kiém tra s& kiém tra lai két qua trudc khi bao cdo ngudi phu
trach PXN.
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