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LOI NOI PAU
Trong cong tac kham va diéu tri bénh, xét nghiém y hoc gitr vai tro dac
biét quan trong, cung cip nhimg théng tin chinh xéc, kip thoi gitp bac si chan
doan, theo ddi va danh gia hiéu qua diéu tri. Trong bdi canh chim soc stc
khoe ngay cang hién dai va yéu cau chat luong ngdy cang cao, hoat dong xét
nghiém khong chi dung lai ¢ viéc thyc hién k¥ thuat ma con doi hoi sy chuin
hoa quy trinh, ddm bao an toan, kiém soat chit lugng va tuan thu cac tiéu

chuan nghé nghiép.

Nhim nang cao hiéu qua cong tac xét nghiém, dam bao két qua co do tin
cdy cao, Bénh vién Pa khoa s6 2 tinh Lao Cai xay dung va ban hanh “Tap tai
liéu huéng dan quy trinh chuyén nganh Sinh hoc phan tir — Tap 17 gdbm 20 quy
trinh chuyén nganh Sinh hoc phan tir. Tai liéu bao gom cac quy trinh k¥ thuat
co ban va chuyén sau, giap can bd k¥ thuat vién, bac si xét nghiém thuc hi¢n

cong viéc mot cach thong nhat, khoa hoc va an toan.

Tai liéu khong chi phuc vu cho cong tac chuyén mén ma con 1a co so
tham khao hiru ich trong dao tao, nghién ctru, va kiém soat chat luong xet
nghiém. Thong qua viéc ap dung thong nhét cac quy trinh, bénh vién hudng
t&i muc tiéu nang cao chat lugng xét nghiém, giam thiéu sai sot va dam bao
an toan toi da cho ngudi bénh.

Tap thé bién soan mong nhan duogc nhimng ¥ kién dong gop cua cac dong
nghiép, chuyén gia va can bd y té dé tai liéu ngay cang hoan thién hon, phuc
vu thiét thuc cho cong tac kham chira bénh va quéan 1y chat lwong xét nghiém

trong toan nganh.

Tap thé bién soan



NGUYEN TAC AP DUNG HUONG DAN QUY TRINH KY THUAT

1. Quy trinh k¥ thuat dugc xay dung va ban hanh theo ting chuyén nganh, bao
gdm muc dich, ¥ nghia, cac budc ciia quy trinh xét nghiém theo trinh ty tir khi

bét dau ldy mau dén khi két thuc thyc hién ki thuat.

2. Quy trinh k¥ thuat nay dugc ap dung tai Trung tdm xét nghiém - Bénh vién
Pa khoa s6 2 tinh Lao Cai.

3. Quy dinh vé thoi gian, nhan lyc thyc hién k¥ thuat (chic danh chuyén mén
nghé nghiép), thudc, thiét bi y té... quy trinh ban hanh dya trén tinh pho bién,
thuong quy thuc hién tai bénh vién Pa khoa s6 2 tinh Lao Cai. Trong thuc té
trién khai, can ct dién bién 1am sang, tinh trang nguo1 bénh, diéu kién thyc té
ctia bénh vién, viéc trién khai k¥ thuat co thé can huy dong thém nhan luc, bd
sung thudc, thiét bi y té..., Lanh dao bénh vién ban hanh cac quy trinh k¥ thuat
trong d6 quy dinh vé thoi gian va cac quy dinh khac phu hop dé 4p dung tai

don vi.

4. Thoi gian thyc hién ki thuat: La tong thoi gian tiéu ton dé thyc hién ky thuat
bao gém ca chuan bi (léy mau bénh phém, chuén bi dung cu, hoa chét.. .), cai
dat may, kiém tra chat lugng (ndi kiém, sinh pham), rira may, thuc hién ky

thuat, xur 1y sai sot, v€ sinh, bao dudng may, dung cu.

5. Tai liéu chuyén mon Hudng dan quy trinh k¥ thuat vé Sinh hoc phan tir dugc
xay dung va ban hanh cho cac k§y thuat cé trong Phu luc s6 02 Théng tu sd
23/2024/TT-BYT dong thoi ¢ tén (tring hoic tén khac nhung ban chat ky
thuat va quy trinh k¥ thuat thuc hién giéng nhau) trong Phu luc s6 01 Thong tu
$6 23/2024/TT-BYT. Quy trinh k¥ thuat cta ky thuat co tén trong cot s 3 dugc
ap dung d6i véi cac ky thuat c6 tén trong cot s6 5 ciia Phu luc vé Danh muc ki

thuat vé Sinh hoc phan tir dugc ban hanh kém theo Quyét dinh nay.



PHU LUC 1
DANH MUC KY THUAT CHUONG 28 VI SINH
Tén k¥ thuat Tén ky thuat da | Tén quy
STT STT ky | dwgc quy dinh dugc quy dinh | trinh cua
tron thuat tai Phuy luc 2 Ma lien tai Phu luc 1 TTXN
QTKgl' trong Thong tu so két Thoéng tw so hién tai
Chwong | 23/2024/TT- 23/2024/TT-
BYT BYT
(cot1) | (cot2) (cot 3) (cot4) (cot 5)
Vi sinh Yat
nh@ém khuan ho
hap Reall _tlm? Vi sinh vat nhiém
PCR da tac nhan 2 1Ak
o . BS_24.37 khuan hé hap
9 96 (cho trén 3 tac i
A A 0 Real - time PCR
nhan, tuy thudc A
s % . da moi
vao so lugng tac
nhan can xac
dinh)
Vi sinh vat
nhiém khuan
duong rudt Real- Vi sinh vat nhiém
time PCR da tac 2 \ R
n n BS_24.37 | khuan duong rudt
10 97 nhén (cho trén 3 X
. A 1 Real - time PCR
tac nhan, tuy X
AN % da moi
thudc vao so
lugng tac nhan
can xac dinh)
Vi sinh yét
nhiém khuan nio
- mang nao Vi sinh vat nhidm
Real-time PCR PRI
, n BS 24.37 khuan ndo -
8 98 da tac nhan (cho - X x
A . N 2 mang néo Real -
trén 3 tac nhan, ) X
\ A A time PCR da moi
tuy thudc vao so
lugng tac nhan
can xac dinh)
MTB
(Mycobacterium Mycobacterium
3 125 tuberculosis) 24.31 tuberculosis PCR
PCR h¢ thong tu hé thong tu dong
dong
MTB .
i Mycobacterium
4 107 | (Mycobacterium |, 5, tuberculosis

tuberculosis)
Real-time PCR

Real-time PCR




Xét nghiém
SARS-Cov-2 SARS-COV-2
bang ky thuat | BS_24.40 3 ~ A
1 275 . bang k¥ thuat
Real-time RT 5 .
PCR Realtime RT-
PCR
HBV do tai HBYV do tai
12 305 lrong Real-time | 24.136 luong Real-time
PCR PCR
HBV do tai HBV do tai
13 306 luong hé théng 24.137 | luong hé thong tu
tu dong dong
HPV genotype HPV genotype
! 310 Real-time PCR 24.24 Real-time PCR
HCV do tai HCV do tai
14 323 lugng Real-time | 24.151 lugng Real-time
PCR PCR
HCYV do tai HCYV do tai
15 324 luong hé théng | 24.152 | lwong hé thong tu
tu dong dong
HIV do tai lugng HIV do tai lugng
S 349 Real-time PCR 24.179 Real-time PCR
HIV do tai lugng HIV do tai lugng
1 350 hé théng tu dong 24.18 hé théng tu dong
Coronavirus Coronavirus
16 400 Real-time PCR 24.235 Real-time PCR
HPV Real-time HPV Real-time
6 405 PCR 24.239 PCR




PHU LUC 2
DANH MUC KY THUAT ]
CHUONG 27. DI TRUYEN - SINH HQOC PHAN TU

Tén ky thuat Tén ky thuatda | Tén quy
STT STT ky | dwgc quy dinh M3 dwgc quy dinh trinh cua
tron thuat tai Phu lyc 2 lién tai Phuluc1 | TTXN hién
QTKgI' trong Thong tu so K&t Thong tu so tai
Chuong 23/2024/TT- 23/2024/TT-
BYT BYT
(cot1) | (cot2) (cot 3) (cot4) (cotS)
Xt nohism xé quy trinh
¢t nghiém xac . ) xét nghiém
dinh HLA (mot | 22300 | Binh typ HLA- | 5. 281
L, 22.361; | DO db phan eiai mh typ
trong so cac ! Qdo phan glat | A A do
22.362 X > Y
2 95 locus: A, B, C, | 555650 | €30 (bangsksy phan gidi
5 P9 | thuat PCR-SSP 3
DR, D? hO£_i~C 22.364: ; ) cao (bang
DP) bang k¥ 22 634 k¥ thuat

thuat PCR-SSP

pcr-ssp




PHU LUC 3 )
DANH MUC KY THUAT CHUONG 25 GIAI PHAU BENH
Tén k¥ thuat Tén ky thuatda | Tén quy
STT STT Ky | dwogc quy dinh M3 dugc quy dinh trinh caa
tron thuat tai Phu luc 2 lién tai Phu lyc 1 TTXN hién
QTKgl' trong Thong tu so K&t Thong tu so tai
Chuwong 23/2024/TT- 23/2024/TT-
BYT BYT
(cot1) | (cot2) (cot 3) (cot 4) (cot 5)
Xét nghiém dot | <ot nghiem
& dot bién gen
17 95 bién gen BRAF BRAE
. A an Xeét nghiém
18 03 iig;ngf;%né‘;‘ﬁ dot bién gen
5 EGFR
. A Xét nghiém
19 64 ézgniﬁe&% dot bién gen
5 KRAS
. A an Xeét nghiém
Xeét nghiém dot NN
20 96 bién gen NRAS dot bién gen

NRAS
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1. QUY TRINH SARS-COV-2 BANG KY THUAT REAL-TIME RT-PCR
Ma3 hi¢u: XN.QTKT.SHPT.04

1. MUC PiCH

Hudéng dan cho toan b nhan vién trong Trung tim Xét nghiém hiéu va
tuan tha theo quy trinh SARS-CoC-2 bang k¥ thuat Real-time RT-PCR, tir d6
tranh duoc t6i da sai s6 c6 thé gap trong giai doan trude xét nghiém, trong xét
nghiém va sau xét nghiém.

2. PHAM VI AP DUNG

- Quy trinh nay dugc ap dung tai Trung tam Xét nghiém, Bénh vién da khoa s6
2 tinh Lao cai.

- Thoi gian 4p dung: 24h tat ca cac ngdy trong tuan.

3. TRACH NHIEM

- Hoi dong khoa hoc ki thut ctia Bénh vién ¢6 trach nhiém tham dinh quy trinh.
- Lanh dao bénh vién co6 trach nhi¢m phé duyét quy trinh.

- Lanh dao Trung tdm Xét nghiém, t6 quan 1y chat lugng cua Trung tim co
trach nhi€m trién khai, duy tri tinh hi€u luc cua quy trinh.

- T4t ca nhan vién Trung tam Xét nghiém da dugc dao tao co6 trach nhiém ap
dung, tuan thu viéc thyc hién va dé€ xuat cai tién quy trinh.

- Nguoi du tham quyén, duoc giao nhiém vu nhan dinh va ky duyét két qua.
4. PINH NGHIA, THUAT NGU VA CHU VIET TAT
4.1. Dinh nghia
Khong &p dung
4.2. Thuit ngir, chir viét tit
- PCR: Polemerase Chain Reaction (phan tmg chudi polymerase)
- DNA: Axit deoxyribonucleic
- ATSH: an toan sinh hoc
NGUYEN LY

Nguyén 1y cua k¥ thuat Real-time PCR, 1a phan ing PCR trong d6 két
qua khuéch dai DNA dich duogc hién thi sau mdi chu trinh nhiét ca phan tng.
Céac mau chuan dugc chay cung voi mau bénh pham va khi cuong do tin hi¢u
huynh quang cua mau vuot qua duodng tin hiéu huynh quang nén cua phan tng
thi mau duoc xem 1a duong tinh va ta ldy thoi diém vuot qua do (biéu hién qua
gia tri chu ky ngudng - Ct) dé so sanh véi duong cong chuan (ching chuan)
dugc xay dung tir chu ky ngudng cua cac mau chuan da biét truéc ndng do tir
do6 suy ra s6 lugng DNA mau dua vao phan ung.



6. TRANG THIET BI

- May ly tam lanh da nang

- May ly tam thuong

- T an toan sinh hoc cép II

- Hé théng tach chiét ty dong hodc tach chiét thu cong.

- Hé thong may Real-time PCR va may vi tinh c¢6 cai dat phan mém
- Bo luu dién

- May U nhiét kém lac rung

- May Vortex

- May ly tdm Spin down

- T lanh 2° — 8°C

- T lanh am sau -20°C

- T lanh am sau -70°C

- Bo pipette cac kich ¢& tir 1 pl dén 1000 pl

7. KIEM TRA CHAT LUQNG

- Thuc hién tan suét chay noi kiém, ngoai kiém theo quy dinh cua Bénh vién.

- Xem xét két qua noi kiém theo "Quy trinh noi kiém sinh hoc phan tir" ma sb
XN.QTQL.8.3.5.

- Chét luong mau bénh phém: Quy dinh tai "Sd tay dich vu khach hang" ma sb
XN.STDVKH.

- Cac hoa chat, sinh pham phai dugc kiém tra theo "Quy trinh quan 1y vat tu"
ma s6 XN.QTQL.7.2.

8. AN TOAN

- Pbiéu kién nhiét do, d6 4m ctia phong xét nghiém phu hop cho hoat dong cta
trang thiét bi va hoda chat sinh pham cua phong xét nghi¢m.

- Peo ging tay, khau trang khi 1am viéc.

- Lam sach khu vue lim viée véi dung dich sét khun trude va sau mdi 1an 1am viée.

- Khi ¢6 su 6 tran d6 bénh pham phai khac phuc theo hudng dan trong "S6 tay
an toan" ma s0 XN.STAT.

- Thyc hién dung cac quy trinh xtr 1y rac thai, mau bénh pham mau noi klem
da chay, vo lo hoa chat di sir dung theo "Quy trinh huéng dan an toan" ma so
XN.QTQL.12.2.

- Luén tudn coi mau bénh pham déu co nguy co lay truyén cac bénh truyén nhidm.

- Thuc hién an toan di¢n, phong chong chay no, xur ly khi ¢6 sy ¢6 x4y ra trong



phong xét nghiém theo "Sb tay an toan" mé s6 XN.STAT.
9. NOI DUNG THUC HIEN
9.1. Nguoi thuc hién

Nhan vién y té c¢6 Chimg chi hanh nghé xét nghiém.

9.2. Thoi gian thue hién xét nghiém: Khoang 300 phut (bao gém cac budc
tién hanh xét nghi¢m).

9.3. Céc buérc tién hanh
9.3.1. Chuén bi bénh pham
a. Ldy bénh pham

’ Lay mAu bénh pham theo diing quy dinh ctia "S6 tay dich vu khach hang"
ma so XN.STDVKH.

b. Nhdn bénh pham

- MAu bénh pham duoc chép nhan khi dat yéu cau vé chét luong theo "So tay
dich vu khéach hang" ma s6 XN.STDVKH.

- Tu chéi vOi nhiing mau bénh phém khong dat yéu cau ghi vao "S6 nhan va tir
chéi mau bénh pham ndi tri" ma s6 XN.BM.QTQL.8.1.2. (khong ap dung véi
nhitng mau bénh pham do TTXN lay tryc tiép)

9.3.2. Chuén bi dung cu, hoa chét

- Cac hoa chét can thiét tuy theo timg loai thiét bi va sinh pham
- Sinh pham chan doan

- Tiéu hao sinh pham cho chay chimg, kiém tra chat luong

- Dung dich sat khuan tay nhanh

- Con 70%

- Dung dich nuéc rura tay

- Dung dich khtr trung

- Céc vat tu can thiét tiy theo timg loai thiét bi va sinh pham
- Pau con (tip) c¢6 loc, 1000 pL- tiét tring

- Pau con (tip) 6 loc, 200 pL - tiét tring

- Pau con (tip) ¢6 loc, 20 pL - tiét tring

- Pau con (tip) ¢6 loc, 10 pL - tiét trang

- Tuyp 0.1ml (8 tuyp/1 thanh)

- Nép strip (bang sb tuyp 0,1 ml)

- Tuyp 1.7 ml



- Tuyp 15 ml

- Tuyp 50 ml

- Khay dung bénh phdm

- Hop véan chuyén bénh pham

- Tube dung bénh pham

- Gi4 nhya cho tuyp 1.7 ml

- Gi4 nhya git lanh cho tuyp 0.2 ml

- Panh

- Gidy tham

- Ml gidy

- Khéu trang

- Gang tay khong bot

- Gang kham

- Gang tay xur 1y dung cu

- Quan 40 bac sy, KTV,ho Iy

- Ao choang phong xét nghiém

- Khan lau tay

- Ban xét nghiém

9.3.3. Tién hanh k¥ thut: Theo huéng dan cua nha san xuét.

- Thu nhén va xir Iy mau: Luu ¥ can tién xt Iy bénh phdm véi cac mau nhay
- Tach chiét RNA: Tach vhieets bang tay hodc tu dong, Thém vao mdi miu 5ul
ndi kiém A khi tach chict

- Chay One-step Real-time RT-PCR:

+ Bat thiét bi chinh va may tinh.

+ Khoi dong phan mém real-time PCR

+ Chuan bi Mastermix:

R4 dong bo kit thir, tron nhe nhang va ly tim nhanh bang may spindown.
Thanh phan mdi loiaj tuan theo bang huéng dan sau:

S6 phan ing = s6 mau + s chimg + 1

Chuan bi 6ng PCR premix theo hudng dan cta nha san xuat va hat 20ul hon
hop vao moi 6ng phan ung PCR (neu trong budc tach da cho ndi kiém A, con
néu trong khi tach chua c6 ndi kiém A thi tong thé tich 1a 20.5ul d3 bao gdbm
ca noi kiém)



Thé tich | 1 3 4 5 6 7 8 9 10

Reaction | 14 42 56 70 84 98 112 | 126 |140
Solution

Enzyme | 6 18 24 30 36 42 48 54 60
Rtase

IC 05 |15 |2 25 |3 35 |4 45 |5

Téng 20.5

Luu y: HOn hop phan tng PCR sau khi tron bén viing & 8°C trong 3 gid

Tron cac thanh phﬁn béng cach votex nhanh hodc hut tron khoang 5 lan sau do
ly tdm nhanh trude khi phan phéi vao cac 6ng phan tng.

Chia 20p1 MasterMix vao mdi 6ng phan tng.
Panh dau tén mau trén phan than sat nip 6ng.
Thém 5pl san pham da tach chiét tir mau bénh phdm va méau chimg vao mdi
ong.
Pong nip va ly tam nhe cac éng phan tmg.
Pit dng phan Gng vao may real-tiem PCR.
Cai dit chu trinh nhiét trén may RT-PCR theo huéng dan ctia nha san Xuat
Cai dat so do mau
Bit dau chay chuong trinh, Iuu file vao muc thich hop.
10. DIEN GIAI KET QUA VA BAO CAO
10.1. Dién giai két qua
10.1.1. Xem xét két qua ndi kiém
Chi doc két qua khi QC dat yéu cau.
10.1.2. Poc két qua
Phén tich mau: theo hudng dan ctia nha san xuat.
10.2. Bao cdo két qua
- May chay xong nguoi thuc hién cap nhap két qua vao phin mém may tinh.

- Xem xét toan bd qua trinh trude, trong va sau xét nghiém trude khi tra két
qua. Khong tra két qua khi phat hi¢n sai sot.

- Mau bénh pham sau khi phan tich dugc luu trong tu luu mau theo "Quy trinh
luu huy mau bénh pham" tai Trung tdm ma s6 XN.QTQL.8.9.

11. LUU Y



- Truge khi thye hién k§ thuat: sai sot co thé do 1dy, dong gbi, bao quan hodc
van chuyén mau bénh pham khong dung quy dinh phong xét nghiém yéu cau
lay lai bénh pham. Trong truong hop khong lay lai dugc bénh pham phong xeét
nghiém thyc hién va ghi cht vé tinh khong chinh xac cua két qua xét nghiém
do lay mau khong dam bdao chat luong.

- Trong qué trinh thyc hién xét nghiém:

+ Tin hiéu IC yéu hodc khong co: lap lai xét nghiém

Phan g PCR bi trc ché: kiém tra phuong phap tach chiét theo khuyén céo.
Piéu kién bao quan sinh pham khong ding theo hudng dan: kiém rtra diéu kién
bao quan.

Piéu kién PCR khong dung theo hudng dan: kiém tra diéu kién PCR va kénh
huynh quang cho phat hién IC trong quy trinh.

Khong thém IC vao cac mau trong khi hit thude thuwe:L thém IC trong qua
trinh tach chiét.

+ Tin hiéu mau yéu (Ct>36): lap lai phan ng.

+ Chirng 4m xuét hién tin hiéu duong tinh: Nhiém trong qua trinh tach chiét,
két qua tat ca cac mau khong hop I¢: khir trung bé mat va dung cu véi dung
dich khtr nhiém, chi st dung tip c6 dau loc trong qua trinh tach chiét, 1ap lai
buoc tach chiét vdi bd thuoc thir mai va thuce hién lai PCR véi bd thudce thi
moi.

+ Khong ¢ tin hiéu cta chimg duong: thuc hién lai mot 1an nira phan tmg PCR
C6 thé chuong trinh khuéch dai khong chinh x4c hodc céac 161 khac xdy ra trong
qud trinh khuéch dai PCR: ki€ém tra di€u kién PCR va kénh huynh quang cho
phat hién IC ching duong trong quy trinh.

Chimg duong bi hong: c6 thé diéu kién bao quan thude thir khong dung theo
hudng dan, ki€m tra lai di€u kién bao quan.

- Sau khi thuc hién k¥ thuat:

+ Poc, nhan dinh, phién giai va bién luan két qua can than va chinh xac dé tranh
nham lan.

+ Tam dung tra két qua néu két qua noi kiém khong dat, tim nguyén nhan va
khac phuc khi noi1 kiém khong dat.

12. LUU TRU HO SO
- Két qua duoc luu trén phan mém may tinh.

- Cudi thang in s6 tir phan mém may tinh luu tai Trung tm.



13. TAI LIEU LIEN QUAN
TT | Mai quy trinh/biéu miu Tén quy trinh/ biéu miu

1 XN.QTQL.8.9 Quy trinh luu huy mau bénh phim
2 XN.STDVKH S6 tay dich vu khach hang
3 XN.QTQL.8.7 Quy trinh tra két qua xét nghiém
4 XN.STAT S6 tay an toan
5 XN.BM.QTQL.8.1.2 | S6 nhan va tir chdi mau bénh pham ndi tra
6 XN.QTQL.12.2 Quy trinh huéng dan an toan

14. TAI LIEU THAM KHAO

-BO'Y &, Quyet dinh s0 5530/QD-BYT ngay 25/12/2015 Ban hanh Huéng dan
xay dung quy trinh thuc hanh chuan trong quan ly chat lugng xét nghiém.

- Chinh phu, Nghi dinh s6 103/2016/ND-CP ngay 01/7/2016 quy dinh vé bao
dam an toan sinh hoc tai phong xét nghiém, 2016.

- BO Y &, Quyét dinh s6 2429/QD-BYT ngay 12/6/2017 Ban hanh Tiéu chi
danh gia muc chat luwong phong xét nghiém y hoc, 2017.
- B0 Y té, Quyét dinh sé 3376/QD-BYT ngay 30/08/2023 vé viéc ban hanh Dé
cuong quy trinh k¥ thuat xét nghiém, 2023.

- B0 Y té, Quyet dinh s6 2633/QD-BYT ngay 19/08/2025 vé viéc ban hanh tai
liéu chuyén mon “Hudng dan quy trinh k¥ thuat vé Vi sinh — Tap 17



2. QUY TRINH XET NGHIEM DINH TYP HLA-A PQ PHAN GIAI
CAO (BANG KY THUAT PCR-SSP)

Ma3 hi¢u: XN.QTKT.SHPT.11

1. MUC PiCH

Huéng dan cho toan bd nhan vién trong Trung tAm xét nghiém hiéu va
tuan tha Quy trinh xét nghiém dinh typ HLA-A d6 phan giai cao (bang k¥ thuat
PCR-SSP) tir d6 tranh duoc tdi da sai s6 co thé gip trong giai doan trudc xét
nghiém, trong xét nghi¢m va sau xét nghiém.

2. PHAM VI AP DUNG

- Quy trinh nay dugc ap dung tai Trung tm Xét nghiém, Bénh vién da khoa sb
2 tinh Lao cai

- Thoi gian 4p dung: 24h tat ca cac ngdy trong tuan.

3. TRACH NHIEM

- Hoi dong khoa hoc ki thut ciia Bénh vién ¢6 trach nhiém tham dinh quy trinh.

- Lanh dao bénh vién co6 trach nhi¢m phé duyét quy trinh.

- Lanh dao Trung tam Xét nghiém, t6 quan 1y chat lugng cua Trung tdm co
trach nhiém trién khai, duy tri tinh hiéu lyc ctia quy trinh.

- Tt ca nhan vién Trung tdm Xét ‘nghiém dé duoc dao tao co trach nhiém ap
dung, tuan thi viéc thyc hién va dé xuat cai tién quy trinh.

- Nguoi du tham quyén, duoc giao nhiém vu nhan dinh va ky duyét két qua.

4. PINH NGHIA, THUAT NGU VA CHU VIET TAT

4.1. Dinh nghia

Quy trinh xét nghiém dinh typ HLA do phan gii cao bang k¥ thuat PCR
1a phuong phap sinh hoc phén tu sir dung phan img chudi polymerase (PCR)
dé khuyéchs dai cac doan DNA cu thé tir gen HLA-A va sau d6 sir dung cac k§
thuat khac nhu PCR-SSP (PCR — Sequence Specific Primers), PCR -SSO (PCR
— Sequence Specific Oligonucleotide) hodc giai trinh ty dé xac dinh chinh xac
cac bién thé (alleles) ciia gen nay.

4.2. Thuit ngir, chir viét tit

BN Bénh nhan
BP Bénh pham
NV Nhan vién

QC Quality control (huyét thanh kiém tra)




QLCL Quan 1y chat luong
QLKT Quan 1y k¥ thuat
5.NGUYEN LY

Ky thuat SSP dua trén tmg dung k§y thuat PCR. V61 viée tong hop
nén cac doan ADN ‘déc trung tu 1 gToan ADN khuon bang céac cap moi drglc hiéu.
Thong qua phan mém phan tich dé xac dinh nhém HLA cho ting cé the.

6. TRANG THIET BI VA VAT TU

May ly tdm lanh cho eppendoff. - May PCR.

May dién di gel agarrose. - May votex.

Hé thong soi gel bang dén cyc tim.

Hé thong chup anh gel sau dién di.

7. KIEM TRA CHAT LUQNG

- Thuc hién tan suét chay noi kiém, ngoai kiém theo quy dinh cua Bénh vién.

- Xem xét két qua noi kiém "Quy trinh ndi kiém tra chat lugng xét nghiém "
ma s6 XN.QTQL.8.3

- Thyc hién ngoai kiém theo "Quy trinh ngoai kiém tra chét lugng xét nghiém"
ma s0 XN.QTQL.8.5.

- Chét luong mau bénh phém: Quy dinh tai "Sd tay dich vu khach hang" ma sb
XN.STDVKH.

- Cac hoa chat, sinh pham phai dugc kiém tra theo "Quy trinh quan 1y vat tu"
ma s6 XN.QTQL.7.2.

8. AN TOAN

- Diéu kién nhiét do, do am cua phong xét nghiém phu hop cho hoat dong cua
trang thiét bi va hoa chat sinh pham cua phong xét nghiém.

- Peo ging tay, khau trang khi 1am viéc.

- Lam sach khu vuc lim viée voi dung dich sét khuan trude va sau mdi 1an lam viéc.

- Khi ¢6 su ¢6 tran d6 bénh pham phai khac phuc theo hudng dan trong "S6 tay
an toan" ma s6 XN.STAT.

- Thuc hién ding cac quy trinh xur 1y rac thai, mau bénh phaim, mau noi kiém
da chay, vo lo hoa chat da st dung theo "Quy trinh huéng dan an toan" ma so
XN.QTQL.12.2.

- Luén tudn coi mau bénh pham déu co nguy co lay truyén cac bénh truyén nhidm.

- Thyc hién an toan dién, phong chéng chay nd, xtr Iy khi c6 sy ¢d xay ra trong
phong xét nghi¢ém theo "So6 tay an toan" ma s6 XN.STAT.
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9. NOI DUNG THUC HIEN
9.1. Nguoi thuc hién
Nhan vién y té c¢6 Chimg chi hanh nghé xét nghiém.

9.2. Thoi gian thyc hién xét nghi€ém: Khoang 5 — 6 gio (bao gdm cac budc
tién hanh xét nghiém).

9.3. Céc buérc tién hanh
9.3.1. Chuén bi bénh pham
a. Ldy bénh pham

’ Lay mAu bénh pham theo diing quy dinh ctia "S6 tay dich vu khach hang"
ma s6 XN.STDVKH.

b. Nhdn bénh pham

- MAu bénh pham duoc chép nhan khi dat yéu cau vé chat lugng theo "So tay
dich vu khéach hang" ma s6 XN.STDVKH.

- Ttr chéi véi nhitng mau bénh pham khong dat yéu cau ghi vao "S6 nhan va tir
ch6i mau bénh pham noi trd" ma s6 XN.BM.QTQL.8.1.2.

9.3.2. Chuén bi dung cu, hoa chét

- Trang phuc bao hd.

- Gang tay, khau trang.

Pipetman céc loai: 1000ml, 200ml, 20ml.

Pipet nhya ding 1 lan.

Ong ependoff 1,5ml.

Pau c6n c6 phin loc loai 1000ml, 200ml, 20ml.

Pau c6n khong cé phin loc loai 200ml.

Pipetman céc loai: 1000ml, 200ml, 20ml.

Pipet nhua dung 1 lan.

Ong ependoff 1,5ml.

DPau con cb phin loc loai 1000ml, 200ml, 20ml.

Pau con khong c¢é phin loc loai 200ml.

9.3.3. Tién hanh k¥ thuat

- Khoi dong may, kiém tra hoa chat, thudc thir, vat tu, nudec.

- Kiém tra hé théng Lab trén may tinh két n6i véi may xét nghiém.
- Péi chiéu thong tin bénh nhan, ma code trudce khi thyc hi¢n xét nghi¢m.

- Mau bénh pham sau khi nhan dugc ly tim 3500 vong/phit x trong 5 phut.
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- K¥ thuat thyc hién theo huéng dan sir dung may PCR ,may dién di gel
agarrose,may votex tu dong cua tirng nha san xuat va quy trinh chay mau ctua
tung PXN.

Lay 6ng D-mix, phién xét nghiém, mau ADN ra khoi ti bao quan, dé tan dong
& nhi¢t do phong.

Lay 6ng enzym Taq ra khoi tu am va gitr trén da cho dén khi sir dung. - Dung
pipet chuyén 120ml ADN va 7ml taq vao éng D-miXx.

Dung may votex dé tron déu hon hop trén, sau d6 ly tdm nhe dé kéo toan bod
hoa chat bam trén nap ong xudng day.

Chia vao timg giéng ctia phién 10ml hdn hop trén.

Dung miéng gidy dan, dan kin toan bo phién.

Pit phién vao may PCR.

Chon chuong trinh chay PCR cho xét nghiém HLA.

Lay phién ra khoi may PCR sau khi chuong trinh chay két thic.
Pién di toan bo san pham sau PCR trén thach agarrose 2%.
Pién di 10 phuat ¢ hiéu dién thé 100V.

Sau khi dién di, nhuém ban gel véi ethidium boromid.

Rira lai ban gel va xem két qua dién di trén may soi gel.
10. DIEN GIAI KET QUA VA BAO CAO

10.1. Nhan dinh va dién giai két qua

- Nhén dinh két qua dua trén danh gi4 tiéu chuan ctia nha san xuét, tiéu chuan
quan ly chat luong cua ting PXN va hudng dan cach bién luan két qua cua nha
san xudt va cac hudng dan chan doan, diéu tri lién quan ctia Bo y té.

- Péanh gia theo tiéu chuan nha san xuat

+ Chay kiém tra chtmng 1 va chimg 2 trén tat ca cac dién cuc dung dé chay xét
nghiém.

+ Gi4 tri chtng dat duoc phai nam trong khoang gidi han xac dinh.
- Panh gié theo tiéu chuan phong xét nghiém

+ Chung noi kiém, ngoai kiém(néu c6) dat theo yéu cau quan 1y chat lugng cua
phong xét nghiém.

- Két qua va béo céo

+ May sé& tu dong tinh toan gia tri ngudng dua trén gia tri hiéu chuén cua 16
thudc thu. Két qua cia mau bénh pham s€ dugc thong béao 1a c6 phan ing hoac
khong c6 phan trng cung vai chi s6 ngudng (COI) ciia mau.

- Két qua dugc dién gidi nhu sau:
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+ Néu mot bing DNA trong mau triing voi mot bang tuong tg trong bang d6i
chiéu ciia mot loai khang nguyén HLA-A nhat dinh, di€éu d6 c6 nghia 1a nguoi
bénh c6 khang nguyén do.

+ Vi du, néu mot bang trong,mﬁu chay dién di trung véi dai bang cua khang
nguyén HLA-A\*02:01, thi két qua dinh typ 1la HLA-A\*02:01.

10.2. B4o cio két qua
- May chay xong tu dong d6 két qua vao phan mém may tinh.

- Xem xét toan bd qua trinh trude, trong va sau xét nghiém trude khi tra két
qua. Khong tra két qua khi phat hién sai sot.

- Mau bénh pham sau khi phan tich dugc luu trong tu luu mau theo "Quy trinh
luu hity mau bénh pham" tai khoa ma s6 XN.QTQL.8.9.

11. LU'U Y: Nhiing sai sot va xir tri
11.1. Trwéce khi thuce hién ky thuat

- Viéc 1ay mau bénh pham, van chuyén va bao quan khong dung tiéu chuan co
thé dan dén két qua sai, cho du phan Uing dugc thuc hién dung.

- Str dung cac 6ng miu khong dung theo yéu cau cua nha san Xudt (VD cac ong
mau khong phu hop kich thudc chay may, cac dng mau chira chat chong dong
khong ¢ trong khuyén cdo clia nha san xuat)

11.2 Trong qua trinh thwe hién ky thuat

- St dung thubc thir 3 qua han sir dung bao gdm han st dung ghi trén bao bi
va han str dung sau khi m¢ nap.

- Céc thao tac chuén bi hoa chit chua ding lam tao bot & lo thude thir va cac
loai mau (bénh pham, chat chuan va ching).

- Bao quén hoa chat va vat tu khong dung di€u kién yéu cau cuia nha san xuat

- Tan suat thuc hién ndi kiém khong dtng theo khuyén c4o nha san xuét hodc
khong thuc hién ndi kiém

- Bo s6t céac luu y, khuyén cao trong sur dung may, hoa chat sinh pham cua nha
san xuat

- X tri: doc k¥ va tuan tha hudng dan, luu v, khuyén c4o cua nha san xuat
11.3. Sau khi thwe hién ky thuat

- Boc, nhan dinh, phién giai va bién luén két qua can can than va chinh xac dé
tranh nham lan.

- Két qua ndi kiém duoc xem xét dinh ky nhiam phat hién va khéic phuc nhimg
xu hudng anh hudéng tdi két qua xét nghiém.

- PXN tam dimng tra két qua cho khach hang néu két qua noi kiém khong dat.
- Khi két qua ndi kiém khong dat, PXN tim kiém nguyén nhan va khic phuc,
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chi thuc hién tiép xét nghi¢m sau khi da hoan thanh viéc khéc phuc.
12. LUU TRU HO SO

- Két qua duoc luu trén phan mém may tinh.

- Cudi thang in s6 tir phan mém may tinh luu tai Trung tam.

13. TAI LIEU LIEN QUAN

TT | Mai quy trinh/biéu miu Tén quy trinh/ biéu miu
1 XN.QTQL.8.9 Quy trinh lvu hity mau bénh pham
2 XN.STDVKH S6 tay dich vu khach hang
3 XN.QTQL.8.7 Quy trinh tra két qua xét nghiém
4 XN.STAT S6 tay an toan
5 XN.BM.QTQL.8.1.2 | Sdnhin va tir chdi mau bénh pham ndi tra
6 XN.QTQL.12.2 Quy trinh huéng dan an toan
7 XN.QTQL.2.3 Quy trinh quan 1y hé so
14. TAI LIEU THAM KHAO

-BO'Y té, Quyet dinh s0 5530/QD-BYT ngay 25/12/2015 Ban hanh Huéng dan
xay dung quy trinh thuc hanh chuan trong quan 1y chat lugng xét nghiém.

- Chinh phu, Nghi dinh s6 103/2016/ND-CP ngay 01/7/2016 quy dinh vé bao
dam an toan sinh hoc tai phong xét nghiém, 2016.

- BO Y &, Quyét dinh s6 2429/QD-BYT ngay 12/6/2017 Ban hanh Tiéu chi
danh gid mutrc chat lugng phong xét nghiém y hoc, 2017.

-B0O Y té, Quyét dinh s6 3376/QD-BYT ngay 30/08/2023 vé viéc ban hanh D&
cuong quy trinh k¥ thuat xét nghiém, 2023.

- Thong tu sO 01/2013/TT-BYT ngay 11/01/2013 cua Bo truong Bo Y té,
“Hudng dan thuc hién quan ly chat lugng xét nghiém tai co s¢ khdm bénh, chita
bénh”.

- Quyét dinh 2678/QD-BYT Ngay 22/08/2025 Hudng dan quy trinh k¥ thuat
vé di tng-Mién dich 1am sang-Tap 1.
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3. QUY TRINH MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS PCR HE
THONG TU PONG

Ma hi¢u: XN.QTKT.SHPT.14

1. MUC PiCH

- Huéng dan cho toan b nhan vién trong Trung tm Xét nghiém hiéu va tuan
thu theo quy trinh Mycobacterium tuberculosis PCR h¢ thong tu dong tir d6
tranh duoc toi da sai sot co thé gip trong giai doan trudc xét nghiém, trong xét
nghiém va sau xét nghiém.

- Phat hi¢n gen dédc trung cia Mycobacterium tuberculosis trong mau bénh
phém d(‘nn2 cac loai dich sinh hoc, mu, phan va manh sinh thiét lay tor nguoi
bang h¢ thong may PCR tu dong.

2. PHAM VI AP DUNG

- Quy trinh nay dugc ap dung tai bd phén sinh hoc phan tir, Trung tam Xét nghiém.

- Thoi gian 4p dung: 24h tat ca cac ngdy trong tuan.

3. TRACH NHIEM

- Hoi dong khoa hoc ki thudt ctia Bénh vién ¢6 trach nhiém tham dinh quy trinh.

- Lanh dao bénh vién c6 trach nhiém phé duyét quy trinh.

- Lanh dao Trung tdm Xét nghiém, t6 quan 1y chat luong cua Trung tAm co
trach nhi€ém trién khai, duy tri tinh hi€u luc ctua quy trinh.

- T4t c4 nhan vién Trung tdm Xét‘ngh’iém da ’du:(_)’c dao tao c6 trach nhiém ap
dung, tuan thu viéc thyc hién va dé xuat cai tién quy trinh.

- Nguoi du tham quyén, dugc giao nhi¢ém vu nhan dinh va ky duyét két qua.

4. PINH NGHIA, THUAT NGU VA CHU VIET TAT

4.1. Dinh nghia

Real-time PCR 1a sy khuéch dai chon loc cia mdt trinh tu dich trong khi
qua trinh diéu khién su khuéch dai theo thoi gian thuc thong qua mot chat co
thé hién mau, chang han nhu mot loai thudc nhuém huynh quang. Su dic hiéu
dugc cung cép bo1 mot cap mdi dic hiéu, cung v4éi mot dau do thuy phan da
biét trinh tu. Kiém soat san phém khuéch dai dugc thuc hién bﬁng cach danh
dau dau do thity phan véi mot cip thuée nhuém huynh quang (5'- phat quang;
3'- dap phat quang). Do huynh quang truyén ning luong cong huong (FRET),
mot ddu do con nguyén ven s& khong phat ra anh sang. Tuy nhién, khi bi thuy
phan bdi DNA polymerase c6 hoat tinh 5 ' - 3' exonuclease, trong qua trinh
PCR, phéan tir phat huynh quang phat ra mot budc song dic biét trong vung
quang pho kha kién khi b cit sau khi dd bam vao cac amplicon

4.2. Thuit ngir, chir viét tit
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- Real-time PCR: La thuat ngir chi qué trinh PCR duogc theo ddi san pham lién
tuc

- An toan sinh hoc (ATSH): La mot thuét ngit dung dé mé ta nhimg nguyén téc,
k¥ thuat va thuc hanh can thiét giap ngan chan va loai trir nguy co phoi nhiém
doi1 véi nhan vién phong xét nghiém, cong dong va moi trudng tir cac tac nhan
gay bénh va doc to

5.NGUYEN LY

Nguyén 1y cta k¥ thuat Real-time PCR, 13 phan tng PCR trong d6 két
qua khuéch dai DNA dich dugc hién thi sau mdi chu trinh nhiét ciia phan ung.
Sy hién dién cua Mycobacterium tuberculosis duoc biéu hién béi su phat trién
huynh quang cua chat phat huynh quang FAM. Ching n1 chuan duoc bo sung
vao mau bénh pham gitp kiém soat cac yéu to gy trc ché phan tmg PCR. Tin
hiéu chtmg ndi dugc phat hién nho chat phat huynh quang HEX.

6. TRANG THIET BI VA VAT TU

- May ly tdm thuong.

- Hé thong may PCR tu dong va may tinh c6 cai dat phan mém.

- Ta lanh 2°C - 8°C

- Tu lanh am sau -20°C hoac -70°C

- T an toan sinh hoc cip 2

- May vortex

- BO lvu dién

7. KIEM TRA CHAT LUQNG

- Thuc hién tan suét chay noi kiém, ngoai kiém theo quy dinh cua Bénh vién.

- Xem x¢ét két qua ndi kiém theo "Quy trinh noi kiém tra xét nghiém PCR" ma
s0 XN.QTQL.8.3.5

- Thyc hién ngoai kiém theo "Quy trinh ngoai kiém tra chét luong xét nghiém"
ma s6 XN.QTQL.8.5.

- Chét luong mau bénh phém: Quy dinh tai "S6 tay dich vu khach hang" ma )
XN.STDVKH.

- Cac hoa chat, sinh pham phai dugc kiém tra theo "Quy trinh quan 1y vat tu"
ma s6 XN.QTQL.7.2.

8. AN TOAN

- biéu kién nhiét do, d6 4m ctia phong xét nghiém phu hop cho hoat dong cta
trang thiét bi va hoa chat sinh pham cua phong xét nghiém.

- Peo ging tay, khau trang khi lam viéc.

- Lam sach khu vuc lim viée voi dung dich sét khudn trudie va sau mi 1n lam viéc.
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- Khi co su céltrém d6 bénh pham phai khic phuc theo huéng dan trong "S6 tay
an toan" ma s0 XN.STAT.

- Thuc hién ding cac quy trinh xr 1y rdc thai, mau bénh phéNm, mau ndi kiém
da chay, vo lo hoa chat da st dung theo "Quy trinh huéng dan an toan" ma so
XN.QTQL.12.2.

- Luén ludn coi mau bénh pham déu cd nguy co lay truyén cac bénh truyén nhiém.

- Thyc hién an toan dién, phong chéng chay nd, xtr Iy khi c¢6 su ¢d xay ra trong
phong xét nghi€m theo "So6 tay an toan" ma s6 XN.STAT.

- Thyc hién theo huong dan st dung hoa chét sinh pham va an toan khi sir dung
hoé chat phong xét nghiém (tham khao MSDS cua nha san xuat).

9. NOI DUNG THUC HIEN
9.1. Nguoi thuc hién
Nhan vién y té c6 Chimg chi hanh nghé xét nghiém.

9.2. Thoi gian thyce hién xét nghiém: Khoang 300 phut (5 gio) (bao gom cac
budc tién hanh xét nghiém)

9.3. Cac bude tién hanh
9.3.1. Chuan bj bénh pham
a. Ldy bénh pham

~ Lay mu bénh pham theo dung quy dinh cua "So tay dich vy khach hang"
mé s6 XN.STDVKH.

b. Nhdn bénh pham

- MAu bénh pham duoc chép nhan khi dat yéu cau vé chét luong theo "So tay
dich vu khach hang" ma s6 XN.STDVKH.

-Tu ch01 vOi nhimg mau bénh pham khong dat yéu cau ghi vao "S6 nhan va tir
chbi mu bénh pham ndi trd" ma sé6 XN.BM.QTQL.8.1.2.

9.3.2. Chuén bi dung cu, hoa chét

- Cac hoa chét can thiét tily theo timg loai thiét bi va sinh pham
- Sinh pham chan doan

- Tiéu hao sinh pham cho chay chimng, kiém tra chét luong

- Bo mau ching

- Dung dich st khuan tay nhanh

- Con 70%

- Dung dich nudc rira tay

- Dung dich khtr trung

- Cac vat tu can thiét tuy theo timg loai thiét bi va sinh pham
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- Pau con (tip) c¢6 loc, 1000 pL tiét tring
- Khay dyng bénh phdm

- Hop vén chuyén bénh pham

- Tube dung bénh pham

- Gidy thim

- Ml gidy

- Khéu trang

- Gang tay khong bot

- Gang kham

- Gang tay xur 1y dung cu

- Quan 4o bac s§/KTV/ho 1y

- Ao choang phong xét nghiém

- Khan lau tay

9.3.3. Tién hanh k¥ thuat

9.3.3.1. Xir Iy bénh phiam: theo hudng din ctia nha san xuat.

- Bénh pham nhay, nhét nhiéu nhu dom, dich phé quan, dich khép can duogc xu
ly dé thuan nhat mau bénh pham trudc khi tach chiét.

- Nhitng bénh pham khong bi nhay nhét nhu dich ndo tity, nude tiéu, .... ¢6 thé
st dung de tach chiét DNA luon.

- Néu chua tach chiét ngay, bao quan mau & -20°C (phai trén déu trude khi tach
chiét)

9.3.3.2. Tién hanh k¥ thuat: theo huéng dan ctia nha san xuat.

Téch chiét DNA va thyc hién phan tmg real-time PCR trén hé théng may tur dong.

- Bat ngudn dién may vi tinh cua hé thdng, bat may tach chiét va may PCR.

- Van hanh theo huéng dan sir dung may.

- Chuan bi mau chimg va mau bénh pham dé tach chiét

- Cac hoa chat, sinh pham, bénh pham duoc luu giir trong ti 4m nén duoc ra
dong & nhiét d0 phong it nhat 10 phut trudce khi st dung.

- Str dung ong chura mau bénh pham Sample Loading Tube-DNA IPC dé tach
chiét trén hé thong may tach tu dong.

- Panh s6 mau bénh phém, mau NC dit ¢ vi tri dau tién ctia mé tach, mau PC
dat & vi tri thir 2 cia mé tach, cac vi tri tiép theo dé mau bénh pham.

- Thém 400 pL Buffer... vao dng mau ghi mau ching NC va PC, thém 5 uL
DEPC DW vao 6ng ghi mau chimg NC, 5 uLL PC vao 6ng ghi mau chiung PC
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(téng lwong mau dung dé tach chiét NC va PC 13 405 U pL)
- Thém 400 pL bénh phém véo céc bng danh sd mau bénh phim trong tmg. 1001
- Chuén bi éng premix:

+ Chuan bi s6 lugng 6ng premix tuong img véi sO lugng ong chimg va ong
mau bénh pham.

+ Pua cac mau d6i chimg, mau bénh pham da chuan bi & trén, cic dng premix
vao may tach.

- Chuan bi cac vt tu, hoa chat tach chiét theo nhu hudng dan sir dung may.
- M6 phan mém ExiStationManager trén may vi tinh.

- Trén thanh cong cu Prep hién thi ba 6 cira tuong Gng véi 3 may tach chiét.
- Nhép céc sd lidu twong tmg voi timg dong trén timg may tach.

- Nhéan nat » va lam theo huéng dan dé bét dau qué trinh tach chiét. Cha y thoi
gian tach chiét d€ co thé dua san pham vao chay realtime PCR sém nhat (thoi
gian t01 da sau khi tach xong phai cho vao may chay PCR 1a 120 phut)

- Pua san pham may tach cl}iét ra khoi he thng tach chiét, dung dung cu da
cho cua hang cung cap lay can than ong premix ra khoi khay co sé.

- Dung kéo 7c§t’0ptical Film voi kich thude phu hop va dung Optical Film
Applicator dé€ gan chit 1én cac ong nghiém premix.

» Chu y: D¢ tranh lay nhiém chéo va cho két qua sai léch, hdy gan that can
than.- D€ hoa tan cac hat premix, va khudy tron premix v6i mau DNA, hay
dung may tron, lac chuyén gh_mg va thuc hién 20 chu ky, toc d§ 2500 rpm, theo
chu ky: spin-down 5 giay/lac manh: 20 giay.

« Chi1 y: PCR premix c6 san cac thuéc thir PCR dugc dong kho. Khuéyr tron
premix khong hiéu qua c6 thé cho két qua PCR khong chinh xac, vi thé hay
khuay tron premix that k¥ trude khi dung.

- Khi may tron, lac dang lam viéc, hay khoi dong phan mém chay may Real-
time PCR.

- Khi may tron, lac két thiic, chuyén cac dng phan tng vao may Real-time PCR ngay.
- Nhén nat Standby Power Switch. Bén LED s& do.

- Nhan giir nat Power 2 gidy, sau khi may tu kiém tra, dén LED s& 1én mau
xanh sau mot tiéng “bip” ngan.

- Nhén gitt nit Door 2 gidy, clta md, dua céc dng phan tmg vao céc vi trf dinh sin.
- Tiép tuc lam theo hudéng dan st dung may.

Chu y: Néu chay it hon 6 hang PCR, dua cac éng trong vao vi tri dbi dién &
hang thir 12 dé can bang ap luc cua nap nhiét

10. DIEN GIAI KET QUA VA BAO CAO
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10.1. Dién giai két qua
- Xem xét két qua noi kiém
- Chi doc két qua khi QC dat yéu cau

- Chung am va chting duong phai théa man céac di€u kién sau thi cac két qua
cuia mau bénh pham mdéi duoc chap nhan:

Mau chirng Mau FAM Mau HEX Dién gii
Chung duong + + Co gia tri
Chting am - + Co gié tri

- Céc truong hop can kiém tra lai

Mau chtng Mau FAM Mau HEX Dién giai

Chtmng duong - + Can kiém tra lai

Chimg 4m + - Can kiém tra lai
10.2. Poc két qua

- Mé chuong trinh ‘Analysis’ c6 biéu twong trén man hinh, dé biét chi tiét cach
phan tich so li¢u, vui long xem Hudéng dan st dung may.

- Chon File>Open, chon tiép file (.ex3), file két qua dugc luu trit trong thu muc
da dinh san.

- Rét nhiéu tab s& hién thi nhu dudi day. ‘MTB Real-Time PCR Kit tab duogc
hién thi nhu da xuat hién lac dau

- Tab ‘MTB Real-Time PCR Kit’ s& hién thi gia tri Ct dugc phan tich va quyét
dinh ¢6 hi€u luc ¢ dinh dang spreadsheet.

- Well: Vi tri cac giéng d6i chimg (PC, IPC) va mau trén khoi nhiét 96 giéng.
- Sample ID: NTC, PC va tén mau da dua vao trong so do mau.

- IPC Result: Hiéu luc IPC tinh theo gia tri Ct IPC ctia timg giéng. Néu gia tri trong khoang (cho
san) s& duogc gin cd “Valid’, néu ngoai khoang s& gan cd ‘Invalid’.

- Target Ct: Gia tr1 Ct MTB turng gleng, néu xét nghiém co gia tri, NTQ s€ duoc
gan co ‘Undetermined’ va gid tri Ct PC s€ & trong khoan b. Poc két qua cua
mau bénh pham

10.3. Bao cao két qua
- May chay xong ty dong d6 két qua vao phan mém may tinh.

- Xem xét toan bd qua trinh trudc, trong va sau xét nghiém trude khi tra két
qud. Khong tra két qua khi phat hién sai sot.
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- Mau bénh pham sau khi phan tich dugc luu trong tu luu mau theo "Quy trinh
luu hiy mau bénh pham" tai Trung tdm ma s6 XN.QTQL.8.9.

11. LUU Y: Nhiing sai sot va xir tri
11.1. Trwée khi thue hién ky thuat

Sai sot ¢ thé do ldy, dong goi, bao quan hodc van chuyén mau bénh
pham khong dung quy dinh. Phong xet nghiém s€ yéu cau lay lai bénh phém
Trong truong hop khong thé lay lai dugc bénh pham phong xét nghiém van
thyc hién va ghi chi vé tinh khong chinh xac cua két qua xét nghiém do lay
mau khong dam bao chit luong.

11.2. Trong qua trinh thue hién ky thuéat
- Tin hiéu cta IC yéu hoic khong cé: 1ap lai xét nghiém

+ Phan ng PCR bi trc ché: => Kiém tra phuong phap tach chiét DNA theo
khuyén céo.

+ Piéu kién bao quan thube thir khong diing theo hudng dan => Kiém tra diéu
kién bao quan.

+ Piéu kién PCR khong dung theo huéng dan => Kiém tra diéu kién PCR va
kénh huynh quang cho phat hi¢n IC trong quy trinh.

+ Khong thém IC vao cac mau trong khi hit thude thir => Thém IC trong qué
trinh tach chiét DNA/RNA.

- Tin hiéu ctia miu yéu (Ct > 36): lap lai xét nghiém.
- Chung am xuét hién tin hiéu duong tinh:

+ Nhiém trong qué trinh tach chiét. Két qua tat ca cac mau khong hop 18: =>
Khtr trung tat ca bé mat va dung cu véi sodium hypochlorite va ethanol hoac
thudc khir DNA déac trung.

=> Chi sir dung tip co dau loc trong qua trinh tach chiét. Thay do6i dau tip gitta
cac ong.

=> Lap lai budc tach chiét DNA véi bo thude thir moi.

=> Thuc hién lai buéc chuan bi PCR véi bo thude thir méi.

- Khong c6 tin hiéu duong cua ching duong: thue hién lai mot 14n nita phan
ung PCR.

+ C6 thé chuong trinh khuéch dai khong chinh xac hodc céac 16i khac xdy ra
trong qua trinh khuéch dai PCR

+ Kiém tra diéu kién PCR va kénh huynh quang cho phat hién IC chirg duong
trong quy trinh.

+ Ching duong bi hong => Co thé diéu kién bao quan thudc thir khong dung
theo hudng din => Kiém tra diéu kién bao quan
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- Sau khi thuc hién k¥ thuat

+ DPoc, nhan dinh, phién giai va bién luan két qua can can than va chinh xac dé
tranh nham lan.

+ Phong xet nghiém tam dung tra két qua cho khach hang néu két qua ndi kiém
khéng dat. Khi két qua ndi kiém khong dat, phong xet nghiém tim kiém nguyén
nhan va khac phuc, chi thuc hién tiép xét nghiém sau khi da hoan thanh viéc
khic phuc.

+ Két qua ndi kiém duoc xem xét dinh ky nham phat hién va khic phuc nhiing
xu huong anh huong to1 két qua xét nghi¢m.

* Luu y: C6 thé co cac yéu t0 lam anh huong sai I¢ch to1 két qua xét nghi€ém
theo hudng dan cua nha san xuat

12. LUU TRU HO SO
- Két qua duogc luu trén phan mém may tinh.

- Cubi thang in s6 tir phan mém may tinh luu tai Trung tam.

13. TAI LIEU LIEN QUAN
TT | Mi quy trinh/bi¢u miu Tén quy trinh/ biéu miu
1 XN.QTQL.8.9 Quy trinh lvu hity mau bénh pham
2 XN.STDVKH S6 tay dich vy khach hang
3 XN.QTQL.8.7 Quy trinh tra két qua xét nghiém
4 XN.STAT S6 tay an toan
5 XN.BM.QTQL.8.1.2 | S6 nhan va tir chdi mau bénh pham ndi tra
6 XN.QTQL.12.2 Quy trinh huéng dan an toan
14. TAI LIEU THAM KHAO

-BO'Y &, Quyet dinh s6 5530/QD-BYT ngay 25/12/2015 Ban hanh Huéng dan
xay dung quy trinh thuc hanh chuan trong quan 1y chat luong xét nghiém.

- Chinh phu, Nghi dinh sé 103/2016/ND-CP ngay 01/7/2016 quy dinh vé bao
dam an toan sinh hoc tai phong xét nghiém, 2016.

- BO Y &, Quyét dinh s6 2429/QD-BYT ngay 12/6/2017 Ban hanh Tiéu chi
danh gia muc chat luong phong xét nghiém y hoc, 2017.
- B Y t€, Quyét dinh s6 3376/QD-BYT ngay 30/08/2023 vé vi¢c ban hanh Dé
cuong quy trinh k¥ thuat xét nghié¢m, 2023.

- B0 Y t€, Quyét dinh s0 2633/QD-BYT ngay 19/08/2025 vé viéc ban hanh tai
liéu chuyén mén “Hudng dan quy trinh k¥ thuét vé Vi sinh — Tap 17
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4. QUY TRINH MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS REAL-TIME PCR
Ma hi¢u: XN.QTKT.SHPT.15

1. MUC PiCH

- Huéng dan cho toan bd nhan vién trong Trung tim Xét nghiém hiéu va tuan
thu theo quy trinh Mycobacterium tuberculosis realtime PCR tir d6 tranh dugc
t6i da sai s6 c6 thé gip trong giai doan trudc xét nghiém, trong xét nghiém va
sau xét nghiém.

- Phat hién gen déc trung cua phuc hop vi khuan Mycobacterium tuberculosis
trong mau bénh pham dom, cac loai dich sinh hoc, mu, phén va manh sinh thiét
lay tir nguoi bang ky thuat Real-time PCR.

2. PHAM VI AP DUNG

- Quy trinh nay dugc dp dung tai bd phan sinh hoc phan ttr, Trung tam Xét nghiém.
- Thoi gian 4p dung: 24h tat ca cac ngdy trong tuan.

3. TRACH NHIEM

- Hoi dong khoa hoc ki thudt ctia Bénh vién ¢6 trach nhiém tham dinh quy trinh.

- Lanh dao bénh vién co6 trach nhi¢m phé duyét quy trinh.

- Lanh dao Trung tdm Xét nghiém, t6 quan 1y chat lugng cua Trung tim co
trach nhi¢m trién khai, duy tri tinh hi¢u lyc ctia quy trinh.

- TAt c4 nhan vién Trung tam Xét nghiém da dugce dao tao co6 trach nhieém ap
dung, tudn thu viéc thyc hién va dé€ xuat cai tién quy trinh.

- Nguoi di tham quyén, duoc giao nhiém vu nhan dinh va ky duyét két qua.
4. PINH NGHIA, THUAT NGU VA CHU VIET TAT

4.1. Dinh nghia

- Binh nghia: Mycobacterium tuberculosis: Vi khuan lao

- Real-time PCR 1a su khuéch dai chon loc cua mét trinh tu dich trong khi qua
trinh diéu khién su khuéch dai theo thoi gian thuc thong qua mot chét co thé
hién mau, chang han nhu mot loai thubc nhudém huynh quang. Su dic hiéu
dugc cung cép bo1 mot cap mdi dic hiéu, cung v4éi mot dau do thuy phan da
biét trinh tu. Kiém soat san phém khuéch dai dugc thuc hién bﬁng cach danh
dau dau do thity phan véi mot cip thuée nhuém huynh quang (5'- phat quang;
3'- dap phat quang). Do huynh quang truyén ning luong cong huong (FRET),
mot ddu do con nguyén ven s& khong phat ra anh sang. Tuy nhién, khi bi thuy
phan bdi DNA polymerase c6 hoat tinh 5 ' - 3' exonuclease, trong qua trinh
PCR, phéan tir phat huynh quang phat ra mot budc song dic biét trong vung
quang pho kha kién khi b cit sau khi dd bam vao cac amplicon

4.2. Thuit ngir, chir viét tit
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- Real-time PCR: La thuat ngir chi qué trinh PCR duogc theo ddi san pham lién
tuc

- An toan sinh hoc (ATSH): La mot thuét ngit dung dé mé ta nhimg nguyén téc,
k¥ thuat va thuc hanh can thiét giap ngan chan va loai trir nguy co phoi nhiém
doi1 véi nhan vién phong xét nghiém, cong dong va moi trudng tir cac tac nhan
gay bénh va doc to

5.NGUYEN LY

Nguyén ly cua ky thuét Real-time PCR, 1a phan ing PCR trong do két
qua khuéch dai DNA dich duoc hién thi sau mdi chu trinh nhiét ciia phan ng..

6. TRANG THIET BI VA VAT TU

- May ly tam thuong.

- Hé thong may PCR va may tinh c6 cai dat phan mém.

- Ta lanh 2°C - 8°C

- T lanh am sau -20°C hoac -70°C

- T an toan sinh hoc cap 2

- Méay vortex

- Bo luu dién

7. KIEM TRA CHAT LUQNG

- Thuc hién tan suét chay noi kiém, ngoai kiém theo quy dinh cua Bénh vién.

- Xem xét két qua ndi kiém theo "Quy trinh noi kiém tra xét nghiém PCR" mi
s0 XN.QTQL.8.3.5

- Thyc hién ngoai kiém theo "Quy trinh ngoai kiém tra chét lugng xét nghiém"
ma s0 XN.QTQL.8.5.

- Chét luong mau bénh phém: Quy dinh tai "Sd tay dich vu khach hang" ma sb
XN.STDVKH.

- Cac hoa chat, sinh pham phai duoc kiém tra theo "Quy trinh quan 1y vt tu"
ma s6 XN.QTQL.7.2.

8. AN TOAN

- Diéu kién nhiét do, do am cua phong xét nghiém phu hop cho hoat dong cua
trang thiét bi va hoéa chat sinh pham cua phong xét nghi¢m.

- Peo ging tay, khau trang khi lam viéc.

- Lam sach khu vuc lim viée voi dung dich sét khudn trude va sau mi 1n lam viéc.

- Khi co su cértrz‘m d6 bénh pham phai khic phuc theo huéng dan trong "S6 tay
an toan" ma s6 XN.STAT.

- Thyc hién ding cac quy trinh xtr 1y rac thai, mau bénh pham, mau ndi kiém



24

d3 chay, vo lo hoa chit d3 sir dung theo "Quy trinh huéng dan an toan" ma sb
XN.QTQL.12.2.

- Ludn tudn coi mau bénh pham déu co nguy co lay truyén cac bénh truyén nhidm.
- Thyc hién an toan dién, phong chdng chay no xtr 1y khi ¢6 su ¢d xay ra trong

phong xét nghiém theo "S6 tay an toan" ma s XN.STAT.

- Thyc hién theo huong dan sir dung hoa chét sinh pham va an toan khi sir dung
hoé chat phong xét nghiém (tham khao MSDS cua nha san xuat).

9. NOI DUNG THUC HIEN
9.1. Nguoi thuc hién
Nhan vién y té c6 Chimng chi hanh nghé xét nghiém.

9.2. Thoi gian thyce hién xét nghiém: Khoang 300 phut (5 gi0) (bao gdm cac
budc tién hanh xét nghiém)

9.3. Cac bude tién hanh
9.3.1. Chuan bj bénh pham
a. Ldy bénh pham

, Lay mAu bénh pham theo dung quy dinh ctia "Sé tay dich vu khach hang"
ma s6 XN.STDVKH.

b. Nhdn bénh pham

- MAu bénh pham duoc chép nhan khi dat yéu cau vé chét luong theo "So tay
dich vu khach hang" ma s6 XN.STDVKH.

- Tlr ch0i v6i nhitng mAu bénh pham khong dat yéu cau ghi vao "S6 nhn va tir
chéi mau bénh pham noi tra" ma s6 XN.BM.QTQL.8.1.2.

9.3.2. Chuén bi dung cuy, hoa chét

- Cac hoa chét can thiét tuy theo timg loai thiét bi va sinh pham
- Sinh pham chan doan

- Tiéu hao sinh pham cho chay chiing, kiém tra chat luong

- B4 mau chimg

- Dung dich sat khuan tay nhanh

- Con 70%

- Dung dich nudc rira tay

- Dung dich khtr trung

- Cac vat tu can thiét tiy theo timg loai thiét bi va sinh pham
- Pau con (tip) c¢6 loc, 1000 pL tiét tring

- Khay dung bénh pham
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- Hop véan chuyén bénh pham

- Tube dung bénh pham

- Gidy thim

- Mii gidy

- Khéu trang

- Gang tay khong bot

- Gang kham

- Gang tay xu 1y dung cu

- Quan 4o bac s§/KTV/ho 1y

- Ao choang phong xét nghiém
- Khaén lau tay

9.3.3. Tién hanh k¥ thuat
9.3.3.1. Xir Iy bénh phiam: theo hudng din cia nha san xuét.

- Bénh pham nhay, nhdt nhiéu nhu dom, dich phé quan, dich khop can duoc xur
ly dé thuan nhat mau bénh pham trudc khi tach chiét.

- Nhiing bénh pham, khong bi nhay nhét nhu dich ndo tay, nudc tiéu, .... c6 thé
st dung dé tach chiét DNA ludn.

- Néu chura tach chiét ngay, bao quan mau & -20°C (phai tron déu trude khi tach
chiét)

9.3.3.2. Tién hanh k¥ thuat: theo huéng dan ctia nha san xuat.

a. Thiee hién tach chiét bang mady hodc tach chiét thii cong

b. Thuec hién phan vng real-time PCR

Chuan bi sinh pham (Master mix) cho phan ing Realtime PCR

- S6 luong 6ng PCR can cho mot 1an xét nghiém theo cong thirc sau:

S6 luong 6ng (N) = Sb bénh pham + s ching + 2

Chu y: Mot 1an chay Realtime PCR can tién hanh dong thoi 2 loai chimg bao
gdm: Chung duong dé dam bao céc sinh pham va phan tng PCR di tién hanh
dung; chimg am dé dam bao qua trinh tach chiét DNA khong bi nhiém va tién
hanh dang.

- Chia 30 pL Master mix vao tung f)ng PCR bao gom ca ong cho bénh pham,
ching duong, chimg am. bat cac 6ng PCR da chira master mix vao dung cu
lam lanh hodc khay da trong luc tién hanh tach tron mau

* Real-time PCR: Van hanh theo huéng dan sir dung may Real-time PCR

- Cho vao mdi éng PCR 10 pL DNA mau bénh pham di tach chiét, 10 puL
chirng duong va 10 pL chiing &m. Thé tich cudi cung 1a 40 L.
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- Ly tdm nhe cac 6ng PCR c6 chira MasterMix va san phim DNA tach chiét.
- Chuyén cic ong PCR vao mdy luan nhiét va cai dat theo chuong trinh sau:

- Mau huynh quang: FAM cho phat hiénM. tuberculosis, mau HEX cho chung
noi.

- Chu ky nhiét:

+ 1 chu ky: 37°C/2 phat

+ 1 chu ky: 95°C/10 phat

+ 45 chu ky: 95°C/5 giay

60°C/40 gidy - doc san pham

72°C/20 giay

- Luu file dir liéu vao may tinh. Nén chon luu ¢ phan vung 6 cing khong cai
hé diéu hanh.

- Cho may real-time PCR chay chuong trinh

Chu y: P6i véi cac tic nhan c¢6 cing chuong trinh PCR thi ¢ thé thuc hién
chung 1 lan. Néu mau dung dé phat hién céc tac nhan la khac nhau thi cir moi
tac nhan s€ chon mau tuong tng cho no.

10. DIEN GIAI KET QUA VA BAO CAO
10.1. Dién giai két qua

- Xem xét két qua noi kiém

- Chi doc két qua khi QC dat yéu cau

- Ching am va chung duong phai thoa man cac di€u kién sau thi cac két qua
cuia mau bénh pham mdéi dugc chap nhan:

Mau chtng Mau FAM Mau HEX Dién giai
Chung duong | + + Co gia tri
(CT trong khoang

15-38)

Ching am - + Co gia tri

- Cac trudng hop can kiém tra lai

Mau ching Mau FAM Mau HEX Dién giai
Chimg duong - + Can kiém tra lai
Chung am + - Can kiém tra lai

10.2. Poc két qua
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TT Mau FAM | Mau HEX Két qua

1 + + Duong tinh véi M. tuberculosis
2 - + (CT<38) Am tinh vé&i M. tuberculosis

3 - + (CT>38) Khong c¢6 gia tri

4 - - Khong c6 gia tri

10.3. B4o co két qua

- May chay xong tu dong dd két qua vao phan mém may tinh.

- Xem x¢ét toan bd qua trinh trudc, trong va sau xet nghiém trude khi tra két
qua. Khong tra két qua khi phat hién sai sot.

- Mau bénh pham sau khi phan tich dugc luu trong ti luu mau theo "Quy trinh
luu hiy mau bénh pham" tai Trung tAm ma s6 XN.QTQL.8.9.

11. LU'U Y: Nhimng sai sot va xir tri

11.1. Trwéce khi thyce hién ky thuat

Sai sot c6 thé do 14y, dong géi, bao quan hodc van chuyén mau bénh
pham khong dung quy dinh. Phong xet nghiém s€ yéu cau lay lai bénh phém
Trong truong hop khong thé lay lai dugc bénh pham phong xét nghiém van
thue hién va ghi chi vé tinh khong chinh xac cua két qua xét nghiém do 1dy
mau khong dam bao chat luong.

11.2. Trong qua trinh thwe hién ky thuat
- Tin hiéu cta IC yéu hoic khong cé: lap lai xét nghiém

+ Phan ing PCR bi trc ché: => Kiém tra phuong phap tach chiét DNA theo
khuyén céo.

+ Piéu kién bao quan thude thir khong diing theo hudng dan => Kiém tra diéu
kién bao quan.

+ Piéu kién PCR khong ding theo huéng dan => Kiém tra diéu kién PCR va
kénh huynh quang cho phat hién IC trong quy trinh.

+ Khong thém IC vao cac mAu trong khi hut thude thir => Thém IC trong qua
trinh tach chict DNA/RNA.

- Tin hiéu ctia miu yéu (Ct > 36): lap lai xét nghiém.
- Chitng 4m xuat hién tin hiéu dwong tinh:

+ Nhiém trong qua trinh tach chiét. Két qua tat ca cac mau khong hop 18: =>
Khtr trung tat ca bé mat va dung cu véi sodium hypochlorite va ethanol hodc
thuéc khir DNA dac trung.

=> Chi st dung tip c6 dau loc trong qu4 trinh tach chiét. Thay d6i dau tip giita
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cac dng.

=> Lip lai budc tach chiét DNA véi b thude thir méi.

=> Thyc hi¢n lai bude chuan bi PCR véi bd thude thir méi.

- Khong c6 tin hiéu duong cta ching dwong: thyc hién lai mot lan nira phan
ung PCR.

+ C6 thé chuong trinh khuéch dai khong chinh xac hodc cac 16i khac xay ra
trong qué trinh khuéch dai PCR

+ Kiém tra diéu kién PCR va kénh huynh quang cho phat hién IC chimg duong
trong quy trinh.

+ Chumg duong bi hong => Co thé diéu kién bao quan thudc thir khong dung
theo huéng dan => Kiém tra diéu kién bao quan

11.3. Sau khi thwe hién ky thuit

+ Doc, nhan dinh, phién giai va bi¢n luan két qua can can than va chinh xac dé
tranh nham lan.

+ Phong xet nghiém tam dung tra két qua cho khach hang néu két qua noi kiém
khong dat. Khi két qua ndi kiém khong dat, phong xet nghiém tim kiém nguyén
nhan va khic phuc, chi thuc hién tiép xét nghiém sau khi da hoan thanh viéc
khac phuc.

+ Két qua ndi kiém duoc xem xét dinh ky nham phat hién va khic phuc nhiing
xu hudng anh hudéng td1 ket qua xét nghiém.

* Luu y: Co thé c6 cac yéu td 1am anh hudng sai 1éch téi két qua xét nghiém
theo hudng dan cua nha san xuat

12. LUU TRU HO SO

- Két qua duoc luu trén phan mém may tinh.

- Cubi thang in s6 tir phan mém may tinh luu tai Trung tam.
13. TAI LIEU LIEN QUAN

TT | Mi quy trinh/biéu miu Tén quy trinh/ biéu miu
1 XN.QTQL.8.9 Quy trinh luu hiy mau bénh pham
2 XN.STDVKH S6 tay dich vu khach hang
3 XN.QTQL.8.7 Quy trinh tra két qua xét nghiém
4 XN.STAT S tay an toan
5 XN.BM.QTQL.8.1.2 | S6 nhan va tir chdi mau bénh pham ndi tra
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6 XN.QTQL.12.2 Quy trinh huéng dan an toan

14. TAI LIEU THAM KHAO

- B{ Y t€, Quyét dinh s6 5530/QD-BYT ngay 25/12/2015 Ban hanh Huéng dan
xay dung quy trinh thyc hanh chuén trong quan ly chat lugng xét nghiém.

- Chinh phu, Nghi dinh s6 103/2016/ND-CP ngay 01/7/2016 quy dinh vé bao
dam an toan sinh hoc tai phong xét nghiém, 2016.

- B0 Y t€, Quyét dinh s6 2429/QD-BYT ngay 12/6/2017 Ban hanh Tiéu chi
danh gid muc chat lugng phong xét nghiém y hoc, 2017.uL

-B06 Y té, Quyét dinh s6 3376/QD-BYT ngay 30/08/2023 vé viéc ban hanh P&
cuong quy trinh k¥ thuat xét nghiém, 2023.

- B0 Y €, Quyét dinh s0 2633/QD-BYT ngay 19/08/2025 vé viéc ban hanh tai
liéu chuyén moén “Hudng dan quy trinh k¥ thuat vé Vi sinh — Tap 17
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5. QUY TRINH HIV PO TAI LUQNG REALTIMEPCR
Ma hiéu: XN.QTKT.SHPT.16

1. MUC PiCH

- Huéng dan cho toan bo nhan vién trong Trung tAm Xét nghiém hiéu va tuan
thu theo quy trinh HIV do tai luong realtime PCR tir d6 tranh dugc t6i da sai
s6 ¢ thé gip trong giai doan trudc xét nghiém, trong xét nghiém va sau xét
nghiém.

- Xac dinh sc*)? lugng ban sao cua Human Immunodeficiency Virus (HIV) trong
mau bénh pham mau cua bénh nhan nhieém HIV bang k¥ thuat Real-time PCR

2. PHAM VI AP DUNG

- Quy trinh nay duoc dp dung tai bd phan sinh hoc phan ttr, Trung tam Xét nghiém.
- Thoi gian 4p dung: 24h tit ca cac ngdy trong tuan.

3. TRACH NHIEM

- Hoi dong khoa hoc ki thudt ctia Bénh vién ¢6 trach nhiém tham dinh quy trinh.

- Lanh dao bénh vién co6 trach nhi¢m phé duyét quy trinh.

- Lanh dao Trung tdm Xét nghiém, t6 quan 1y chat lugng cta Trung tim co
trach nhi€ém trién khai, duy tri tinh hi€u luc ctia quy trinh.

- TAt c4 nhan vién Trung tam Xét nghiém da dugc dao tao co6 trach nhieém ap
dung, tuan thu viéc thyc hién va dé€ xuat cai tién quy trinh.

- Nguoi du tham quyén, dugc giao nhiém vu nhan dinh va ky duyét két qua.
4. PINH NGHIA, THUAT NGU VA CHU VIET TAT
4.1. Dinh nghia

- Real-time PCR 1a sy khuéch dai chon loc ciia mét trinh ty dich trong khi qua
trinh diéu khién su khuéch dai theo thoi gian thuc thong qua mdt chat co thé
hién mau, chang han nhu mot loai thuéc nhuém huynh quang.

- Su dac hi¢u dugc cung cap boi mot cip moi dic hidu, cing véi mot dau do
thily phan da biét trinh tu. Kiém soat san pham khuéch dai duoc thuc hién bang
cach danh ddu dau do thiy phan véi mot cap thude nhudém huynh quang (5'-
phat quang; 3'- dap phat quang). Do huynh quang truyén ning luong cong
huéng (FRET), mot dau do con nguyén ven sé khong phat ra anh sang. Tuy
nhién, khi bi thiy phan bdi DNA polymerase c6 hoat tinh 5 ' - 3' exonuclease,
trong qua trinh PCR, phan tir phat huynh quang phat ra mgt budc song dac biét
trong ving quang pho kha kién khi bi cat sau khi dd bam vao cac amplicon

4.2. Thuit ngir, chir viét tit
- ARN (Axit Ribonucleic): Thuong dong vai tro trung gian trong phién ma va
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chtrc ning té bao, ciing 1 vat chat di truyén ctia nhiéu loai vi-rat gy bénh.

- Real-time PCR: La thuat ngit chi qué trinh PCR dugc theo ddi san pham lién
tuc

- An toan sinh hoc (ATSH): La mot thuét ngit dung dé mé ta nhimg nguyén téc,
k¥ thuat va thuc hanh can thiét giap ngan chan va loai trir nguy co phoi nhiém
do6i voi nhan vién phong xét nghiém, cong dong va moi trudng tir cac tac nhan
gay bénh va doc to

5.NGUYEN LY

Poan ARN déc trung cia HIV dugc sao chép nguoc béng ky thuat RT-
PCR va khuéch dai bang k¥ thuat real-time PCR. S6 luong ban sao ctia HIV ¢6
trong mau bénh phrflm duoc xac dinh dya vao duong dd thi tuyén tinh cua cac
loai ching chuan da biét trudc nong do.

6. TRANG THIET BI VA VAT TU

- May ly tdm thuong.

- Hé thong may realtime PCR va mdy tinh c6 cai dat phan mém.

- Ta lanh 2°C - 8°C

- T lanh am sau -20°C hoac -70°C

- T an toan sinh hoc cap 2

- May vortex

- Bo luu dién

7. KIEM TRA CHAT LUQNG

- Thuc hién tan suét chay noi kiém, ngoai kiém theo quy dinh cua Bénh vién.

- Xem xét két qua ndi kiém theo "Quy trinh noi kiém tra xét nghiém PCR" ma
s0 XN.QTQL.8.3.5

- Thyc hién ngoai kiém theo "Quy trinh ngoai kiém tra chat luong xét nghiém"
ma s6 XN.QTQL.8.5.

- Chét luong mau bénh phém: Quy dinh tai "S6 tay dich vu khach hang" ma )
XN.STDVKH.

- Cac hoa chat, sinh pham phai duoc kiém tra theo "Quy trinh quan 1y vat tu"
ma s6 XN.QTQL.7.2.

8. AN TOAN

- biéu kién nhiét do, d6 4m ctia phong xét nghiém phu hop cho hoat dong cta
trang thiét bi va hoa chat sinh pham cua phong xét nghiém.

- Peo ging tay, khau trang khi lam viéc.

- Lam sach khu vuc lim viée voi dung dich sét khudn trude va sau mi 1n lam viéc.
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- Khi co su céltrém d6 bénh pham phai khic phuc theo huéng dan trong "S6 tay
an toan" ma s0 XN.STAT.

- Thuc hién ding cac quy trinh xtr 1y rdc thai, mau bénh phaim, mau ndi kiém
da chay, vo lo hoa chat da st dung theo "Quy trinh huéng dan an toan" ma so
XN.QTQL.12.2.

- Luén ludn coi mau bénh pham déu cd nguy co lay truyén cac bénh truyén nhiém.

- Thyc hién an toan dién, phong chéng chay nd, xtr Iy khi ¢6 sy cd xay ra trong
phong xét nghi€m theo "So6 tay an toan" ma s6 XN.STAT.

- Thyc hién theo huong dan str dung hoa chét sinh phdm va an toan khi sir dung
hoé chat phong xét nghiém (tham khao MSDS cua nha san xuat).

9. NOI DUNG THUC HIEN
9.1. Nguoi thuc hién
Nhan vién y té c6 Chimg chi hanh nghé xét nghiém.

9.2. Thoi gian thyce hién xét nghiém: Khoang 300 phut (5 gio) (bao gom CAC
budc tién hanh xét nghiém)

9.3. Cac bude tién hanh
9.3.1. Chuan bj bénh pham
a. Ldy bénh pham

LAy mu bénh pham theo dung quy dinh cia "So tay dich vu khach
hang" mi s6 XN.STDVKH.

b. Nhdn bénh pham

- MAu bénh pham duoc chép nhan khi dat yéu cau vé chit lugng theo "S6 tay
dich vu khach hang" ma s6 XN.STDVKH.

-Tu ch01 vOi nhimg mau bénh pham khong dat yéu cau ghi vao "S6 nhan va tir
chbi mau bénh pham ndi trd" ma sé6 XN.BM.QTQL.8.1.2.

9.3.2. Chuén bi dung cu, hoa chét

- Céc hoa chat can thiét tiy theo timg loai thiét bi va sinh pham
- Sinh pham chan doan

- Tiéu hao sinh pham cho chay chiing, kiém tra chat luong

- Bo mau ching

- Dung dich st khuan tay nhanh

- Con 70%

- Dung dich nudc rira tay

- Dung dich khtr trung

- Cac vat tu can thiét tuy theo timg loai thiét bi va sinh pham
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- Pau con (tip) c¢6 loc, 1000 pL

- Pau con (tip) 6 loc, 200 pL - tiét tring
- Pau con (tip) ¢6 loc, 20 pL - tiét trang
- Pau con (tip) c6 loc, 10 AL- tiét tring

- Tuyp 0.1ml (8 tuyp/1 thanh)

- Nép strip (bang s6 tuyp 0,1 ml)

- Tuyp 1.7 ml

- Tuyp 15 ml

- Khay dung bénh pham

- Hop véan chuyén bénh pham

- Tube dung bénh pham

- Gidy tham

- Miii gidy

- Khéu trang

- Gang tay khong bot

- Gang kham

- Gang tay xur 1y dung cu

- Quaén 40 bac s§/KTV/ho ly

- Ao choang phong xét nghiém

- Khan lau tay

9.3.3. Tién hanh k¥ thuat

9.3.3.1. Xtr Iy bénh pham: theo huéng dan ctia nha san xuat.
9.3.3.2. Tién hanh k¥ thuat: theo huéng dan ctia nha san xuat.
a, Tach chiét ARN

- Chimg am NC (Negative Control): dung nudc cétv dd dugc khur trung. Tién
hanh tach chiét chung am dong thoi véi cac bénh pham khac.

- Chimg duong PC (Positive Control): ding mau HIV chuén hogc mau HIV
duong tinh da xac dinh. Tach chiét cung vo1 cac mau chimg va mau bénh pham.
- Thyc hién tach chiét bang may ty dong hodc bang phuong phéap thu conb,
Thuc hién phan ting real-time PCR

- Chuan bi sinh pham (Master mix) cho phan tng Realtime PCR- S luong 6ng
PCR can cho mdt 1an xét nghiém theo cong thure sau:

S6 lugng 6ng (N) = S6 bénh pham + sb ching + 2
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- Chu y: Mot lan chay Realtime PCR can tién hanh dong thoi 2 loai chtng bao
gém: Chung chuan (standard) gdm 4 nong d6 dé 1am can c tinh ndng d6 HIV
trong miu va dam bao cac sinh phdm va phan tmg PCR d3 tién hanh dung;
chtng 4m dé dam bao qua trinh tach chiét khong bi nhiém va tién hanh dng.

- HUt Master mix vao timg dng PCR bao gdm ca 6ng cho bénh pham, ching
duong, chung am. Pat cac ong PCR da chtra master mix vao dung cu lam lanh
hodc khay da trong ltc tién hanh tach tron mau.

b, Realtime-PCR
Van hanh theo huéng dan sir dung may Real-time PCR.

- Chuyén 5 pl san pham tach chiét ARN cung cac chimg duong, ching NTC
va am vao cac o6ng PCR tuong tng.

- Ly tam nhanh cac 6ng PCR c6 chtra Mix va san pham ARN tach chiét, chtng
am, chimg duong, chiing NTC Chuyén cac ong PCR vao may luan nhiét va cai
dat theo chu trinh nhiét

Chon chuong trinh luan nhiét da dugc cai dat trén may nhu sau:
* Chu ky nhiét:
+ 1 chu ky: 95 °C/3 phat
+ 45 chu ky: 95 °C/20 giay
60 °C/30 giay - doc san pham

Chu ¥: P4i véi cac tic nhan c6 cing chuong trinh PCR thi ¢6 thé thuc hién
chung 1 1an. Néu mau dung dé€ phat hién cac tdc nhan la khac nhau thi cir moi
tac nhan s€ chon mau tuong tng cho no.

10. DIEN GIAI KET QUA VA BAO CAO
10.1. Dién giai két qua:

10.1.1. Xem xét két qua ndi kiém

Chi doc két qua khi QC dat yéu cau.

- Chimg duong phai xuat hién drc‘f) thi huynh quang trén duong gioi han co ban,
ching am va NTC khong c6 bat ki duong do thi huynh quang nao xuat hién
dudi dudng co ban.

- Cac mau chimg dwong phai ¢6 duwong do thi huynh quang xuét hién tuong img
vo1 nong do biét trudce.

- Xay dyng dudng do thi tuyén tinh cua 04 mau chimg chl}én. Tinh ndng do HIV trong mot
don b thé tich bénh pham dua vao két qua duong do thi tuyén tinh

10.2. Bao cdo két qua

- May chay xong tu dong dd két qua vao phan mém may tinh.

- Xem xét toan bd qua trinh trude, trong va sau xét nghiém trude khi tra két
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qua. Khong tra két qua khi phat hién sai sot.

- Mau bénh pham sau khi phan tich dugc luu trong ti luu mau theo "Quy trinh
luu hiy mau bénh pham" tai Trung tdm ma s6 XN.QTQL.8.9.

11. LU'U Y: Nhiing sai sot va xtr tri

11.1. Trwée khi thye hién ky thuat

- Méu bénh pham: Néu mau bénh pham khong dat yéu cu vé chat lugng hodc
bao quan, van chuyen khong dung cach, phong xét nghiém s€ yéu cau lay lai
bénh pham. Néu khong lay lai duoc bénh pham thi phong xét nghiém s& van
thuc hién va ghi cha vé kha ning sai 1éch két qua do chét lwong ctia mau bénh
pham khong duoc dam béo.

- May moc, sinh pham: may méc can duoc bao tri, bao dudng dinh ky theo quy
dinh. Sinh pham duoc nhép, bao quan theo dung quy dinh va huong dan cua
nha san xuat. Néu phat hién cac sai sot vé bao tri bao dudng miy moc va bao
quan sinh pham thi can phai dimng xét nghiém.

11.2. Trong qua trinh thwe hién ky thuat
- Tién hanh chay céc chiing dong thoi trong mdi mé chay

- Trong trudng hop mau chimg duong khong c6 do thi huynh quang, két qua
can phai loai bo va thuc hién lai xét nghiém.

- Trong trudng hop mau chirng duong va ching 4m déu c6 d6 thi huynh quang,
ket qua cling bi loai bo va can thyc hién lai xét nghiém.

- Trong truong hop mau chimg duong co d6 thi huynh quang, mau ching 4m
khong c6 d6 thi huynh quang, két qua do6 sé dugce str dung.

11.3. Sau khi thye hién ky thuéat
- Két qua xét nghiém can duogc kiém tra chéo dé tranh nham lan

- Cac két qua chua 10 rang can phai 1ap lai xet nghiém hodc xin y kién chuyén
gia. Két qua ctia mau can phai dugc d6i chiéu can than véi cac thong tin trén
phiéu chi dinh dé tranh nham 1an

12. LUU TRU HO SO

- Két qua dugc luu trén phan mém may tinh.

- Cubi thang in s6 tir phan mém may tinh luu tai Trung tam.
13. TAI LIEU LIEN QUAN

TT | Mi quy trinh/biéu miu Tén quy trinh/ biéu miu

1 XN.QTQL.8.9 Quy trinh lvu hity mau bénh pham

2 XN.STDVKH S4 tay dich vu khach hang
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3 XN.QTQL.8.7 Quy trinh tra két qua xét nghiém
4 XN.STAT S tay an toan
5 XN.BM.QTQL.8.1.2 | S6 nhan va tir chdi mau bénh phim ndi tra
6 XN.QTQL.12.2 Quy trinh huéng dan an toan
14. TAI LIEU THAM KHAO

- B{ Y t€, Quyét dinh 6 5530/QD-BYT ngay 25/12/2015 Ban hanh Huéng dan
xay dung quy trinh thuc hanh chuan trong quan 1y chat luong xét nghiém.

- Chinh pht, Nghij dinh s6 103/2016/ND-CP ngay 01/7/2016 quy dinh vé bao
dam an toan sinh hoc tai phong xét nghiém, 2016.

- BO Y &, Quyét dinh s6 2429/QD-BYT ngay 12/6/2017 Ban hanh Tiéu chi
danh gia mtrc chat lugng phong xét nghiém y hoc, 2017.

-B06 Y té, Quyét dinh s6 3376/QD-BYT ngay 30/08/2023 vé viéc ban hanh D&
cuong quy trinh k¥ thuat xét nghiém, 2023.

- B0 Y €, Quyét dinh s0 2633/QD-BYT ngay 19/08/2025 vé viéc ban hanh tai
liéu chuyén moén “Hudng dan quy trinh k¥ thuat vé Vi sinh — Tap 17
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6. QUY TRINH HPV REAL-TIME PCR
Ma3 hi¢u: XN.QTKT.SHPT.17

1. MUC PiCH

- Huéng dan cho toan bo nhan vién trong Trung tAm Xét nghiém hjéu va tuan
thu theo quy trinh HPV real-time PCR tir d6 tranh dugc toi da sai s0 ¢6 the gap
trong giai doan trudc xét nghiém, trong xét nghiém va sau xét nghi¢m.

- Xac dinh sy c6 mét cua Human papillomavirus (HPV) trong mAau bénh pham
cta bénh nhan nhiem HPV bang k¥ thuat Real-time PCR

2. PHAM VI AP DUNG

- Quy trinh ndy dugc dp dung tai by phan sinh hoe phan ttr, Trung tim Xét nghiém.

- Thoi gian 4p dung: 24h tit ca cac ngdy trong tuan.

3. TRACH NHIEM

- Hoi dong khoa hoc ki thut ctia Bénh vién ¢6 trach nhiém tham dinh quy trinh.

- Lanh dao bénh vién co6 trach nhi¢m phé duyét quy trinh.

- Lanh dao Trung tam Xét nghiém, t6 quan 1y chat lugng cua Trung tdm co
trach nhi€ém trién khai, duy tri tinh hi€u luc ctia quy trinh.

- T4t ca nhan vién Trung tam Xét nghjém da ’du’qc dao tao c6 trach nhiém ap
dung, tuan thu viéc thyc hién va dé€ xuat cai tién quy trinh.

- Nguoi du tham quyén, duoc giao nhiém vu nhan dinh va ky duyét két qua.

4. PINH NGHIA, THUAT NGU VA CHU VIET TAT

4.1. Dinh nghia

Real-time PCR 1a sy khuéch dai chon loc ciia mdt trinh tu dich trong khi
qué trinh diéu khién su khuéch dai theo thoi gian thuc thong qua mot chét co
thé hién mau, chang han nhu mot loai thudc nhudm huynh quang. Su dic hiéu
dugc cung cép bo1 mot cap mdi dic hiéu, cung véi mot dau do thuy phan da
biét trinh tu. Kiém soat san phém khuéch dai dugc thuc hién bﬁng cach danh
dau dau do thiiy phan véi mot cap thude nhuém huynh quang (5'- phat quang;
3'- dap phat quang). Do huynh quang truyén ning luong cong huong (FRET),
mot dau do con nguyén ven sé khong phat ra anh sang. Tuy nhién, khi bi thity
phan bdi DNA polymerase c6 hoat tinh 5 ' - 3' exonuclease, trong qué trinh
PCR, phéan tir phat huynh quang phat ra mot budc song dac biét trong vung
quang pho kha kién khi b cit sau khi d bam vao cac amplicon

4.2. Thuit ngir, chir viét tit
- HPV: Human Papilloma Virus

- ADN (Axit Deoxyribonucleic): La vat chat di truyén co ban cta hau hét vi
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sinh vat, bao gé)m vi sinh vat gdy bénh

- PCR (Polymerase Chain Reaction): Phan ung enzyme chudi trung hop, ding
nhan ban AND

- An toan sinh hoc (ATSH): La mot thuét ngit dung dé mé ta nhimg nguyén téc,
k¥ thuat va thuc hanh can thiét giap ngan chan va loai trir nguy co phoi nhiém
do6i voi nhan vién phong xét nghiém, cong dong va mdi truong tir cac tac nhan
gay bénh va doc to.

5.NGUYEN LY

Poan ADN dac trung cua HPV duogc khuéch dai va phat hién béng ky
thuat Real-time PCR st dung cdp moi ya‘l probe dac hi€u. Su c6 mat cia HPV
DNA duogc xac dinh dya trén duong do6 thi huynh quang cua phan tng Real-
time PCR

6 . TRANG THIET BI VA VAT TU

- May ly tdm thuong.

- Hé thong may realtime PCR va mdy tinh c6 cai dat phan mém.

- Ta lanh 2°C - 8°C

- T lanh am sau -20°C hoac -70°C

- T an toan sinh hoc cap 2

- May vortex

- Bo luu dién

7. KIEM TRA CHAT LUQNG

- Thuc hién tan suét chay noi kiém, ngoai kiém theo quy dinh cua Bénh vién.

- Xem xét két qua ndi kiém theo "Quy trinh noi kiém tra xét nghiém PCR" ma
s0 XN.QTQL.8.3.5

- Thyc hién ngoai kiém theo "Quy trinh ngoai kiém tra chat luong xét nghiém"
ma s6 XN.QTQL.8.5.

- Chét luong mau bénh phém: Quy dinh tai "S6 tay dich vu khach hang" ma )
XN.STDVKH.

- Cac hoa chat, sinh pham phai duoc kiém tra theo "Quy trinh quan 1y vat tu"
ma s6 XN.QTQL.7.2.

8. AN TOAN

- biéu kién nhiét do, d6 4m ctia phong xét nghiém phu hop cho hoat dong cta
trang thiét bi va hoa chat sinh pham cua phong xét nghiém.

- Peo ging tay, khau trang khi lam viéc.

- Lam sach khu vuc lim viée voi dung dich sét khudn trude va sau mi 1n lam viéc.
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- Khi ¢6 su cf'),trém d6 bénh pham phai khic phuc theo huéng dan trong "S6 tay
an toan" ma s0 XN.STAT.

- Thuc hién ding cac quy trinh xtr 1y rdc thai, mau bénh phaim, mau ndi kiém
da chay, vo lo hoa chat da st dung theo "Quy trinh huéng dan an toan" ma so
XN.QTQL.12.2.

- Luén ludn coi mau bénh pham déu cd nguy co lay truyén cac bénh truyén nhiém.

- Thyc hién an toan dién, phong chéng chay nd, xtr Iy khi ¢6 sy cd xay ra trong
phong xét nghi€m theo "So6 tay an toan" ma s6 XN.STAT.

- Thyc hién theo huong dan str dung hoa chat sinh phdm va an toan khi sir dung
hoé chat phong xét nghiém (tham khao MSDS cua nha san xuat).

9. NOI DUNG THUC HIEN
9.1. Nguoi thuc hién
Nhan vién y té c6 Chimg chi hanh nghé xét nghiém.

9.2. Thoi gian thyc hién xét nghiém: Khoang 300 phut (5 gio) (bao gdbm cac
budc tién hanh xét nghiém)

9.3. Cac bude tién hanh
9.3.1. Chuan bj bénh pham
a. Ldy bénh pham

’ Lay mAu bénh pham theo diing quy dinh ctia "S6 tay dich vu khach hang"
ma s6 XN.STDVKH.

b. Nhdn bénh pham

- MAu bénh pham duoc chép nhan khi dat yéu cau vé chat luong theo "So tay
dich vu khach hang" ma s6 XN.STDVKH.

-Tu ch01 vOi nhimg mau bénh pham khong dat yéu cau ghi vao "S6 nhan va tir
chbi mau bénh pham ndi trd" ma sé6 XN.BM.QTQL.8.1.2.

9.3.2. Chuén bi dung cu, hoa chét

- Céc hoa chat can thiét tuy theo timg loai thiét bi va sinh pham
- Sinh pham chan doan

- Tiéu hao sinh pham cho chay chiing, kiém tra chat luong

- Bo mau ching

- Dung dich st khuan tay nhanh

- Con 70%

- Dung dich nudc rira tay

- Dung dich khtr trung

- Cac vat tu can thiét ty theo timg loai thiét bi va sinh pham
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- Pau con (tip) c¢6 loc, 1000 pL tiét tring

- Khay dyng bénh phdm

- Hop véan chuyén bénh pham

- Tube dung bénh pham

- Gidy thim

- Ml gidy

- Khéu trang

- Gang tay khong bot

- Gang kham

- Gang tay xur 1y dung cu

- Quan 4o bac s§/KTV/ho 1y

- Ao choang phong xét nghiém

- Khan lau tay

9.3.3. Tién hanh k¥ thuat

9.3.3.1. Xir Iy bénh phiam: theo hudng din ciia nha san xuét.
Ly tam dng mau theo hudng dan ctia nha san xuét.

9.3.3.2. Tién hanh k¥ thuét: theo huéng dan ctia nha san xuat.
a. Tach chiét ADN

- Chimg am NC (Negative Control): dung nudc cétq da duoc khir trung. Tién
hanh tach chiét chimng am dong thoi véi cac bénh pham khac.

- Ching duong PC (Positive Control): dung mﬁg HPV chuin hoac mau HPV
duong tinh da dugc xac dinh. Tién hanh tach chiét ching duong dong thoi voi
cac bénh pham khac.

- Thyc hién tach chiét bang may tu dong hodc bang phuong phéap thu cong
b. Thyc hién phan img PCR

- Chuan bj sinh pham (Master mix) cho phan tng PCR

- S6 lugng 6ng PCR can cho mot 1an xét nghiém theo cong thirc sau:

S6 luong ong = S bénh pham + 3

Chu y: Mot 1an thyc hién PCR can tién hanh dong thoi 3 loai ching bao gom:
Chtng duong dé dam bao qua trinh thyc hién PCR; Chimg am dé dam bao qua
trinh tach chiét ADN khong bi nhiém; Ching NTC (None Template Control)
dé dam bao Master mix ctia phan img PCR khéng bi nhiém

- Tién hanh tan da cac ng master mix trong kit sinh phdm sau d6 giir & nhiét
d6 4°C trén khay da.
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- Chuyén san pham tach chiét ADN cung cac chimg duong va am vao cac dng
PCR tuong ung.

- Ly tm nhanh cac dng PCR c6 chira Mix va san pham ADN tach chiét.

- Chuyén cac ong PCR vao mdy luan nhiét va cai dit chu trinh nhiét theo hudng
dan ctuia nha san xuat:

10. DIEN GIAI KET QUA VA BAO CAO

10.1. Dién giai két qua

Xem xét két qua noi kiém

- Chimg duong c6 duong biéu dién tin hiéu huynh quang mau FAM duong tinh

va duong biéu dién tin hiéu huynh quang mau HEX dai dién cho chimg noi IC
duong tinh hodc am tinh.

- Chimg am c6 duong biéu dién tin hiéu huynh quang mau FAM am tinh va
duong bi€u dién tin hi¢u huynh quang mau HEX duong tinh

- Thuc hién phan tich két qua theo hudng dan cua loai sinh pham hoa chat dang
st dung.

- Ching duong phai xuat hién do thi huynh quang trén dudng gidi han co ban.

- Chung am khong c6 duong huynh quang nio xuat hién hodc xuat hién do thi
huynh quang dudi dudong gio1 han co ban.

- Ching noi tai phai xuat hién d6 thi huynh quang trén duong gidi han co ban.

- Pudng d6 thi huynh quang ctia mau c6 thé xuat hién hodc khong xuat hién
trén duong gio1 han, can cir vao doé dé két luan két qua.

10.2. Bao cdo két qua
- May chay xong tu dong dd két qua vao phan mém may tinh.

- Xem xét toan bd qua trinh trude, trong va sau xét nghiém trude khi tra két
qud. Khong tra két qua khi phat hién sai sot.

- Mau bénh pham sau khi phén tich dugc luu trong tu luu mau theo "Quy trinh
luu hily mau bénh pham" tai Trung tAm ma s6 XN.QTQL.8.9.

11. LUV Y

- Sai st c¢6 thé do ldy, dong gbi, bao quan hodc van phuyén mau bénh pham
khong ding quy dinh. Phong xét nghiém s€ yéu cau lay lai bénh pham. Trong
truong hop k}léng thé lay lai dugc bénh pham, phong xét nghi€ém van thyc hi¢n
va ghi cha vé tinh khong chinh xac cta két qua xét nghiém do lay mau khong
dam bao chat lugng.

- Trong qua trinh thyc hié¢n k¥ thuat.

Két qua co6 thé 4m tinh gia trong cac trudng hop sau:

+ MAu bénh pham c6 1an cac chat gy tc ché phan ting: heparin
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+ Moi truong:

« Sir dung qua nhiéu a-xit hypoclorous trong khir nhiém phong thi nghiém.
* Sir dung gang c6 bdt talc khi thuc hién xét nghiém.

Két qua c6 thé duong tinh gia trong cac trudng hop sau:

+ C6 sy lay nhiém chéo gitta cac mau bénh pham.

+ Lay nhiém cac san pham khuyéch dai tir 1an phan tng trude.

- Sau khi thyc hién k¥ thuat

+ Poc, nhan dinh, phién giai va bién luan két qua can can than va chinh xéac dé
tranh nham 1an. Phong xét nghiém tam dung tra két qua cho khach hang néu
két qua ndi kiém khong dat. Khi két qua noi kiém khong dat, phong xét nghiém
tim kiém nguyén nhan va khic phuc, chi thyc hién tiép xét nghiém sau khi da
hoan thanh viéc khic phuc.

+ Két qua ndi kiém duoc xem xét dinh ky nham phat hién va khic phuc nhiing
xu hudng anh huong to1 két qua xét nghiém.

* Luu y: C6 thé co cac yéu to lam anh huong sai Iéch t61 két qua xét nghiém
theo hudng dan ctia nha san xuat

12. LUU TRU HO SO
- Két qua duogc luu trén phan mém may tinh.

- Cudi thang in s6 tir phan mém may tinh luu tai Trung tam.

13. TAI LIEU LIEN QUAN
TT | Ma quy trinh/biéu miu Tén quy trinh/ biéu miu
1 XN.QTQL.8.9 Quy trinh lvu hity mau bénh pham
2 XN.STDVKH S tay dich vu khach hang
3 XN.QTQL.8.7 Quy trinh tra két qua xét nghiém
4 XN.STAT S6 tay an toan
5 XN.BM.QTQL.8.1.2 | S6 nhan va tir chéi miu bénh pham noi tra
6 XN.QTQL.12.2 Quy trinh huéng dan an toan
14. TAI LIEU THAM KHAO

- B0 Y t&, Quyét dinh s0 5530/QD-BYT ngay 25/12/2015 Ban hanh Huéng dan
xay dung quy trinh thuc hanh chuan trong quan 1y chat lugng xét nghiém.

- Chinh phi1, Nghi dinh s6 103/2016/ND-CP ngay 01/7/2016 quy dinh vé bao
dam an toan sinh hoc tai phong xét nghiém, 2016.
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- BO Y &, Quyét dinh s6 2429/QD-BYT ngay 12/6/2017 Ban hanh Tiéu chi
danh gid mtrc chat luong phong xét nghiém y hoc, 2017.

- B0 Y té, Quyét dinh s6 3376/QD-BYT ngay 30/08/2023 vé viéc ban hanh D&
cuong quy trinh k¥ thuat xét nghiém, 2023.

- BO'Y t€, Quyét dinh s6 2633/QD-BYT ngay 19/08/2025 vé viéc ban hanh tai
liéu chuyén mén “Hudng dan quy trinh k¥ thuat vé Vi sinh — Tap 17
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7. QUY TRINH HPV HPV GENOTYPE REALTIME PCR
Ma hi¢u: XN.QTKT.SHPT.18

1. MUC PiCH

- Huéng dan cho toan bd nhan vién trong Trung tim Xét nghiém hiéu va tuan
thu theo quy trinh HPV genotype giai trinh tu gene tir do tranh dugc t6i da sai
s6 ¢ thé giap trong giai doan trudc xét nghiém, trong xét nghiém va sau xét
nghiém.

- Phat hién dinh tinh, dong thoi nhleu genotype cua HPV (gém 19 typ nguy co
cao va 9 typ nguy co thap) trong mau bénh pham tir dudng sinh duc cia nguoi
bang k¥ thuat real-time PCR.

Bao gom:

- BO A: 14 type nguy co cao: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66,
68.

- B6 B: 5 type nguy co cao: 26, 53, 69, 73, 82 & 9 type nguy co thap: 6, 11, 40,
42,43, 44,54, 61, 70.

2. PHAM VI AP DUNG

- Quy trinh nay dugc ap dung tai bd phén sinh hoc phan tir, Trung tam Xét nghiém.

- Thoi gian 4p dung: 24h tit ca cac ngdy trong tuan.

3. TRACH NHIEM

- Hoi dong khoa hoc ki thuét ctia Bénh vién ¢4 trach nhiém tham dinh quy trinh.

- Lanh dao bénh vién c6 trach nhiém phé duyét quy trinh.

- Lanh dao Trung tam Xét nghiém, t6 quan 1y chat luong cua Trung tdm co
trach nhi€ém trién khai, duy tri tinh hi€u luc ctia quy trinh.

- Tat ca nhan vién Trung tam Xét‘ngh’iém da ,du’c_rc dao tao c6 trach nhiém ap
dung, tuan thu viéc thuc hién va dé€ xuat cai tién quy trinh.

- Nguoi di tham quyén, duoc giao nhiém vu nhan dinh va ky duyét két qua.

4. PINH NGHIA, THUAT NGU VA CHU VIET TAT

4.1. Dinh nghia

- Real-time P(;R la su khuéch dai chon loc ciia mot trinh tu dich trong khi qua:l
trinh di€u khién sy khuéch dai theo thoi gian thyc thong qua mdt chat co thé
hién mau, chang han nhu mot loai thuéc nhuém huynh quang.

- Su dac hiéu dych cung cépq bo1 mdt cap rpéi déc,hiéu, cung vo1 mot dz‘iu‘ do
thuy phan dﬁrbiét‘ trinh ty. Ki€m soat san pham khucf:ch dai dugc thyc hién bang
cach danh dau dau do thuy phan voi mét cdp thuéc nhudm huynh quang (5'-
phat quang; 3'- dap phat quang). Do huynh quang truyén ndng lugng cong
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huong (FRET), mot dau do con nguyén ven s& khong phat ra anh sang. Tuy
nhién, khi bi thuy phan boi DNA polymerase ¢6 hoat tinh 5 ' - 3' exonuclease,
trong qua trinh PCR, phan tir phat huynh quang phat ra mét budc song dac biét
trong vung quang phd kha kién khi bi cat sau khi da bam vao cac amplicon
4.2. Thuit ngir, chir viét tit
HPV: Human Papilloma Virus
- ADN (Axit Deoxyribonucleic): La vat chat di truyén co ban ctia hau hét vi
sinh vat, bao gdm vi sinh vat gay bénh
- PCR (Polymerase Chain Reaction): Phan tmg enzyme chudi tring hop, dung
nhan ban AND
- An toan sinh hoc (ATSH): La mét thuét ngir dung dé mo ta nhitng nguyén téc,
ky thuat va thuc hanh céan thi€t giip ngan chan va loai trir nguy co phoi nhiém
do61 voi nhan vién phong xét nghiém, cong dong va moi truong tur cac tac nhan
gay bénh va doc to.
5.NGUYEN LY

Nguyén ly cua ky thuat Real-time PCR da moi cho phép khuéch dai, phat
hién dong thoi cac nucleic acid khac nhau cua 19 type nguy co cao va 9 type
nguy co thap va chung ndi (IC). B kit c6 thé thé hién nhi¢u xét nghiém bang
phuong phap End point-CMTA (End point-Catcher Melting Temperature
Analysis) hodc cyclic-CMTA (cyclic-Catcher Melting Temperature Analysis
dwa trén cong ngh¢ TOCE c6 thé phat hién nhiu tac nhan gay bénh trong cung
mot kénh mau huynh quang bang may real-time PCR. Cong ngh¢ TOCE cua
x€t nghiém dugc thiét ké dé khong bi anh huong béi suﬁbién dong trinh ty, vi
vay n6 dam bao gia tri nhi€t d§ nong chay khong thay doi.
6. TRANG THIET BI VA VAT TU
- May ly tam thuong.
- Hé thong may realtime PCR ty dong va mdy tinh c6 cai dit phan mém.
- Tu lanh 2°C - 8°C
- Tt lanh am sau -20°C hoac -70°C
- T an toan sinh hoc cap 2
- Méay vortex
- BO lvu dién
7. KIEM TRA CHAT LUQNG
- Thuc hién tan suét chay noi kiém, ngoai kiém theo quy dinh cua Bénh vién.
- Xem xét két qua ndi kiém theo "Quy trinh noi kiém tra xét nghiém PCR" ma
s0 XN.QTQL.8.3.5

- Thyc hién ngoat kiém theo "Quy trinh ngoai kiém tra chat luong xét nghiém"
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mi s6 XN.QTQL.8.5.

- Chét luong mau bénh phém: Quy dinh tai "Sd tay dich vu khach hang" ma $6
XN.STDVKH.

- Cac hoa chat, sinh phim phai duogc kiém tra theo "Quy trinh quan 1y vat tu"
ma s6 XN.QTQL.7.2.

8. AN TOAN

- Pbiéu kién nhiét do, d6 4m ctia phong xét nghiém phu hop cho hoat dong ctia
trang thi€t bi va hda chat sinh phdm cta phong xét nghiém.

- Peo ging tay, khau trang khi lam viéc.

- Lam sach khu vuc lim viée voi dung dich sét khuan trude va sau méi 1n lam viéc.

- Khi ¢6 su ¢6 tran d6 bénh pham phai khic phuc theo hudng dan trong "S6 tay
an toan" ma so0 XN.STAT.

- Thyc hién dung cac quy trinh xur ly rac thai, mau bénh pheim, mau noi kiém
da chay, vo lo hoa chat da st dung theo "Quy trinh huéng dan an toan" ma so
XN.QTQL.12.2.

- Ludn luén coi méAu bénh pham déu cd nguy co lay truyén cac bénh truyén nhim.

- Thuc hién an toan di¢n, phong chéng chay nod, xur 1y khi c6 su cd X4y ra trong
phong xét nghiém theo "So6 tay an toan" ma s6 XN.STAT.

- Thyc hién theo huong dan str dung hoa chét sinh pham va an toan khi str dung
ho4 chat phong xét nghiém (tham khao MSDS cua nha san xuat).

9. NOI DUNG THUC HIEN
9.1. Nguwoi thuce hién
Nhan vién y té c¢6 Chimg chi hanh nghé xét nghiém.

9.2. Thoi gian thyc hién xét nghi¢m: Khoang 300 phut (05 gi0) (bao gdm cac
budc tién hanh xét nghiém)

9.3. C4c budrc tién hanh
9.3.1. Chuan bj bénh pham
a. Ly bénh pham

, Lay miu bénh pham theo diing quy dinh ctia "S6 tay dich vu khach hang"
ma s0 XN.STDVKH.

b. Nhdn bénh pham

- MAu bénh pham duoc chép nhan khi dat yéu cau vé chét luong theo "So tay
dich vu khach hang" ma s6 XN.STDVKH.

- Tlr ch0i v6i nhing mAu bénh pham khong dat yéu cau ghi vao "S6 nhan va tir
choi mau bénh pham ndi tra" ma so XN.BM.QTQL.8.1.2.
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9.3.2. Chuén bi dung cu, hoa chét

- Cac héa chét can thiét tiy theo ting loai thiét bi va sinh pham
- Sinh pham chan doén

- Tiéu hao sinh pham cho chay chimg, kiém tra chét luong

- B6 mau ching

- Dung dich sat khuan tay nhanh

- Con 70%

- Dung dich nudc rira tay

- Dung dich khtr trung

- Cac vat tu can thiét ty theo timg loai thiét bi va sinh phdm
- Pau con (tip) c¢6 loc, 1000 pL tiét tring

- Khay dung bénh pham

- Hop van chuyén bénh pham

- Tube dung bénh pham

- Gidy tham

- Miii gidy

- Khéu trang

- Gang tay khong bot

- Gang kham

- Gang tay xur 1y dung cu

- Quan 4o bac s§/KTV/ho 1y

- Ao choang phong xét nghiém

- Khaén lau tay

9.3.3. Tién hanh k¥ thuat

9.3.3.1. Xir Iy bénh phiam: theo hudng din ctia nha san xuét.
Ly tam dng mau theo hudng dan cuia nha san xuét.

9.3.3.2. Tién hanh k¥ thuat: theo huéng dan clia nha san xuét.
- Bat thiét bi chinh va may tinh.

- Khoi dong phan mém real-time PCR

- Chuén bi MasterMix

- Luu ¥: Tinh thé tich timg loai hoa chét dé chuan bi MasterMix cin cit theo s6
phan trng can chay (mau bénh pham va ching):
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S6 phan tmg = S6 miu + Sb chtng + 1

Trdn cac thanh phan bang cach vortex nhanh hogc hut tron khoang 5 1an sau d6
ly tam nhanh (spin) trudc khi phan phéi vao cac ong phan tng.

- Chia 15 pL MasterMix vao mdi dng phan tng.

Luu ¥: st dung dung loai dng phan tng va nip theo yéu cau cua bo kit (ng
trang va nap trong)

- Banh dau t€n mau trén phan than sat nap ong.

- Thém 5 pL san pham da tach chiét tir mau bénh pham va mau ching HPV28
(PC1, PC2 va PC3) vao moi ong MasterMix.

- Pong nap va ly tim nhe cac 6ng phan tng.

- bat 6ng phan tmg vao mdy real-time

- Cai dat so d6 mau

+ Chon kénh mau: FAM, HEX, Cal Red 610, Quasar 670 va Quasar 705.

+ Chon cac mau thich hop: mAu bénh pham, ching 4m, chimg duong.

Luu y: chon loai dia: BR White

- Bat dau chay chuong trinh. Luu file dit liéu vao thu muc thich hop.

- Bat dau qua trinh chay realtime PCR

10. DIEN GIAI KET QUA VA BAO CAO

10.1. Dién giai két qua

Xem xét két qua noi kiém

- Chimg néi (IC) dugce bd sung dé kiém soat qué trinh tach chiét acid nucleic
va phan img PCR. Néu ching nd1 duong tinh chirng té6 qua trinh tach chiét va
phan tmg PCR thanh cong. Tuy nhién su phat hién chirng nd1 & kénh Quasar

670 1a khong can thiét néu két qua dwong tinh véi tac nhan dich. Hiéu gia cao
hoac yéu t6 phan tich khac c6 thé lam giam hodac lam mat tin hiéu IC.

- Chimg duong va chimg am dugc bd sung trong mdi mé chay dé kiém soat
chat luong sinh pham va qua trinh chay mau

10.2. Poc két qua

a. Xem va in két qua

- Khi qué trinh Real time -PCR két thuc:

+ Click vao Melt curve tab

+ Chi chon Quasar670 va diéu chinh duong ngudng cta dinh néng chay vé 0
+ Chon Seegene Export va xuat két qua vao thu muc dich.

- Phan tich két qua trong Seegene Viewer
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+ M& chuong trinh Seegene Viewer, chon Open dé mo file di duoc luu trong
“MeltStep8™.

+ Chon loai kit xét nghiém trong PRODUCT. Luu y xac dinh loai 6ng khi chon
bo kit xét nghiém (day 8 hoac dia 96).

+ Kiém tra két qua & mdi vi tri.

b. Dién gidi két qud

Két qua duong khi gia tri chu ki ngudng (Ct) <=42. Két qua am khi gid tri chu
ki nguong (Ct) > 42 hoac N/A.

Két qua HPV | Két qua IC Dién giai két qua

+++/++/+ +++/++/+/- HPV (+), ghi nhan typ HPV

- 4+ Khoéng phat hién virus -> Am tin
- +/- Khong c6 gia tri -> Kiém tra lai

10.2. Bao cdo két qua
- May chay xong tur dong dd két qua vao phan mém may tinh.
- Xem xet toan bd qua trinh trude, trong va sau xét nghiém trude khi tra két
qua. Khong tra két qua khi phat hién sai SOt.
- Mau bénh pham sau khi phan tich dugc luu trong tu luu mau theo "Quy trinh
luu huy mau bénh phdm" tai Trung tdm ma s6 XN.QTQL.8.9.
11. LUV Y
11.1. Trwéce khi thuce hién ky thuat

~ Sai st ¢ the do lay, dong goi, bao quan hodc van chuyén mau bénh
pham khéng dung quy dinh. Phong xét nghiém s€ yéu cau lay lai bénh pham.
Trong truong hop khong thé 1ay lai dugc bénh pham, phong xeét nghiém van
thuc hién va ghi chu vé tinh khong chinh xac cua két qua xét nghiém do lay
mau khong dam bao chat lugng.
11.2. Trong qua trinh thwe hién ky thuat-
11.2.1. Tin hiéu cua IC yéu hoac khong co: 1ap lai xét nghiém.
Phan ung PCR bi trc ché: => Kiém tra phuong phap tach chiét DNA theo
khuyén céo.
- Piéu kién bao quan thude thir khong ding theo hudng din => Kiém tra diéu
kién bao quan.
- Piéu kién PCR khong diing theo hudng dan => Kiém tra diéu kién PCR va
kénh huynh quang cho phat hién IC trong quy trinh.
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- Khong thém IC vao céc mau trong khi hut thude thar => Thém IC trong qua
trinh tach chiét DNA/RNA.

11.2.2. Chimg am xuét hién tin hiéu dwong tinh:
- Nhiém trong qua trinh tach chiét. Két qua tit ca cac mau khong hop 16

+ Khir trung tat ca bé mit va dung cu voi sodium hypochlorite va ethanol hodc
thuoc khir DNA dac trung.

+ Chi sur dung tip co dau loc trong qua trinh tach chiét. Thay doi dau tip giira
cac ong.

+ Lap lai budc tach chiét DNA véi bo thude thir méi.

+ Thuc hién lai bude chuan bi PCR véi bd thude thir méi.

11.2.3. Khong c¢6 tin hi¢u duong ctua ching duong:

- Thuc hién lai mot 1an nira phan ung PCR. C6 thé chuong tginh khuéch dai
khong chinh xac hodc cac 161 khac xay ra trong qua trinh khuéch dai PCR =>
Kiém tra di€u kién PCR va kénh huynh quang cho phat hién IC, ching duong
trong quy trinh.

- Chimg duong bi hong => C¢ thé diéu kién bao quan thude thir khong ding
theo hudng dan => Kiém tra diéu kién bao quan.

11.3. Sau khi thwe hién ky thuit

- Poc, nhan dinh, phién giai va bién ludn két qua can can than va chinh xac dé
tranh nham lan.

- Phong xet nghiém tam dung tra két qua cho khach hang néu két qua noi kiém
khong dat. Khi két qua noi kiém khong dat, phong xet nghiém tim kiém nguyén
nhan va khac phuc, chi thuc hién tiép xét nghiém sau khi da hoan thanh viéc
khic phuc.

- Két qua ndi kiém dugc xem xét dinh ky nham phat hién va khéc phuc nhiing
xu huong anh huong to1 két qua xét nghiém.

* Luu §: CO theé c6 cac yéu t0 lam anh hudng sai 1éch t6i két qua xét nghiém
theo hudng dan ctia nha san xuat

12. LUU TRU HO SO

- Két qua dugc luu trén phan mém may tinh.

- Cudi thang in s6 tir phan mém mdy tinh luyu tai Trung tm.

13. TAI LIEU LIEN QUAN

TT | Ma quy trinh/biéu miu Tén quy trinh/ biéu miu

1 XN.QTQL.8.9 Quy trinh lvu hity mau bénh pham




o1

2 XN.STDVKH S6 tay dich vu khach hang
3 XN.QTQL.8.7 Quy trinh tra két qua xét nghiém
4 XN.STAT S tay an toan
5 XN.BM.QTQL.8.1.2 | S6 nhan va tir chdi mau bénh phim ndi tra
6 XN.QTQL.12.2 Quy trinh huéng dan an toan
14. TAI LIEU THAM KHAO

-BO'Y &, Quyet dinh s6 5530/QD-BYT ngay 25/12/2015 Ban hanh Huéng dan
xay dung quy trinh thuc hanh chuan trong quan 1y chat lugng xét nghiém.

- Chinh phu, Nghi dinh s6 103/2016/ND-CP ngay 01/7/2016 quy dinh vé bao
dam an toan sinh hoc tai phong xét nghiém, 2016.

- B0 Y t€, Quyét dinh s6 2429/QD-BYT ngay 12/6/2017 Ban hanh Tiéu chi
danh gia mic chat luong phong xét nghiém y hoc, 2017.
- BO Y t€, Quyét dinh s6 3376/QD-BYT ngay 30/08/2023 vé vi¢c ban hanh Dé
cuong quy trinh k¥ thuat xét nghiém, 2023.

- B0 Y te, Quyet dinh s0 2633/QD-BYT ngay 19/08/2025 vé viéc ban hanh tai
ligu chuyén mon “Hudng dan quy trinh k¥ thuat vé Vi sinh — Tap 17
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8. QUY TRINH VI SINH VAT NHIEM KHUAN NAO - MANG NAO
REAL-TIME PCR PA TAC NHAN

Ma3 hi¢u: XN.QTKT.SHPT.19

1. MUC PiCH

- Huéng dan cho toan bo nhan vién trong Trung tam Xet nghiém hiéu va tuan
thu theo quy trinh Vi sinh vat nhiém khuén néo - mang ndo Real-time PCR da
tdc nhan tr @6 tranh duoc toi da sai sO c6 thé gap trong giai doan trudc xét
nghiém, trong xét nghi¢m va sau xét nghiém.

- Xac dinh DNA/RNA déc trung cua cac vi sinh vat gy bénh trong bénh pham
dich ndo tiy cua nguoi bang ky thuat Real-time PCR.

2. PHAM VI AP DUNG

- Quy trinh nay dugc dp dung tai bd phan sinh hoc phan ttr, Trung tam Xét nghiém.

- Thoi gian 4p dung: 24h tat ca cac ngdy trong tuan.

3. TRACH NHIEM

- Hoi dong khoa hoc ki thut ctia Bénh vién ¢6 trach nhiém tham dinh quy trinh.

- Lanh dao bénh vién co6 trach nhi¢m phé duyét quy trinh.

- Lanh dao Trung tam X¢ét nghiém, t6 quan 1y chat lugng cua Trung tdm co
trach nhiém trién khai, duy tri tinh hi¢u lyc ctua quy trinh.

- TAt c4 nhan vién Trung tdm Xét‘ngh’iém da ’du’Q’c dao tao c6 trach nhiém ap
dung, tudn thu viéc thyc hién va dé€ xuat cai tién quy trinh.

- Nguoi du tham quyén, duoc giao nhiém vu nhan dinh va ky duyét két qua.

4. PINH NGHIA, THUAT NGU VA CHU VIET TAT

4.1. Dinh nghia

Real-time PCR 1a sy khuéch dai chon loc cia mdt trinh tu dich trong khi
qua trinh diéu khién su khuéch dai theo thoi gian thuc thong qua mot chat co
thé hién mau, chang han nhu mot loai thu6c nhuém huynh quang. Sy dac hiéu
dugc cung cip bdi mot cip moi dic hidu, cung véi mot dau do thiry phan da
biét trinh ty. Kiém soat san pham khuéch dai dugc thuc hién bang cach danh
dau dau do thiiy phan véi mot cap thude nhuém huynh quang (5'- phat quang;
3'- dap phat quang). Do huynh quang truyén nang luong cong huéng (FRET),
mot ddu do con nguyén ven s& khong phat ra anh sang. Tuy nhién, khi bi thuy
phan bdi DNA polymerase c6 hoat tinh 5 ' - 3' exonuclease, trong qua trinh
PCR, phéan tir phat huynh quang phat ra mot budc song dic biét trong vung
quang pho kha kién khi b cat sau khi dd bam vao cac amplicon

4.2. Thuit ngir, chir viét tit
- Real-time PCR: La thuat ngir chi qué trinh PCR dugc theo ddi san pham lién
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tuc

- An toan sinh hoc (ATSH): La mot thuét ngir dung dé mo ta nhitng nguyén tic,
ky thuat va thuc hanh can thiét gitip ngan chin va loai trir nguy co phoi nhiém
d6i voi nhan vién phong xét nghiém, cong dong va mdi truong tir cac tic nhan
gy bénh va doc td

- STDVKH : S6 tay dich vu khach hang
- QTQL : Quan Iy chit lugng

- XN : Xét nghiém

- STAT: S6 tay an toan

5.NGUYEN LY

Duya trén nguyén ly cua cong ngh¢ va nguyén Iy RT-PCR mot budc, da
moi dé khuyéch dai va phat hién nhiéu acid nucleic dich tir mau bénh pham

6. TRANG THIET BI VA VAT TU

- May ly tdm thuong.

- Hé thong may realtime PCR va may tinh c6 cai dit phan mém.

- Ta lanh 2°C - 8°C

- T lanh am sau -20°C hoac -70°C

- T an toan sinh hoc cap 2

- May vortex

- BO lvu dién

7. KIEM TRA CHAT LUQNG

- Thuc hién tan suét chay noi kiém, ngoai kiém theo quy dinh cua Bénh vién.

- Xem xét két qua ndi kiém theo "Quy trinh noi kiém tra xét nghiém PCR" ma
s0 XN.QTQL.8.3.5

- Thyc hién ngoai kiém theo "Quy trinh ngoai kiém tra chét luong xét nghiém"
ma s6 XN.QTQL.8.5.

- Chét luong mau bénh phém: Quy dinh tai "S6 tay dich vu khach hang" ma )
XN.STDVKH.

- Cac hoa chat, sinh pham phai dugc kiém tra theo "Quy trinh quan 1y vat tu"
ma s60 XN.QTQL.7.2.

8. AN TOAN

- biéu kién nhiét do, d6 4m ctia phong xét nghiém phu hop cho hoat dong cta
trang thiét bi va hoa chat sinh pham cua phong xét nghiém.

- Peo ging tay, khau trang khi lam viéc.

- Lam sach khu vuc lim viée voi dung dich sét khudn trude va sau mi 1n lam viéc.
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- Khi co su céltrém d6 bénh pham phai khic phuc theo huéng dan trong "S6 tay
an toan" ma s0 XN.STAT.

- Thuc hién ding cac quy trinh xtr 1y rac thai, mau bénh pheim, mau ndi kién}
da chay, vo lo hoa chat da st dung theo "Quy trinh huéng dan an toan" ma so
XN.QTQL.12.2.

- Luén ludn coi mau bénh pham déu cd nguy co lay truyén cac bénh truyén nhiém.

- Thyc hién an toan dién, phong chéng chay nd, xtr 1y khi c6 su c6 xay ra trong
phong xét nghi€m theo "So6 tay an toan" ma s6 XN.STAT.

- Thyc hién theo huong dan st dung hoa chét sinh pham va an toan khi sir dung
hoé chat phong xét nghiém (tham khao MSDS cua nha san xuat).

9. NOI DUNG THUC HIEN
9.1. Nguoi thuc hién
Nhan vién y té c6 Chung chi hanh nghé xét nghiém.

9.2. Thoi gian thyc hién xét nghiém: Khoang 300 phut (5 gio) (bao gdm céc
budc tién hanh xét nghiém)

9.3. Cac bude tién hanh
9.3.1. Chuan bj bénh pham
a. Ldy bénh pham

’ Lay mAu bénh pham theo ding quy dinh ctia "S6 tay dich vu khach hang"
ma s6 XN.STDVKH.

b. Nhdn bénh pham

- MAu bénh pham duoc chép nhan khi dat yéu cau vé chét luong theo "So tay
dich vu khach hang" ma s6 XN.STDVKH.

-Tu ch01 vOi nhimg mau bénh pham khong dat yéu cau ghi vao "S6 nhan va tir
chbi mau bénh pham ndi trd" ma sé6 XN.BM.QTQL.8.1.2.

9.3.2. Chuén bi dung cu, hoa chét

- Cac hoa chét can thiét tily theo timg loai thiét bi va sinh pham
- Sinh pham chan doan

- Tiéu hao sinh pham cho chay chiing, kiém tra chat luong

- Bo mau ching

- Dung dich st khuan tay nhanh

- Con 70%

- Dung dich nudc rira tay

- Dung dich khtr trung

- Cac vat tu can thiét tuy theo timg loai thiét bi va sinh pham
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- Pau con (tip) c¢6 loc, 1000 pL

- Pau con (tip) 6 loc, 200 pL - tiét tring
- Pau con (tip) ¢6 loc, 20 pL - tiét trang
- Pau con (tip) c6 loc, 10 AL- tiét tring

- Tuyp 0.1ml (8 tuyp/1 thanh)

- Nép strip (bang s6 tuyp 0,1 ml)

- Tuyp 1.7 ml

- Tuyp 15 ml

- Khay dung bénh pham

- Hop véan chuyén bénh pham

- Tube dung bénh pham

- Gidy tham

- Miii gidy

- Khéu trang

- Gang tay khong bot

- Gang kham

- Gang tay xur 1y dung cu

- Quaén 40 bac s§/KTV/ho ly

- Ao choang phong xét nghiém

- Khaén lau tay

9.3.3. Tién hanh k¥ thuat

9.3.3.1. Xtr Iy bénh pham: theo huéng dan ctia nha san xuat.
9.3.3.2. Tién hanh k¥ thuét: theo huéng dan ctia nha san xuét.
a. Tach chiét acid nucleic

- 10 uL IC can dugc bo sung vao mau trude khi bt dau qua trinh tach chiét
acid nucleic nhu bang sau. IC c6 thé dugc bd sung vao dung dich ly giai hodc
bo sung vao hon hgp mau bénh pham va dung dich ly giai.

- Thyc hién tach chiét bang may hoic tach chiét thi cong.
b. Thuc hién phan rng real-time PCR

- Chay real-time One-step RT-PCR

- Bat thiét bi chinh va may tinh.

- Khoi dong phan mém real-time PCR

- Chuan bi MasterMix
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Luu y: Tinh thé tich timg loai hoa chit dé chuan bi MasterMix cin ct theo s6
phan tng can chay (mau bénh pham va ching):

S6 phan tmg = S6 miu + S6 chtng + 1

- Tron céc thanh phan bang cach vortex nhanh hodc hut tron khoang 5 lan sau
do ly tam nhanh (spin) truéc khi phan phdi vao cac éng phan Gmg. Chia 15 pL
MasterMix vao moéi ong phan tng.

Luu y: su dung dung loai 6ng phan tng va nap theo yéu cau cua bo kit (bng
trang va nap trong)

+ Panh dau tén mau trén phan than sat nip 6ng.

+ Thém 5 pL san pham da tach chiét tir mau bénh phdm va mau chimg vao mdi
ong MasterMix.

+ Poéng nap va ly tam nhe cac ong phan tng.

+ Pt ng phan ing vao may real-time PCR.

+ Cai dat chu trinh nhiét trén may theo huéng dan ciia nha san xuat.
+ Cai dat so d6 miu Chon kénh mau

+ Chon cic miu thich hop: miu bénh pham, chting am, ching dwong. Luu y:
chon loai dia: BR W hite

+ Luu file dir liu vao may tinh. Nén chon luu ¢ phan vung 6 cung khong cai
hé diéu hanh.

+ Cho may real-time PCR chay chuong trinh

10. DIEN GIAI KET QUA VA BAO CAO

10.1. Dién giai két qua:

10.1.1.Xem xét két qua ndi kiém

Chi doc két qua khi QC dat yéu cau.

- Phan tich két qua trong phan mém phan tich két qua theo hudng dan ctia nha
san xuat

- Thong tin phan tich Két qua duong khi gia tri chu ki ngudng (Ct) <=45.

- Két qua am khi gia tri chu ki ngudng 1a N/A

10.2. Bao cao két qua

- May chay xong ty dong d6 két qua vao phan mém may tinh.

- Xem xet toan bo qua trinh trudc, trong va sau x¢ét nghiém trude khi tra két
qua. Khong tra két qua khi phat hién sai sot.

- Mau bénh pham sau khi phan tich dugc luu trong tu luu mau theo "Quy trinh
luu huy mau bénh pham" tai Trung tdm ma s6 XN.QTQL.8.9.

11. LU'U Y: Nhimng sai sot va xir tri
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11.1. Trwée khi thue hién ky thuat

Sai sot co thé do lay, dong goi, bao quan hoic van chuyén miu bénh
pham khéng dung quy dinh. Phong xet nghiém s€ yéu cau 1dy lai bénh phém
Trong truong hop khong thé 14y lai dugc bénh pham phong xét nghiém van
thue hién va ghi chi vé tinh khong chinh xac cua két qua xét nghiém do 1dy
mau khong dam bao chit luong.

11.2. Trong qua trinh thue hién ky thuéat
- Tin hiéu cta IC yéu hoic khong cé: 1ap lai xét nghiém

+ Phan tng PCR bi tc ché: => Kiém tra phuong phap tach chiét DNA theo
khuyén céo.

+ Piéu kién bao quan thudc thir khong ding theo hudéng dan => Kiém tra diéu
kién bao quan.

+ Piéu kién PCR khong diing theo huéng dan => Kiém tra diéu kién PCR va
kénh huynh quang cho phat hi¢n IC trong quy trinh.

+ Khong thém IC vao cac mau trong khi hut thude thir => Thém IC trong qua
trinh tach chiét DNA/RNA.

- Tin hiéu cta mau yéu (Ct > 36): lip lai xét nghiém.
- Ching am xuét hién tin hiéu duong tinh:

+ Nhiém trong qua trinh tach chiét. Két qua tat ca cac mau khong hop 16: =>
Khtr trung tat ca bé mat va dung cu véi sodium hypochlorite va ethanol hoac
thudc khir DNA dic trung.

=> Chi str dung tip c6 dau loc trong qua trinh tach chiét. Thay doi dau tip giira
cac ong.

=> Lip lai budc tach chiét DNA véi b thude thir méi.

=> Thuc hién lai buéc chuan bi PCR véi bo thude thir méi.

- Khong c6 tin hiéu duong cua ching duong: thuc hién lai mot 14n nita phan
ung PCR.

+ C6 thé chuong trinh khuéch dai khong chinh xac hodc cac 16i khac xay ra
trong qué trinh khuéch dai PCR

+ Kiém tra diéu kién PCR va kénh huynh quang cho phat hién IC chtng duong
trong quy trinh.

+ Ching duong bi hong => Co thé diéu kién bao quan thude thir khong ding
theo hudng din => Kiém tra diéu kién bao quan

11.3. Sau khi thyc hién ky thuat

- Poc, nhan dinh, phién giai va bi¢n luan két qua can can than va chinh xac dé
tranh nham lan.
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- Phong xet nghiém tam dumg tra két qua cho khach hang néu két qua ndi kiém
khéng dat. Khi két qua ndi kiém khong dat, phong xet nghiém tim kiém nguyén
nhan va khic phuc, chi thuc hién tiép xét nghiém sau khi da hoan thanh viéc
khic phuc.

- Két qua ndi kiém duogc xem xét dinh ky nham phat hién va khic phuc nhiing
xu huong anh huong to1 két qua xét nghi¢m.

* Luu y: Co thé co6 cac yéu to lam anh hudng sai 1&€ch to1 két qua xét nghiém
theo hudng dan cua nha san xuat

12. LUU TRU HO SO
- Két qua duoc luu trén phan mém may tinh.

- Cudi thang in s6 tir phain mém may tinh luu tai Trung tam.

13. TAI LIEU LIEN QUAN
TT | Mi quy trinh/bi¢u miu Tén quy trinh/ biéu miu
1 XN.QTQL.8.9 Quy trinh luu hiy mau bénh pham
2 XN.STDVKH S6 tay dich vy khach hang
3 XN.QTQL.8.7 Quy trinh tra két qua xét nghiém
4 XN.STAT S tay an toan
5 XN.BM.QTQL.8.1.2 | S6 nhan va tir chdi mau bénh pham ndi tra
6 XN.QTQL.12.2 Quy trinh huéng dan an toan
14. TAI LIEU THAM KHAO

-BO'Y &, Quyet dinh s0 5530/QD-BYT ngay 25/12/2015 Ban hanh Hudng dan
xay dung quy trinh thuc hanh chuan trong quan 1y chat lugng xét nghiém.

- Chinh phu, Nghij dinh sé 103/2016/ND-CP ngay 01/7/2016 quy dinh vé bao
dam an toan sinh hoc tai phong xét nghiém, 2016.

- B0 Y t€, Quyét dinh s6 2429/QD-BYT ngay 12/6/2017 Ban hanh Tiéu chi
danh gia mirc chat lugng phong xét nghiém y hoc, 2017.

-B0O Y té, Quyét dinh s6 3376/QD-BYT ngay 30/08/2023 vé viéc ban hanh D&
cuong quy trinh k¥ thuat xét nghiém, 2023.

- B0 Y t&, Quyét dinh s0 2633/QD-BYT ngay 19/08/2025 vé viéc ban hanh tai
li¢u chuyén mén “Hudng dan quy trinh k¥ thuat vé Vi sinh — Tap 17
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9. QUY TRINH VI SINH VAT NHIEM KHUAN HO HAP REAL-TIME
PCR PA TAC NHAN

Ma hi¢u: XN.QTKT.SHPT.20

1. MUC PiCH
- Huéng dan cho toan bo nhan vién trong Trung tam Xet nghiém hiéu va tuan
thu theo quy trinh Vi sinh vét nhiém khuén h6 hap Real-time PCR da tac nhan
tur do tranh duoc to1 da sai sO co thé gap trong giai doan trudc xét nghiém, trong
x€t nghiém va sau xét nghiém.
- Xac dinh DNA/RNA déc trung cua cac vi sinh vat géy bénh trong bénh pham
duong ho hap ctuia nguoi bang k¥ thuat Real-time PCR.
2. PHAM VI AP DUNG
- Quy trinh nay dugc dp dung tai bd phan sinh hoc phan ttr, Trung tam Xét nghiém.
- Thoi gian 4p dung: 24h tat ca cac ngdy trong tuan.
3. TRACH NHIEM
- Hoi dong khoa hoc ki thut ctia Bénh vién ¢6 trach nhiém tham dinh quy trinh.
- Lanh dao bénh vién co6 trach nhi¢m phé duyét quy trinh.
- Lanh dao Trung tam X¢ét nghiém, t6 quan 1y chat lugng cua Trung tdm co
trach nhiém trién khai, duy tri tinh hiéu luc ctua quy trinh.
- TAt c4 nhan vién Trung tdm Xét‘ngh’iém da ’du’Q’c dao tao c6 trach nhiém ap
dung, tudn thu viéc thyc hién va dé€ xuat cai tién quy trinh.
- Nguoi du tham quyén, duoc giao nhiém vu nhan dinh va ky duyét két qua.
4. PINH NGHIA, THUAT NGU VA CHU VIET TAT
4.1. Dinh nghia

Real-‘gime PCR la su lghuéch dai chon loc cia mot trinh tu dich trong khi
qua trinh diéu khién sy khuéch dai theo thoi gian thuc thong qua mét chat co
thé hién mau, chang han nhu mot loai thudc nhudm huynh quang. Sy dic hi¢u
dugc cung cip bdi mot cap moi dic hidu, cing voi mot dau do thuy phan da
biét trinh ty. Kiém soat san pham khuéch dai dugc thuc hién bang cach danh
dau dau do thity phan véi mot cp thude nhudm huynh quang (5'- phat quang;
3'- dap phat quang). Do huynh quang truyén nang lugng cong huong (FRET),
mot dau do con nguyén ven s€ khong phat ra anh sang. Tuy nhién, khi bi thuy
phan bdi DNA polymerase c6 hoat tinh 5 ' - 3' exonuclease, trong qua trinh
PCR, phan tir phat huynh quang phat ra mét budc song dac bit trong vung
quang pho kha kién khi bi cat sau khi da bam vao cac amplicon
4.2. Thuit ngir, chir viét tit
- Real-time PCR: La thuét ngir chi quA trinh PCR duoc theo ddi san pham lién tuc
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- An toan sinh hoc (ATSH): La mot thuét ngir dung dé mo ta nhitng nguyén tic,
ky thuat va thuc hanh can thiét giup ngan chin va loai trir nguy co phoi nhiém
d6i voi nhan vién phong xét nghiém, cong dong va mdi truong tir cac tic nhan
gy bénh va doc td

- STDVKH : S6 tay dich vu khach hang
- QTQL : Quan Iy chit luong

- XN : Xét nghiém

- STAT: S6 tay an toan

5.NGUYEN LY

Dura trén nguyén 1y cua cong ngh¢ va nguyén ly RT-PCR mét budc, da
moi dé khuyéch dai va phat hién nhiéu acid nucleic dich tir mau bénh pham

6. TRANG THIET BI VA VAT TU

- May ly tdm thuong.

- Hé thong may realtime PCR va mdy tinh c6 cai dat phan mém.

- Ta lanh 2°C - 8°C

- Tu lanh am sau -20°C hoac -70°C

- T an toan sinh hoc cap 2

- Méay vortex

- Bo luu dién

7. KIEM TRA CHAT LUQNG

- Thuc hién tan suét chay noi kiém, ngoai kiém theo quy dinh cua Bénh vién.

- Xem xét két qua ndi kiém theo "Quy trinh ndi kiém tra xét nghiém PCR" ma
s0 XN.QTQL.8.3.5

- Thyc hién ngoai kiém theo "Quy trinh ngoai kiém tra chét luong xét nghiém"
ma s6 XN.QTQL.8.5.

- Chét luong mau bénh phém: Quy dinh tai "S6 tay dich vu khach hang" ma )
XN.STDVKH.

- Cac hoa chat, sinh pham phai duoc kiém tra theo "Quy trinh quan 1y vt tu"
ma s6 XN.QTQL.7.2.

8. AN TOAN

- Diéu kién nhiét do, do 4m cua phong xét nghiém phu hop cho hoat dong cua
trang thiét bi va hoa chat sinh pham cua phong xét nghiém.

- Peo ging tay, khau trang khi lam viéc.
- Lam sach khu vuc lim viée voi dung dich sét khudn trude va sau mi 1n lam viéc.

- Khi ¢6 su ¢6 tran d6 bénh pham phai khic phuc theo hudng dan trong "S6 tay
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an toan" ma s6 XN.STAT.

- Thuc hién ding cac quy trinh xtr 1y rdc thai, mau bénh phaim, mau ndi kiérr}
da chay, v lo hoa chat da st dung theo "Quy trinh huéng dan an toan" ma so
XN.QTQL.12.2.

- Ludn tudn coi mau bénh pham déu co nguy co lay truyén cac bénh truyén nhidm.

- Thyc hién an toan dién, phong chdng chay nd, xtr 1y khi c6 su cd xdy ra trong
phong xét nghi€m theo "So6 tay an toan" ma s6 XN.STAT.

- Thyc hién theo huong dan str dung hoa chét sinh pham va an toan khi sir dung
hoé chat phong xét nghiém (tham khao MSDS cua nha san xuat).

9. NOI DUNG THUC HIEN
9.1. Nguwoi thuce hién
Nhan vién y té ¢6 Ching chi hanh nghé xét nghiém.

9.2. Thoi gian thyc hién xét nghiém: Khoang 300 phut (5 gio) (bao gom céc
budc tién hanh xét nghiém)

9.3. Cac bude tién hanh
9.3.1. Chuan bj bénh pham
a. Ldy bénh pham

’ Lay mAu bénh pham theo dung quy dinh ctia "Sé tay dich vu khach hang"
ma s0 XN.STDVKH.

b. Nhdn bénh pham

- MAu bénh pham duoc chép nhan khi dat yéu cau vé chét luong theo "So tay
dich vu khach hang" ma s6 XN.STDVKH.

- Tlr ch0i v6i nhitng mAu bénh pham khong dat yéu cau ghi vao "S6 nhén va tir
chéi mau bénh pham noi tra" ma s6 XN.BM.QTQL.8.1.2.

9.3.2. Chuén bi dung cu, hoa chét

- Cac hoa chét can thiét iy theo timg loai thiét bi va sinh pham
- Sinh pham chan doan

- Tiéu hao sinh pham cho chay chiing, kiém tra chat luong

- B4 mau chimg

- Dung dich sat khuan tay nhanh

- Con 70%

- Dung dich nuéc rira tay

- Dung dich khtr trung

- Cac vat tu can thiét tuy theo timg loai thiét bi va sinh pham
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- Pau con (tip) c¢6 loc, 1000 pL

- Pau con (tip) 6 loc, 200 pL - tiét tring
- Pau con (tip) ¢6 loc, 20 pL - tiét trang
- Pau con (tip) c6 loc, 10 AL- tiét tring

- Tuyp 0.1ml (8 tuyp/1 thanh)

- Nép strip (bang s6 tuyp 0,1 ml)

- Tuyp 1.7 ml

- Tuyp 15 ml

- Khay dung bénh pham

- Hop véan chuyén bénh pham

- Tube dung bénh pham

- Gidy tham

- Miii gidy

- Khéu trang

- Gang tay khong bot

- Gang kham

- Gang tay xur 1y dung cu

- Quaén 40 bac s§/KTV/ho ly

- Ao choang phong xét nghiém

- Khaén lau tay

9.3.3. Tién hanh k¥ thuat

9.3.3.1. Xtr Iy bénh pham: theo huéng dan ctia nha san xuat.
9.3.3.2. Tién hanh k¥ thuat: theo huéng dan ctia nha san xuat.
a. Tach chiét acid nucleic

- 10 uL IC can dugc bo sung vao mau trude khi bt dau qu trinh tach chiét
acid nucleic. IC c6 thé duge bo sung vao dung dich ly giai hodc bd sung vao
hon hop mau bénh pham va dung dich ly giai.

- Thyc hién tach chiét bang may hoic tach chiét thu cong.
b. Thuc hién phan rng real-time PCR

- Chay real-time One-step RT-PCR

- Bat thiét bi chinh va may tinh.

- Khoi dong phan mém real-time PCR

- Chuan bi MasterMix
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Luu y: Tinh thé tich timg loai hoa chat dé chuin bi MasterMix can cir theo sd
phan tng can chay (mau bénh pham va ching):

S6 phan tmg = S6 miu + S6 chtng + 1

- Tron céc thanh phan bang cach vortex nhanh hodc hut tron khoang 5 lan sau
do ly tam nhanh (spin) truéc khi phan phéi vao cac dng phan tng. Chia 15 pL
MasterMix vao moi ong phan tmg.

Luu y: su dung dung loai 6ng phan tng va nap theo yéu cau cua bo kit (bng
trang va nap trong)

+ Panh dau tén mau trén phan than sat nip 6ng.

+ Thém 8 pL san pham d3 tach chiét tir miu bénh phdm va mau ching vao mdi
ong MasterMix.

+ Poéng nap va ly tam nhe cac ong phan tng.

+ Pt ng phan ing vao may real-time PCR.

+ Cai dat chu trinh nhiét trén may theo huéng dan ciia nha san xuat.
+ Cai dat so d6 miu Chon kénh mau

+ Chon cic miu thich hop: miu bénh pham, ching am, chimg dwong. Luu ¥:
chon loai dia: BR W hite

+ Luu file dir liu vao may tinh. Nén chon luu ¢ phan vung 6 cung khong cai
hé di¢u hanh.

+ Cho may real-time PCR chay chuong trinh

10. DIEN GIAI KET QUA VA BAO CAO

10.1. Dién giai két qua

- Xem xét két qua noi kiém

- Chi doc két qua khi QC dat yéu cau.

- Phan tich két qua trong phan mém phan tich két qua theo hudng dan ctia nha
san Xuat.

10.2. Bao cao két qua
- May chay xong tu dong do két qua vao phan mém may tinh.

- Xem xét toan bd qua trinh trude, trong va sau xét nghiém trude khi tra két
qud. Khong tra két qua khi phat hién sai sot.

- Mau bénh pham sau khi phan tich dugc luu trong ta lvu mau theo "Quy trinh
luvu hiy mau bénh pham" tai Trung tdm ma s6 XN.QTQL.8.9.

11. LU'U Y: Nhimng sai sot va xir tri
11.1. Trwée khi thwe hién ky thuat

Sai sot co thé do lay, dong goi, bao quan hodc van chuyén mau bénh
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pham khéng dung quy dinh. Phong xet nghiém s€ yéu cau 1ay lai bénh phém
Trong truong hop khong thé 14y lai dugc bénh pham phong xét nghiém van
thue hién va ghi chi v€ tinh khong chinh xac cua két qua xét nghiém do 1dy
mau khong dam bao chit luong.

11.2. Trong qua trinh thuc hién ky thuat

- Tin hiéu cua IC yéu hodc khong co: 1ap lai xét nghi¢m

+ Phan tng PCR bi trc ché: => Kiém tra phuong phép tach chiét DNA theo
khuyén céo.

+ Piéu kién bao quan thudc thir khong ding theo hudéng dan => Kiém tra diéu
kién bao quan.

+ Piéu kién PCR khong diing theo huéng dan => Kiém tra diéu kién PCR va
kénh huynh quang cho phat hién IC trong quy trinh.

+ Khong thém IC vao cac mau trong khi hut thude thir => Thém IC trong qua
trinh tach chiét DNA/RNA.

- Tin hiéu ctia mau yéu (Ct > 36): lap lai xét nghiém.

- Ching am xuét hién tin hiéu duong tinh:

+ Nhiém trong qua trinh tach chiét. Két qua tat ca cac mau khong hop 18: =>
Khtr trung tat ca bé mat va dung cu véi sodium hypochlorite va ethanol hodc
thudc khir DNA dic trung.

=> Chi su dung tip c6 dau loc trong qua trinh tach chiét. Thay d6i dau tip gitra
cac ong.

=> Lip lai budc tach chiét DNA véi b thude thir méi.

=> Thyc hién lai budc chuan bi PCR véi bd thude thir méi.

- Khong c6 tin hiéu duong cta ching dwong: thuc hién lai mot lan nira phan
ung PCR.

+ C6 thé chuong trinh khuéch dai khong chinh xéac hodc cac 18i khac xay ra
trong qué trinh khuéch dai PCR

+ Kiém tra diéu kién PCR va kénh huynh quang cho phat hién IC chtng duong
trong quy trinh.

+ Chimg duong bi hong => C6 thé diéu kién bao quan thudc thir khong dung
theo hudng dan => Kiém tra diéu kién bao quan

11.3. Sau khi thyc hién ky thuat

- Poc, nhan dinh, phién giai va bién luan két qua can can than va chinh xac dé
tranh nham lan.

- Phong xet nghiém tam dumg tra két qua cho khach hang néu két qua noi kiém
khong dat. Khi két qua noi kiém khong dat, phong xet nghiém tim kiém nguyén
nhan va khic phuc, chi thuc hién tiép xét nghiém sau khi da hoan thanh viéc
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khic phuc.

- Két qua ndi kiém duogc xem xét dinh ky nhiam phat hién va khéc phuc nhimg
xu hudng anh hudng tdi két qua xét nghiém.

* Luu y: C6 thé c6 cac yéu td 1am anh huodng sai 1éch toi két qua xét nghiém
theo hudng dan ctia nha san xuat

12. LUU TRU HO SO
- Két qua duoc luu trén phan mém may tinh.

- Cudi thang in s6 tir phan mém may tinh luu tai Trung tam.

13. TAI LIEU LIEN QUAN

TT | Mai quy trinh/biéu miu Tén quy trinh/ biéu miu
1 XN.QTQL.8.9 Quy trinh luu hiy mau bénh pham
2 XN.STDVKH S6 tay dich vu khach hang
3 XN.QTQL.8.7 Quy trinh tra két qua xét nghiém
4 XN.STAT S tay an toan
5 XN.BM.QTQL.8.1.2 | SO nhan va tir chéi miu bénh pham noi tra
6 XN.QTQL.12.2 Quy trinh huéng dan an toan

14. TAI LIEU THAM KHAO

-BO Y té, Quyét dinh s6 5530/QD-BYT ngay 25/12/2015 Ban hanh Huéng dan
xay dung quy trinh thuc hanh chuén trong quan 1y chét luong xét nghiém.

- Chinh phu, Nghi dinh sé 103/2016/ND-CP ngay 01/7/2016 quy dinh vé bao
dam an toan sinh hoc tai phong xét nghiém, 2016.

- B0 Y t€, Quyét dinh s6 2429/QD-BYT ngay 12/6/2017 Ban hanh Tiéu chi
danh gia mirc chat lugng phong xét nghiém y hoc, 2017.

-B6 Y té, Quyét dinh s6 3376/QD-BYT ngay 30/08/2023 vé viéc ban hanh P&
cuong quy trinh k¥ thuat xét nghiém, 2023.

- B0 Y te, Quyet dinh s0 2633/QD-BYT ngay 19/08/2025 vé viéc ban hanh tai
li¢u chuyén mén “Hudng dan quy trinh k¥ thuat vé Vi sinh — Tap 17
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10. QUY TRINH VI SINH VAT NHIEM KHUAN KHUAN PUONG
RUOQT REAL-TIME PCR PA TAC NHAN

Ma3 hi¢u: XN.QTKT.SHPT.21

1. MUC PiCH

- Huéng dan cho toan bd nhan vién trong Trung tam X¢ét nghiém hiéu va tuan
thu theo quy trinh Vi sinh vat nhlem khuan khuan duong rudt Real-time PCR
da tac nhan tir d6 tranh duoc t6i da sai sot co thé gip trong giai doan trude xét
nghiém, trong xét nghi¢m va sau xét nghiém.
- Xéc dinh DNA/RNA qac trung cua cac vi sinh vat gay bénh trong bénh
pham phan ctuia nguoi bang ky thuat Real-time PCR.
2. PHAM VI AP DUNG
- Quy trinh nay dugc dp dung tai bd phan sinh hoc phan ttr, Trung tam Xét nghiém.
- Thoi gian 4p dung: 24h tat ca cac ngdy trong tuan.
3. TRACH NHIEM
- Hoi dong khoa hoc ki thut ciia Bénh vién ¢6 trach nhiém tham dinh quy trinh.
- Lanh dao bénh vién co6 trach nhi¢m phé duyét quy trinh.
- Lanh dao Trung tam Xeét nghiém, t6 quan 1y chat lugng ctia Trung tim cd
trach nhiém trién khai, duy tri tinh hiéu lyc cua quy trinh.
- T4t ca nhan vién Trung tAm Xét nghiém dé dugc dao tao co trach nhiém ap
dung, tudn thu viéc thyc hién va dé€ xuat cai tién quy trinh.
- Nguoi du tham quyén, duoc giao nhiém vu nhan dinh va ky duyét két qua.
4. PINH NGHIA, THUAT NGU VA CHU VIET TAT
4.1. Dinh nghia

Real-‘gime PCR la su lghuéch dai chon loc cia mot trinh tu dich trong khi
qua trinh diéu khién sy khuéch dai theo thoi gian thuc thong qua mét chat co
thé hién mau, chang han nhu mot loai thudc nhudm huynh quang. Sy dic hi¢u
dugc cung cip bdi mot cip moi dic hidu, cung véi mot dau do thiry phan da
biét trinh ty. Kiém soat san pham khuéch dai dugc thuc hién bang cach danh
dau dau do thity phan véi mot cp thude nhudm huynh quang (5'- phat quang;
3'- dap phat quang). Do huynh quang truyén nang luong cong huong (FRET),
mot dau do con nguyén ven s€ khong phat ra anh sang. Tuy nhién, khi bi thuy
phan bdi DNA polymerase c6 hoat tinh 5 ' - 3' exonuclease, trong qua trinh
PCR, phan tir phat huynh quang phat ra mét budc song dac bit trong vung
quang pho kha kién khi bi cat sau khi da bam vao cac amplicon
4.2. Thuit ngir, chir viét tit
- Real-time PCR: La thuat ngir chi qué trinh PCR dugc theo ddi san pham lién
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tuc

- An toan sinh hoc (ATSH): La mot thuét ngir dung dé mo ta nhitng nguyén tic,
ky thuat va thuc hanh can thiét gitip ngan chin va loai trir nguy co phoi nhiém
d6i voi nhan vién phong xét nghiém, cong dong va mdi truong tir cac tic nhan
gy bénh va doc td

- STDVKH : S6 tay dich vu khach hang
- QTQL : Quan Iy chit lugng

- XN : Xét nghiém

- STAT: S6 tay an toan

5.NGUYEN LY

Duya trén nguyén ly cua cong ngh¢ va nguyén Iy RT-PCR mot budc, da
moi dé khuyéch dai va phat hién nhiéu acid nucleic dich tir mau bénh pham

6. TRANG THIET BI VA VAT TU

- May ly tdm thuong.

- Hé thong may realtime PCR va may tinh c6 cai dit phan mém.

- Ta lanh 2°C - 8°C

- T lanh am sau -20°C hoac -70°C

- T an toan sinh hoc cap 2

- May vortex

- BO lvu dién

7. KIEM TRA CHAT LUQNG

- Thuc hién tan suét chay noi kiém, ngoai kiém theo quy dinh cua Bénh vién.

- Xem xét két qua ndi kiém theo "Quy trinh noi kiém tra xét nghiém PCR" ma
s0 XN.QTQL.8.3.5

- Thyc hién ngoai kiém theo "Quy trinh ngoai kiém tra chét luong xét nghiém"
ma s6 XN.QTQL.8.5.

- Chét luong mau bénh phém: Quy dinh tai "S6 tay dich vu khach hang" ma )
XN.STDVKH.

- Cac hoa chat, sinh pham phai dugc kiém tra theo "Quy trinh quan 1y vat tu"
ma s60 XN.QTQL.7.2.

8. AN TOAN

- biéu kién nhiét do, d6 4m ctia phong xét nghiém phu hop cho hoat dong cta
trang thiét bi va hoa chat sinh pham cua phong xét nghiém.

- Peo ging tay, khau trang khi lam viéc.

- Lam sach khu vuc lim viée voi dung dich sét khudn trude va sau mi 1n lam viéc.
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- Khi co su céltra‘m d6 bénh pham phai khic phuc theo huéng dan trong "S6 tay
an toan" ma s0 XN.STAT.

- Thuc hién ding cac quy trinh xtr 1y rdc thai, mau bénh phélm, mau ndi kién}
da chay, vo lo hoa chat da st dung theo "Quy trinh huéng dan an toan" ma so
XN.QTQL.12.2.

- Luén ludn coi mau bénh pham déu cd nguy co lay truyén cac bénh truyén nhiém.

- Thyc hién an toan dién, phong chéng chay nd, xtr 1y khi c6 su ¢ xay ra trong
phong xét nghi€m theo "So6 tay an toan" ma s6 XN.STAT.

- Thyc hién theo huong dan st dung hoa chét sinh pham va an toan khi sir dung
hoé chat phong xét nghiém (tham khao MSDS cua nha san xuat).

9. NOI DUNG THUC HIEN
9.1. Nguoi thuc hién
Nhan vién y té c6 Chung chi hanh nghé xét nghiém.

9.2. Thoi gian thyc hién xét nghiém: Khoang 300 phut (5 gio) (bao gdm céc
budc tién hanh xét nghiém)

9.3. Cac bude tién hanh
9.3.1. Chuan bj bénh pham
a. Ldy bénh pham

’ Lay mAu bénh pham theo diing quy dinh ctia "S6 tay dich vu khach hang"
ma s6 XN.STDVKH.

b. Nhdn bénh pham

- MAu bénh pham duoc chép nhan khi dat yéu cau vé chét luong theo "So tay
dich vu khach hang" ma s6 XN.STDVKH.

-Tu ch01 vOi nhimg mau bénh pham khong dat yéu cau ghi vao "S6 nhan va tir
chbi mau bénh pham ndi trd" ma sé6 XN.BM.QTQL.8.1.2.

9.3.2. Chuén bi dung cu, hoa chét

- Cac hoa chét can thiét tily theo timg loai thiét bi va sinh pham
- Sinh pham chan doan

- Tiéu hao sinh pham cho chay chiing, kiém tra chat luong

- Bo mau ching

- Dung dich sat khuan tay nhanh

- Con 70%

- Dung dich nudc rira tay

- Dung dich khtr trung

- Cac vat tu can thiét tuy theo timg loai thiét bi va sinh pham
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- Pau con (tip) c¢6 loc, 1000 pL

- Pau con (tip) 6 loc, 200 pL - tiét tring
- Pau con (tip) ¢6 loc, 20 pL - tiét trang
- Pau con (tip) c6 loc, 10 AL- tiét tring

- Tuyp 0.1ml (8 tuyp/1 thanh)

- Nép strip (bang s6 tuyp 0,1 ml)

- Tuyp 1.7 ml

- Tuyp 15 ml

- Khay dung bénh pham

- Hop véan chuyén bénh pham

- Tube dung bénh pham

- Gidy tham

- Miii gidy

- Khéu trang

- Gang tay khong bot

- Gang kham

- Gang tay xur 1y dung cu

- Quaén 40 bac s§/KTV/ho ly

- Ao choang phong xét nghiém

- Khaén lau tay

9.3.3. Tién hanh k¥ thuat

9.3.3.1. Xtr Iy bénh pham: theo huéng dan ctia nha san xuat.
9.3.3.2. Tién hanh k¥ thuat: theo huéng dan ctia nha san xuat.
a. Tach chiét acid nucleic

- 10 uL IC can dugc bo sung vao mau trude khi bt dau qu trinh tach chiét
acid nucleic. IC c6 thé duge bo sung vao dung dich ly giai hodc bd sung vao
hon hop mau bénh pham va dung dich ly giai.

- Thyc hién tach chiét bang may hoic tach chiét thu cong.
b. Thyc hién phan g real-time PCR

- Chay real-time One-step RT-PCR

- Bat thiét bi chinh va may tinh.

- Khoi dong phan mém real-time PCR

- Chuan bi MasterMix
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Luu y: Tinh thé tich timg loai hoa chat dé chuin bi MasterMix can cir theo sd
phan tng can chay (mau bénh pham va ching):

S6 phan tmg = S6 miu + S6 chtng + 1

- Tron céc thanh phan bang cach vortex nhanh hodc hut tron khoang 5 lan sau
do ly tam nhanh (spin) truéc khi phan phéi vao cac dng phan tng. Chia 15 pL
MasterMix vao moi ong phan tmg.

Luu y: su dung dung loai 6ng phan tng va nap theo yéu cau cua bo kit (bng
trang va nap trong)

+ Panh dau tén mau trén phan than sat nip 6ng.

+ Thém 5 pL san pham d3 tach chiét tir miu bénh phdm va mau ching vao mdi
ong MasterMix.

+ Poéng nap va ly tim nhe cac ong phan tng.

+ Pt ng phan ing vao may real-time PCR.

+ Cai dat chu trinh nhiét trén may theo huéng dan ciia nha san xuat.
+ Cai dat so d6 miu Chon kénh mau

+ Chon cic miu thich hop: miu bénh pham, ching am, chimg dwong. Luu ¥:
chon loai dia: BR W hite

+ Luu file dir liu vao may tinh. Nén chon luu ¢ phan vung 6 cung khong cai
hé diéu hanh.

+ Cho may real-time PCR chay chuong trinh

10. DIEN GIAI KET QUA VA BAO CAO

10.1. Dién giai két qua:

- Xem xét két qua noi kiém

- Chi doc két qua khi QC dat yéu cau.

- Phan tich két qua trong phan mém phan tich két qua theo hudng dan ctia nha
san Xuat.

10.2. Bao cao két qua
- May chay xong tu dong do két qua vao phan mém may tinh.

- Xem xét toan bd qua trinh trude, trong va sau xét nghiém trude khi tra két
qud. Khong tra két qua khi phat hién sai sot.

- Mau bénh pham sau khi phan tich dugc luu trong ta lvu mau theo "Quy trinh
luvu hiy mau bénh pham" tai Trung tdm ma s6 XN.QTQL.8.9.

11. LU'U Y: Nhimng sai sot va xir tri
11.1. Trwée khi thwe hién ky thuat

Sai sot co thé do lay, dong goi, bao quan hodc van chuyén mau bénh
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pham khéng dung quy dinh. Phong xet nghiém s€ yéu cau 1ay lai bénh phém
Trong truong hop khong thé 14y lai dugc bénh pham phong xét nghiém van
thue hién va ghi chi v€ tinh khong chinh xac cua két qua xét nghiém do 1dy
mau khong dam bao chit luong.

11.2. Trong qua trinh thuc hién ky thuat

- Tin hiéu cua IC yéu hodc khong co: 1ap lai xét nghi¢m

+ Phan ing PCR bi trc ché: => Kiém tra phuong phép tach chiét DNA theo
khuyén céo.

+ Piéu kién bao quan thudc thir khong ding theo hudéng dan => Kiém tra diéu
kién bao quan.

+ Piéu kién PCR khong dung theo huéng dan => Kiém tra diéu kién PCR va
kénh huynh quang cho phat hién IC trong quy trinh.

+ Khong thém IC vao cac mau trong khi hut thude thir => Thém IC trong qua
trinh tach chiét DNA/RNA.

- Tin hiéu ctia mau yéu (Ct > 36): lap lai xét nghiém.

- Ching am xuét hién tin hiéu duong tinh:

+ Nhiém trong qua trinh tach chiét. Két qua tat ca cac mau khong hop 18: =>
Khu trung tat ca bé mat va dung cu voi sodium hypochlorite va ethanol hodc
thudc khir DNA dic trung.

=> Chi su dung tip c6 dau loc trong qua trinh tach chiét. Thay d6i dau tip gitra
cac ong.

=> Lip lai budc tach chiét DNA véi bo thude thir méi.

=> Thyc hién lai budc chuan bi PCR véi bd thude thir méi.

- Khong c6 tin hiéu duong cta ching dwong: thuc hién lai mot lan nira phan
ung PCR.

+ C6 thé chuong trinh khuéch dai khong chinh xac hodc cac 16i khac xay ra
trong qua trinh khuéch dai PCR

+ Kiém tra diéu kién PCR va kénh huynh quang cho phat hién IC chtng duong
trong quy trinh.

+ Chimg duong bi hong => C6 thé diéu kién bao quan thudc thir khong ding
theo hudng dan => Kiém tra diéu kién bao quan

11.3. Sau khi thyc hién ky thuat

- Poc, nhan dinh, phién giai va bién luan két qua can can than va chinh xac dé
tranh nham lan.

- Phong xet nghiém tam dimg tra két qua cho khach hang néu két qua ndi kiém khong dat. Khi

két qua noi kiém khong dat, phong xét nghiém tim kiém nguyén nhan va khéc phuc, chi thuc
hién tiép xét nghiém sau khi d& hoan thanh viéc khic phuc.
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- Két qua ndi kiém duogc xem xét dinh ky nhiam phat hién va khéic phuc nhimg
xu hudng anh hudng tdi két qua xét nghiém.

* Luu y: C6 thé c6 cac yéu td 1am anh huodng sai 1éch t6i két qua xét nghiém
theo hudng dan ctia nha san xuat

12. LUU TRU HO SO
- Két qua duoc luu trén phan mém may tinh.

- Cudi thang in s6 tir phan mém may tinh luu tai Trung tam.

13. TAI LIEU LIEN QUAN
TT | Mai quy trinh/biéu miu Tén quy trinh/ biéu miu
1 XN.QTQL.8.9 Quy trinh luu hiy mau bénh pham
2 XN.STDVKH S6 tay dich vu khach hang
3 XN.QTQL.8.7 Quy trinh tra két qua xét nghiém
4 XN.STAT S tay an toan
5 XN.BM.QTQL.8.1.2 | SO nhan va tir chéi miu bénh pham noi tra
6 XN.QTQL.12.2 Quy trinh huéng dan an toan
14. TAI LIEU THAM KHAO

- B0 Y t&, Quyét dinh s0 5530/QD-BYT ngay 25/12/2015 Ban hanh Huéng dan
xay dung quy trinh thuc hanh chuan trong quan 1y chat lugng xét nghiém.

- Chinh phu, Nghi dinh s6 103/2016/ND-CP ngay 01/7/2016 quy dinh vé bao
dam an toan sinh hoc tai phong xét nghiém, 2016.

- B0 Y t€, Quyét dinh s6 2429/QD-BYT ngay 12/6/2017 Ban hanh Tiéu chi
danh gia muc chat luong phong xét nghiém y hoc, 2017.
- BO Y t&, Quyét dinh s6 3376/QD-BYT ngay 30/08/2023 vé viéc ban hanh Dé
cuong quy trinh k¥ thuat xét nghiém, 2023.

- B0 Y €, Quyét dinh s0 2633/QD-BYT ngay 19/08/2025 vé viéc ban hanh tai
liéu chuyén mén “Hudng dan quy trinh k¥ thuat vé Vi sinh — Tap 17
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11. QUY TRINH HIV PO TAI LUQNG HE THONG TU PONG
M3 hiéu: XN.QTKT.SHPT.23

1. MUC PiCH

- Huéng dan cho toan bo nhan vién trong Trung tam Xeét nghiém hiéu va tuan
tha theo quy trinh HIV do tai lugng hé thong tu dong tir 46 tranh duoc to1 da
sai SOt c6 thé gap trong giai doan trudc xét nghi€m, trong xét nghiém va sau xét
nghiém.

- Phat hién va dinh lugng HIV RNA trong huyét twong nguoi trén hé thong may
PCR ty dong xur Iy mau, khuéch dai va phat hi¢n

2. PHAM VI AP DUNG

- Quy trinh nay duoc dp dung tai bd phan sinh hoc phan ttr, Trung tam Xét nghiém.

- Thoi gian 4p dung: 24h tit ca cac ngdy trong tuan.

3. TRACH NHIEM

- Hoi dong khoa hoc ki thudt ctia Bénh vién ¢6 trach nhiém tham dinh quy trinh.

- Lanh dao bénh vién co6 trach nhi¢m phé duyét quy trinh.

- Lanh dao Trung tam Xét nghiém, t6 quan 1y chat lugng cua Trung tdm co
trach nhi€ém trién khai, duy tri tinh hi€u luc ctia quy trinh.

- TAt c4 nhan vién Trung tdm Xét‘ngh’iém da ’du’Q’c dao tao c6 trach nhiém ap
dung, tuan thu viéc thyc hién va dé€ xuat cai tién quy trinh.

- Nguoi du tham quyén, dugc giao nhiém vu nhan dinh va ky duyét két qua.

4. PINH NGHIA, THUAT NGU VA CHU VIET TAT

4.1. Dinh nghia

- Real-time PCR 1a sy khuéch dai chon loc ciia mét trinh ty dich trong khi qua
trinh diéu khién su khuéch dai theo thoi gian thuc thong qua mdt chat co thé
hién mau, chang han nhu mot loai thuéc nhuém huynh quang.

- Su dac hi¢u dugc cung cap boi mot cip moi dic hidu, cing véi mot dau do
thily phan da biét trinh tu. Kiém soat san pham khuéch dai duoc thuc hién bang
cach danh ddu dau do thiy phan véi mot cap thude nhudém huynh quang (5'-
phat quang; 3'- dap phat quang). Do huynh quang truyén ning luong cong
huéng (FRET), mot dau do con nguyén ven sé khong phat ra anh sang. Tuy
nhién, khi bi thiy phan bdi DNA polymerase c6 hoat tinh 5 ' - 3' exonuclease,
trong qua trinh PCR, phan tir phat huynh quang phat ra mgt budc song dac biét
trong ving quang pho kha kién khi bi cat sau khi dd bam vao cac amplicon

4.2. Thuit ngir, chir viét tit
- RNA: Acid ribodeoxyribo nucleic
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- ATSH: an toan sinh hoc
- HIV: Hepatitis C virus
- cDNA: complementary DNA
- STDVKH : S6 tay dich vu khach hang
- QTOQL : Quan Iy chit luong
- XN : Xeét nghiém
- STAT: S6 tay an toan
5.NGUYEN LY

Nguyén ly cua ky thuat Real-time RT-PCR, la phan ing PCR trong d6
phan tir RNA dugc phién ma nguoc tao cDNA va két qua khuéch dai DNA dich
dugc hién thi sau moi chu trinh nhiét cua phan tng. HI'V master mix cl}fra doan
do kép phat hién dac hi€u cho cac trinh ty dich HIV va chimg ndi chuan RNA-
QS (Ribonucleic acid - Quantitation Standard). Cac doan do duge danh dau voi
cac chat phat huynh quang dac hi¢u véi dich, cho phép phat hién dong thoi HIV
muc tiéu va RNA-QS trong hai kénh dich khac nhau. V&1 moi chu ky PCR, s6
lugng cua doan do da phan tach dugce tao ra cang tang va tin hiu tich liy cua
chat phat huynh quang dong thoi tang. Viéc phat hién va phan biét rea}-time
cac san pham PCR duogc thyc hién bang cach do huynh quang ctuia cac chat phat
huynh quang dugc giai phong ra tuong g véi HIV va RNA-QS.
6. TRANG THIET BI VA VAT TU
- May ly tam thuong.
- Hé théng may PCR ty dong va mdy tinh c6 cai dit phan mém.
- Ta lanh 2°C - 8°C
- Tt lanh am sau -20°C hoac -70°C
- T an toan sinh hoc cép 2
- Méay vortex
- Bo luu dién
7. KIEM TRA CHAT LUQNG
- Thuc hién tan suét chay noi kiém, ngoai kiém theo quy dinh cua Bénh vién.
- Xem xét két qua noi kiém theo "Quy trinh noi kiém tra xét nghiém PCR" ma
s0 XN.QTQL.8.3.5
- Thyc hién ngoai kiém theo "Quy trinh ngoai kiém tra chét luong xét nghiém"
ma s0 XN.QTQL.8.5.
- Chét luong mau bénh phém: Quy dinh tai "So tay dich vu khach hang" ma sb
XN.STDVKH.

- Céc hoa chét, sinh pham phai dugc kiém tra theo "Quy trinh quan 1y vat tu"
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mi s6 XN.QTQL.7.2.
8. AN TOAN

- Piéu kién nhiét do, 30 Am cua phong xét nghiém phu hop cho hoat dong ctia
trang thi€t bi va hoa chat sinh pham cua phong xét nghiém.

- Peo ging tay, khau trang khi 1am viéc.

- Lam sach khu vuc lim viée voi dung dich sét khuan trude va sau mi 1an lam viéc.

- Khi c6 sy cértrén d6 bénh pham phai khic phuc theo huéng dan trong "S6 tay
an toan" ma s0 XN.STAT.

- Thyce hién dung cac quy trinh xtr 1y rac thai, mau bénh phaim, mau noi kién}
da chay, vé lo héa chat da su dung theo "Quy trinh huéng dan an toan" ma so
XN.QTQL.12.2.

- Ludn Iuén coi méAu bénh pham déu cd nguy co lay truyén cac bénh truyén nhiém.

- Thuc hién an toan di¢n, phong chéng chay no, Xt 1y khi c6 su co x4y ra trong
phong xét nghiém theo "So6 tay an toan" ma s6 XN.STAT.

- Thyc hién theo huong dan sir dung hoa chét sinh pham va an toan khi str dung
ho4 chat phong xét nghiém (tham khao MSDS cutia nha san xuat).

9. NOI DUNG THUC HIEN
9.1. Nguoi thuc hién
Nhan vién y té ¢6 Chimg chi hanh nghé xét nghiém.

9.2. Thoi gian thyce hién xét nghiém: Khoang 300 phut (5 gio) (bao gdm cac
budc tién hanh xét nghiém)

9.3. Céc buéc tién hanh
9.3.1. Chuén bi bénh pham
a. Ldy bénh pham

, Lay mau bénh pham theo diing quy dinh ctia "S6 tay dich vu khach hang"
ma s6 XN.STDVKH.

b. Nhdn bénh pham

- MAu bénh pham duoc chép nhan khi dat yéu cau vé chét luong theo "So tay
dich vu khéach hang" ma s6 XN.STDVKH.

- Tir chdi v6i nhitng mau bénh pham khong dat yéu cau ghi vao "S6 nhan va tir
ch6i mau bénh pham noi tra" ma s6 XN.BM.QTQL.8.1.2.

9.3.2. Chuén bi dung cuy, hoa chét
- Cac hoa chét can thiét tuy theo ting loai thiét bi va sinh pham
- Sinh pham chan doén

- Tiéu hao sinh pham cho chay ching, kiém tra chat luong
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- B6 mau chimng

- Dung djch sat khuan tay nhanh

- Con 70%

- Dung dich nudc ria tay

- Dung dich khtr tring

- Cac vat tu can thiét tuy theo timg loai thiét bi va sinh pham
- Pau con (tip) c¢6 loc, 1000 pL tiét tring

- Khay dung bénh pham

- Hop véan chuyén bénh pham

- Tube dung bénh pham

- Gidy tham

- Miii gidy

- Khéu trang

- Gang tay khong bot

- Gang kham

- Gang tay xur 1y dung cu

- Quaén 40 bac s§/KTV/ho ly

- Ao choang phong xét nghiém

- Khaén lau tay

9.3.3. Tién hanh k¥ thuat

Tién hanh k¥ thuat: theo hudng din cuia nha san xuat.
- Ping nhap hé thong

- Nap méu Ién hé thong

+ Nap gia mau thir 1én hé thong

+ Hé thong tu dong chuan bj

+ Tao Iénh xét nghiém

- Thém thudc thir va vat tu tiéu hao theo yéu cau cta hé théng
+ Nap dung hop cassette thudc thir xét nghiém
+ Nap gia mini vat liéu kiém soat (mau chimg)
+ Nap céac dau tip xu ly

+ Nap céac dau tip rira giai

+ Nap cac dia xur ly
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+ Nap cic dia chat thai long
+ Nap cac dia khuéch dai

+ Nap hdp cassette MGP

+ Thém chit pha loing miu
+ Thém thudc thir ly giai

+ Thém dém rira

- Bat dau chay xét nghiém bang cach chon niit Start processing trén giao dién
nguoi st dung, tat ca cdc mé chay sau do s€ duogc tu dong bat dau néu khong bi
hoan thu cong bdi ngudi su dung.

- Kiém tra va xuat két qua

- Lay ra va day nap bat ky dng mau nao dép tng yéu cau thé tich ti thiéu dé
st dung thém néu can. V¢ sinh thiét bi

+ Lay gia mini vat liéu kiém soat (mau ching) da hét ra khoi may
+ Lay dung hop cassette thudc thir xét nghiém da hét ra khoi may
+ Don khay dyng céc dia khuéch dai

+ D6 bo chat thai long

+ D0 bo chat thai ran

10. DIEN GIAI KET QUA VA BAO CAO

10.1. Dién giai két qua

Xem xét két qua noi kiém

a. Panh gid theo yéu cau ciia nha san xudt

- Hé théng ty dong xac dinh ndng d6 HIV-RNA cho mau thir va miu chimg véi
don vi la IU/ml.

- Mé xét nghiém hop 1& néu khong xuat hién cd hiéu cho tit ca ba miu chung
am, chtmg duong thap va chung duong cao.

- Két qua mau chtng 4m tinh dugc hién thi 1a (-) C.

- Két qua miu ching duong tinh néng d6 thap va cao dugc hién thi 1a HxV L
(+) CvaHxV H (+) C.

- Két qua dugc tu dong gan 1a khong hop 1€ boi phﬁn mém khi két qué clia mau
ching am tinh hodac duong tinh khong dat.

b. Pdnh gid theo yéu cau phong xét nghiém

Panh gia QC (NC, LPC, HPC) theo hudng dan theo ddi QC ciia phong xét
nghiém.

10.2. Poc két qua
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- Poc két qua ctia mau chimg trong ing dung “Controls- Valid: néu tat ca két
qua duogc bao cao hop 1€

- Invalid: néu tit ca két qua duoc bao cdo 1a khong hop 18

+ Mau chimg duogc hién thi ‘Invalid’ s& xuét hién c& hiéu & cot “Flags”. Thong
tin thém vé 1y do mau chimg dugc bao cdo l1a khong hop 1€, bao gom ca thong
tin cO hiéu duoc hién thi trong ché do xem thong tin chi tiét.

+ Néu mot trong cac mau ching duong tinh 1a khong hop 1€, lap lai xét nghiém
cho tat cd cdc mau ching duong tinh va mau thir ¢6 lién quan.

+ Néu mau chtng am tinh 1a khong hop 1&, 13p lai xét nghiém cho tat ca céc
chuing va mau thir c6 lién quan.

Doc két qua ciia méu bénh phim
- Bon vi do: IU/mL/copies/mL

Két qua Bién luan

Khong phat hién Khong phat hién RNA HIV. Béo cao két qua la
"Khong phat hién HIV"

< Néng d6 tdi thiéu Nong d6 tinh ndm dudi Gidi han dinh lugng dudi
(LLoQ) cua xét nghi¢m.

> Nong d6 tdi da Nong d6 tinh ndm trén Gidi han dinh luong trén
(ULoQ) cua xet nghiém. Bao cdo két qua la "Phat
hién HIV, cao hon (Nong do t61 da)

10.3. Bao cao két qua

- May chay xong tu dong do két qua vao phan mém may tinh.

- Xem x¢ét toan bd qua trinh trudc, trong va sau xet nghiém trude khi tra két
qud. Khong tra két qua khi phat hién sai sot.

- Mau bénh phém sau khi phan tich dugc luu trong ti luu mau theo "Quy trinh
luu huy mau bénh phdm" tai Trung tdm ma s6 XN.QTQL.8.9.

1. LUUY

- Két qua miu > Nong do t6i da 1a do nhimg mau duong tinh véi HIV duogc
phat hién voi ndng do nam trén gii han dinh lugng trén (UL0Q). Néu mudn
thu dugc két qua dinh lugng, phai pha lodng mau ban dau véi huyét tuong
chéng dong bang EDTA hoic huyét thanh am tinh véi HIV, tity thudc vao loai
mau ban dau, va xét nghi¢m nén dugc thyuc hién lai. Nhan két qua xét nghi¢ém
thu dugc voi hé s6 pha lodng.

- Trude khi thuc hién k¥ thuat
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Sai sot co thé do 14y, dong goi, bao quan hodc van chuyén miu bénh pham
khéng dang quy dinh. Phong xét nghiém s& yéu cau ldy lai bénh phdm. Trong
truong hop khong thé 1y lai dugc bénh pham, phong xét nghiém van thuc hién
va ghi cha vé tinh khéng chinh xac cta két qua xét nghiém do 14y miu khong
dam bao chét luong.

- Trong qué trinh thyc hién k¥ thudt- Két qua do tai lugng HIV bj anh huong
khi ndng d§ hemoglobin trong mau > 250mg/dL.

- Két qua c6 thé am tinh gia trong céac trudng hop sau:

+ Mau bénh pham c6 1an cac chat gy tc ché phan tng: heparin

+ Moi truong:

« Sir dung qua nhiéu a-xit hypoclorous trong khir nhiém phong thi nghiém.
* Sir dung gang c6 bdt talc khi thuc hién xét nghiém.

- Két qua c6 thé duong tinh gia trong cac trudng hop sau:

+ C6 sy lay nhiém chéo giita cic mau bénh pham.

+ Lay nhiém cac san pham khuyéch dai tir 1an phan tng trude.

- Sau khi thyc hién k¥ thuat

- Poc, nhan dinh, phién giai va bién luan két qua can can than va chinh xac dé
tranh nham lan.

+ Phong xet nghiém tam dung tra két qua cho khach hang néu két qua noi kiém
khong dat. Khi két qua noi kiém khong dat, phong xet nghiém tim kiém nguyén
nhan va khéc phuc, chi thyc hién tiép xét nghiém sau khi da hoan thanh viéc
khic phuc.

+ Két qua ndi kiém duoc xem xét dinh ky nham phat hién va khic phuc nhiing
xu hudng anh hudéng tdi két qua xét nghiém.

* Luu y: C6 thé co cac yéu to lam anh hudng sai 1éch téi két qua xét nghiém
theo hudng dan ctia nha san xuat.

12. LUU TRU HO SO
- Két qua duogc luu trén phan mém may tinh.

- Cubi thang in s6 tir phan mém may tinh luu tai Trung tam.

13. TAI LIEU LIEN QUAN
TT | Ma quy trinh/biéu miu Tén quy trinh/ biéu miu
1 XN.QTQL.8.9 Quy trinh lvu hity mau bénh pham
2 XN.STDVKH S6 tay dich vu khach hang
3 XN.QTQL.8.7 Quy trinh tra két qua xét nghiém
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4 XN.STAT S6 tay an toan

5 XN.BM.QTQL.8.1.2 | S6 nhan va tir chdi miu bénh pham ndi tra

6 XN.QTQL.12.2 Quy trinh huéng dan an toan

14. TAI LIEU THAM KHAO

- B0 Y t&, Quyét dinh s0 5530/QD-BYT ngay 25/12/2015 Ban hanh Huéng dan
xay dung quy trinh thuc hanh chuan trong quan 1y chat luong xét nghiém.

- Chinh phu, Nghi dinh s6 103/2016/ND-CP ngay 01/7/2016 quy dinh vé bao
dam an toan sinh hoc tai phong xét nghiém, 2016.

- BO Y &, Quyét dinh s6 2429/QD-BYT ngay 12/6/2017 Ban hanh Tiéu chi
danh gia mirc chat lugng phong xét nghiém y hoc, 2017.

-B0O Y té, Quyét dinh s6 3376/QD-BYT ngay 30/08/2023 vé viéc ban hanh D&
cuong quy trinh k¥ thuat xét nghiém, 2023.

- B0 Y té, Quyet dinh s6 2633/QD-BYT ngay 19/08/2025 vé viéc ban hanh tai
ligu chuyén mon “Hudng dan quy trinh ky thuat vé Vi sinh — Tap 17
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12. QUY TRINH HBV PO TAI LUQNG REAL-TIME PCR
M3 higu: XN.QTKT.SHPT.25

1. MUC PiCH

Hudéng dan cho toan b nhan vién trong Trung tim Xét nghiém hiéu va
tuan thi theo quy trinh HBV do tai luong Real-time PCR, tir d6 tranh duoc t6i
da sai sot c¢6 thé gip trong giai doan trudc xét nghiém, trong xét nghiém va sau
xét nghiém.

2. PHAM VI AP DUNG

- Quy trinh nay dugc ap dung tai Trung tam Xét nghiém, Bénh vién da khoa s6
2 tinh Lao cai.

- Thoi gian 4p dung: 24h tat ca cac ngdy trong tuan.

3. TRACH NHIEM

- Hoi dong khoa hoc ki thut ctia Bénh vién ¢6 trach nhiém tham dinh quy trinh.
- Lanh dao bénh vién co6 trach nhi¢m phé duyét quy trinh.

- Lanh dao Trung tdm Xét nghiém, t6 quan 1y chat lugng cua Trung tim co
trach nhi€m trién khai, duy tri tinh hi€u luc cua quy trinh.

- T4t ca nhan vién Trung tam Xét nghiém da dugc dao tao co6 trach nhiém ap
dung, tuan thu viéc thyc hién va dé€ xuat cai tién quy trinh.

- Nguoi du tham quyén, duoc giao nhiém vu nhan dinh va ky duyét két qua.
4. PINH NGHIA, THUAT NGU VA CHU VIET TAT
4.1. Dinh nghia
Khong &p dung
4.2. Thuit ngir, chir viét tit
- PCR: Polemerase Chain Reaction (phan tmg chudi polymerase)
- DNA: Axit deoxyribonucleic
- ATSH: an toan sinh hoc
- HBV: Hepatitis B virus
- STDVKH : S6 tay dich vu khach hang
- QTQL : Quan Iy chat lugng
- XN : Xét nghiém
- STAT: S6 tay an toan
5.NGUYEN LY
Nguyén 1y cua ky thuat Real-time PCR, 13 phan tng PCR trong d6 két
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qua khuéch dai DNA dich duge hién thi sau mdi chu trinh nhiét cta phan ing.
Céac miu chuan dugc chay cung voi mAau bénh pham va khi cuong do tin hiéu
huynh quang cua mau vuot qua dudng tin hiéu huynh quang nén cua phan tng
thi mau duoc xem 1a duong tinh va ta lay thoi diém vuot qua d6 (biéu hién qua
gia tri chu ky ngudng - Ct) dé so sanh véi duong cong chuan (ching chuan)
dugc xay dung tir chu ky ngudng cua cac mau chuan da biét truéc nong do tir
do6 suy ra s6 lugng DNA mau dua vao phan ung.

6. TRANG THIET BI

- May ly tam lanh da nang

- May ly tam thuong

- T an toan sinh hoc cap 11

- Hé thong tach chiét tu dong hodc tach chiét thu cong.
- Hé thong may Real-time PCR va may vi tinh c6 cai dat phan mém
- BO luu dién

- May U nhiét kém lac rung

- May Vortex

- May ly tdm Spin down

- Tu lanh 2° - 8°C

- Tu lanh 4m sau -20°C

- Tu lanh 4m sau -70°C

- Bo pipette cac kich ¢& tir 1 pl dén 1000 ul

7. KIEM TRA CHAT LUQONG

- Chét luong mau bénh phém: Quy dinh tai "Sd tay dich vu khach hang" ma sb
XN.STDVKH.

- Cac hoa chat, sinh pham phai dugc kiém tra theo "Quy trinh quan 1y vat tu"
ma s6 XN.QTQL.7.2.

8. AN TOAN

- Diéu kién nhiét do, do am cua phong xét nghiém phu hop cho hoat dong ctia
trang thiét bi va hoda chat sinh pham cua phong xét nghi¢m.

- Peo ging tay, khau trang khi lam viéc.

- Lam sach khu vuc im viée voi dung dich sét khuan trude va sau méi 1an lam viéc.

- Khi ¢6 su 6 tran d6 bénh pham phai khic phuc theo hudng dan trong "S6 tay
an toan" ma s6 XN.STAT.

- Thuc hién ding cac quy trinh xtr 1y rac thai, mau bénh phém, mau nodi kiém
da chay, vo lo hoa chat da st dung theo "Quy trinh huéng dan an toan" ma so
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XN.QTQL.12.2.
- Ludn ludn coi mau bénh pham déu co nguy co 1y truyén cac bénh truyén nhidm.
- Thyc hién an toan dién, phong chdng chay no xtr 1y khi ¢ su ¢b xay ra trong
phong xét nghiém theo "S6 tay an toan" ma s XN.STAT.
9. NOI DUNG THUC HIEN
9.1. Nguwoi thuce hién
Nhan vién y té c6 Chung chi hanh nghé xét nghiém.

9.2. Thoi gian thyc hién xét nghiém: Khoang 300 phut (bao gdm céc budc
tién hanh xét nghiém)

9.3. Céc buérc tién hanh
9.3.1. Chuén bi bénh pham
a. Ldy bénh pham

, Lay mAu bénh pham theo dung quy dinh ctia "S6 tay dich vu khach hang"
ma s6 XN.STDVKH.

b. Nhdn bénh pham

- MAu bénh pham duoc chép nhan khi dat yéu cau vé chét luong theo "So tay
dich vu khéach hang" ma s6 XN.STDVKH.

-Tu ch01 vOi nhiing mau bénh pham khong dat yéu cau ghi vao "S6 nhan va tir
chéi mau bénh pham ndi trd" ma s6 XN.BM.QTQL.8.1.2. (khong ap dung v&i
nhitmg mAu bénh pham do TTXN lay truc tiép)

9.3.2. Chuén bi dung cuy, hoa chét

- Cac hoa chét can thiét tuy theo timg loai thiét bi va sinh pham
- Sinh pham chan doan

- Tiéu hao sinh pham cho chay chimg, kiém tra chat luong

- Dung dich sat khuan tay nhanh

- Con 70%

- Dung dich nuéc rua tay

- Dung dich khtr trung

- Cac vat tu can thiét tiy theo timg loai thiét bi va sinh pham
- Pau con (tip) ¢6 loc, 1000 pL- tiét tring

- Pau con (tip) ¢6 loc, 200 pL - tiét tring

- Pau con (tip) c6 loc, 20 pL - tiét trang

- Pau con (tip) 6 loc, 10 pL - tiét trang

- Tuyp 0.1ml (8 tuyp/1 thanh)
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- Nép strip (bang sb tuyp 0,1 ml)
- Tuyp 1.7 ml

- Tuyp 15 ml

- Tuyp 50 ml

- Khay dyng bénh phdm

- Hop van chuyén bénh phém

- Tube dung bénh pham

- Gia nhya cho tuyp 1.7 ml

- Gi4 nhya git lanh cho tuyp 0.2 ml
- Panh

- Gidy tham

- Miii gidy

- Khéu trang

- Gang tay khong bot

- Gang kham

- Gang tay xur 1y dung cu

- Quan 40 bac sy, KTV,ho Iy

- Ao choang phong xét nghiém

- Khaén lau tay
- Ban xét nghiém

- Ban xét nghiém
9.3.3. Tién hanh k¥ thut: Theo huéng dan cua nha san xuét.
a. Tach chiét acid nucleic

- Cho ching noi chuén IS (Internal Standard) vao mdi 6ng bénh pham trudc
khi tach chiét theo ty I¢ trong bang:

Thé tich mau thu (ul) | 25 50 100 200

Thé tich IS (ul) 2,5 5 10 20

- Thyc hién tach chiét bang may hoic tach chiét thu cong.

b. Thuc hién phan vng real-time PCR

* Chuan bi sinh pham (Master mix) cho phan tmg Realtime PCR

- S6 lugng 6ng PCR can cho mot 1an xét nghiém theo cong thirc sau:

S6 luong dng (N) = S6 bénh pham + sb chimg + 2
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Chu y: Mot 1an chay Realtime PCR can tién hanh dong thoi 2 loai chimg bao
gdém: Chimg chuén (standard) gom 4 nong do dé 1am can ctr tinh ndng do HBV
trong miu va dam bao cac sinh phdm va phan tmg PCR d3 tién hanh dung;
chtng am dé dam bao qua trinh tach chiét DNA khéng bi nhiém va tién hanh
ding.

- Hat Master mix vao timg 6ng PCR bao gém ca dng cho bénh pham, ching
duong, chung am. Pat cac ong PCR da chtra master mix vao dung cu lam lanh
hodc khay da trong lac tién hanh tach tron mau.

* Realtime-PCR

Van hanh theo huéng dan sir dung méay Real-time PCR.

- Panh s diy 6ng PCR 0,2 ml theo s thir tw mau bénh pham.

- Thém mau axit nucleic ciia mau bénh nhan hodc Calibrator] Control vao
cac dng PCR riéng 1é.

- Péng cac 6ng, ly tim nhanh (spindown), dit vao may Real-time PCR theo so
do vi tri mau.

- Chon mau huynh quang: FAM cho phat hién HBV, mau HEX cho phat hién
chirng noi.

- Chon chuong trinh luan nhiét da duoc cai dat trén may.

- Cho may real-time PCR chay chuong trinh.

Chu ¥: Péi véi cac tic nhan c6 cing chuong trinh PCR thi c¢6 thé thuc hién
chung 1 1an. Néu mau dung dé€ phat hién cac tdc nhan la khac nhau thi cir moi
tac nhan s€ chon mau tuong tng cho no.

10. DIEN GIAI KET QUA VA BAO CAO
10.1. Dién giai két qua

10.1.1. Xem xét két qua noi kiém

Chi doc két qua khi QC dat yéu cau.

- Ching am va chung duong phai thoa man cac diéu kién sau thi cac két qua
cuia mau bénh pham mdéi duogc chap nhan:

Mau s X
TT EAM Mau HEX | Dién giai
Diéu kién chép nhan cua ching chuan dinh
Chirng s luong: E =90 - 115 %; R2>0,96 - 1; Slope
chuan =-3,3--4;
Nhung tét nhat 1a:
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E=95-110 %; R2>0,99 - 1; Slope =-3,3 -
-3.6

Chung
am

+(CT<38)

C6 gia tri

- Céc truong hop can kiém tra lai:

TT Mau FAM | MauHEX |Kétqua
Chim . ,

& - + Can kiém tra lai
duong
Chun 3 2
) & + - Can kiém tra lai
am

10.1.2. Poc két qua

Phan tich mau: theo huéng dan cua nha san xuat.

TT Mau FAM | Mau HEX | Két qua

1 + + Duong tinh vé61 HBV

2 - + Khong phat hién virus HBV
3 - + (CT>38) | Khong co gia tri

4 - - Khong cé gia tri

- V6inhiing mau duong tinh, str dung cong thirc sau dé tinh ndng do virus trong
mau: [U/ml = (SC x EV)/IV

SC (Sample Concentration) = Nong do virus trong mau (IU/A1)
EV (Elution Volume) = Thé tich mau thu sau tach chiét (1)
IV (Isolation Volume) = Thé tich mau dung d¢é tach chiét (ml)

Trong do:

- Chimg ndi chuan (IS) dugc thém vao mau bénh pham trudc khi tach chiét dé
kiém soat qua trinh tich DNA va chay Real-time PCR. Nhitng mau cé chung
ndi chuan khong dat can phai dugc kiém tra lai tir budce tach chiét.

10.2. Bao cao két qua
- May chay xong nguoi thuc hién cap nhap két qua vao phan mém may tinh.

- Xem xét toan bd qua trinh trudc, trong va sau xét nghiém trude khi tra két
qud. Khong tra két qua khi phat hién sai sot.

- Mau bénh pham sau khi phan tich dugc luu trong ta lvu mau theo "Quy trinh
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lwu huy mau bénh phdm" tai Trung tim mé s6 XN.QTQL.8.9.
11. LUV Y

Viéc lay mau bénh pham, van chuyén va bao quan khong diung ti€éu chuan
c6 thé dan dén két qua sai.

12. LUU TRU HO SO
- Két qua duogc luu trén phan mém may tinh.

- Cudi thang in s6 tir phan mém may tinh luu tai Trung tam.

13. TAI LIEU LIEN QUAN
TT | Mai quy trinh/biéu miu Tén quy trinh/ biéu miu
1 XN.QTQL.8.9 Quy trinh luu hiy mau bénh pham
2 XN.STDVKH S6 tay dich vu khach hang
3 XN.QTQL.8.7 Quy trinh tra két qua xét nghiém
4 XN.STAT S tay an toan
5 XN.BM.QTQL.8.1.2 | SO nhan va tir chéi miu bénh pham noi tra
6 XN.QTQL.12.2 Quy trinh huéng dan an toan
14. TAI LIEU THAM KHAO

- B0 Y t&, Quyét dinh s0 5530/QD-BYT ngay 25/12/2015 Ban hanh Huéng dan
xay dung quy trinh thuc hanh chuan trong quan 1y chat lugng xét nghiém.

- Chinh phu, Nghi dinh s6 103/2016/ND-CP ngay 01/7/2016 quy dinh vé bao
dam an toan sinh hoc tai phong xét nghiém, 2016.

- B0 Y t€, Quyét dinh s6 2429/QD-BYT ngay 12/6/2017 Ban hanh Tiéu chi
danh gia mirc chat lugng phong xét nghiém y hoc, 2017.

-B6 Y té, Quyét dinh s6 3376/QD-BYT ngay 30/08/2023 vé viéc ban hanh D&
cuong quy trinh k¥ thuat xét nghiém, 2023.

- B0 Y €, Quyét dinh s0 2633/QD-BYT ngay 19/08/2025 vé viéc ban hanh tai
liéu chuyén mén “Hudng dan quy trinh ky thuat vé Vi sinh — Tap 17
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13. QUY TRINH HBV PO TAI LUQNG HE THONG TU PONG
M3 hiéu: XN.QTKT.SHPT.26

1. MUC PiCH

- Huéng dan cho toan bd nhan vién trong Trung tim Xét nghiém hiéu va tuan
thu theo quy trinh HBV do tai lugng h¢ thong tu dong tir do tranh duoc to1 da
sai sO c6 thé gap trong giai doan trudc xét nghi¢m, trong xét nghiém va sau xét
nghiém.

- Phat hién va do s6 lugng ban sao cua virus viém gan B trong mét don vi thé

tich huyét thanh hodc huyet tuong cua nguoi gOm tat ca 9 genotype trén hé
thong may PCR xu Iy mau va khuéch dai, phat hién tuy dong hoan toan.

2. PHAM VI AP DUNG

- Quy trinh nay dugc dp dung tai bd phan sinh hoc phan ttr, Trung tam Xét nghiém.
- Thoi gian ap dung: 24h tat ca cac ngdy trong tuan.

3. TRACH NHIEM

- Hoi dong khoa hoc ki thudt ctia Bénh vién ¢6 trach nhiém tham dinh quy trinh.

- Lanh dao bénh vién co6 trach nhi¢m phé duyét quy trinh.

- Lanh dao Trung tdm Xét nghiém, t6 quan 1y chat lugng ctia Trung tam c6
trach nhi€ém trién khai, duy tri tinh hi€u luc ctua quy trinh.

- TAt c4 nhan vién Trung tam Xét nghiém da dugce dao tao co6 trach nhieém ap
dung, tudn thu viéc thyc hién va dé€ xuat cai tién quy trinh.

- Nguoi du tham quyén, dugc giao nhi¢m vu nhan dinh va ky duyé¢t két qua.
4. PINH NGHIA, THUAT NGU VA CHU VIET TAT
4.1. Dinh nghia

- Real-time PCR 1a su khuéch dai chon loc cua mét trinh tu dich trong khi qua
trinh diéu khién su khuéch dai theo thoi gian thuc thong qua mdt chat co thé
hién mau, chang han nhu mot loai thuéc nhuém huynh quang.

- Su dac hi¢u dugc cung cép bo1 mdt cap mdi dic hiéu, cung vo1 mot dau do
thuy phan da biét trinh tu. Kiém soat san phém khuéch dai duoc thuc hién bﬁng
cach danh dau dau do thuy phan véi mot cdp thude nhudém huynh quang (5'-
phat quang; 3'- dap phat quang). Do huynh quang truyén ning luong cong
huong (FRET), mot dau do con nguyén ven s& khong phat ra anh sang. Tuy
nhién, khi bi thiy phan bdi DNA polymerase c6 hoat tinh 5 ' - 3' exonuclease,
trong qua trinh PCR, phan tir phat huynh quang phat ra mgt budc song dac biét
trong ving quang pho kha kién khi bi cat sau khi dd bam vao cac amplicon

4.2. Thuit ngir, chir viét tit
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- DNA: Deoxyribonucleic

- ATSH: an toan sinh hoc

- HBV: Hepatitis B virus

- STDVKH : S6 tay dich vu khach hang
- QTOQL : Quan Iy chit luong

- XN : Xét nghiém

- STAT: S6 tay an toan

5.NGUYEN LY

Nguyén 1y cua k¥ thuat Real-time PCR, 13 phan tmg PCR trong d6 két
qua khuéch dai DNA dich dugc hién thi sau mdi chu trinh nhiét ciia phan ung.
Hé théng may PCR tu dong dung cong ngh¢ vi hat tir tinh dé hd tro viéc bat
gitlr, rira, va tach rtra acid nucleic. Acid nucleic tinh sach thu dugc sau do sé
duogc két hop vé6i thude thir khuéch dai/phat hién HBV va chuyén sang mot dng
phan ung. éng nay sau do duoc chuyén sang mot bd phan khuéch dai/phat hién
dé thuc hién khuéch dai PCR, va phat hién tin hiéu huynh quang ctia HBV theo
thoi gian thue. Hai nong do mau chuan duoc xtr Iy trong sudt quy trinh chuan
bi mau va PCR dé tao duong cong hiéu chuan. Néng do DNA cua HBV trong
cac mau xét nghiém va mau ching sau d6 dugc tinh toan tir dudng cong hiéu
chuén da luu. Trong m5i lan xur ly mau ching, mot mau ching 2 am tinh, mot
mau chimg duong tinh noéng do thap, mot mau chung duong tinh ndng do cao
dugc xu ly trong sudt qué trinh chuan bi mau va PCR giong nhu quy trinh thyc
hién v4i1 cac mau xét nghiém.

6. TRANG THIET BI VA VAT TU

- May ly tam thuong.

- Hé thong may PCR ty dong va mdy tinh c6 cai dit phan mém.

- Tt lanh 2°C - 8°C

- Tt lanh am sau -20°C hoac -70°C

- T an toan sinh hoc cap 2

- Méay vortex

- B0 luu dién

7. KIEM TRA CHAT LUQNG

- Thuc hién tan suét chay noi kiém, ngoai kiém theo quy dinh cua Bénh vién.

- Xem x¢t két qua ndi kiém theo "Quy trinh noi kiém tra xét nghiém PCR" ma
s0 XN.QTQL.8.3.5

- Thyc hién ngoai kiém theo "Quy trinh ngoai kiém tra chét lugng xét nghiém"
ma s60 XN.QTQL.8.5.
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- Chét luong mau bénh phém: Quy dinh tai "Sd tay dich vu khach hang" ma $6
XN.STDVKH.

- Cac hoa chat, sinh phim phai duogc kiém tra theo "Quy trinh quan 1y vat tu"
ma s6 XN.QTQL.7.2.

8. AN TOAN

- biéu kién nhiét do, d6 4m ctia phong xét nghiém phu hop cho hoat dong ctia
trang thiét bi va hoa chat sinh phdm cta phong xét nghiém.

- Peo ging tay, khau trang khi lam viéc.

- Lam sach khu vuc lim viée voi dung dich sét khuan trude va sau moi 1an lam viéc.

- Khi c6 sy cértrén d6 bénh pham phai khic phuc theo huéng dan trong "S6 tay
an toan" ma so XN.STAT.

- Thyce hién dung cac quy trinh xtr 1y rac thai, mau bénh pheim, mau noi kiém
da chay, vo lo hoa chat da st dung theo "Quy trinh huéng dan an toan" ma so
XN.QTQL.12.2.

- Ludn Iuén coi méAu bénh pham déu cd nguy co lay truyén cac bénh truyén nhidm.
- Thyc hién an toan dién, phong chdng chay no xtr 1y khi ¢6 su ¢d xdy ra trong

phong xét nghiém theo "S6 tay an toan" ma s6 XN.STAT.

- Thyc hién theo huong dan sir dung hoa chét sinh pham va an toan khi st dung
hoé chat phong xét nghiém (tham khdo MSDS cua nha san xuat).

9. NOI DUNG THUC HIEN
9.1. Nguwoi thuce hién
Nhan vién y té c¢6 Chimg chi hanh nghé xét nghiém.

9.2. Thoi gian thyce hién xét nghi¢m: Khoang 180 phut (3 gio) (bao gdm cac
budc tién hanh xét nghiém)

9.3. C4c budrc tién hanh
9.3.1. Chuan bi bénh pham
a. Ly bénh pham

, Lay mAu bénh pham theo dung quy dinh ctia "Sé tay dich vu khach hang"
ma s6 XN.STDVKH.

b. Nhdn bénh pham

- MAu bénh pham duoc chép nhan khi dat yéu cau vé chét luong theo "So tay
dich vu khach hang" ma s6 XN.STDVKH.

-Tu ch01 v0i nhing mau bénh pham khong dat yéu cau ghi vao "S6 nhan va tir
chbi miu bénh pham ndi tra" ma sé XN.BM.QTQL.8.1.2.

9.3.2. Chuén bi dung cuy, hoa chét
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- Cac hoa chét can thiét tuy theo ting loai thiét bi va sinh pham
- Sinh pham chan doén

- Tiéu hao sinh pham cho chay chimg, kiém tra chét luong

- B6 mau ching

- Dung dich sat khuan tay nhanh

- Con 70%

- Dung dich nudc rira tay

- Dung dich khtr trung

- Cac vat tu can thiét tuy theo timg loai thiét bi va sinh pham
- Pau con (tip) c¢6 loc, 1000 pL tiét tring

- Khay dung bénh pham

- Hop van chuyén bénh pham

- Tube dung bénh pham

- Gidy tham

- Miii gidy

- Khéu trang

- Gang tay khong bot

- Gang kham

- Gang tay xur 1y dung cu

- Quan 4o bac s§/KTV/ho 1y

- Ao choang phong xét nghiém

- Khaén lau tay

9.3.3. Tién hanh k¥ thuat

9.3.3.1. Xtr Iy bénh pham: theo hudng dan cia nha san xuat.
Ly tim 6ng mau theo hudng din ctia nha san xuét.

9.3.3.2. Tién hanh k¥ thuét: theo huéng dan ctia nha san xuat.
a. Chudn bi héa chat

Trudce khi nap vao h¢ thong may, can chuan bi hoa chat va nap hoa chat vao
may theo hudng dan ctia nha san xuat.

b. Chudn bi mau
Trudc khi chay mau xét nghiém:

- Kiém tra tinh trang mau chuin va mau chimg. Tt man hinh Tao 1énh, chon
x€t nghiém can chay (HBV).
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- Hé thdng may sé& theo ddi thoi gian bao quan trén hé thdng cua cac thude thir
khuéch

dai, mau chting, mau chuin, va mau xét nghié¢m trong khi & trén thiét bi. He
théng may s& khong cho phép dung cac thude thir khuéch dai, miu chimg, mau
chuén hodc xtr Iy cc mau xét nghiém da qua thoi gian tdi da luu trén hé théng.
Céc 6ng tube 1dy mau v6i huyét thanh va huyét twong da duoc tach riéng va cac
6ng chuyén mau c6 thé duoc dit trén gia mau nam trén hé thong trong tdi da 4
gi0 trudce khi xur 1y.

- Quy trinh pha loing miu (Khong bét budc):

Cac miu xét nghiém c6 thé dugc pha lodng thu cong dé xét nghiém trén Hé
thong may tu dong bang Bo pha lodng cua nha san xuat theo bang bén dudi.

+ Thé tich nho > 140 pL: 1:2,5
+50dén 139 uL:  1:50
+ Két qua > ULOQ > 50 uL: 1:50

Nguoi van hanh phai chon hé s6 pha loang trong thé Specimen cua man hinh
tao 1énh (Create Order) tur phan mém hé thong. Hé thong s& dung hé s6 pha
loang dugc chon dé tu dong tinh toan va bao céo két qua ctia mau xét nghiém
khéng pha.

LUU Y: Sau khi pha lodng, mau xét nghiém phai duoc nap vao hé théng trong
vong 2 gio.

Nap 6ng tube pha lodng di dugc dan ma 1én gia mau.

c. Tach chiét DNA vdn hanh may PCR tw dong

- Thyc hi¢n bao tri may:

+ Kiém tra trang thai bao tri & myc “Overview > Procedures >

+ Thuc hién bao tri néu dén han:

« Chon “Monthly” néu thuc hién bao tri hang tuan.

« Chon “Weekly” néu thuc hién bao tri hang tuan.

« Chon “To do” néu thuc hién bao tri hang ngay.-

» Chon “As Needed” néu thuc hién béo tri khi can thiét.

- Chuan bi hoéa chat va vat tu tiéu hao:

Léy héa chét va vat tu tiéu hao can thiét. Tat ca hoa chit can duge on dinh &
nhiét do phong trudc khi nap vao may-

- Bit dau mé chay:

Tu man hinh Create Order (Tao 1énh), chon xét nghiém can chay (HBV). Cac

6ng tube mau xet nghiém can dap tng cac yéu cau vé the tich mau toi thleu va
viéc str dung ndp 6ng tube khi nap vao Hé théng. Cac éng tube 1dy mau véi



93

huyét thanh va huyét twong da dwgc tach riéng va cac dng chuyén mau cé thé
dugc dat trén gia mau nam trén hé thong trong t61 da 4 gio trude khi xir 1.

- Bao dudng cudi ngay: Hoan tit cong viéc vé sinh may.
10. DIEN GIAI KET QUA VA BAO CAO

10.1. Dién giai két qua

Xem xét két qua noi kiém

a. Hiéu chudn xét nghiém

Khi thyc hién hiéu chuan xét nghiém:

- Céac gia tri n(‘A)ng dd cua ting 16 ¢co thé tu dong duoc nhap vao H¢ théng thong
qua phan mém sau khi quét ma vach cta éng chtra mau chuan (HBV CAL A
va HBV CAL B) hoic mau ching (HBV NEG CTRL, HBV LOW POS CTRL,
va HBV HIGH POS CTRL).

- Cling co the lay gia tri nong do cua timg 16 tir cong thong tin khach hang cua
hang san xuat cung cap va duoc nhap vao Hé thong thong qua thé nhd USB.

- H¢ thong s& xtr 1y 3 mau 1ap lai tur mdi 6ng mau chuan. Cac dir liéu dau ra caa
2 mau chuan s& dugc dung dé tao dudng cong hiéu chuan (néng d6 HBV theo
16 so v61 chu ky ngudng [Ct] ma tai d6 murc phan ing cua tin hiéu huynh quang
dugc phat hién). Bo dbc va hé sb chan cua duong cong hiéu chuan duoc tinh
toan va luu trén thiét bi. Sau khi duong cong hiéu chuan ctia xét nghiém duoc
chép nhén va luwu, tit ca cadc miu sau do s& dugc xét nghiém ma khong can hiéu
chuan thém trir khi c6 bat ctr tinh hudng nao sau ddy xay ra:

+ St dung 16 AMP Kit méi.

+ Str dung 16 Sample Prep Kit 2 hodc Lysis Solution méi.

+ Puong cong hiéu chuan cta xét nghiém da hét han (06 thang).
b.Phat hién trc ché

- Mot thong s6 xac thuc xét nghiém d6 1a chu ky ngudng [Ct] cua mau ching
n6i bo (IC) duogc thiét 1ap trong qua trinh chay mau chuan. Mot lugng IC phu
hop dé xac dinh dugc cho vao ting mau xét nghiém, ting mau chuan, va mau
chung ngay tu lac bat dau chuan bi mau va tinh toan trén hé thong dé ching
minh viéc xir Iy mau dung quy trinh va tinh xac thuc cta xét nghiém.- Gia tri
IC Ct trung vi tir cac mau chuan s& thiét 1ap khoang xéc thyc ctia IC Ct cho céac
mau xét nghiém va mau chimg sau d6. Mot ma thong bao (Message Code) duoc
gan cho mdt mau xét nghiém hodc mau ching khi gia tri IC Ct ciia nd ndm
ngoai khoang xac thuc cua IC Ct. Khi mot gia tri IC Ct vugt gi61 han trén cia
khoang xac thuc IC Ct, 1a ddu hiéu cho thdy cac diéu kién xét nghiém bat
thuong da xay ra, vi du nhu sy tc ché.

c. Mau chung

- Khuyén céo xét nghiém mot mau chimg am, chimg duong thap, va chung
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duong cao, t6i thiéu mot 1an moi 48 gio, dé theo ddi hiéu qua cua xét nghi¢m
va hé théng may. Phai c6 duogc cac két qua hop 18 cho tat ca cac mirc mau chtng
trude khi bao céo két qua mau xét nghiém. Cac mau ching xét nghiém cling
dugc xét nghiém sau mau chudn va can ¢ cac két qua miu chimg hop 18 dé
thiét 1ap mot duong cong hiéu chuan méi.

- Pé biét thong tin giai quyét van dé: Co bao 16i miu sé& hién thi khi mot két
qua miu chimg khong hop 18. TAt ca cac mau xét nghiém da dugc xir Iy sau khi
mau ching khong hop 18 phai duoc xét nghiém lai.- Gia tri dinh luong chap
nhan dugc néu khong xuét hién tin hiéu c& bao cho ca 3 chung: ching am,
chtng duong tinh thap, ching duong tinh cao. Cac ching c6 gia nhu sau:

+ Chuing am: khong phat hi¢n.

+ Chung dwong: nam trong khoang cho phép ctia nha san xuat (dic hiéu véi
tung 16 thudce thir) va khong xuat hién tin hiéu co bao.

- Khong nhén cac két qua ciia chimg khong ¢ gia tri khi xuat hién thong bao
161 (co bao flags):

+ Chirng am: Néu chirng am co6 tin hi€u ¢ bdo 1a invalid thi phai thuc hién lai
xét nghiém ca chimg va toan bo 16 bénh pham.

+ Chung duong: Néu mot hodc ca hai ching duong xuét hién co bao invalid thi
phai lam lai xét nghiém toan bg 16 bénh pham.

+ Panh gia theo yéu cau phong xét nghiém
10.2. Poc két qua

- Poc két qua ctia mau chimg trong tng dung “Controls- Valid: néu tat ca két
qua dugc bao cao hop 1€

- Invalid: néu tit ca két qua duoc bao cdo 1a khong hop 18

+ Mau chimg dugc hién thi ‘Invalid’ s& xuét hién c& hiéu & cot “Flags”. Thong
tin thém vé 1y do mau ching dugc bao céo 1a khong hop I¢, bao gom ca thong
tin co hiéu duoc hién thi trong ché do xem thong tin chi tict.

+ Néu mt trong cac mau chimng duong tinh 1a khong hop 18, lap lai xét nghiém
cho tat cd cdc mau ching duong tinh va mau thir ¢6 lién quan.

+ Néu mau chtng am tinh 1a khong hop 1¢, lap lai xét nghiém cho tat ca cac
ching va mau thur c6 1ién quan.

Doc két qua ciia méu bénh pham
- Bon vi do: IU/mL/copies/mL

Mau khong pha lodng: hé théng may s& bao cdo két qua va dién giai:
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Gia tri trén may Tra 101 két qua
Not Detected Khong phat hién thdy HBV-DNA
< 1,00 1U/mi <10 1IU/ml
1,00 dén 9,00 Log nhan nhimg két qua trong gidi han nay
IU/mL > 109 IU/ml
Invalid Khong gié tri, chay lai mau bénh pham
- MAu pha lodng

+’D6i v6i cadc mau pha l‘oéng tile 1:2,5hoac 1 :50, He:: théng s€ bao cao mot
két qua dinh luong la ndng do HBV DNA trong cac mau trudce khi pha loang
va co DIL cho biét rang mau da dugc pha loang.

+ Pdi véi cac mau di duge pha lodng ma may bao két qua tin hiéu HBV khong
dugc phat hién: Khong bao céo két qua va phai duoc kiém tra lai véi cdc mau
chua pha loang hodc tor mot mau b¢nh pham mai

+ Mau xét nghiém c6 ti 1¢ pha lodng 1 : 2,5 Hé thong bao céo:

< 1,40 Log IU/mL Phat hién < LLOQ DIL 1,40 dén 9,40 Log IU/mL

> 9,40 Log IU/mL > ULOQ DIL DIL

+ M 4u xét nghiém c6 ti 1é pha loang 1 : 50 Hé thong bao cao

< 2,70 Log IU/mL Phat hién < LLOQ DIL 2,70 dén 10,70 Log IU/mL
> 10,70 Log IU/mL 4.3. Tra két qua va luu trit hd so > ULOQ DIL DIL
10.2. Bao cao két qua

- May chay xong tu dong do két qua vao phan mém may tinh.

- Xem xét toan bd qua trinh trude, trong va sau xét nghiém trude khi tra két
qua. Khong tra két qua khi phat hién sai sot.

- Mau bénh pham sau khi phan tich dugc luu trong ta lru mau theo "Quy trinh
luu huy mau bénh phdm" tai Trung tdm ma s6 XN.QTQL.8.9.

1. LUUY

Sai sot c6 thé do 14y, dong géi, bao quan hodc van chuyén mau bénh
pham khong dung quy dinh. Phong xet nghiém s€ yéu cau ldy lai bénh phém
Trong truong hop khong thé 1ay lai duoc bénh pham phong xét nghiém van
thuc hién va ghi chu vé tinh khéng chinh x4c cua két qua xét nghiém do lay
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mau khong dam bao chit luong.
- Trong qua trinh thyc hi¢n k¥ thuat

- Két qua do tai lugng HBV bi anh huong khi ¢6 cac manh vun trong bénh
pham huyét thanh va huyét twong (vi du: cuc mau dong, soi fibrin)

- Két qua c6 thé am tinh gia trong céac truong hop sau:

+ Mau bénh pham c6 1an cac chat gy tc ché phan tng: heparin

+ Moi truong:

« Sir dung qua nhiéu a-xit hypoclorous trong khir nhiém phong thi nghiém.
* Str dung gang c6 bot talc khi thuc hién xét nghi¢m.

- Két qua c6 thé dwong tinh gia trong céac trudng hop sau:

+ C6 sy lay nhiém chéo giita cac mau bénh pham.

+ Lay nhiém cac san pham khuyéch dai tir 1an phan tng trude.

- Sau khi thuc hién k¥ thuat

+ Poc, nhan dinh, phién giai va bién luan két qua can can than va chinh xac dé
tranh nham 13n. Phong xét nghiém tam dung tra két qua cho khach hang néu
két qua noi kiém khong dat. Khi két qua noi kiém khong dat, phong xét nghiém
tim kiém nguyén nhan va khac phuc, chi thuc hién tiép xét nghiém sau khi da
hoan thanh viéc khic phuc.

+ Két qua ndi kiém duoc xem xét dinh ky nham phat hién va khic phuc nhiing
xu hudng anh hudéng td1 ket qua xét nghiém.

* Luu y: C6 thé ¢6 cac yéu td 1am anh huodng sai 1éch toi két qua xét nghiém
theo huéng dan cua nha san xuat

12. LUU TRU HO SO
- Két qua duogc luu trén phan mém may tinh.

- Cubi thang in s6 tir phan mém may tinh luu tai Trung tam.

13. TAI LIEU LIEN QUAN
TT | Mi quy trinh/biéu miu Tén quy trinh/ biéu miu
1 XN.QTQL.8.9 Quy trinh luu hiy mau bénh pham
2 XN.STDVKH S6 tay dich vu khach hang
3 XN.QTQL.8.7 Quy trinh tra két qua xét nghiém
4 XN.STAT S tay an toan
5 XN.BM.QTQL.8.1.2 | S6 nhan va tir chdi mau bénh pham ndi tra
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6 XN.QTQL.12.2 Quy trinh huéng dan an toan

14. TAI LIEU THAM KHAO

- B{ Y té, Quyét dinh s6 5530/QD-BYT ngay 25/12/2015 Ban hanh Huéng dan
xay dung quy trinh thyc hanh chuén trong quan ly chat lugng xét nghiém.

- Chinh phu, Nghi dinh s6 103/2016/ND-CP ngay 01/7/2016 quy dinh vé bao
dam an toan sinh hoc tai phong xét nghiém, 2016.

- B0 Y t€, Quyét dinh s6 2429/QD-BYT ngay 12/6/2017 Ban hanh Tiéu chi
danh gia muc chat luong phong xet nghiém y hoc, 2017.
-B0 Y té, Quyét dinh s 3376/QD-BYT ngay 30/08/2023 vé viéc ban hanh D&
cuong quy trinh k¥ thuat xét nghiém, 2023.

- B0 Y €, Quyét dinh s0 2633/QD-BYT ngay 19/08/2025 vé viéc ban hanh tai
liéu chuyén moén “Hudng dan quy trinh k¥ thuat vé Vi sinh — Tap 17
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14. QUY TRINH HCV PO TAI LUQONG REAL-TIME PCR
M3 hiéu: XN.QTKT.SHPT.2

1. MUC PiCH

Hudng dan cho toan bd nhan vién trong Trung tim Xét nghiém hiéu va
tuan thi theo quy trinh HCV do tai luong Real-time PCR, tir d6 tranh duoc t6i
da sai sot c6 thé gip trong giai doan trudc xét nghiém, trong xét nghiém va sau
x¢ét nghiém.

2. PHAM VI AP DUNG

- Quy trinh nay dugc ap dung tai Trung tm Xét nghiém, Bénh vién da khoa sb
2 tinh Lao cai .

- Thoi gian 4p dung: 24h tat ca cac ngdy trong tuan.

3. TRACH NHIEM

- Hoi dong khoa hoc ki thudt ctia Bénh vién ¢6 trach nhiém tham dinh quy trinh.
- Lanh dao bénh vién c6 trach nhiém phé duyét quy trinh.

- Lanh dao Trung tdm Xét nghiém, t6 quan 1y chat lugng cta Trung tdm co
trach nhi€ém trién khai, duy tri tinh hi€u luc ctia quy trinh.

- TAt c4 nhan vién Trung tam Xét nghiém da dugce dao tao co6 trach nhi¢ém ap
dung, tuan thu viéc thuc hién va dé xuat cai tién quy trinh.

- Nguoi du tham quyén, duoc giao nhiém vu nhan dinh va ky duyét két qua.
4. PINH NGHIA, THUAT NGU VA CHU VIET TAT
4.1. Dinh nghia
Khong &p dung
4.2. Thuit ngir, chir viét tit
- PCR: Polemerase Chain Reaction (phan tmg chudi polymerase)
- RNA: Acid ribodeoxyribo nucleic
- ATSH: an toan sinh hoc
- HCV: Hepatitis C virus
- cDNA: complementary DNA
- STDVKH : S6 tay dich vu khach hang
- QTQL : Quan Iy chit luong
- XN : Xét nghiém
- STAT: Sé tay an toan
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NGUYEN LY

Duya trén nguyén 1y cua ky thuat Real-time RT-PCR, la phan ung PCR
trong d6 phan tir RNA dugc phién ma nguoc tao cDNA va két qua khuéch dai
DNA dich dugc hién thi sau mdi chu trinh nhiét cta phan tmg. Cic mau chuin
duogc chay cung v6i mau bénh pham va khi cudng d6 tin hiéu huynh quang cia
mau vuot qua dudng tin hiéu huynh quang nén ctia phan tmg thi mau dugc xem
1a duong tinh va ta lay thoi diém vuot qua d6 (biéu hién qua gia tri chu ky
ngudng - Ct) dé so sanh voi duong cong chuan (ching chuan) dugc xay dung
tur chu ky ngudng cta cac mau chuan d3 biét trudc ndng d6 tir 46 suy ra sb
lugng DNA mau dua vao phan ung.

6. TRANG THIET BI

- May ly tdm lanh da nang

- May ly tdam thuong

- T an toan sinh hoc cap II

- Hé thong tach chiét ty dong hodc tach chiét tha cong.
- Hé thong may Real-time PCR va may vi tinh c6 cai dat phan mém
- B6 luu dién

- May U nhiét kém lac rung

- May Vortex

- May ly tdm Spin down

- Tu lanh 2° - 8°C

- Tu lanh 4m sau -20°C

- Tu lanh 4m sau -70°C

- Bo pipette cac kich ¢& tir 1 pl dén 1000 pl

7. KIEM TRA CHAT LUQNG

- Chat lugng mau bénh pham: Quy dinh tai "S6 tay dich vu khach hang" ma s6
XN.STDVKH.

- Cac hoa chat, sinh pham phai dugc kiém tra theo "Quy trinh quan 1y vat tu"
ma s6 XN.QTQL.7.2.

8. AN TOAN

- Diéu kién nhiét do, do 4m cua phong xét nghiém phu hop cho hoat dong cua
trang thiét bi va hoa chat sinh pham cua phong xét nghiém.

- Peo ging tay, khau trang khi lam viéc.
- Lam sach khu vuc lim viée voi dung dich sét khudn trude va sau mi 1n lam viéc.

- Khi ¢6 su ¢6 tran d6 bénh pham phai khic phuc theo hudng dan trong "S6 tay
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an toan" ma s6 XN.STAT.

- Thuc hién ding cac quy trinh xtr 1y rdc thai, mau bénh phaim, mau ndi kiém
da chay, v lo hoa chat da st dung theo "Quy trinh huéng dan an toan" ma so
XN.QTQL.12.2.

- Ludn tudn coi mau bénh phim déu co nguy co 1y truyén cic bénh truyén nhidm.

- Thyc hién an toan dién, phong chéng chay nd, xtr Iy khi ¢6 sy cd xay ra trong
phong xét nghi€m theo "So6 tay an toan" ma s6 XN.STAT.

9. NOI DUNG THUC HIEN
9.1. Nguoi thuc hién
Nhan vién y té c6 Chimg chi hanh nghé xét nghiém.

9.2. Thoi gian thyc hién xét nghiém: Khoang 300 phut (bao gbm cac budc
tién hanh xét nghiém)

9.3. Cac bude tién hanh
9.3.1. Chuan bj bénh pham
a. Ldy bénh pham

, Lay mAu bénh pham theo dung quy dinh ctia "Sé tay dich vu khach hang"
ma s6 XN.STDVKH.

b. Nhdn bénh pham

- MAu bénh pham duoc chép nhan khi dat yéu cau vé chét luong theo "So tay
dich vu khach hang" ma s6 XN.STDVKH.

- Tu ch61 vOi nhimg mau bénh phém khong dat yéu cau ghi vao "S6 nhan va tir
chéi mau bénh pham noi trd" ma s6 XN.BM.QTQL.8.1.2. (khong ap dung voi
nhimg mau bénh pham do TTXN lay truc tiép)

9.3.2. Chuén bi dung cuy, hoa chét

- Cac hoa chét can thiét tily theo timg loai thiét bi va sinh pham
- Sinh pham chan doan

- Tiéu hao sinh pham cho chay chiing, kiém tra chat luong

- Dung dich sat khuan tay nhanh

- Con 70%

- Dung dich nudc rira tay

- Dung dich khtr trung

- Cac vat tu can thiét tiy theo timg loai thiét bi va sinh pham
- Pau con (tip) c¢6 loc, 1000 pL- tiét tring

- Pau con (tip) ¢6 loc, 200 pL - tiét tring
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- Pau con (tip) 6 loc, 20 pL - tiét tring
- Pau con (tip) 6 loc, 10 pL - tiét trang
- Tuyp 0.1ml/0.15ml/0.2ml (8 tuyp/1 thanh)
- Nép strip (bang s6 tuyp 0,1 ml/0.15m1/0.2ml)
- Tuyp 1.7 ml

- Tuyp 15 ml

- Tuyp 50 ml

- Khay dung bénh pham

- Hop véan chuyén bénh pham

- Tube dung bénh pham

- Gia nhya cho tuyp 1.7 ml

- Gia nhya gitr lanh cho tuyp 0.2 ml

- Panh

- Gidy tham

- Miii gidy

- Khéu trang

- Gang tay khong bot

- Gang kham

- Gang tay xur 1y dung cu

- Quan 4o bac syIKTVIho 1y

- Ao choang phong xét nghiém

- Khaén lau tay
- Ban xét nghiém

- Ban xét nghiém
9.3.3. Tién hanh k¥ thuat: Theo huéng dan cua nha san xut.
a. Tach chiét acid nucleic

- Cho chimg ndi chuan IS (Internal Standard) vao mdi 6ng bénh pham trudc
khi tach chiét theo ty 1€ trong bang:

Thé tich mau thu (pl) | 25 50 100 200

Thé tich IS (ul) 2,5 5 10 20

- Thyc hién tach chiét bang may hoic tach chiét thi cong.

b. Thuc hién phan vng real-time PCR
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* Chuén bj sinh pham (Master mix) cho phan tng Realtime PCR
- S6 luong dng PCR can cho mot 1an xét nghiém theo cong thic sau:
S6 lugng 6ng (N) = S6 bénh pham + s chimg + 2

Chu y: Mot 1an chay Realtime PCR can tién hanh dong thoi 2 loai chimg bao
gdém: Chimg chuén (standard) gom 4 ndng do dé 1am can ctr tinh ndng do HBV
trong mau va dam bao cac sinh pham va phan tmg PCR d3 tién hanh dung;
chtng am dé dam bao qué trinh tach chiét DNA khong bi nhiém va tién hanh
dang.

- Hat Master mix vao timg 6ng PCR bao gém ca dng cho bénh pham, ching
duong, chung am. Pat cac ong PCR da chtra master mix vao dung cu lam lanh
hodc khay da trong Iuc tién hanh tach trén mau.

* Realtime-PCR

Van hanh theo huéng dan sir dung méay Real-time PCR.

- Panh s diy 6ng PCR theo s6 thir tw mau bénh pham.

- Thém mau axit nucleic ciia mau bénh nhan hodc Calibrator] Control vao
cac dng PCR riéng 1é.

- Péng cac 6ng, ly tim nhanh (spindown), dit vao may Real-time PCR theo so
do vi tri mau.

- Chon mau huynh quang: FAM cho phat hién HBV, mau HEX cho phat hién
chirng noi.

- Chon chuong trinh luan nhi¢t da duoc cai dat trén may.

- Cho may real-time PCR chay chuong trinh.

Chu ¥: Pdi véi cac tac nhan cd cung chuong trinh PCR thi c¢6 thé thuc hién
chung 1 1an. Néu mau dung dé€ phat hién cac tdc nhan la khac nhau thi cir moi
tac nhan s€ chon mau tuong tng cho no.

10. DIEN GIAI KET QUA VA BAO CAO
10.1. Dién giai két qua

10.1.1. Xem xét két qua ndi kiém

Chi doc két qua khi QC dat yéu cau.

- Chung am va chting duong phai théa man céac dieéu kién sau thi cac két qua
cua mau bénh pham méi duoc chap nhan:

Mau 5 X .
TT EAM Mau HEX | Dién giai

Ching |+ Piéu kién chép nhan cua ching chuan dinh
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chuan lugng: E =90 - 115 %; R2>0,96 - 1; Slope
=-3,3--4;
Nhung tbt nhat 1a:
E=95-110 %; R2>0,99 - 1; Slope = -3,3 -
-3.6

Chung o

A - +(CT<38) | Co giatri

am

- Céc truong hop can kiém tra lai:
TT Mau FAM | MauHEX |Kétqua
Chung s .z :
- + Can kiém tra lai

duong

Chung Y.z :

) + - Can kiém tra lai

am

10.1.2. Poc két qua
- Phén tich standard:
+ Hé s tuyén tinh (R2) phai ndm trong khoang 0.960-1.000, tot nhat 0.990-

1.000.

+ Hiu suat nhan ban (PCR efficiency) phai nam trong khoang 90-115%, t6t
nhat 95-110%.

Phan tich mau: theo huéng dan cuia nha san xuat.

TT Mau FAM | Mau HEX | Két qua

1 + + Duong tinh véi HCV

2 - + Khong phat hién virus HCV
3 - + (CT>38) | Khong c6 gia tri

4 - - Khong c6 gid tri

- V6inhiing mau duong tinh, str dung cong thirc sau dé tinh ndong do virus trong
mau: IU/ml = (SC x EV)/IV

Trong do:

SC (Sample Concentration) = Nong do virus trong mau (IU/A1)

EV (Elution Volume) = Thé tich mau thu sau tach chiét (1)
IV (Isolation Volume) = Thé tich mau dung dé tach chiét (ml)
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- Chimg ndi chuan (IS) duoc thém vao mau bénh pham trude khi tach chiét dé
kiém soat qua trinh tich RNA va chay Real-time PCR. Nhiing mau c6 chung
noi chuan khong dat can phai duoc ki€m tra lai tir budc tach chiét.

- Nhitng mau 4m tinh, chimg noi phai duong tinh thi méi két luAn mau 4m tinh
that su.

10.2. B4o cio két qua
- May chay xong nguoi thuc hién cap nhap két qua vao phan mém may tinh.

- Xem xét toan bd qua trinh trude, trong va sau xét nghiém trude khi tra két
qua. Khong tra két qua khi phat hién sai sot.

- Mau bénh pham sau khi phan tich dugc luu trong ti luu mau theo "Quy trinh
luu huy mau bénh pham" tai Trung tdm ma s6 XN.QTQL.8.9.

11. LUU Y

Vi¢c 1ay mau bénh pham, van chuyén va bao quan khong dung ti€u chuan
c6 thé dan dén két qua sai.

12. LUU TRU HO SO
- Két qua duogc luu trén phan mém may tinh.

- Cubi thang in s6 tir phan mém may tinh luu tai Trung tam.

13. TAI LIEU LIEN QUAN
TT | Ma quy trinh/biéu miu Tén quy trinh/ biéu miu
1 XN.QTQL.8.9 Quy trinh lvu hity mau bénh pham
2 XN.STDVKH S tay dich vu khach hang
3 XN.QTQL.8.7 Quy trinh tra két qua xét nghiém
4 XN.STAT S6 tay an toan
5 XN.BM.QTQL.8.1.2 | S6 nhan va tir chéi miu bénh pham noi tra
6 XN.QTQL.12.2 Quy trinh huéng dan an toan
14. TAI LIEU THAM KHAO

- B0 Y t&, Quyét dinh s0 5530/QD-BYT ngay 25/12/2015 Ban hanh Huéng dan
xay dung quy trinh thuc hanh chuan trong quan 1y chat lugng xét nghiém.

- Chinh phu, Nghi dinh s6 103/2016/ND-CP ngay 01/7/2016 quy dinh vé bao
dam an toan sinh hoc tai phong xét nghiém, 2016.

- BO Y €, Quyét dinh s6 2429/QD-BYT ngay 12/6/2017 Ban hanh Tiéu chi
danh gid mtrc chat lugng phong xét nghiém y hoc, 2017.
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- B0 Y té, Quyét dinh s6 3376/QD-BYT ngay 30/08/2023 vé viéc ban hanh D&
cuong quy trinh k¥ thuat xét nghiém, 2023.

- B0 Y t€, Quyét dinh s6 2633/QD-BYT ngay 19/08/2025 vé viéc ban hanh tai
liéu chuyén mén “Hudng dan quy trinh k¥ thuat vé Vi sinh — Tap 17
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15. QUY TRINH HCV PO TAI LUQNG HE THONG TU PONG
M3 hiéu: XN.QTKT.SHPT.28

1. MUC PiCH

- Huéng dan cho toan bo nhan vién trong Trung tam Xeét nghiém hiéu va tuan
tha theo quy trinh HCV do tai lugng h¢ thong tu dong tir do tranh duoc to1 da
sai SOt co thé gap trong giai doan trudc xét nghiém, trong xét nghiém va sau xét
nghiém.

- Phat hién va dinh lvgng HCV RNA trong huyét twong nguoi trén hé thong
may PCR tu dong xtr Iy mau, khuéch dai va phat hién

2. PHAM VI AP DUNG

- Quy trinh nay duoc dp dung tai bd phan sinh hoc phan ttr, Trung tam Xét nghiém.

- Thoi gian 4p dung: 24h tat ca cac ngdy trong tuan.

3. TRACH NHIEM

- Hoi dong khoa hoc ki thuét ctia Bénh vién ¢6 trach nhiém tham dinh quy trinh.

- Lanh dao bénh vién co6 trach nhi¢m phé duyét quy trinh.

- Lanh dao Trung tam Xét nghiém, t6 quan 1y chat lugng cua Trung tdm co
trach nhi€ém trién khai, duy tri tinh hi€u luc ctia quy trinh.

- TAt c4 nhan vién Trung tam Xét‘ nghjém da ’du’(_)’c dao tao c6 trach nhiém ap
dung, tuan thu viéc thyc hién va dé€ xuat cai tién quy trinh.

- Nguoi du tham quyén, dugc giao nhiém vu nhan dinh va ky duyét két qua.

4. PINH NGHIA, THUAT NGU VA CHU VIET TAT

4.1. Dinh nghia

- Real-time PCR 1a sy khuéch dai chon loc ciia mét trinh ty dich trong khi qua
trinh diéu khién su khuéch dai theo thoi gian thuc thong qua mdt chat co thé
hién mau, chang han nhu mot loai thuéc nhuém huynh quang.

- Su dac hi¢u dugc cung cap boi mot cip moi dic hidu, cing véi mot dau do
thily phan da biét trinh tu. Kiém soat san pham khuéch dai duoc thuc hién bang
cach danh ddu dau do thiy phan véi mot cap thude nhudém huynh quang (5'-
phat quang; 3'- dap phat quang). Do huynh quang truyén ning luong cong
huéng (FRET), mot dau do con nguyén ven sé khong phat ra anh sang. Tuy
nhién, khi bi thiy phan bdi DNA polymerase c6 hoat tinh 5 ' - 3' exonuclease,
trong qua trinh PCR, phan tir phat huynh quang phat ra mgt budc song dac biét
trong ving quang pho kha kién khi bi cat sau khi dd bam vao cac amplicon

4.2. Thuit ngir, chir viét tit
- RNA: Acid ribodeoxyribo nucleic
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- ATSH: an toan sinh hoc

- HCV: Hepatitis C virus

- cDNA: complementary DNA

- STDVKH : S6 tay dich vu khach hang
- QTOQL : Quan Iy chit luong

- XN : Xeét nghiém

- STAT: S6 tay an toan

5.NGUYEN LY

Nguyén ly cua k¥ thuat Real-time RT-PCR, la phan ung PCR trong d6
phan tir RNA duogc phién ma ngugc tao cDNA va két qua khuéch dai DNA dich
duoc hién thi sau mdi chu trinh nhiét cua phan img. HCV master mix chira doan
do kép phat hién dic hiéu cho céc trinh ti dich HCV va chimg ndi chuan RNA-
QS (Ribonucleic acid - Quantitation Standard). Cac doan do duoc danh dau véi
cac chat phat huynh quang dic hiéu véi dich, cho phép phat hién dong thoi
HCV muc tiéu va RNA-QS trong hai kénh dich khac nhau. V&i mdi chu ky
PCR, s6 lugng cta doan do da phan tach dugc tao ra cang tang va tin hiéu tich
lity ctia chat phat huynh quang dong thoi tang. Viéc phat hién va phan biét real-
time cc san pham PCR duoc thuc hién bang cach do huynh quang ciia cac chat
phat huynh quang dugc giai phong ra tuong ing voi HCV va RNA-QS.

6. TRANG THIET BI VA VAT TU

- May ly tam thuong.

- Hé théng may PCR ty dong va mdy tinh c6 cai dit phan mém.

- Ta lanh 2°C - 8°C

- Tt lanh am sau -20°C hoac -70°C

- T an toan sinh hoc cép 2

- Méay vortex

- Bo luu dién

7. KIEM TRA CHAT LUQNG

- Thuc hién tan suét chay noi kiém, ngoai kiém theo quy dinh cua Bénh vién.

- Xem xét két qua noi kiém theo "Quy trinh noi kiém tra xét nghiém PCR" ma
s0 XN.QTQL.8.3.5

- Thyc hién ngoai kiém theo "Quy trinh ngoai kiém tra chét lugng xét nghiém"
ma sO XN.QTQL.8.5.

- Chit lvgng mau bénh pham: Quy dinh tai "Sb tay dich vu khach hang" ma s6
XN.STDVKH.

- Céc hoa chét, sinh pham phai dugc kiém tra theo "Quy trinh quan 1y vat tu"
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mi s6 XN.QTQL.7.2.
8. AN TOAN

- Piéu kién nhiét do, 30 Am cua phong xét nghiém phu hop cho hoat dong ctia
trang thi€t bi va hoa chat sinh pham cua phong xét nghiém.

- Peo ging tay, khau trang khi 1am viéc.

- Lam sach khu vuc lim viée voi dung dich sét khuan trude va sau mi 1an 1am viéc.

- Khi c6 sy cértrén d6 bénh pham phai khic phuc theo huéng dan trong "S6 tay
an toan" ma s0 XN.STAT.

- Thyce hién dung cac quy trinh xtr 1y rac thai, mau bénh phaim, mau noi kién}
da chay, vé lo hoa chat da st dung theo "Quy trinh huéng dan an toan" ma so
XN.QTQL.12.2.

- Ludn Iuén coi méAu bénh pham déu cd nguy co lay truyén cac bénh truyén nhiém.

- Thuc hién an toan di¢n, phong chéng chay no, Xt 1y khi c6 su co x4y ra trong
phong xét nghiém theo "So6 tay an toan" ma s6 XN.STAT.

- Thyc hién theo huong dan sir dung hoa chét sinh pham va an toan khi su dung
ho4 chat phong xét nghiém (tham khao MSDS cutia nha san xuat).

9. NOI DUNG THUC HIEN
9.1. Nguoi thuc hién
Nhan vién y té ¢6 Chimg chi hanh nghé xét nghiém.

9.2. Thoi gian thyce hién xét nghiém: Khoang 180 phut (3 gio) (bao gdm cac
budc tién hanh xét nghiém)

9.3. Céc buéc tién hanh
9.3.1. Chuén bi bénh pham
a. Ldy bénh pham

, Lay mau bénh pham theo diing quy dinh ctia "S6 tay dich vu khach hang"
ma s6 XN.STDVKH.

b. Nhdn bénh pham

- MAu bénh pham duoc chép nhan khi dat yéu cau vé chat luong theo "So tay
dich vu khéach hang" ma s6 XN.STDVKH.

- Tir chdi v6i nhitng mau bénh pham khong dat yéu cau ghi vao "S6 nhan va tir
ch6i mau bénh pham noi tra" ma s6 XN.BM.QTQL.8.1.2.

9.3.2. Chuén bi dung cu, hoa chat
- Cac hoa chét can thiét tuy theo ting loai thiét bi va sinh pham
- Sinh pham chan doén

- Tiéu hao sinh pham cho chay ching, kiém tra chat luong
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- B6 mau chimng

- Dung djch sat khuan tay nhanh

- Con 70%

- Dung dich nudc ria tay

- Dung dich khtr trung

- Cac vat tu can thiét tuy theo timg loai thiét bi va sinh pham
- Pau con (tip) c¢6 loc, 1000 pL tiét tring

- Khay dung bénh pham

- Hop véan chuyén bénh pham

- Tube dung bénh pham

- Gidy tham

- Miii gidy

- Khéu trang

- Gang tay khong bot

- Gang kham

- Gang tay xur 1y dung cu

- Quaén 40 bac s§/KTV/ho ly

- Ao choang phong xét nghiém

- Khaén lau tay

9.3.3. Tién hanh k¥ thuat

Tién hanh k¥ thuat: theo hudng din cuia nha san xuat.
- Ping nhap hé thong

- Nap méu Ién hé thong

+ Nap gia mau thir 1én hé thong

+ Hé thong tu dong chuan bi

+ Tao Iénh xét nghiém

- Thém thudc thir va vat tu tiéu hao theo yéu cau cta hé théng
+ Nap dung hop cassette thudc thir xét nghiém
+ Nap gia mini vat liéu kiém soat (mau chimg)
+ Nap céac dau tip xu ly

+ Nap céac dau tip rira giai

+ Nap cac dia xt ly
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+ Nap cic dia chat thai long
+ Nap cac dia khuéch dai

+ Nap hdp cassette MGP

+ Thém chit pha loing miu
+ Thém thudc thir ly giai

+ Thém dém rira

- Bat dau chay xét nghiém bang cach chon niit Start processing trén giao dién
nguoi st dung, tat ca cac mé chay sau do s€ duogc tu dong bat dau néu khong bi
hoan thu cong bdi ngudi su dung.

- Kiém tra va xuat két qua

- Lay ra va day nap bat ky dng mau nao dép tng yéu cau thé tich ti thiéu dé
st dung thém néu can. V¢ sinh thiét bi

+ Lay gia mini vat liéu kiém soat (miu ching) da hét ra khoi may
+ Lay dung hop cassette thudc thir xét nghiém da hét ra khoi may
+ Don khay dyng céc dia khuéch dai

+ D6 bo chat thai long

+ D0 bo chat thai ran

10. DIEN GIAI KET QUA VA BAO CAO

10.1. Dién giai két qua

Xem xét két qua noi kiém

a. Panh gid theo yéu cdu ciia nha sdn xudt

- H¢ théng tu dong xac dinh néng d6 HCV-RNA cho mau thir va mau chiing
v6i1 don vi la TU/ml.

- Mé xét nghiém hop 1& néu khong xuat hién cd hiéu cho tit ca ba miu chung
am, chung duong thap va ching duong cao.

- Két qua mau ching 4m tinh dugc hién thi 1a (-) C.

- Két qua miu ching duong tinh néng d6 thap va cao dugc hién thi 1a HxV L
(+) CvaHxV H (+) C.

- Két qua dugc tu dong gan 1a khong hop 1€ boi phﬁn mém khi két qué clia mau
ching am tinh hodc duong tinh khong dat.

b. Pdanh gid theo yéu cau phong xét nghiém

Panh gia QC (NC, LPC, HPC) theo hudng dan theo ddi QC ciia phong xét
nghiém.

10.2. Poc két qua
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- Poc két qua ctia mau chimg trong ing dung “Controls- Valid: néu tat ca két
qua duogc bao cao hop 1€

- Invalid: néu tit ca két qua duoc bao cdo 1a khong hop 18

+ Mau chimg duogc hién thi ‘Invalid’ s& xuét hién c& hiéu & cot “Flags”. Thong
tin thém vé 1y do mau chimg dugc bao cdo l1a khong hop 1€, bao gom ca thong
tin cO hiéu duoc hién thi trong ché d0 xem thong tin chi tiét.

+ Néu mot trong cac mau ching duong tinh 1a khong hop 1€, lap lai xét nghiém
cho tat cd cdc mau ching duong tinh va mau thir ¢6 lién quan.

+ Néu mau chtng am tinh 1a khong hop 1&, 13p lai xét nghiém cho tat ca céc
chuing va mau thir c6 lién quan.

Doc két qua ciia méu bénh phim

- Bon vi do: IU/mL/copies/mL

Két qua Bién luan

Khong phat hién Khong phat hién RNA HCV. Bao cdo két qua la
"Khong phat hién HCV"

< Néng d6 tdi thiéu Nong d6 tinh ndm dudi Gidi han dinh lugng dudi
(LLoQ) cua xét nghi¢m.

> Nong do tdi da Nong d6 tinh ndm trén Gidi han dinh luong trén
(ULoQ) cua xet nghiém. Bao cdo két qua la "Phat
hi¢n HCV, cao hon (Nong do to1 da)

10.2. Bao cao két qua

- May chay xong tu dong do két qua vao phan mém may tinh.

- Xem xét toan bd qua trinh trude, trong va sau xét nghiém trude khi tra két
qud. Khong tra két qua khi phat hién sai sot.

- Mau bénh pham sau khi phan tich dugc luu trong ta luu mau theo "Quy trinh
luu huy mau bénh phdm" tai Trung tdm ma s6 XN.QTQL.8.9.

1. LUUY

- Két qua mau > Nong do t6i da 13 do nhitng mau duong tinh véi HCV dugc
phat hién voi ndng do nam trén gii han dinh lugng trén (UL0Q). Néu mudn
thu dugc két qua dinh luong, phai pha loang mau ban dau véi huyét tuong
chéng dong bang EDTA hoic huyét thanh 4m tinh véi HCV, tiy thudc vao loai
mau ban dau, va xét nghi¢m nén dugc thyuc hién lai. Nhan két qua xét nghi¢ém
thu dugc voi hé s6 pha lodng.

- Trude khi thuc hién k¥ thuat

Sai sot c6 thé do 14y, dong géi, bao quan hodc van chuyén mau bénh pham
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khong dang quy dinh. Phong xét nghiém s& yéu cau ldy lai bénh pham. Trong
truong hop khong thé 1dy lai dugc bénh pham, phong xét nghiém van thuc hién
va ghi cha vé tinh khong chinh xac cta két qua xét nghiém do 14y miu khong
dam bao chat luong.

- Trong qua trinh thyc hién ky thuat- Két qua do tai lwong HCV bi anh hudng
khi ndng d§ hemoglobin trong mau > 250mg/dL.

- Két qua c6 thé am tinh gia trong céac trudng hop sau:

+ Mau bénh pham c6 1an cac chat gy tc ché phan tng: heparin

+ Moi trudng:

« Sir dung qua nhiéu a-xit hypoclorous trong khir nhiém phong thi nghiém.
* Sir dung gang c6 bdt talc khi thuc hién xét nghiém.

- Két qua c6 thé duong tinh gia trong cac trudng hop sau:

+ C6 sy lay nhiém chéo giita cic mau bénh pham.

+ Lay nhiém cac san pham khuyéch dai tir 1an phan tng trude.

- Sau khi thuc hién k¥ thuat

- Poc, nhan dinh, phién giai va bién luan két qua can can than va chinh xac dé
tranh nham lan.

+ Phong xét nghiém tam dung tra két qua cho khach hang néu két qua noi kiém
khong dat. Khi két qua noi kiem khong dat, phong xet nghiém tim kiém nguyén
nhan va khac phuc, chi thuc hién tiép xét nghiém sau khi da hoan thanh viéc
khic phuc.

+ Két qua ndi kiém duoc xem xét dinh ky nham phat hién va khic phuc nhiing
xu hudng anh hudéng tdi két qua xét nghiém.

* Luu y: C6 thé c6 cac yéu td 1am anh huodng sai 1éch t6i két qua xét nghiém
theo hudng dan ctia nha san xuat.

12. LUU TRU HO SO
- Két qua dugc luu trén phan mém may tinh.

- Cubi thang in s6 tir phan mém may tinh luu tai Trung tam.

13. TAI LIEU LIEN QUAN
TT | Ma quy trinh/biéu miu Tén quy trinh/ biéu miu
1 XN.QTQL.8.9 Quy trinh lvu hity mau bénh pham
2 XN.STDVKH S6 tay dich vu khach hang
3 XN.QTQL.8.7 Quy trinh tra két qua xét nghiém
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4 XN.STAT S6 tay an toan

5 XN.BM.QTQL.8.1.2 | S6 nhan va tir chdi miu bénh pham ndi tra

6 XN.QTQL.12.2 Quy trinh huéng dan an toan

14. TAI LIEU THAM KHAO

- B0 Y t&, Quyét dinh s0 5530/QD-BYT ngay 25/12/2015 Ban hanh Huéng dan
xay dung quy trinh thuc hanh chuan trong quan 1y chat luong xét nghiém.

- Chinh phu, Nghi dinh s6 103/2016/ND-CP ngay 01/7/2016 quy dinh vé bao
dam an toan sinh hoc tai phong xét nghiém, 2016.

- BO Y &, Quyét dinh s6 2429/QD-BYT ngay 12/6/2017 Ban hanh Tiéu chi
danh gia mirc chat lugng phong xét nghiém y hoc, 2017.

-B0O Y té, Quyét dinh s6 3376/QD-BYT ngay 30/08/2023 vé viéc ban hanh D&
cuong quy trinh k¥ thuat xét nghiém, 2023.

- B0 Y té, Quyet dinh s6 2633/QD-BYT ngay 19/08/2025 vé viéc ban hanh tai
ligu chuyén mon “Hudng dan quy trinh ky thuat vé Vi sinh — Tap 17
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16. QUY TRINH CORONAVIRUS REAL-TIME PCR
Ma3 hi¢u: XN.QTKT.SHPT.29

1. MUC PiCH

Hudéng dan cho toan b nhan vién trong Trung tim Xét nghiém hiéu va
tuan thu theo quy trinh Coronavirus real-time PCR, tir d6 tranh dugc toi da sai
SOt c6 thé gap trong giai doan trudc xét nghiém, trong xét nghiém va sau xét
nghiém.

2. PHAM VI AP DUNG

- Quy trinh nay dugc ap dung tai Trung tam Xét nghiém, Bénh vién da khoa sb
2 tinh Lao cai .

- Thoi gian 4p dung: 24h tat ca cac ngdy trong tuan.

3. TRACH NHIEM

- Hoi dong khoa hoc ki thut ctia Bénh vién ¢6 trach nhiém tham dinh quy trinh.
- Lanh dao bénh vién c6 trach nhiém phé duyét quy trinh.

- Lanh dao Trung tdm Xét nghiém, t6 quan 1y chat lugng cua Trung tim co
trach nhi€ém trién khai, duy tri tinh hi€u luc ctia quy trinh.

- T4t ca nhan vién Trung tam Xét nghiém da dugc dao tao co6 trach nhiém ap
dung, tuan thu viéc thyuc hién va dé€ xuat cai tién quy trinh.

- Nguoi du tham quyén, duoc giao nhiém vu nhan dinh va ky duyét két qua.
4. PINH NGHIA, THUAT NGU VA CHU VIET TAT
4.1. Dinh nghia
Khong &p dung
4.2. Thuit ngir, chir viét tit
- STDVKH : S6 tay dich vu khach hang
- QTQL : Quan 1y chat luong
- XN : Xét nghiém
- STAT: S6 tay an toan
5.NGUYEN LY
X4c dinh vi sinh vat gay bénh trong mau bénh phrflm dua trén cong ngh¢
MuDTTM (Coéng ngh¢ phat hién da dich) va nguyén ly RT-PCR mét budce, da
moi dé khuéch dai va phat hién nhiéu acid nucleic dich tr mau bénh pham.
6. TRANG THIET BI

- May real-time PCR va hé théng may vi tinh
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- Hé thong may tach chiét ty dong hoidc hoa chét tach thu cong.
- B6 luu dién

- T an toan sinh hoc cép 2

- May ly tdm dung cho tube 0.2ml

- May ly tdm 25000 x ¢

- Méy u nhiét

- May vortex

- Tu lanh 2°C — 8°C

- T4 4m sau (-20°C) hodc (-70°C)

- Micropipettes cac thé tich tir 5-1000pl

7. KIEM TRA CHAT LUQNG

- Thuc hién tan suét chay noi kiém, ngoai kiém theo quy dinh cua Bénh vién.

- Xem xét két qua ndi kiém theo "Quy trinh ndi kiém mién dich" mi sb
XN.QTQL.8.3.3

- Chat lugng mau bénh pham: Quy dinh tai "So6 tay dich vu khach hang" ma s6
XN.STDVKH.

- Cac hoa chat, sinh pham phai duoc kiém tra theo "Quy trinh quan 1y vat tu"
ma s6 XN.QTQL.7.2.

8. AN TOAN

- Piéu kién nhiét do, d6 4m ctia phong xét nghiém phu hop cho hoat dong cta
trang thiét bi va hoa chat sinh pham cua phong xét nghiém.

- Peo ging tay, khau trang khi lam viéc.

- Lam sach khu vuc lam viéc véi dung dich sat khuén trude va sau mdi 1an lam
viéc.

- Khi ¢6 su ¢6 tran d6 bénh pham phai khac phuc theo hudng dan trong "S6 tay
an toan" ma so0 XN.STAT.

- Thuc hién dung cac quy trinh xtr 1y rac thai, mau bénh pham, mau ndi kiém
da chay, vé lo hoa chat da su dung theo "Quy trinh huéng dan an toan" ma so
XN.QTQL.12.2.

- Ludn ludn coi mau bénh pham déu cé nguy co lay truyén cac bénh truyén
nhiém.

- Thyc hién an toan dién, phong chdng chay no xtr 1y khi ¢ su ¢b xay ra trong
phong xét nghiém theo "Sb tay an toan" mé s6 XN.STAT.

9. NOI DUNG THUC HIEN

9.1. Nguoi thuc hién
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Nhén vién y té c6 Chimg chi hanh nghé xét nghiém.

9.2. Thoi gian thwe hién xét nghiém: Khoang 60 phit (bao gdm cac budc tién
hanh xét nghi€ém)

9.3. Cac buéc tién hanh
9.3.1. Chuén bi bénh pham
a. Ldy bénh pham

’ Lay mAu bénh pham theo diing quy dinh ctia "S6 tay dich vu khach hang"
ma s6 XN.STDVKH.

b. Nhdn bénh pham

- MAu bénh pham duoc chép nhan khi dat yéu cau vé chét luong theo "SO tay
dich vu khach hang" ma s6 XN.STDVKH.

- Tu chéi vOi nhiing mau bénh phém khong dat yéu cau ghi vao "S6 nhan va tir
chéi mau bénh pham ndi tri" ma s6 XN.BM.QTQL.8.1.2. (khong ap dung véi
nhitng mau bénh pham do TTXN lay tryc tiép)

9.3.2. Chuén bi dung cu, hoa chét

- Cac hoa chét can thiét tily theo ting loai thiét bi va sinh pham
- Tiéu hao sinh pham cho chay ching, kiém tra chat luong

- Dung dich sat khuan tay nhanh

- Con 70%

- Dung dich nuéc rura tay

- Dung dich khtr trung

- Cac vat tu can thiét tuy theo timg loai thiét bi va sinh phdm
- Pau con (tip) c¢6 loc, 1000 pL- tiét tring

- Pau con (tip) c6 loc, 200 pL- tiét tring

- Pau con (tip) ¢6 loc, 20 pL- tiét tring

- Pau con (tip) ¢6 loc, 10 pL- tiét tring

- Tuyp 0.1ml (8 tuyp/1 thanh)

- Nip strip (bang s6 tuyp 0,1 ml)

- Tuyp 1.7 ml - Tuyp 15 ml - Tuyp 50 ml

- Khay dyng bénh pham

- Hop van chuyén bénh phém

- Tube dung bénh pham

- Gi1d nhya cho tuyp 1.7 ml
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- Gia nhya gitr lanh cho tuyp 0.2 ml
- Panh

- Gidy thim

- Mii gidy

- Khéu trang

- Gang tay khong bot

- Gang khadm

- Gang tay xu 1y dung cu

- Quan 4o bac s§/KTV/ho 1y

- Ao choang phong xét nghiém
- Khaén lau tay

9.3.3. Tién hanh k¥ thuat

9.3.1. Xir Iy bénh pham: theo hudng dan ciia nha san xuat. Luu ¥ can xu 1y véi
cac mau nhay: thém 2 thé tich dung dich 1X PBS hoac dung dich mudi vao 1
thé tich mau, vortex dé€ phan tan mau

9.3.2. Tién hanh k¥ thuat: theo hudng dan ciia nha san xuat.

a. Tach chiét acid nucleic 10 uL IC can dugc bo sung vao mau trude khi bat
dau qua trinh tach chiét acid nucleic nhu bang sau. IC c6 thé dugc bo sung vao
dung dich dung giai hodc bod sung vao hon hgp mau bénh pham va dung dich
dung giai.

b. Thuc hién phan tng Real-time RT-PCR

- Bat thiét bi chinh va may tinh.

- Khoi dong phan mém real-time PCR

- Chuén bi MasterMix, cu thé: Luu y: Tinh thé tich tf{ng loai h(’)aqchét dé chuan
bi MasterMix can cir theo s6 phan tmg can chay (mau bénh pham va chimg):
SO phan ing = S6 mau + SO chung + 1 + Tron cac thanh phan bang cach vortex
nhanh hodc hut tron khoang 5 lan sau do ly tam nhanh (spin) trudc khi phan
phoi vao cac ong phan tng.

+ Chia 17 pl MasterMix vao mdi ong phan tmg. Luu y: su dung dung loai 0 ong
phan mg va nip theo yéu cau cta bo kit (dng trang va nap trong)

- Panh dau tén mAu trén phan than sat nap ong.

- Thém 8 pl san phdm d3 tach chiét tir mau bénh pham va mau chimg vao mdi
ong MasterMix.

- Péng nip va ly tim nhe cac dng phan ung.

- bat 6ng phan tmg vao may real-time PCR.
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- Cai it chu trinh nhiét trén may Real-time PCR theo hudng dan ctia nha san xudt.
- Cai dit so d6 mau
- Chon kénh mau: FAM, HEX, Cal Red 610 va Quasar 670

- Chon cac mau thich hop: mau bénh pham, ching 4m, chimg duong. Luu ¥:
chon loai dia: BR White

- Bat dau chay chuong trinh. Luu file dit liéu vao thu muc thich hop.
- Bat dAu qu4 trinh chay realtime PCR

10. DIEN GIAI KET QUA VA BAO CAO

10.1. Dién giai két qua

10.1.1. Xem xét két qua ndi kiém

Chi doc két qua khi QC dat yéu cau. Chimg duwong phéi xuat hién do thi
huynh quang trén dudng gidi han co ban, ching am khong c6 bat ky duong do
thi huynh quang nao xuat hién.

10.1.2. Poc két qua Phan tich miu theo hudng dan ciia nha san xuat.

- Khi qué trinh Real-time PCR két thtic, xuat két qua vao thu myc dich.

- Phan tich két qua trong phan mém cila nha san xuét cai dit trén may tinh.

- Dién giai két qua:

+ Két qua duong khi gia tri chu ki ngudng (Ct) <=42.

+ Két qua am khi gia tri chu ki ngudng (Ct) > 42 hoic N/A

10.2. Bao cdo két qua

- May chay xong nguoi thuc hién cap nhap két qua vao phan mém may tinh.

- Xem xét toan bd qua trinh trude, trong va sau xét nghiém trude khi tra két
qua. Khong tra két qua khi phat hién sai sot.

- Mau bénh pham sau khi phan tich dugc luu trong tu luu mau theo "Quy trinh
luu hiy mau bénh pham" tai Trung tAm ma s6 XN.QTQL.8.9.

11. LUU Y: Nhiing sai sot va xir tri
11.1. Trwéce khi thuc hién ky thuat

~ Sai st ¢ the do lay, dong goi, bao quan hodc van chuyén mau bénh
pham khéng dung quy dinh. Phong xét nghiém s€ yéu cau lay lai bénh pham.
Trong truong hop khong thé lay lai dugc bénh pham, phong xeét nghiém van
thuc hién va ghi chu vé tinh khong chinh xé&c cta két qua xét nghiém do lay
mau khong dam bao chat luong.
11.2. Trong qua trinh thuc hi¢n ky thuat
11.2.1. Tin hiéu cua IC yéu hoac khong co: 1ap lai xét nghiém
- Phan tmg PCR bi trc ché:
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— Kiém tra phuong phéap tach chiét DNA theo khuyén cdo.
- biéu kién bao quan thudc thir khéng dang theo huéng dan:
= Kiém tra diéu kién bao quan.

- Piéu kién PCR khong dung theo hudng dén:

= Kiém tra diéu kién PCR va kénh huynh quang cho phat hién IC trong quy
trinh.

- Khong thém IC véao cac mau trong khi hat thudc thu:

= Thém IC trong qua trinh tach chiét RNA.

11.2.2. Tin hiéu ctia mau yéu (Ct > 37): lip lai xét nghiém.

11.2.3. Chting 4m xuat hién tin hiéu duong tinh:

- Nhiém trong qua trinh tach chiét. Két qua tat ca cac mau khong hop 1.

= Khtr trung tAt ca bé mit va dung cu véi sodium hypochlorite va ethanol hoac
thudc khir DNA déac trung.

= Chi st dung tip co dau loc trong qua trinh tach chiét. Thay doi dau tip gitra
cac ong.

= Lip lai budc tach chiét DNA véi bd thude thiar mai.

— Thuec hién lai budc chuan bi PCR véi bo thude thir méi

11.3. Sau khi thye hién ky thuat

- Poc, nhan dinh, phién giai va bi¢n luan két qua can can than va chinh xac dé
tranh nham lan.

- Phong xet nghiém tam dumng tra két qua cho khach hang néu két qua ndi kiém
khong dat. Khi két qua ndi kiém khong dat, phong xet nghiém tim kiém nguyén
nhan va khac phuc, chi thuc hién tiép xét nghiém sau khi da hoan thanh viéc
khac phuc.

- Két qua ndi kiém duoc xem xét dinh ky nham phat hién va khac phuc nhimng
xu huong anh huong to1 két qua xét nghiém.

* Luu y: Co thé c6 cac yéu to lam anh hudng sai 1&ch té1 két qua xét nghiém
theo hudng dan ctia nha san xuat.

12. LUU TRU HO SO

- Két qua duoc luu trén phan mém may tinh.

- Cudi thang in s6 tir phan mém may tinh luu tai Trung tam.
13. TAI LIEU LIEN QUAN

TT | Ma quy trinh/biéu miu Tén quy trinh/ biéu miu
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1 XN.QTQL.8.9 Quy trinh luu huy mau bénh pham
2 XN.STDVKH S tay dich vu khach hang
3 XN.QTQL.8.7 Quy trinh tra két qua xét nghiém
4 XN.STAT S tay an toan
5 XN.BM.QTQL.8.1.2 | S6 nhan va tir chdi mau bénh pham ndi tra
6 XN.QTQL.12.2 Quy trinh huéng dan an toan
14. TAI LIEU THAM KHAO

-BO'Y &, Quyet dinh s6 5530/QD-BYT ngay 25/12/2015 Ban hanh Huéng dan
xay dung quy trinh thuc hanh chuan trong quan ly chat lugng xét nghiém.

- Chinh phu, Nghi dinh s6 103/2016/ND-CP ngay 01/7/2016 quy dinh vé bao
dam an toan sinh hoc tai phong xét nghiém, 2016.

- B0 Y t€, Quyét dinh s6 2429/QD-BYT ngay 12/6/2017 Ban hanh Tiéu chi
danh gia mirc chat lugng phong xét nghiém y hoc, 2017.

-B06 Y té, Quyét dinh s6 3376/QD-BYT ngay 30/08/2023 vé viéc ban hanh Pé
cuong quy trinh k¥ thuat xét nghiém, 2023.

- B0 Y té, Quyet dinh s6 2633/QD-BYT ngay 19/08/2025 vé viée ban hanh tai
liéu chuyén mon “Hudng dan quy trinh ky thuat vé Vi sinh — Tap 17
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17. QUY TRINH XET NGHIEM POT BIEN GEN BRAF
M3 hiéu: XN.QTKT.SHPT.07

1. MUC PiCH
Hudng dan cho toan bo nhan vién trong Trung tim xét nghiém hié}l va
tuén thu theo quy trinh xet nghiém dot bién gen BRAF tu d6 tranh dugc t6i da
sai sO c0O thé gdp trong giai doan trude xét nghiém, trong xét nghiém va sau xét
nghiém.
2. PHAM VI AP DUNG
- Quy trinh nay dugc ap dung tai bd phéan Sinh hoc phén tir, Trung tdm Xét nghiém.
- Thoi gian 4p dung: 24h tit ca cac ngdy trong tuan.
3. TRACH NHIEM
- Hoi dong khoa hoc ki thuat ctia Bénh vién ¢6 trach nhiém tham dinh quy trinh.
- Lanh dao bénh vién co6 trach nhi¢m phé duyét quy trinh.
- Lanh dao Trung tam Xét nghiém, t6 quan 1y chat lugng cua Trung tim co
trach nhi€ém trién khai, duy tri tinh hi€u luc ctia quy trinh.
- Tt ca nhan vién Trung tim Xet nghiém da dugc dao tao c6 trach nhiém ap
dung, tuan thu viéc thuc hién va dé€ xuat cai tién quy trinh.
- Nguoi du tham quyén, duoc giao nhiém vu nhan dinh va ky duyét két qua.
4. PINH NGHIA, THUAT NGU VA CHU VIET TAT
4.1. Dinh nghia

BRAF 1a mét gen tién ung thu trén nhim séc thé s6 7, mi hoa cho protein
BRAF, mot kinase quan trong trong con dudng truyén tin hiéu RAS/MAPK.
Con duong nay diéu khién cac chuc ning thiét yéu cua té bao nhu ting truong,
phan chia, biét héa va tu hiy. Khi gen BRAF bi dot bién, pho bién nhat 1a dot
bién diém V600E, protein B-RAF sé bi kich hoat lién tuc, din dén tang sinh té
bao khong kiém soat va phat sinh ung thu. Dot bién nay 1a mot yéu td thuc day
chinh trong nhiéu loai ung thu nhu u hic t, ung thu tuyén giap, dai tryc trang
va la myc tiéu quan trong cho cac liéu phap diéu trj dich.

4.2. Thuit ngir, chir viét tit

- RNA: Acid ribodeoxyribo nucleic
- ATSH: an toan sinh hoc
5.NGUYEN LY

Nguyén 1y lai déac hiéu cho tirng allen (Allele-Specific Hybridization) la
mot k}? thuat sinh hoc p~h?1n tir duoc 1'1:ng dung rong rai trong viéc phat hi¢n céc
dot bién gen. Tur cac mau mo6 dugc co dinh bang formalin va dlc trong parafin
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(FFPE). K¥ thuat nay dya trén kha nang cta cac doan do DNA~ngfm, duoc goi
la pligonucleotide, chi bat cap mdt cach hoan hao voi1 mot chgéi DNA dich cu
thé, hodc 1a allen binh thuong (wild-type) hoac 1a allen dot bién.

6. TRANG THIET BI VA VAT TU

- May ly tam thuong.

- Hé thong may PCR ty dong va mdy tinh c6 cai dit phan mém.
- Ta lanh 2°C - 8°C

- Tt lanh am sau -20°C hoac -70°C

- T an toan sinh hoc cap 2

- May vortex

- B6 luu dién

- Bé 6n nhiét ¢6 lac va diéu chinh nhiét d6 (45°C + 1°C).

7. KIEM TRA CHAT LUQNG

- Thuc hién tan suét chay noi kiém, ngoai kiém theo quy dinh cua Bénh vién.

- Xem xet két qua noi kiém theo "Quy trinh noi kiém tra xét nghiém PCR" ma
s0 XN.QTQL.8.3.5

- Thyc hién ngoai kiém theo "Quy trinh ngoai kiém tra chat luong xét nghiém"
ma s6 XN.QTQL.8.5.

- Chét luong mau bénh phém: Quy dinh tai "So tay dich vy khach hang" ma sb
XN.STDVKH.

- Cac hoa chat, sinh pham phai dugc kiém tra theo "Quy trinh quan 1y vat tu"
ma s6 XN.QTQL.7.2.

8. AN TOAN

- Pbiéu kién nhiét do, 46 4m ctia phong xét nghiém phu hop cho hoat dong cua
trang thiét bi va hoda chat sinh pham cua phong xét nghi¢m.

- Peo ging tay, khau trang khi 1am viéc.

- Lam sach khu vuc lim viée voi dung dich sét khuan trude va sau mdi 1an lam viéc.

- Khi ¢6 su ¢6 tran d6 bénh pham phai khic phuc theo hudng dan trong "S6 tay
an toan" ma so0 XN.STAT.

- Thyc hién dung cac quy trinh xtr 1y rac thai, mau bénh pham mau nodi klem
da chay, vo lo hoa chat di sir dung theo "Quy trinh huéng dan an toan" ma so
XN.QTQL.12.2.

- Luén tudn coi mau bénh pham déu co nguy co 1y truyén cic bénh truyén nhidm.

- Thyc hién an toan dién, phong chdng chay no xtr 1y khi ¢ su ¢b xay ra trong
phong xét nghiém theo "S6 tay an toan" ma s6 XN.STAT.
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- Thyc hién theo huong dan str dung hoa chét sinh pham va an toan khi sur dung
ho4 chat phong xét nghiém (tham khao MSDS cuia nha san xuat).

9. NOI DUNG THUC HIEN
9.1. Nguoi thuc hién
Nhan vién y té c¢6 Chimg chi hanh nghé xét nghiém.

9.2. Thoi gian thue hién xét nghiém: La tong thoi gian cac budc tién hanh xét
nghiém theo thuc té.

9.3. Céc buérc tién hanh
9.3.1. Chuén bi bénh pham
a. Ldy bénh pham

, Lay mAu bénh pham theo diing quy dinh ctia "S6 tay dich vu khach hang"
ma s6 XN.STDVKH.

b. Nhdn bénh pham

- MAu bénh pham duoc chép nhan khi dat yéu cau vé chat luong theo "So tay
dich vu khéach hang" ma s6 XN.STDVKH.

- Ttr chéi véi nhitng mau bénh pham khong dat yéu cau ghi vao "S6 nhan va tir
ch6i mau bénh pham noi trd" ma s6 XN.BM.QTQL.8.1.2.

9.3.2. Chuén bi dung cu, hoa chét

- Cac hoa chét can thiét tuy theo timg loai thiét bi va sinh pham
- Sinh pham chan doan

- Tiéu hao sinh pham cho chay chimg, kiém tra chat luong

- B6 mau ching

- Dung dich sat khuan tay nhanh

- Con 70%

- Dung dich nuéc rua tay

- Dung dich khtr trung

- Céc vat tu can thiét tiy theo timg loai thiét bi va sinh pham
- Pau con (tip) c6 loc, 1000 puL

- Pau con (tip) ¢6 loc, 200 pL - tiét tring

- Pau con (tip) ¢6 loc, 20 pL - tiét tring

- Pau con (tip) ¢6 loc, 10 AL- tiét tring

- Tuyp 0.1mL (8 tuyp/1 thanh)

- Nép strip (bang s6 tuyp 0,1 mL)
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- Tuyp 1.7 mL

- Khay dung bénh phdm

- Hop véan chuyén bénh pham

- Tube dung bénh pham

- Gidy thim

- Ml gidy

- Khéu trang

- Gang tay khong bot

- Gang kham

- Gang tay xur 1y dung cu

- Quan 4o bac s§/KTV/ho 1y

- Ao choang phong xét nghiém

- Khan lau tay

9.3.3. Tién hanh k¥ thuat

9.3.3.1. Xir Iy bénh pham: theo hudng din ctia nha san xuét.
- Céc khdi parafin chira bénh pham duoc cat 1at mong va dan 1én phién kinh
- Ving mé ung thu dugce danh dau trén phién kinh

- Cao m6 ung thu vao 6ng ly tdm 1,5 mL

- Cho xylen vao 6ng ly tam 2 1an dé khir parafin

- Rura lai bang etanol va dé kho trudc khi  véi proteinaza K & 48°C trong 16
gio

9.3.3.2. Pha mang té bao va mang nhan:

- Té bao duoc G trong mot dung dich gdm chét tdy manh (nhu SDS, sarcosyl),
chat giy bién tinh protein (guanidinium thyocianat) va chat khu (2
mercaptoethanol). Muc dich cua budce nay 1a dé pha mang té bao va mang nhan
dong thoi dé e ché hoat dong ciia cac enzym RNase ndi bao, bién tinh protein
dé giai phong cac phan tir ADN ¢ trang théi tu do.

- Loai bo cac protein: St dung dung dich phenol: chloroform dé bié~n tinh
protein, lam cho protein tao thanh mét 16p tua r6 rét sau khi ly tam, dé dang
loai bo khoi hon dich.

- Tua ADN: Str dung isopropanol hodc ethanol voi mudi dé tia ADN trong diéu
kién nhi¢t do am sau r61 thu nhan ADN bang ly tam. DN dugc tai hoa tan trong
nudc tinh sach da khir enzym (free-nuclease).

9.3.3.3. Thyc hién phan tmg PCR.

- Giit tit ca hoa chat va ADN khuon trong khay gitr lanh. Tién hanh tit ca cac
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budc & trén khay trit lanh (0-4°C) cho dén khi bit ddu chay may.
- Chuén bi dich hdn hop gdm Taq ADN Polymerase va Taq Dilution Buffer.
- Chuén bi thanh phan cho phan tng PCR cho 1 phan tng nhu sau:
+ 15ul Amplification Mix (yellow cap).
+ 5ul Tag DNA polymerase pha lodng (1U).
+ 5ul DNA
- Pong chit nap 6ng, lam 4m may luan nhiét 1én 37°C
- Pat cac 6ng phan tng vao may PCR, cai dit chu trinh nhiét:
+ Tién PCR: 37°C/10 phut.
94°C/2 phdt.

+ Khuéch dai:
94°C/1 phut
70°C/50 giay
56°C/90 giay

60°C/ 1 phut (35 chu ky)

Kéo dai cudi: 60°C/3 phut
Bao quan san pham PCR trén khay d4 lanh hodc ¢ 2 dén 8°C cho dén khi su
dung.
9.3.3.4. Quy trinh lai DNA.
Tru6c khi lai khoi dong bé on nhiét va my lac on nhiét t6i 45°C (+ 0.5°C). Cho
lo Hybridization Buffer va Wash Solution A vao bé 6n nhiét dé lam am trude
khi str dung
- Lai ADN véi teststrip (45°C; may lic on nhiét)
+ ,Kiém tra nhiét d6 cta bé on nhiét va may lic. Pam bao dat 45°C trude khi
tién hanh.
+ Pé tat ca teststrip, ADNT, Conjugate Solution, Wash Solution B va Color
Developer ra nhiét do phong.
+ Lay mang lai va viét ky hiéu trén mdi ranh twong tng voi teststrip clia mi
nguoi bénh.
+ Str dung kep hodc nhip sach léy teststrip cho 1 mau bénh ph:flm (chi caAm
teststrip khi da deo bao tay!). Ghi ky hiu ¢ ngoai vach danh dau cua teststrip
st dung but chi (khong st dung bt bi, but danh dau...).
+ Tron thanh phan cho phan tmg lai nhu sau:
« HGt 10 pl DNAT tha vao 1 goc thip nhat mdi giéng turong Gmg mot mau trén
Typing Tray
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« B6 sung 10 pl amplification product A vao giot DNAT.

Mix déu bang pipet. (Dung dich ¢é mau xanh.)

« Dé yén trong 5 phit ¢ nhiét do phong.

« B6 sung 1 mL Hybridization Buffer (Iam 4m 1én 45°C) vao mdi giéng.
Lic nhe khay lai. (Mau xanh bién mdt)

« Tha Teststrips da danh dau ki hiéu miu véao giéng lai twong ing sao cho ngap
thanh lai.

« U 30 phit ¢ 45°C trén may u lic.

Cai dt toc do lic ciia mdy khodng 50rpm dé tranh tran dung dich tir gzeng lai

nay qua gzeng lai khdc. Ndp cia bé 6n nhiét hodc mdy ldc dong dé tranh s
thay doi vé nhiét do.

Két thuc thoi gian 1, loai bo dung dich lai bang may hut chan khong.
Thuee hién nhanh. Tranh dé thanh teststrip bi kho trong toan bo qua trinh.
9.3.3.5. Rira (45°C, bé 6n nhiét co lic)

- B6 sung 1 mL Wash Solution A (1am 4m 45°C). Rtra nhe (10 gidy). D6 bo
dung dich.

- B6 sung 1 mL Wash Solution A (45°C).

- U 15 phiit & 45°C trong may U lic. 6 bo dung dich.

- B6 sung 1 mL Wash Solution A (45°C).

- U 15 phiit & 45°C trong may u lic. 6 bo dung dich.

9.3.3.6. Phat mau (nhi¢t do phong)

- B6 sung 1 mL Conjugate Solution.

- U 15 phit ¢ nhiét d6 phong trén may u lic. D6 bo dung dich.
- B6 sung 1 mL Wash Solution B. Rira nhe (10 gidy). D6 bo dung dich.
- B6 sung 1 mL Wash Solution B.

- U 15 phat ¢ nhiét do phong trén may u lic. D6 bo dung dich.
- B6 sung 1 mL Wash Solution B.

- U 15 phat ¢ nhiét do phong trén may u lic. D6 bo dung dich.
- B6 sung 1 mL Color Developer.

- U 15 phut & nhiét d6 phong trong tbi trén may 1 lac.

Mau tim sé hién lén ¢ nhitng vi tri duwong tinh.

- Rira Teststrips mot vai 1an bang nudc ct.

- Dé kho teststrip trong t6i trén gidy tham.
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Chii y: Khong dé Teststrips tiép xiic véi dnh sang trye tiép sau buwée Phdt mau.
10. DIEN GIAI KET QUA VA BAO CAO

10.1. Dién giai két qua

10.1.1. Xem xét két qua ndi kiém

Chi doc két qua khi QC dat yéu cau.

- Ching am va chimg dwong phai thoa man cac diéu kién sau thi cac két qua
cua mau bénh pham mdéi dugce chap nhan

- Kiéu gen ctia mau duoc xac dinh bang Collector Sheet.

- Dan ¢b dinh Teststrip vao vi tri Ctﬁ dinh trén Collector Sheet, voi vach mau do
¢ trén va vach mau xanh & dudi bang bang dinh.

- Phan tng duong tinh ctia bang control & vi tri cao nhét trén teststrip chimg to
chic nang cia Conjugate Solution va Color Developer thuc hién chinh xéc.
Béang nay luén luén duong tinh.

- PCR Positive Control duong tinh cho théy su hién dién va chat luong cua
DNA va thanh phan phan tng PCR cho phén tich dot bién BRAF. Néu vach
PCR Positive Control &m tinh do nguyén nhan DNA, 13p lai xét nghiém tir budc
chuan bj DNA.

- PCR Negative Control am tinh cho thay su trc ché hoan toan khuéch dai cac
wild-type BRAF codon 12/13, 59/60/61, 117 va 146. Néu vach PCR Negative
Control duong tinh (vi du: luong DNA sir dung cho PCR qué nhiéu), d§ nhay
cua xét nghiém s€ b1 giam.

10.1.2. Poc két qua

Phan tich mau: theo huéng dan cua nha san xuat.

BRAF PCR  Negative | PCR  Positive | Két qua
(vach 1 - 9) Control Control
(Vach 10) (Vach 11)

M6t hodc nhiéu | Am tinh Duong tinh Co dot bién

vach duong tinh BRAF

Am tinh Am tinh Duong tinh Khéng c6  dot
bién BRAF

Nhiéu két qua Duong tinh Duong tinh Do nhay phat
hién dot bién
BRAF giam

Am tinh Am tinh Am tinh Chirng am hoic
xét nghi€ém hong
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(J.)
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(A.) Khong c6 dot bién BRAF

(B.) BRAF p.V600A present

(C.) BRAF p.V600E (c.1799T>A) present
(D.) BRAF p.V600E (c.1799 1800delTGinsAA) present
(E.) BRAF p.V600K present

(F.) BRAF p.V600M present

(G.) BRAF p.K601E present

(H.) BRAF p.V600E + p.V600K present

(1) Khéng c6 dot bién BRAF, do nhay giam
(J.) Chiing am hoac PCR khong thanh cong
10.2. Bao cdo két qua

- May chay xong tu dong dd két qua vao phan mém may tinh.




129

- Xem xét toan bd qua trinh trude, trong va sau xét nghiém trude khi tra két
qua. Khong tra két qua khi phat hién sai sot.

- MAu bénh pham sau khi phan tich dugc luu trong ta lvu mau theo "Quy trinh
luu hiy mau bénh pham" tai Trung tdm ma s6 XN.QTQL.8.9.

11. LUU Y

- Hiéu 1 vé quy trinh, thiét bi phong thi nghiém va cac yéu cau ky thuat dé dat
két qua dang tin cay.

- Khong st dung cac thanh phan cta kit d hét han in trén vo hop. Khong tron
lan thanh phan thuoc thir cia cac 16 khac nhau.

- Tranh nhiém vi sinh va nhiém chéo thudc thir hodc mau bénh pham bang cach
st dung pipette vo trung mdt lan. Khong doi cac nap cua cac thuoc thu.

- Bang Control duoc ¢6 dinh trén mdi Teststrip cho phép kiém soat hiéu suat
cua phan trng phat mau. D¢ theo doi va danh gia tinh dac hiéu cua cac budc lai
va rira, mau DNA kiém soat da biét trudc ki€u gen nén duoc str dung cung moi
mé xét nghiém.

* Luu y: C6 thé ¢ cac yéu to 1am anh huodng sai 1éch toi két qua xét nghiém
theo hudng dan ctia nha san xuat

12. LUU TRU HO SO

- Két qua duoc luu trén phan mém may tinh.

- Cudi thang in s6 tir phan mém may tinh luu tai Trung tm.

13. TAI LIEU LIEN QUAN

TT | Mai quy trinh/biéu miu Tén quy trinh/ biéu miu
1 XN.QTQL.8.9 Quy trinh luu hiy mau bénh pham
2 XN.STDVKH S tay dich vu khach hang
3 XN.QTQL.8.7 Quy trinh tra két qua xét nghiém
4 XN.STAT S tay an toan
5 XN.BM.QTQL.8.1.2 | S6 nhan va tir chéi miu bénh pham noi tra
6 XN.QTQL.12.2 Quy trinh hudng dan an toan

14. TAI LIEU THAM KHAO

-BO Y té, Quyét dinh s6 5530/QD-BYT ngay 25/12/2015 Ban hanh Hudng dan
xay dung quy trinh thyc hanh chuén trong quan 1y chat lugng xét nghiém.

- Chinh phu, Nghi dinh s6 103/2016/ND-CP ngay 01/7/2016 quy dinh vé bao
dam an toan sinh hoc tai phong xét nghiém, 2016.
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- BO Y €, Quyét dinh s6 2429/QD-BYT ngay 12/6/2017 Ban hanh Tiéu chi
danh gid mtrc chat lugng phong xét nghiém y hoc, 2017.

- B0 Y té, Quyét dinh s6 3376/QD-BYT ngay 30/08/2023 vé viéc ban hanh D&
cuong quy trinh k¥ thuat xét nghiém, 2023.

- B0 Y té, Quyét dinh 6 5199 /QD-BYT ngay 25/12/2013 vé viéc “Huéng dan
quy trinh k¥ thudt chuyén nganh giai phau bénh — T¢€ bao hoc”
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18. QUY TRINH QUY TRINH XET NGHIEM POQT BIEN GEN EGFR
Ma hiéu: XN.QTKT.SHPT.08

1. MUC PiCH

Hudéng dan cho toan b nhan vién trong Trung tim Xét nghiém hiéu va
tuan thu theo quy trinh xét nghiém dot bién gen EGFR, tir d6 tranh dugc toi da
sai sO ¢ thé gdp trong giai doan trude xét nghiém, trong xét nghiém va sau xét
nghiém.

2. PHAM VI AP DUNG

- Quy trinh nay dugc ap dung tai Trung tam Xét nghiém, Bénh vién da khoa sb
2 tinh Lao cai .

- Thoi gian 4p dung: 24h tat ca cac ngdy trong tuan.

3. TRACH NHIEM

- Hoi dong khoa hoc ki thut ctia Bénh vién ¢6 trach nhiém tham dinh quy trinh.
- Lanh dao bénh vién c6 trach nhiém phé duyét quy trinh.

- Lanh dao Trung tdm Xét nghiém, t6 quan 1y chat lugng cua Trung tim co
trach nhi€ém trién khai, duy tri tinh hi€u luc ctia quy trinh.

- T4t ca nhan vién Trung tam Xét nghiém da dugc dao tao co6 trach nhiém ap
dung, tuan thu viéc thuc hién va dé xuat cai tién quy trinh.

- Nguoi du tham quyén, duoc giao nhiém vu nhan dinh va ky duyét két qua.
4. PINH NGHIA, THUAT NGU VA CHU VIET TAT
4.1. Dinh nghia

EGFR: thy thé yéu t6 ting truong biéu bi, 1a mot dang dot bién gen quy
dinh protein EGFR trén bé mat té bao, thuong gip ¢ bénh nhan ung thu phoi
khong té bao nho.

4.2. Thuit ngir, chir viét tit

- ATSH: an toan sinh hoc

- DNA: Axit deoxyribonucleic

- EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor

- PCR: Polemerase Chain Reaction (phan tmg chudi polymerase)
NGUYEN LY

Nguyén ly xét nghiém dot bién gen EGFR dya trén viéc phat hién céac
thay d6i trong gen EGFR tir mau bénh pham cua khdi u, thuong 1a qua giai trinh
tu gen hoic cac ky thuat phan tir khac nhu PCR. Quy trinh bao gom thu thap
mau sinh thiét, tach chiét DNA tir mau, khuéch dai doan gen muc tiéu, sau d6
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phan tich sy hién dién cuia cdc dot bien EGFR dé xac dinh xem bénh nhan c6
phu hgp véi céc thuoce diéu tri dich (TKI) hay khong.

6. TRANG THIET BI VA VAT TU

- May ly tdm lanh da ning (toc do t6i da 14000 vong/phiit)

- May ly tam thuong

- T an toan sinh hoc cap 11

- Hé théng tach chiét tu dong hoac tach chiét tha cong.

- Hé thong may Real-time PCR va may vi tinh c¢6 cai dat phan mém
- B6 luu dién

- May 1 nhiét kém lic rung va diéu chinh nhiét d6 (45°C # 1°C)
- May Vortex

- May ly tdm Spin down

- T lanh 2° - 8°C

- T lanh am sau -20°C

- T lanh am sau -70°C

- Bo pipette cac kich ¢& tir 1 pl dén 1000 pl

7. KIEM TRA CHAT LUQNG

- Chat lugng mau bénh pham: Quy dinh tai "S6 tay dich vu khach hang" ma s6
XN.STDVKH.

- Cac hoa chat, sinh pham phai dugc kiém tra theo "Quy trinh quan 1y vat tu"
mi s6 XN.QTQL.7.2.

8. AN TOAN

- biéu kién nhiét do, d6 4m ctia phong xét nghiém phu hop cho hoat dong cta
trang thiét bi va hoa chat sinh pham cua phong xét nghiém.

- Peo ging tay, khau trang khi lam viéc.

- Lam sach khu vuc lim viée voi dung dich sét khuan trude va sau mdi lan lam viée.

- Khi c6 sy cértra‘m d6 bénh pham phai khic phuc theo huéng dan trong "So tay
an toan" ma so0 XN.STAT.

- Thyc hién dung cac quy trinh xtr 1y rac thai, mau bénh phaim, mau noi kién}
da chay, vé lo hoa chat da su dung theo "Quy trinh huéng dan an toan" ma so
XN.QTQL.12.2.

- Luén tudn coi mau bénh pham déu co nguy co lay truyén cac bénh truyén nhidm.

- Thyc hién an toan dién, phong chéng chay nd, xtr 1y khi c6 su cd xay ra trong
phong xét nghi¢ém theo "So6 tay an toan" ma s6 XN.STAT.
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9. NOI DUNG THUC HIEN
9.1. Nguoi thuc hién
Nhan vién y té c¢6 Chimg chi hanh nghé xét nghiém.
9.2. Thoi gian thuc hién xét nghiém
Khoang 300 phut (5 gid) (bao gdbm cac budc tién hanh xét nghiém).
9.3. Céc buérc tién hanh
9.3.1. Chuén bi bénh pham
a. Ldy bénh pham

’ Lay mAu bénh pham theo diing quy dinh ctia "S6 tay dich vu khach hang"
ma s6 XN.STDVKH.

b. Nhdn bénh pham

- MAu bénh pham duoc chép nhan khi dat yéu cau vé chét luong theo "So tay
dich vu khéach hang" ma s6 XN.STDVKH.

- Tu ch01 vOi nhiing mau bénh pham khong dat yéu cau ghi vao "S6 nhan va tir
chéi mau bénh pham ndi tri" ma s6 XN.BM.QTQL.8.1.2. (khong ap dung véi
nhitng mau bénh pham do TTXN lay tryc tiép)

9.3.2. Chuén bi dung cu, hoa chat

- Cac hoa chét can thiét tily theo ting loai thiét bi va sinh pham
- Sinh phdm chin doan

- Tiéu hao sinh pham cho chay chimg, kiém tra chat luong

- Dung dich sat khuan tay nhanh

- C6n 70%

- Dung dich nuéc rura tay

- Dung dich khtr trung

- Céc vat tu can thiét tuy theo timg loai thiét bi va sinh pham
- Pau con (tip) c¢6 loc, 1000 pL- tiét tring

- Pau con (tip) 6 loc, 200 pL - tiét tring

- Pau con (tip) ¢6 loc, 20 pL - tiét tring

- Pau con (tip) ¢6 loc, 10 pL - tiét trang

- Tuyp 0.1ml (8 tuyp/1 thanh)

- Niép strip (bang s6 tuyp 0,1 ml)

- Tuyp 1.7 ml

- Tuyp 15 ml
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- Tuyp 50 ml

- Khay dyng bénh phdm

- Hop véan chuyén bénh pham

- Tube dung bénh pham

- Gia nhya cho tuyp 1.7 ml

- Gi4 nhya gitt lanh cho tuyp 0.2 ml
- Panh

- Gidy tham

- Ml gidy

- Khéu trang

- Gang tay khong bot

- Gang kham

- Gang tay xur Iy dung cu

- Quan 40 bac sy, KTV,ho Iy

- Ao choang phong xét nghiém

- Khan lau tay

- Ban xét nghiém

9.3.3. Tién hanh k¥ thuat: Theo huéng dan cua nha san xut.
a. Tach chiét DNA

Phuong phap tach chiét DN co ban bao gdm cac giai doan chinh sau:
Phd mang té bao va mang nhdn:

- Té bao duoc G trong mot dung dich gdm chét tdy manh (nhu SDS, sarcosyl),
chat gay bién tinh protein (guanidinium thyocianat) va chat khir (2
mercaptoethanol). Myc dich cua bude nay 1a dé pha mang té bao va mang nhan
dgng thoi dé trc ché hoat dong ctia cac enzym RNase ndi bao, bién tinh protein
deé giai phong céac phan tr ADN ¢ trang thai tu do.

- Loai b6 cdc protein: St dung dung dich phenol: chloroform dé bié;n tinh
protein, lam cho protein tao thanh mét 16p tua rd rét sau khi ly tam, d¢ dang
loai bo khoi hon dich.

- Tia ADN: St dung isopropanol hodc ethanol voi mudi dé tia ADN trong diéu
kién nhiét 0 am sau roi thu nhan ADN bang ly tdm. DN duoc tai hoa tan trong
nudc tinh sach da khir enzym (free-nuclease).

b. Thuc hién phan vng real-time PCR

- Giit tit ca hoa chat va ADN khuon trong khay gitr lanh. Tién hanh tt ca cac
budc ¢ trén khay trit lanh (0-4°C) cho dén khi bat dau chay may.
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- Chuan bi dich hdn hop gdm Taq ADN Polymerase va Taq Dilution Buffer.
- Chuén bi thanh phan cho phan tng PCR theo bang sau:

Mix A Mix B

15 pl Amplification Mix A 15 pl Amplification Mix A

5 ul Tag DNA polymerase pha lodng | 5 ul diluted Tag DNA polymerase
(1U) (1U)

5 ul DNA 5 ul DNA

- Béng chat nip 6ng, 1am 4m mdy luin nhiét 1én 37°C
- Pat cac 6ng phan ung vao may PCR, cai dit chu trinh nhiét:
+ Tién PCR: 37°C/10 phit.
94°C/2 phdt.
+ Khuéch dai:94°C/15 gidy - 70°C/60 gidy - 58°C/90 gidy (33 chu ky)
+ Kéo dai cudi: 60°C/3 pht
Bao quan san pham PCR trén khay d4 lanh hodc & 2/8°C cho dén khi st dung.
c. Quy trinh lai DNA

Tru6c khi lai khoi dong bé on nhiét va mdy lac on nhiét t6i 45°C (+ 0.5°C). Cho
lo Hybridization Buffer va Wash Solution A vao b€ 6n nhi€t dé lam am trudce
khi str dung

- Lai ADN véi teststrip (45°C; may lic on nhiét)

+ ,Kiém tra nhiét do ctia bé 6n nhiét va may lac. Pam bao dat 45°C trude khi
tién hanh.

+ Pé tat ca teststrip, ADNT, Conjugate Solution, Wash Solution B va Color
Developer ra nhiét d§ phong.

+ Lay mang lai va viét ky hiéu trén mdi rinh twong ung véi teststrip ctia moi
nguoi bénh.

+ Str dung kep hodc nhip sach 1ay teststrip cho 1 miu bénh phém (chi cAm
teststrip khi da deo bao tay!). Ghi ky hiu ¢ ngoai vach danh dau cua teststrip
st dung but chi (khong st dung but bi, but danh dau...).

+ Tron thanh phan cho phan tmg lai nhu sau:

HGt 20 pul DNAT tha vao 1 goc thap nhit mdi giéng twong tng mot mau trén
Typing Tray

B6 sung 10 pl amplification product A vao giot DNAT.
B6 sung 10 pl amplification product B vao giot DNAT.
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Mix déu bang pipet. (Dung dich ¢é mau xanh.)

Pé yén trong 5 phit ¢ nhiét d6 phong.

B6 sung 1 ml Hybridization Buffer (1am 4m 1én 45°C) vao mdi giéng.
Lic nhe khay lai. (Mau xanh bién mdt)

Tha Teststrips di danh du ki hiéu miu vao giéng lai twong tmg sao cho ngip
thanh lai.

U 30 pht ¢ 45°C trén may u lac.
Cai dt toc do lic ciia mdy khodng 50rpm dé tranh tran dung dich tir gzeng lai

nay qua gzeng lai khdc. Ndp ciia bé 6n nhiét hodc mdy ldc dong dé tranh s
thay doi vé nhiét do.

Két thiic thoi gian 1, loai bo dung dich lai bang may hut chan khong.
Thuee hién nhanh. Tranh dé thanh teststrip bi kho trong toan bo qua trinh.
d. Rira (45°C, bé 6n nhiét cé lic)

- B6 sung 1 ml Wash Solution A (lam 4m 45°C). Rua nhe (10 gidy). D6 bo
dung dich.

- B6 sung 1 ml Wash Solution A (45°C).

- U 15 phiit & 45°C trong may U lac.D6 bo dung dich.

- B6 sung 1 ml Wash Solution A (45°C).

- U 15 phit ¢ 45°C trong may u lic. 6 bo dung dich.

e. Phat mau (nhiét do phong)

- B6 sung 1 ml Conjugate Solution.

- U 15 phit ¢ nhiét d6 phong trén may u lic. P6 bo dung dich.
- B6 sung 1 ml Wash Solution B. Rtra nhe (10 gidy). 6 bo dung dich.
- B6 sung 1 ml Wash Solution B.

- U 15 phiit & nhiét d6 phong trén may u lic. P6 bo dung dich.
- B6 sung 1 ml Wash Solution B.

- U 15 phat ¢ nhiét do phong trén may 0 lac. 6 bo dung dich.
- B6 sung 1 ml Color Developer.

- U 15 phut & nhiét d6 phong trong tdi trén may u lac.

Mau tim sé hién lén ¢ nhitng vi tri duwong tinh.

- Rura Teststrips mot vai 1an bang nudc cat.

- Dé kho teststrip trong t6i trén gidy tham.

Khéng dé Teststrips tiép xiic véi dnh sdng truc tiép sau buéc phdt mau.
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10. DIEN GIAI KET QUA VA BAO CAO
10.1. Dién giai két qua
- Kiéu gen ctia mau dugc xac dinh bang Collector Sheet.

- Dan ¢6 dinh Teststrip vao vi tri da dinh trén Collector Sheet, vo1 vach mau dé
¢ trén va vach mau xanh & dudi bang bang dinh.

- Phan tng duong tinh ctia bang control & vi tri cao nhat trén teststrip ching to
churc nang cta Conjugate Solution va Color Developer thuc hién chinh xac.
Béng nay ludn luén duong tinh.

- PCR Positive Control duong tinh cho thdy su hién dién va chét luong cia
DNA va thanh phan phan ing PCR cho phan tich dot bién. Néu vach PCR
Positive Control am tinh do nguyén nhan DNA, 1ap lai xét nghiém tir budc
chuan bj DNA.

- PCR Negative Control am tinh cho thdy sy trc ché hoan toan khuéch dai cac
wild-type EGFR amplification. Néu vach PCR Negative Control duong tinh (vi
du: lugng DNA st dung cho PCR qua nhiéu), dd nhay cia xét nghiém s¢€ bi
giam.

EGFR (vach 1-|PCR  Negative | PCR  Positive | Két qua
30) Control ~ (Vach | Control  (Vach
31-34) 35-36)

Mot hodc nhiéu | Am tinh Duong tinh C6 dot bién

vach duong tinh EGFR

Am tinh Am tinh Duong tinh Khéng co dot
bién EGFR

Nhiéu két qua Duong tinh Duong tinh Do nhay phat
hién dot bién
EGFR giam

Am tinh Am tinh Am tinh Ching am hoic
xét nghiém hong

Luu y: cuong do0 mau nhudm cua cac vach duong tinh c6 thé khac nhau.

Vi du két qua:
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a0 ®) ©) ©) E)
F) G H) 0 @)

(A.) Khong c6 db EGFR (F.) EGFR ex19 ¢.2236_2250del

(B.) EGFR ex18 ¢.2156G>C (G.) EGFR ex20 ¢.2369C>T

(C.) EGFR ex18 ¢.2155G>T (H.) EGFR ex21 ¢.2582T>A

(D.) EGFR ex18 c.2155G>A ( 1) EGFR ex20 ¢.2369C>T + ex21

c.2573T>G

(E.) EGFR ex19 c¢.2235 2249del (J.) Chttng am hodac PCR khong thanh

cong

10.2. Bao cdo két qua
- May chay xong nguoi thuc hién cap nhap két qua vao phin mém may tinh.

- Xem xét toan bd qua trinh trude, trong va sau xét nghiém trude khi tra két
qua. Khong tra két qua khi phat hién sai sot.

- Mau bénh pham sau khi phan tich dugc luu trong ti luu mau theo "Quy trinh
luu huy mau bénh pham" tai Trung tdm ma s6 XN.QTQL.8.9.

11. LUU Y

- Hiéu 6 vé quy trinh, thiét bi phong thi nghiém va céc yéu cau k¥ thuat dé dat
két qua dang tin cay.

- Khong st dung cac thanh phan cia kit d hét han in trén vo hop. Khong tron
lan thanh phan thudc thir ciia céc 16 khac nhau.

- Tranh nhi€ém vi sinh va nhiém chéo thuoc thir hodc mau bénh pham bang cach
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str dung pipette vo tring mot 1an. Khong dbi cac nip cua cac thude thir.,

- Bing Control duoc ¢ dinh trén mdi Teststrip cho phép kiém soat hiéu suat
ctia phan tmg phat mau. Dé theo ddi va danh gia tinh dic hiéu cua cac budc lai
va rira, mau DNA kiém soat di biét trude kiéu gen nén duge sir dung ciing moi
mé xét nghiém.

12. LUU TRU HO SO
- Két qua duoc luu trén phan mém may tinh.

- Cudi thang in s6 tir phan mém may tinh luu tai Trung tam.

13. TAI LIEU LIEN QUAN

TT | Mai quy trinh/biéu miu Tén quy trinh/ biéu miu
1 XN.QTQL.8.9 Quy trinh luu hiy mau bénh pham
2 XN.STDVKH S6 tay dich vu khach hang
3 XN.QTQL.8.7 Quy trinh tra két qua xét nghiém
4 XN.STAT S tay an toan
5 XN.BM.QTQL.8.1.2 | SO nhan va tir chéi miu bénh pham noi tra
6 XN.QTQL.12.2 Quy trinh huéng dan an toan

14. TAI LIEU THAM KHAO

-BO Y té, Quyét dinh s6 5530/QD-BYT ngay 25/12/2015 Ban hanh Huéng dan
xay dung quy trinh thyc hanh chuan trong quan 1y chét luong xét nghiém.

- Chinh phu, Nghi dinh sé 103/2016/ND-CP ngay 01/7/2016 quy dinh vé bao
dam an toan sinh hoc tai phong xét nghiém, 2016.
- B0 Y t€, Quyét dinh s6 2429/QD-BYT ngay 12/6/2017 Ban hanh Tiéu chi
danh gia mic chat luong phong xé nghiém y hoc, 2017.
- BO Y t&, Quyét dinh s6 3376/QD-BYT ngay 30/08/2023 vé viéc ban hanh Dé
cuong quy trinh k¥ thuat xét nghiém, 2023.
- B0 Y te, Quyet dinh s0 2633/QD-BYT ngay 19/08/2025 vé viéc ban hanh tai
liéu chuyén mon “Hudng dan quy trinh ky thuat vé Vi sinh — Tap 17

- Qb 4825/Qb - BYT, quyét dinh vé viéc ban hanh tai li¢u chuyén mon “Hudng
dan chan doan va diéu tri ung thu phdi khong té bao nhod”
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19. QUY TRINH XET NGHIEM POT BIEN GEN KRAS
M3 hiéu: XN.QTKT.SHPT.09

1. MUC PiCH

Huéng dan cho toan bd nhan vién trong Trung tim xét nghiém hiéu va
tuan thu theo quy trinh xét nghiém dot bién gen KRAS tir d6 tranh dugc to1 da
sai sO c0O thé gdp trong giai doan trude xét nghiém, trong xét nghiém va sau xét
nghiém.

2. PHAM VI AP DUNG

- Quy trinh nay duogc ap dung tai bd phan sinh hoc phan tir, Trung tdm Xét
nghiém.

- Thoi gian 4p dung: 24h tat ca cac ngdy trong tuan.

3. TRACH NHIEM

- Hoi dong khoa hoc ki thut ctia Bénh vién ¢6 trach nhiém tham dinh quy trinh.

- Lanh dao bénh vién c6 trach nhiém phé duy¢t quy trinh.

- Lanh dao Trung tam Xét nghiém, t6 quan 1y chat lugng cua Trung tdm co
trach nhi€ém trién khai, duy tri tinh hi€u luc ctia quy trinh.

- Tt ca nhan vién Trung tim Xet nghiém da duoc dao tao c6 trach nhiém ap
dung, tuan thu viéc thuc hién va dé xuat cai tién quy trinh.

- Nguoi da tham quyén, dugc giao nhiém vu nhan dinh va ky duyét két qua.

4. PINH NGHIA, THUAT NGU VA CHU VIET TAT

4.1. Dinh nghia

Xét nghiém dot bién gen KRAS 1a xét nghiém chan doan phan tir cho
ung thu dai tryc trang va ung thu phoi khong té bao nhd. Muc dich chinh cua
xet nghiém nay la dé du doan kha nang dap tmg véi cac liéu phap khang thu
thé yéu to tang truong biéu bi, nhu cetuximab va panitumumab. Céac khdi u
mang dot bién KRAS, phd bién nhét 6 codon 12 va 13, thuong khong dap tmg
v6i cac thude nay do tin hiéu tang sinh té bao dugc kich hoat lién tuc ¢ ha ngudn
EGFR. Do d6, viéc xac dinh trang thai dot bién KRAS giup phan loai bénh
nhan dé luya chon phac do diéu tri phu hop, tranh cac doc tinh khong can thiét
va t6i uu hoa hiéu qua diéu tri.

4.2. Thuit ngir, chir viét tit
- RNA: Acid ribodeoxyribo nucleic
- ATSH: an toan sinh hoc
5.NGUYEN LY
Nguyén 1y lai dac hiéu cho tirng allen (Allele-Specific Hybridization) la
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mot k¥ thuat sinh hoc phan tir duoc rng dung rong rai trong viéc phat hién cac
dot bién gen. Tir cac mau md duoce cd dinh bang formalin va duc trong parafin
(FFPE). K¥ thuat ndy dua trén kha ning cta cac doan do DNA ngén, dugc goi
1a oligonucleotide, chi bat cap mot cach hoan hao véi mot chudi DNA dich cu
thé, hodc 12 allen binh thudng (wild-type) hodc 13 allen dot bién.

6. TRANG THIET BI VA VAT TU

- May ly tam thuong.

- Hé thong may PCR ty dong va mdy tinh c6 cai dit phan mém.
- Ta lanh 2°C - 8°C

- Tt lanh am sau -20°C hoac -70°C

- T an toan sinh hoc cip 2

- Méay vortex

- B6 luu dién

- Bé 6n nhiét ¢6 lac va diéu chinh nhiét d6 (45°C + 1°C).

7. KIEM TRA CHAT LUQNG

- Thuc hién tan suét chay noi kiém, ngoai kiém theo quy dinh cua Bénh vién.

- Xem xet két qua noi kiém theo "Quy trinh noi kiém tra xét nghiém PCR" ma
s0 XN.QTQL.8.3.5

- Thyc hién ngoai kiém theo "Quy trinh ngoai kiém tra chét lugng xét nghiém"
ma s0 XN.QTQL.8.5.

- Chét luong mau bénh phém: Quy dinh tai "Sd tay dich vu khach hang" ma sb
XN.STDVKH.

- Cac hoa chat, sinh pham phai dugc kiém tra theo "Quy trinh quan 1y vat tu"
ma s6 XN.QTQL.7.2.

8. AN TOAN

- Diéu kién nhiét do, do am cua phong xét nghiém phu hop cho hoat dong cua
trang thiét bi va hoda chat sinh pham cua phong xét nghi¢m.

- Peo ging tay, khau trang khi 1am viéc.

- Lam sach khu vue lim viée véi dung dich sét khun trude va sau mdi 1an 1am viée.

- Khi ¢6 su ¢6 tran d6 bénh pham phai khic phuc theo hudng dan trong "S6 tay
an toan" ma s0 XN.STAT.

- Thuc hién ding cac quy trinh xur 1y rac thai, mau bénh phaim, mau ndi kiém
da chay, vo lo hoa chat da str dung theo "Quy trinh huéng dan an toan" ma so
XN.QTQL.12.2.

- Luén ludn coi mau bénh pham déu co nguy co lay truyén cac bénh truyén nhidm.
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- Thyc hién an toan dién, phong chéng chay nd, xtr Iy khi c¢6 su ¢ xay ra trong
phong xét nghiém theo "So6 tay an toan" ma s6 XN.STAT.

- Thyc hién theo huong dan str dung hoa chét sinh pham va an toan khi str dung
ho4 chat phong xét nghiém (tham khao MSDS cuia nha san xuat).

9. NOI DUNG THUC HIEN
9.1. Nguoi thuc hién
Nhan vién y té c6 Chimg chi hanh nghé xét nghiém.

9.2. Thoi gian thue hién xét nghiém: La tong thoi gian cac budc tién hanh xét
nghiém theo thuc te.

9.3. Céc buérc tién hanh
9.3.1. Chuén bi bénh pham
a. Ldy bénh pham

, Lay mAu bénh pham theo dung quy dinh ctia "Sé tay dich vu khach hang"
ma s6 XN.STDVKH.

b. Nhdn bénh pham

- MAu bénh pham duoc chép nhan khi dat yéu cau vé chét luong theo "So tay
dich vu khéach hang" ma s6 XN.STDVKH.

- Ttr chéi véi nhing mau bénh pham khong dat yéu cau ghi vao "S6 nhan va tir
choi mau bénh pham ndi trd" ma s6 XN.BM.QTQL.8.1.2.

9.3.2. Chuan bj dung cu, hoa chat

- Cac hoa chét can thiét tuy theo timg loai thiét bi va sinh phdm
- Sinh pham chan doan

- Tiéu hao sinh pham cho chay chimg, kiém tra chat luong

- B6 mau ching

- Dung dich sat khuan tay nhanh

- Con 70%

- Dung dich nuéc rua tay

- Dung dich khtr trung

- Cac vat tu can thiét tiy theo timg loai thiét bi va sinh pham
- Pau con (tip) c6 loc, 1000 puL

- Pau con (tip) ¢6 loc, 200 pL - tiét tring

- Pau con (tip) c6 loc, 20 pL - tiét trang

- Pau con (tip) c6 loc, 10 AL- tiét tring

- Tuyp 0.1mL (8 tuyp/1 thanh)
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- Nép strip (bang s6 tuyp 0,1 mL)

- Tuyp 1.7 mL

- Khay dyng bénh phdm

- Hop véan chuyén bénh pham

- Tube dung bénh pham

- Gidy tham

- Ml gidy

- Khéu trang

- Gang tay khong bot

- Gang kham

- Gang tay xur 1y dung cu

- Quaén 40 bac s§/KTV/ho ly

- Ao choang phong xét nghiém

- Khan lau tay

9.3.3. Tién hanh k¥ thuat

9.3.3.1. Xir Iy bénh phiam: theo hudng din cia nha san xuét.
- Céc khdi parafin chira bénh pham duoc cat 1at mong va dan 1én phién kinh
- Vung mé ung thu dugce danh dau trén phién kinh

- Cao mo ung thu vao éng ly tim 1,5 mL

- Cho xylen vao 6ng ly tam 2 1an dé khir parafin

- Rura lai bang etanol va dé kho trudc khi  véi proteinaza K & 48°C trong 16
gio

9.3.3.2: Pha mang té bao va mang nhén:

- Té bao duoc 1 trong mot dung dich gém chat tiy manh (nhu SDS, sarcosyl),
chat giy bién tinh protein (guanidinium thyocianat) va chat khir (2
mercaptoethanol). Muc dich cua budce nay 1a dé pha mang té bao va mang nhan
dong thoi dé e ché hoat dong ciia cac enzym RNase ndi bao, bién tinh protein
dé giai phong cac phan tir ADN ¢ trang théi tu do.

- Loai bo céc protein: Str dung dung dich phenol, chloroform dé bién tinh
protein, 1am cho protein tao thanh mot 16p tia rd rét sau khi ly tam, dé dang
loai bo khoi hon dich.

- Taa ADN: Str dung isopropanol hodc ethanol véi mudi dé tia ADN trong diéu
kién nhiét do 4m sau roi thu nhan ADN bé’mg ly tam. DN duogrc tai hoa tan trong
nudc tinh sach da khir enzym (free-nuclease).

9.3.3.3. Thuc hién phan g PCR.
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- Giit tit ca hoa chit va ADN khudn trong khay gitr lanh. Tién hanh tat ca cac
budc ¢ trén khay trit lanh (0-4°C) cho dén khi bat dau chay may.

- Chuén bi dich hdn hop gdm Taq ADN Polymerase va Taq Dilution Buffer.
- Chuén bi thanh phan cho phan tng PCR cho 1 phan tng nhu sau:
+ 15ul Amplification Mix (yellow cap).
+ 5ul Tag DNA polymerase pha loéng (1U).
+ 5ul DNA
- Pong chit nap 6ng, lam 4m may luan nhiét 1én 37°C
- Pat cac 6ng phan g vao may PCR, cai dat chu trinh nhiét:
+ Tién PCR: 37°C/10 phut.
94°C/2 phdt.

+ Khuéch dai:
94°C/1 phut
70°C/50 giay
56°C/90 giay

60°C/ 1 phut (35 chu ky)

Kéo dai cudi: 60°C/3 phut
Bao quan san pham PCR trén khay d4 lanh hodc ¢ 2 dén 8°C cho dén khi su
dung.
9.3.3.4. Quy trinh lai DNA.

Tru6c khi lai khoi dong bé on nhiét va my lac on nhiét t6i 45°C (+ 0.5°C). Cho
lo Hybridization Buffer va Wash Solution A vao bé 6n nhiét dé lam am trude
khi str dung

- Lai ADN véi teststrip (45°C; may lic on nhiét)

+ ,Kiém tra nhiét do ctia bé 6n nhiét va may lac. Pam bao dat 45°C trude khi
tién hanh.

+ Pé tat ca teststrip, ADNT, Conjugate Solution, Wash Solution B va Color
Developer ra nhiét d§ phong.

+ Lay mang lai va viét ky hiéu trén mdi rdnh twong Ung véi teststrip ctia moi
nguoi bénh.

+ Str dung kep hodc nhip sach lay teststrip cho 1 miu bénh ph:flm (chi cAm
teststrip khi da deo bao tay). Ghi ky hiéu ¢ ngoai vach danh dau cua teststrip
st dung but chi (khong str dung but bi, but danh dau...).

+ Tron thanh phan cho phan tmg lai nhu sau:

« Hat 10 pl DNAT tha vao 1 goc thip nhat mdi giéng tuong Gmg mot mau trén
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Typing Tray

« B6 sung 10 pl amplification product A vao giot DNAT.

Mix déu bang pipet. (Dung dich ¢é mau xanh.)

« Bé yén trong 5 phit & nhiét do phong.

« B6 sung 1 mL Hybridization Buffer (Iam 4m 1én 45°C) vao mdi giéng.
Lac nhe khay lai. (Mau xanh bién mdt)

« Tha Teststrips da danh dau ki hiéu miu véao giéng lai twong ing sao cho ngap
thanh lai.

« U 30 phit ¢ 45°C trén may u lac.

Cai dt toc do lic ciia mdy khodng 50rpm dé tranh tran dung dich tir gzeng lai

nay qua gzeng lai khdc. Ndp cia bé 6n nhiét hodc mdy ldc déng dé tranh su
thay doi vé nhiét do.

« Két thic thoi gian 1, loai bo dung dich lai bang may hat chan khong.
Thuee hién nhanh. Tranh dé thanh teststrip bi kho trong toan bo qua trinh.
9.3.3.5. Rira (45°C, bé 6n nhiét c6 lic)

- B6 sung 1 mL Wash Solution A (lam 4m 45°C). Rira nhe (10 gidy). D6 bo
dung dich.

- B6 sung 1 mL Wash Solution A (45°C).

- U 15 phit ¢ 45°C trong may U lic.D6 bo dung dich.

- B6 sung 1 mL Wash Solution A (45°C).

- U 15 phiit & 45°C trong may u lic. 6 bo dung dich.

9.3.3.6. Phat mau (nhiét do phong)

- B6 sung 1 mL Conjugate Solution.

- U 15 phit ¢ nhiét d6 phong trén may u lic. P6 bo dung dich.
- B6 sung 1 mL Wash Solution B. Rira nhe (10 gidy). P6 bo dung dich.
- B6 sung 1 mL Wash Solution B.

- U 15 phat ¢ nhiét do phong trén may u lac. D6 bo dung dich.
- B6 sung 1 mL Wash Solution B.

- U 15 phut & nhiét do phong trén may u lac. Do bé dung dich.
- B6 sung 1 mL Color Developer.

- U 15 phat & nhiét d6 phong trong tdi trén may u lac.

Mau tim sé hién lén o nhitng vi tri duong tinh.

- Rira Teststrips mot vai 1an bang nude cat.
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- Dé kho teststrip trong t6i trén gidy tham.

Chii y: Khong dé Teststrips tiép xiic véi dnh sang truc tiép sau bude Phdt mau.
10. DIEN GIAI KET QUA VA BAO CAO

10.1. Dién giai két qua

10.1.1. Xem xét két qua ndi kiém

Chi doc két qua khi QC dat yéu cau.

- Chtrng 4m va chimg duong phai thoéa man cac diéu kién sau thi cac két qua
cuia mau bénh pham mdéi dugce chap nhan

- Kiéu gen ctia mau duoc xac dinh bang Collector Sheet.

- Dan ¢b dinh Teststrip vao vi tri da dinh trén Collector Sheet, v&i vach mau do
¢ trén va vach mau xanh ¢ dudi bang bang dinh.

- Phan tng duong tinh ciia bang control & vi tri cao nhat trén teststrip ching to
chic nang cia Conjugate Solution va Color Developer thuc hién chinh xéc.
Béang nay luén luén duong tinh.

- PCR Positive Control duong tinh cho thiy sy hién dién va chat lugng cua
DNA va thanh phan phan tng PCR cho phén tich dot bién KRAS. Néu vach
PCR Positive Control am tinh do nguyén nhan DNA, 1ap lai xet nghiém tir budc
chuan bi DNA.

-PCR Negative Control &m tinh cho thdy sur trc ché hoan toan khuéch dai cac
wild-type KRAS codon 12/13, 59/60/61, 117 va 146. Néu vach PQR Negative
Control duong tinh (vi du: luong DNA sir dung cho PCR qué nhiéu), d§ nhay
cua xét nghiém s¢€ bi giam.

10.1.2. Poc két qua

Phan tich miu: theo huéng din ctia nha san xut.

KRAS PCR  Negative | PCR  Positive | Két qua
(vach 1-29) Control Control

(Vach 30-33) (Vach 34)
M6t hodc nhiéu | Am tinh Duong tinh Co dot bién
vach duong tinh KRAS
Am tinh Am tinh Duong tinh Khéng c6  dot

bién KRAS

Nhiéu két qua Duong tinh Duong tinh D0 nhay phat

hién dot bién
KRAS gidm
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Am tinh

Am tinh

Am tinh

Chimng am hodc
xét nghi¢m hong

Luu y: cuong do mau nhudm cua cac vach duong tinh cé thé khac nhau.

Vi du két qua:
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(A.) khong c6 dot bién KRAS
(B.) KRAS p.Gly12Ala
(C.) KRAS p.Gly12Cys
(D.) KRAS p.Gly12Vval
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(E.) KRAS p.Gly13Asp

(F.) KRAS p.GIn61Leu

(G.) KRAS p.Ala146Thr

(H.) KRAS p.Gly12Asp + p.Gly12Ser

(1.) KRAS p.Gly12Arg + p.GIn61His

(J.) chtmg am hoac PCR khong thanh cong

10.2. B4o cio két qua

- May chay xong tu dong d6 két qua vao phan mém may tinh.

- Xem x¢ét toan bd qua trinh trude, trong va sau xet nghiém trude khi tra két
qua. Khong tra két qua khi phat hién sai sot.

- Mau bénh pham sau khi phan tich dugc luu trong tu luu mau theo "Quy trinh
luu hiy mau bénh pham" tai Trung tAm ma s6 XN.QTQL.8.9.

11. LUV Y

- Hiéu 1d vé quy trinh, thiét bi phong thi nghiém va cac yéu cau ky thuat dé dat
két qua dang tin cdy.

- Khong st dung cac thanh phan cua kit da hét han in trén v6 hop. Khong tron
lan thanh phan thudc thir cia cac 16 khac nhau.

- Tranh nhiém vi sinh va nhiém chéo thudc thir hoac mau bénh pham bang cach
str dung pipette vo tring mot 1an. Khong ddi cac nap cua cac thude thir.

- Bang Control duoc ¢b dinh trén mdi Teststrip cho phép kiém soat hiéu sut
cua phan trng phat mau. D¢ theo doi1 va danh gia tinh dac hi€u cua cac budc lai
va rira, mau DNA kiém soat da biét trudce kiéu gen nén duge st dung cung moi
mé xét nghi¢m.

* Luu y: C6 thé c6 cac yéu to 1am anh huodng sai 1éch toi két qua xét nghiém
theo hudng dan ctia nha san xuat

12. LUU TRU HO SO

- Két qua dugc luu trén phan mém may tinh.

- Cubi thang in s6 tir phan mém may tinh luu tai Trung tam.

13. TAI LIEU LIEN QUAN
TT | M quy trinh/biéu miu Tén quy trinh/ biéu miu
1 XN.QTQL.8.9 Quy trinh lvu hity mau bénh pham
2 XN.STDVKH S6 tay dich vu khach hang
3 XN.QTQL.8.7 Quy trinh tra két qua xét nghiém
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4 XN.STAT S6 tay an toan

5 XN.BM.QTQL.8.1.2 | S6 nhan va tir chdi miu bénh pham ndi tra

6 XN.QTQL.12.2 Quy trinh huéng dan an toan

14. TAI LIEU THAM KHAO

- B0 Y t&, Quyét dinh s0 5530/QD-BYT ngay 25/12/2015 Ban hanh Huéng dan
xay dung quy trinh thuc hanh chuan trong quan 1y chat luong xét nghiém.

- Chinh phu, Nghi dinh s6 103/2016/ND-CP ngay 01/7/2016 quy dinh vé bao
dam an toan sinh hoc tai phong xét nghiém, 2016.

- BO Y &, Quyét dinh s6 2429/QD-BYT ngay 12/6/2017 Ban hanh Tiéu chi
danh gia mirc chat lugng phong xét nghiém y hoc, 2017.

-B0O Y té, Quyét dinh s6 3376/QD-BYT ngay 30/08/2023 vé viéc ban hanh D&
cuong quy trinh k¥ thuat xét nghiém, 2023.

-BO'Y t€, Quyét dinh s0 5199 /QD-BYT ngay 25/12/2013 vé viée “Hudng dan
quy trinh k¥ thuédt chuyén nganh giai phau bénh — T¢€ bao hoc”
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20. QUY TRINH QUY TRINH XET NGHIEM POT BIEN GEN NRAS
Ma hiéu: XN.QTKT.SHPT.10

1. MUC PiCH

Hudéng dan cho toan b nhan vién trong Trung tim Xét nghiém hiéu va
tuan thu theo quy trinh xét nghi€ém dot bién gen NRAS, tir d6 tranh duoc t6i da
sai sO ¢ thé gdp trong giai doan trude xét nghiém, trong xét nghiém va sau xét
nghiém.

2. PHAM VI AP DUNG

- Quy trinh nay dugc ap dung tai Trung tam Xét nghiém, Bénh vién da khoa sb
2 tinh Lao cai .

- Thoi gian 4p dung: 24h tat ca cac ngdy trong tuan.

3. TRACH NHIEM

- Hoi dong khoa hoc ki thut ctia Bénh vién ¢6 trach nhiém tham dinh quy trinh.
- Lanh dao bénh vién co6 trach nhi¢m phé duyét quy trinh.

- Lanh dao Trung tdm Xét nghiém, t6 quan 1y chat lugng cua Trung tim co
trach nhiém trién khai, duy tri tinh hi€u lyc cta quy trinh.

- Tt ca nhan vién Trung tim Xét nghiém da duoc dio tao c6 trach nhiém ap
dung, tuan thu viéc thyc hién va dé€ xuat cai tién quy trinh.

- Nguoi du tham quyén, duoc giao nhiém vu nhan dinh va ky duyét két qua.
4. PINH NGHIA, THUAT NGU VA CHU VIET TAT
4.1. Dinh nghia

NRAS: Neuroblastoma RAS Viral (V-Ras) Oncogene Homogo, 1a mot
gen mé hoa protein NRAS, thudc ho gen RAS — mét nhém gen quan trong trong
viéc diéu hoa su tang trudng va phan chia té bao.

4.2. Thuit ngir, chir viét tit
- ATSH: an toan sinh hoc
- DNA: Axit deoxyribonucleic

- NRAS: Neuroblastoma RAS Viral (V-Ras) Oncogene Homogo
- PCR: Polemerase Chain Reaction (phan tmg chudi polymerase)
5.NGUYEN LY

Xet nghiém dot bién gen NRAS dua trén nguyén 1y phan tich DNA dé
phat hién cac dot bién bang cac ky thuat nhu PCR dac hiéu, giai trinh ty hodc

mién dich, thuong tap trung vao cac vi tri dé dot bién trong gen nay (nhu coden
12, 13, 61). Nhitng dot bién nay co thé lam gen NRAS hoat dong bat thuong va
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g6p phan giy ung thu.

6. TRANG THIET BI VA VAT TU

- May ly tam lanh da ning (toc do t6i da 14000 vong/phiit)

- May ly tam thuong

- T an toan sinh hoc cép II

- Hé théng tach chiét tu dong hoac tach chiét tha cong.

- Hé thong may Real-time PCR va may vi tinh c¢6 cai dat phan mém
- Bo luu dién

- May 1 nhiét kém lic rung va diéu chinh nhiét d6 (45°C # 1°C)
- May Vortex

- May ly tdm Spin down

- Tu lanh 2° - 8°C

- Tu lanh am sau -20°C

- T lanh am sau -70°C

- Bo pipette cac kich ¢& tir 1 pl dén 1000 pl

7. KIEM TRA CHAT LUQNG

- Chat lugng mau bénh pham: Quy dinh tai "S6 tay dich vu khach hang" ma s6
XN.STDVKH.

- Cac hoa chat, sinh pham phai dugc kiém tra theo "Quy trinh quan 1y vat tu"
ma s6 XN.QTQL.7.2.

8. AN TOAN

- Pbiéu kién nhiét do, d6 4m ctia phong xét nghiém phu hop cho hoat dong cta
trang thiét bi va hoa chat sinh pham cua phong xét nghiém.

- Peo ging tay, khau trang khi lam viéc.

- Lam sach khu vuc lim viée voi dung dich sét khuan trude va sau mdi 1an lam viéc.

- Khi ¢6 su ¢6 tran d6 bénh pham phai khic phuc theo hudng dan trong "S6 tay
an toan" ma so0 XN.STAT.

- Thyc hién dung cac quy trinh xtr 1y rac thai, mau bénh phzim, mau noi kiérr}
da chay, vé lo hoa chat da su dung theo "Quy trinh huéng dan an toan" ma so
XN.QTQL.12.2.

- Luén ludn coi mau bénh pham déu ¢ nguy co lay truyén cac bénh truyén nhidm.
- Thyc hién an toan dién, phong chdng chay no xtr 1y khi ¢ su ¢b xay ra trong
phong xét nghiém theo "S6 tay an toan" ma s6 XN.STAT.

9. NOI DUNG THU'C HIEN
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9.1. Nguwoi thuc hién
Nhan vién y té c¢6 Chimg chi hanh nghé xét nghiém.
9.2. Thoi gian thuc hién xét nghiém
Khoang 300 phut (5 gid) (bao gdm cac budce tién hanh xét nghiém).
9.3. Céc buéc tién hanh
9.3.1. Chuén bi bénh pham
a. Ldy bénh pham

’ Lay mAu bénh pham theo ding quy dinh ctia "S6 tay dich vu khach hang"
ma s6 XN.STDVKH.

b. Nhdn bénh pham

- MAu bénh pham duoc chép nhan khi dat yéu cau vé chét luong theo "So tay
dich vu khéach hang" ma s6 XN.STDVKH.

- Tu chéi vOi nhiing mau bénh phém khong dat yéu cau ghi vao "S6 nhan va tir
chéi mau bénh pham ndi tri" ma s6 XN.BM.QTQL.8.1.2. (khong ap dung véi
nhitng mau bénh pham do TTXN lay tryc tiép)

9.3.2. Chuén bi dung cu, hoa chét

- Cac hoa chét can thiét tily theo ting loai thiét bi va sinh pham
- Sinh pham chan doan

- Tiéu hao sinh pham cho chay chimg, kiém tra chét luong

- Dung dich st khuan tay nhanh

- Con 70%

- Dung dich nudc rira tay

- Dung dich khtr trung

- Cac vat tu can thiét tuy theo timg loai thiét bi va sinh phdm
- Pau con (tip) c¢6 loc, 1000 pL- tiét tring

- Pau con (tip) c¢6 loc, 200 pL - tiét tring

- Pau con (tip) ¢6 loc, 20 pL - tiét tring

- Pau con (tip) ¢6 loc, 10 pL - tiét tring

- Tuyp 0.2ml vé trung

- Niép strip (bang s6 tuyp 0,1 ml)

- Tuyp 1.7 ml

- Tuyp 15 ml

- Tuyp 50 ml
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- Khay dyng bénh phdm

- Hop vén chuyén bénh pham

- Tube dung bénh pham

- Gia nhya cho tuyp 1.7 ml

- Gia nhya gitt lanh cho tuyp 0.2 ml

- Panh

- Gidy tham

- Ml gidy

- Khéu trang

- Gang tay khong bt

- Gang kham

- Gang tay xur 1y dung cu

- Quan 40 bac sy, KTV,ho Iy

- Ao choang phong xét nghiém

- Khan lau tay

- Ban xét nghiém

9.3.3. Tién hanh k¥ thuat: Theo huéng dan cua nha san xut.
a. Tach chiét DNA

Phuong phap tach chiét DN co ban bao gdm cac giai doan chinh sau:
Phd mang té bao va mang nhdn:

- Té bao duoc 1 trong mot dung dich gdm chét tdy manh (nhu SDS, sarcosyl),
chat gay bién tinh protein (guanidinium thyocianat) va chat khir (2
mercaptoethanol). Myc dich cua budc nay 1a dé pha mang té bao va mang nhan
ddng thoi dé te ché hoat dong ctia cac enzym RNase ndi bao, bién tinh protein
dé giai phong cac phan tir ADN ¢ trang thai ty do.

- Loai b6 cdc protein: St dung dung dich phenol: chloroform dé bié;n tinh
protein, lam cho protein tao thanh mét 16p tua r6 rét sau khi ly tam, dé dang
loai bo khoi hon dich.

- Tiia ADN': St dung isopropanol hodc ethanol véi mudi dé tia ADN trong diéu
kién nhiét 0 am sau roi thu nhan ADN bang ly tdm. DN duoc tai hoa tan trong
nudc tinh sach da khir enzym (free-nuclease).

b. Thuc hién phan vng real-time PCR

- Giit tit ca hoa chat va ADN khudn trong khay gitr lanh. Tién hanh tit ca cac
budc ¢ trén khay trit lanh (0-4°C) cho dén khi bat dau chay may.

- Chuan bi dich hdn hop gdm Taq ADN Polymerase va Taq Dilution Buffer.
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- Chuan bi thanh phén cho phan tmg PCR theo bang sau:

Mix A Mix B

15 pl Amplification Mix A 15 pl Amplification Mix A

5 ul Tag DNA polymerase pha lodng | 5 ul diluted Tag DNA polymerase
(1U) (1V)

5 ul DNA 5 ul DNA

- Béng chit nip 6ng, 1am 4m mdy luin nhiét 1én 37°C
- bit cac éng phan g vao may PCR, cai dit chu trinh nhiét:
+ Tién PCR: 37°C/10 phit.
94°C/2 phat.
+ Khuéch dai:94°C/15 gidy - 70°C/60 gidy - 58°C/90 gidy (33 chu ky)
+ Kéo dai cudi: 60°C/3 phut
Bao quan san pham PCR trén khay d4 lanh hodc & 2/8°C cho dén khi st dung.
c. Quy trinh lai DNA

Tru6c khi lai khoi dong bé on nhiét va may lac On nhiét t6i 45°C (+ 0.5°C). Cho
lo Hybridization Buffer va Wash Solution A vao b€ 6n nhiét dé lam am trudce
khi str dung

- Lai ADN véi teststrip (45°C; may lic on nhiét)

+ Kiém tra nhiét do ctia bé On nhiét va may lic. Dam bao dat 45°C trude khi
tién hanh.

+ Pé tat ca teststrip, ADNT, Conjugate Solution, Wash Solution B va Color
Developer ra nhiét d§ phong.

+ Lay mang lai va viét ky hiéu trén mdi rdnh twong Ung véi teststrip ciia moi
nguoi bénh.

+ Str dung kep hodc nhip sach léy teststrip cho 1 mau bénh phém (chi cam
teststrip khi dé deo bao tay!). Ghi ky hi¢u ¢ ngoai vach danh dau cua teststrip
st dung but chi (khong str dung but bi, but danh dau...).

+ Tron thanh phan cho phan tmg lai nhu sau:

HGt 20 pul DNAT tha vao 1 goc thap nhit mdi giéng twong Gmg mot mau trén
Typing Tray

B6 sung 10 pl amplification product A vao giot DNAT.
B6 sung 10 pl amplification product B vao giot DNAT.
Mix déu bang pipet. (Dung dich ¢6 mau xanh.)
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Pé yén trong 5 phit ¢ nhiét d6 phong.
B6 sung 1 ml Hybridization Buffer (Iam 4m 1én 45°C) vao mdi giéng.
Lic nhe khay lai. (Mau xanh bién mdt)

Tha Teststrips di danh du ki hiéu miu vao giéng lai twong Umg sao cho ngap
thanh lai.

U 30 pht ¢ 45°C trén may u lac.
Cai dt toc do lic ciia mdy khodng 50rpm dé tranh tran dung dich tir giéng lai

nay qua gzeng lai khdc. Ndp ciia bé 6n nhiét hodc mdy ldc dong dé tranh s
thay doi vé nhiét do.

Két thiic thoi gian 1, loai bé dung dich lai bang may hut chan khong.
Thuee hién nhanh. Trénh dé thanh teststrip bi kho trong toan bo qua trinh.
d. Rira (45°C, bé on nhiét cé lic)

- B6 sung 1 ml Wash Solution A (lam 4m 45°C). Rua nhe (10 gidy). D6 bo
dung dich.

- B6 sung 1 ml Wash Solution A (45°C).

- U 15 phiit & 45°C trong may U lac.D6 bo dung dich.

- B6 sung 1 ml Wash Solution A (45°C).

- U 15 phiit & 45°C trong may U lic. D6 bo dung dich.

e. Phat mau (nhiét do phong)

- B6 sung 1 ml Conjugate Solution.

- U 15 phit ¢ nhiét d6 phong trén may u lic. P4 bo dung dich.

- B6 sung 1 ml Wash Solution B. Rtra nhe (10 gidy). D6 bo dung dich.
- B6 sung 1 ml Wash Solution B.

- U 15 phit ¢ nhiét d6 phong trén may u lic. D6 bo dung dich.

- B6 sung 1 ml Wash Solution B.

- U 15 phat ¢ nhiét do phong trén may u lic. D6 bo dung dich.

- B6 sung 1 ml Color Developer.

- U 15 phit ¢ nhiét d6 phong trong tbi trén may u lac.

Mau tim sé hién lén o nhitng vi tri duong tinh.

- Rura Teststrips mot vai 1an bang nudc cat.

- Pé kho teststrip trong t6i trén gidy tham.

Khéng dé Teststrips tiép xiic véi dnh sang truc tiép sau budc phdt mau.
10. DIEN GIAI KET QUA VA BAO CAO
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10.1. Dién giai két qua
- Kiéu gen ctia mau dugc xac dinh bang Collector Sheet.

- Dan ¢6 dinh Teststrip vao vi tri da dinh trén Collector Sheet, vo1 vach mau dé
¢ trén va vach mau xanh & dudi bang bang dinh.

- Phan tng duong tinh ctia bang control & vi tri cao nhat trén teststrip chimg to
chic nang cia Conjugate Solution va Color Developer thuc hién chinh xéc.
Béng nay ludn luén duong tinh.

- PCR Positive Control duong tinh cho théy su hién dién va chat lugng cua
DNA va thanh phan phan ung PCR cho phan tich dot bién. Néu vach PCR
Positive Control am tinh do nguyén nhan DNA, 1ap lai xét nghiém tir budc
chuan bi DNA.

- PCR Negative Control am tinh cho thay su wrc ché hoan toan khuéch dai céc
wild-type KRAS codon 12/13, 59/60/61, 117 va 146. Néu vach PCR Negative
Control duong tinh (vi du: lugng DNA str dung cho PCR qua nhiéu), 6 nhay
cua xét nghiém s€ bi giam.

BRAF PCR  Negative | PCR  Positive | Két qua
(vach 1-22) Control Control
(Vach 23-25) (Vach 26)

Mot hodc nhiéu | Am tinh Duong tinh C6 dot bién

vach duong tinh NRAS

Am tinh Am tinh Duong tinh Khéng c6  dot
bién NRAS

Nhiéu két qua Duong tinh Duong tinh Do nhay phat
hién d6t bién
NRAS giam

Am tinh Am tinh Am tinh Ching am hoic
x€t nghiém hong

Luu y: cuong do0 mau nhudm cua cac vach duong tinh c6 thé khac nhau.

Vi du két qua:
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(A — (B.) — (C.) — (D.) — (E.) —
(F.) — (G.) — (H.) — (L) ) —
(A.) Khong c6 db NRAS (F.) NRAS p.GIn61Lys present

(B.) NRAS p.Glyl2Ala present (G.) NRAS p.Alal46Thr present

(C.) NRAS p.Gly12Ser present (H.) NRAS p.Gly12Cys + p.GIn61Leu
present

(D.) NRAS p.Glyl3Val present ( 1) NRAS p.Gly13Arg + p.GIn61His
(c.183A>C)

(E.) NRAS p.GIn61Arg present (J.) chung am hoac PCR khong thanh
cong

10.2. Bao cdo két qua

- May chay xong nguoi thuc hién cap nhap két qua vao phan mém may tinh.

- Xem xét toan bd qua trinh trude, trong va sau xét nghiém trude khi tra két
qua. Khong tra két qua khi phat hién sai sot.

- Mau bénh pham sau khi phan tich dugc luu trong tu luu mau theo "Quy trinh
luu huy mau bénh phdm" tai Trung tdm ma s6 XN.QTQL.8.9.

11. LUU Y

- Hiéu 6 vé quy trinh, thiét bi phong thi nghiém va cac yéu cau k¥ thuat dé dat
két qua dang tin cay.

- Khong st dung cac thanh phan cia kit d hét han in trén vo hop. Khong tron
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1an thanh phan thudc thir cua cac 16 khac nhau.

- Tranh nhiém vi sinh va nhiém chéo thudc thir hodc mau bénh pham bang cach
st dung pipette vo tring mot 1an. Khong dbi cac nip cua cac thude thir,

- Bing Control duoc ¢ dinh trén mdi Teststrip cho phép kiém soat hiéu suat
cta phan ing phat mau. Bé theo doi va danh gia tinh dac hiéu cua cac budc lai
va rira, mau DNA kiém soat da bict trudc ki€u gen nén dugc sir dung cung moi
mé xét nghi¢m.

12. LUU TRU HO SO

- Két qua duoc luu trén phan mém may tinh.

- Cudi thang in s6 tir phan mém may tinh luu tai Trung tam.

13. TAI LIEU LIEN QUAN
TT | Mi quy trinh/biéu miu Tén quy trinh/ biéu miu
1 XN.QTQL.8.9 Quy trinh luu hiy mau bénh pham
2 XN.STDVKH S6 tay dich vy khach hang
3 XN.QTQL.8.7 Quy trinh tra két qua xét nghiém
4 XN.STAT S tay an toan
5 XN.BM.QTQL.8.1.2 | S6 nhan va tir chdi miu bénh pham ndi tra
6 XN.QTQL.12.2 Quy trinh huéng dan an toan
14. TAI LIEU THAM KHAO

-BO'Y &, Quyet dinh s0 5530/QD-BYT ngay 25/12/2015 Ban hanh Hudng dan
xay dung quy trinh thuc hanh chuan trong quan 1y chat luong xét nghiém.

- Chinh phu, Nghi dinh sé 103/2016/ND-CP ngay 01/7/2016 quy dinh vé bao
dam an toan sinh hoc tai phong xét nghiém, 2016.

- B0 Y t€, Quyét dinh s6 2429/QD-BYT ngay 12/6/2017 Ban hanh Tiéu chi
danh gia muc chat luong phong xét nghiém y hoc, 2017.
- BO Y t&, Quyét dinh s6 3376/QD-BYT ngay 30/08/2023 vé viéc ban hanh bé
cuong quy trinh k¥ thuat xét nghiém, 2023.

- B0 Y t&, Quyét dinh s0 2633/QD-BYT ngay 19/08/2025 vé viéc ban hanh tai
liéu chuyén mon “Hudng dan quy trinh ky thuat vé Vi sinh — Tap 17
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