
12/7/2019 

1 

ĐẢM BẢO VÀ KIỂM TRA CHẤT LƯỢNG                     
XÉT NGHIỆM SINH HỌC PHÂN TỬ 

TS. BS. Nguyễn Minh Hà 

drnguyenminhha@gmail.com 

07.2019 

Nội dung 

 Đảm bảo và kiểm tra cả ba khâu của quá trình XN 

 Vấn đề về cơ sở vật chất, trang thiết bị, hóa chất 

 Các vấn đề về mẫu bệnh phẩm 

 Vấn đề lựa chọn kỹ thuật XN 

 Ý nghĩa của các mẫu chứng (control) trong XN 
bằng kỹ thuật PCR 

 Ngoại kiểm tra XN SHPT 

mailto:drnguyenminhha@gmail.com
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ĐẢM BẢO CHẤT LƯỢNG CHO XN SHPT 

Mục tiêu 

o Bảo tồn chất lượng và nồng độ vật chất di truyền đang quan tâm. 

o Tránh nhiễm chéo giữa các mẫu và với hoá chất; giữa mẫu với nhau. 

o Tránh KQ âm giả, dương giả. 

07/12/2019 TS.BS.Nguyễn Minh Hà 4 
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Trước xét nghiệm 

CÁC YẾU TỐ ĐẶC ĐIỂM 

1.Thiết kế kỹ thuật Chọn lựa kỹ thuật phù hợp (độ nhạy, giá thành…)  

Chọn lựa đoạn mồi, đoạn dò phù hợp vùng gen mong muốn. 

Chọn lựa các hóa chất đi kèm 

Tối ưu hóa các điều kiện phản ứng 

2.Hành chánh Tên, tuổi, phương thức liên lạc 

3.Lấy mẫu Một số vấn đề về mẫu bệnh phẩm SHPT 

Không cần nhịn đói 

Chuẩn bị ống chứa chất chống đông phù hợp 

4.Bảo quản mẫu Thường ≤ -20oC 5 

Trong xét nghiệm 

 KTCL quá trình ly trích và tinh sạch 

 KT tính đặc hiệu của đoạn mồi 

 KT sự không lây nhiễm. 

 Tay nghề của KTV : quan trọng trong các hệ thống bán tự động hoặc hệ thống 

hóa chất tự xây dựng. 

6 BS Nguyễn Minh Hà 
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Sau xét nghiệm 

 Biện luận KQ: xem xét Xác nhận phân tích và Xác nhận lâm sàng 

 Hành chánh : bảo đảm KQ trả đúng BN, lựa chọn trả lời kết quả phù hợp. 

 Quản lý máy móc và hóa chất. 

 Lưu trữ mẫu bệnh phẩm sau XN (thường là dịch chứa vật chất di truyền sau tách chiết) 

7 BS Nguyễn Minh Hà 

Một số quy tắc bố trí PXN SHPT 

 Tuân theo các quy tắc chung về Đảm bảo an toàn sinh học trong PXN (thường là cấp 2) 

 Có khu vực làm KT liên quan đến khuếch đại và khu vực làm các KT không liên quan 

đến khuếch đại gen. 

 Bố trí các khu vực theo một chiều để hạn chế và kiểm soát lây nhiễm 

 Trang bị hệ thống đèn UV 
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Khu vực lấy/nhận mẫu thử/bệnh phẩm 

Khu vực chuẩn bị mẫu                                         
và tách chiết acid nucleic 

Khu vực thực hiện  
các KT khác 

Khu vực thực hiện 
KT khuếch đại  (PCR-based) 

Khu vực đọc                                       
KQ PCR bằng điện di 

Khu vực phân tích kết quả 
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Một số lưu ý về TTB XN SHPT 

 Tủ âm 80oC, máy ly tâm lạnh, máy ủ lắc, máy trộn, máy tạo đá bào, hệ thống điện di … 

 Các thiết bị luân nhiệt, real-time PCR, máy giải trình tự … 

 Các thiết bị cần được bảo dưỡng, hiệu chuẩn định kz. Các thiết bị chuyên dùng XN cho 

bệnh nhân cần đạt chuẩn IVD 

 Sử dụng Pipettor cơ và điện tử, đơn kênh và nhiều kênh  

 Sử dụng Pipette tips có đầu lọc 
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Máy ly tâm mini / để bàn 
(mini centrifuger) 

07/12/2019 TS.BS.Nguyễn Minh Hà 13 

Máy ly tâm lạnh 
(freeze centrifuger) 

Mục đích ? 

07/12/2019 TS.BS.Nguyễn Minh Hà 14 
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Máy trộn mẫu để bàn 
(Mini vortexer) 

07/12/2019 TS.BS.Nguyễn Minh Hà 15 

Máy ủ lắc mẫu  
(Thermomixer) 

07/12/2019 TS.BS.Nguyễn Minh Hà 16 
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Máy quang phổ đo nồng độ DNA, RNA, protein  
(Photospectrometer) 

07/12/2019 TS.BS.Nguyễn Minh Hà 17 

Máy quang phổ đo nồng độ DNA, RNA 
(NanoDrop) 

07/12/2019 TS.BS.Nguyễn Minh Hà 18 
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07/12/2019 TS.BS.Nguyễn Minh Hà 19 

07/12/2019 TS.BS.Nguyễn Minh Hà 20 
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Pipettor đơn (một kênh), cơ Pipettor đơn, điện tử  

Pipettor tự động, nhiều kênh  
(automated pipettors; i-pipettors ) 

Pipettor cơ, 
nhiều kênh 
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Tại sao cần dùng filter pipette tips ? 

07/12/2019 TS.BS.Nguyễn Minh Hà 23 

07/12/2019 TS.BS.Nguyễn Minh Hà 24 
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Một số lưu ý về hóa chất XN SHPT 

 Đa số cần bảo quản ở nhiệt độ âm 

 Khi thao tác luôn cần lưu giữ trên đá lạnh 

 Cần được phân chiết ra thành những thể tích vừa đủ dùng để tránh rã đông/tái đông 

và nhiễm giữa mẫu-hóa chất. 

 Nước cất sử dụng là dạng DNAse-free hoặc RNAse-free 

 Nồng độ cần được tuân thủ theo từng phản ứng.  

Trong một số PXN nghiên cứu và cả XN cho bệnh nhân 
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Nếu muốn áp dụng XN dịch vụ cho người bệnh, 

Hóa chất cần đạt chuẩn IVD 

Làm việc với RNA 

 RNA bị hủy nhanh chóng bởi RNase (hiện diện khắp nơi) 

 Khi tách chiết RNA cần loại bỏ hết protein và DNA 

 Cần sử dụng DNAse 

 Dụng cụ, nước cất dùng pha buffer, hóa chất phải được xử lý với DEPC (DEPC-treated) 

 DEPC là một chất sinh ung (có thể gây ức chế enzyme)  phải được loại trừ sau đó 

07/12/2019 TS.BS.Nguyễn Minh Hà 28 
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MẪU BỆNH PHẨM CỦA XN SHPT 

 Mẫu bệnh phẩm dùng cho XN CĐPT gồm những loại nào? 

 Cần lưu ý gì với mẫu bệnh phẩm XN CĐPT (so với các XN thông thường khác) ? 

 Mẫu bệnh phẩm này đến từ nguồn nào? (do đơn vị/bộ phận nào cung cấp) 

 Vai trò của đơn vị/bộ phận cung cấp mẫu bệnh phẩm cho CĐPT? 

07/12/2019 TS.BS.Nguyễn Minh Hà 30 
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Mẫu bệnh phẩm dùng cho XN CĐPT gồm những loại nào? 

o Máu: huyết tương, bạch cầu 

o Tủy 

o Phết 

o Dịch: vết loét, dịch cơ quan 

o Mô: phẫu thuật, sinh thiết 

o Cell block 

 
07/12/2019 TS.BS.Nguyễn Minh Hà 31 

Loại bệnh phẩm DNA của  
chủ thể nào?  

Dùng CĐPT trong 
nhóm bệnh nào?  

Lượng DNA đích thu 
được sau tách chiết ?  

Huyết tương 

Bạch cầu 

Tủy 

Phết 

Dịch vết loét 

Mô phẫu thuật 

Mô sinh thiết 

Cell block 

07/12/2019 TS.BS.Nguyễn Minh Hà 32 
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Cần lưu ý gì với mẫu bệnh phẩm XN CĐPT 

(so với các XN thông thường khác) ? 

 Vấn đề về kỹ thuật trích mẫu 

• Tán huyết 

• Mẫu bị đông 

• Chất chống đông không chính xác, không đủ 

• Trích mẫu sai vị trí 

• Trích mẫu không đủ 

• …. 

hậu quả: (1) không thực hiện được KT 

                    (2) KQ âm tính giả khó phát hiện 
07/12/2019 TS.BS.Nguyễn Minh Hà 33 

 Vấn đề bảo quản số lượng của vật chất di truyền quan tâm 

• Tùy theo loại mẫu bệnh phẩm 

• KT tách chiết 

• Tay nghề KTV 

• Kiểm tra sau tách chiết 

07/12/2019 TS.BS.Nguyễn Minh Hà 34 
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 Vấn đề bảo quản chất lượng của vật chất di truyền quan tâm 

• DNA, RNA và protein bị hủy, tổn thương trong quá trình tách chiết 

• Dung dịch sau tách chiết còn lẫn một số yếu tố gây ức chế kỹ thuật về sau 

 Có thể kiểm tra bằng đo độ tinh khiết sau tách chiết hoặc khuếch đại gen nội chuẩn 
(internal control) 

07/12/2019 TS.BS.Nguyễn Minh Hà 35 

Mẫu bệnh phẩm do đơn vị/bộ phận nào cung cấp ?  

(Ai đảm nhận công tác trích mẫu?) 

Loại bệnh phẩm Bộ phận trích mẫu 

Huyết tương KTV lấy máu 

Bạch cầu KTV lấy máu 

Tủy Bác sỹ 

Phết Bác sỹ 

Dịch vết loét Bác sỹ 

Mô phẫu thuật Bác sỹ 

Mô sinh thiết Bác sỹ 

Cell block Bác sỹ 
07/12/2019 TS.BS.Nguyễn Minh Hà 36 
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Vai trò của bộ phận cung cấp mẫu bệnh phẩm cho CĐPT? 

o Đại diện cho bộ phận khám chữa bệnh 

o Chẩn đoán sơ bộ bệnh (lựa chọn BN)  cung cấp nguồn bệnh phẩm cho CĐPT  

o Quyết định sai số của giai đoạn trước XN  

 

 

07/12/2019 TS.BS.Nguyễn Minh Hà 37 

Đảm bảo chất lượng khâu tách chiết 

 Đảm bảo chất lượng mẫu bệnh phẩm 

 Thiết bị, hóa chất đảm bảo chất lượng và phù hợp. 

 KTV được đào tạo 

 Tuân thủ đúng QT kỹ thuật 

 Đối với XN chẩn đoán các tác nhân VSV:  

 Có thể áp dung một số kỹ thuật cấy hoặc tăng sinh đề đảm bảo có và làm tăng số 
lượng VSV trong mẫu đem tách chiết 

 Nên sử dụng bộ kit tách chiết đặc hiệu cho VSV 
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KTCL của khâu tách chiết 

 KT độ tinh khiết của dd sau tách chiết bằng máy đo (tỷ lệ A260/A280 trong khoảng 

1.7 – 2.0) 

 KT nồng độ DNA hoặc RNA trong dd sau tách chiết bằng máy đo nồng độ 

 KT sự toàn vẹn của DNA, RNA trong dd sau tách chiết bằng pp điện di. 

 KT sự hiện diện của DNA, RNA quan tâm trong dd sau tách chiết ?  khó (đặc biệt 

quan trọng với các XN SHPT chẩn đoán tác nhân VSV) 

VẤN ĐỀ LỰA CHỌN KỸ THUẬT XN SHPT 

Xây dựng QT kỹ thuật 

Triển khai áp dụng thường quy 



12/7/2019 

21 

Xây dựng quy trình kỹ thuật 1 

 Bộ phận/đơn vị chịu trách nhiệm: 

 Trường đại học, viện nghiên cứu 

 Cơ sở khám chữa bệnh 

 Bộ phận kỹ thuật của các công ty thiết bị, hóa chất  

 

07/12/2019 TS.BS.Nguyễn Minh Hà 41 

 Các bước xây dựng quy trình kỹ thuật: 

 Xác định cơ sở lý thuyết: về bệnh, cơ chế bệnh ở mức độ phân tử, các cơ chế điều 

trị ở cấp độ phân tử… 

 Xác định đích phân tử quan tâm: gen (DNA), mRNA hoặc protein: vị trí, cấu trúc, 

chức năng, đột biến phân bố ra sao… 

 Xác định loại kỹ thuật tối ưu sử dụng để phát hiện đích phân tử quan tâm 

 Trang bị cơ sở vật chất và nhân lực 

 Áp dụng thử nghiệm trên cỡ mẫu nhỏ, đánh giá hiệu quả và tối ưu hóa quy trình 
07/12/2019 TS.BS.Nguyễn Minh Hà 42 

Xây dựng quy trình kỹ thuật 2 
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o Xác định loại kỹ thuật tối ưu sử dụng để phát hiện đích phân tử quan tâm: 

 Tùy theo đặc tính của đích phân tử quan tâm 

 Tùy theo loại bệnh phẩm 

 ”Tối ưu” không phải là hoàn hảo: phải phù hợp với 

- khả năng kinh tế của đơn vị,  

- mục đích làm XN (nghiên cứu hay áp dụng hàng loạt trên LS),  

- khả năng chi trả của BN,  

- hiện trạng cơ sở vật chất và nhân lực của đơn vị 07/12/2019 TS.BS.Nguyễn -Minh Hà 43 

Xây dựng quy trình kỹ thuật 3 

o Các lưu ý khi xây dựng quy trình KT: 

 Vấn đề nội kiểm và ngoại kiểm 

 Cân nhắc giá trị LS của XN 

 Cân nhắc vấn đề kết hợp giữa các đơn vị hoặc chuyển giao công nghệ. 

 

07/12/2019 TS.BS.Nguyễn Minh Hà 44 

Xây dựng quy trình kỹ thuật 4 
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 Bộ phận/đơn vị chịu trách nhiệm: 

 Trường đại học, viện nghiên cứu, cơ sở khám chữa bệnh 

 KTV, bác sỹ XN, bác sỹ LS. 

 

07/12/2019 TS.BS.Nguyễn Minh Hà 45 

Triển khai áp dụng XN CĐPT 1 

 Các bước triển khai áp dụng: 

 Áp dụng quy trình kỹ thuật để xác định đích phân tử. 

 Phân tích được những giới hạn của chẩn đoán phân tử: nhận xét được độ 
nhạy/độ đặc hiệu của KT/test; nguy cơ của KQ âm tính/dương tính giả; sự thiếu 
đồng nhất trong KQ giữa các PXN… (Bác sỹ XN, Bác sỹ LS) 

 Đánh giá được ý nghĩa lâm sàng của kết quả XN bằng KT SHPT: ý nghĩa của KQ âm 
tính/dương tính; giá trị áp dụng trong chẩn đoán/theo dõi điều trị/phòng ngừa; 
tần số lặp lại XN… (Bác sỹ LS) 

 07/12/2019 TS.BS.Nguyễn Minh Hà 46 

Triển khai áp dụng XN CĐPT 2 



12/7/2019 

24 

VAI TRÒ CỦA CÁC MẪU CHỨNG  
TRONG KT PCR 

Nguyên nhân gây sai lệch KQ PCR 

ÂM TÍNH GIẢ 

 Không có vật chất di truyền quan tâm 
trong mẫu bệnh phẩm 

 Vật chất di truyền bị thất thoát trong 
quá trình tách chiết 

 Phản ứng khuếch đại bị ức chế  

 Hóa chất, thiết bị, dụng cụ không đạt 
chuẩn 

 

DƯƠNG TÍNH GIẢ 

 Nhiễm chéo do thao tác của người 
chuẩn bị mẫu, do vấn đề về ATSH PXN. 

 Ngoại nhiễm sản phẩm khuếch đại 
trong hóa chất, thiết bị, môi trường … 
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Kiểm tra sai lệch KQ PCR 

Chứng 
DƯƠNG 

Chứng 
ÂM 

Chứng 
NƯỚC 

Chứng 
NỘI TẠI 

Mẫu BP từ chủ thể chắc chắn  
có chứa đoạn acid nucle quan 
tâm 

Chứng 
DƯƠNG 
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Vai trò: 

 Chứng minh sự hoạt động của PCR mix đang sử 
dụng. 

 Chứng minh độ đặc hiệu của cặp mồi 

 Không kiểm tra được quá trình tách chiết có đạt 
chuẩn hay không 

 

Chứng 
DƯƠNG 

Mẫu BP từ chủ thể chắc chắn 
KHÔNG có chứa đoạn acid 
nucle quan tâm 

Chứng 
ÂM 
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Vai trò: 

 Chứng minh độ đặc hiệu của cặp mồi 

 Không kiểm tra được quá trình tách chiết có đạt 
chuẩn hay không 

 

 

Lưu ý: chứng âm khác với chứng nước 

Nước cất DNAse-free + PCR mix 

Chứng minh PCR mix không bị ngoại nhiễm hoặc 
không bị nhiễm chéo  

 Hóa chất và thiết bị không bị ngoại nhiễm sản 
phẩm khuếch đại 

 

 

Chứng 
ÂM 

Chứng 
NƯỚC 

Chứng 
NỘI TẠI 

(Không phải là một mẫu riêng) 
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Vai trò: 

 Kiểm tra được khâu tách chiết tốt hay không 

 Kiểm tra được có tồn lưu chất ức chế khuếch đại trong 
dung dịch sau tách chiết không 

 Kiểm tra được sự hoạt động của hệ thống khuếch đại 

 

TRẢ LỜI VÀ BIỆN LUẬN KẾT QUẢ XN SHPT 
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Lưu ý 

 Tuân theo các qui định chung về trả KQ XN 

 Kết quả cần được kiểm tra giám sát và đánh giá bởi ít nhất hai cán bộ có chuyên môn 
về XN SHPT, trong đó tốt nhất nên có một người có hiểu biết về thực hành LS. 

 Cần có đủ hai bước: (1) Xác nhận phân tích; (2) Xác nhận lâm sàng 

 Không được kết luận vượt quá giá trị của kỹ thuật đang sử dụng, gây hiểu sai hoặc 
nhầm lẫn cho việc xác nhận lâm sàng. 

 Cần ghi chú giải thích rõ các thuật ngữ chuyên ngành có góp phần vào việc xác nhận 
lâm sàng KQ XN SHPT của cán bộ LS. 

Hai bước xác nhận kết quả 

Xác nhận phân tích 

(Analytical validation) 

 Có mục tiêu là xác định được có sự hiện diện hay 
không và nguyên nhân hoặc nguồn gốc (nếu có) 
cho những sai sót kỹ thuật có thể xảy ra khi phân 
tích mẫu bệnh phẩm.  

 Cần cân nhắc nhiều yếu tố để cung cấp KL chính 
xác và nhiều thông tin nhất cho việc xác nhận LS. 

 Phải có đủ các chứng mới tự tin nhận định KQ 
của mẫu  

 

 Có mục tiêu là xác định nguồn gốc cho những biến 
thiên sinh học có thể xảy ra khi phân tích mẫu 
bệnh phẩm.  

 Biện luận KQ phải gắn liền với bối cảnh LS của 
người bệnh  

 Đây là nhiệm vụ của cán bộ LS, dựa trên các dữ 
liệu được cung cấp hoặc trao đổi với cán bộ XN. 

 Một XN có thể thực hiện về mặt phân tích kỹ 
thuật nhưng không có lợi ích về mặt LS thì không 
nên ứng dụng trong thực hành LS. 

 

Xác nhận lâm sàng 

(Clinical validation) 
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Mẫu Kết luận 

+ - + - + Dương tính 

+ - + - - Âm tính 

+ + + + 
Không đọc 

KQ 
Ngoại nhiễm 

- - - - 
Không đọc 

KQ 
PU PCR bị ức chế 

+ -  - - 
Không đọc 

KQ 

Thất thoát acid 
nucleic trong khâu 
tách chiết 

Chứng dương Chứng âm Chứng nội tại Chứng nước 

Phải có đủ các chứng mới tự tin nhận định kết quả của mẫu  
(Xác nhận phân tích – Analytical validation)  

Một KQ XN bằng real-time PCR cần chứng minh và thể hiện được trên 
phiếu trả lời KQ:  

• Các mẫu chứng tương tự như PCR định tính. 

• Mẫu thử được chạy chung với các mẫu chuẩn được pha loãng (đường 
chuẩn)  có công bố ngưỡng phát hiện của hệ thống. 

• Thao tác định lượng chuẩn mực được thể hiện qua hiệu quả PCR và hệ 
số tương quan trên biểu đồ chuẩn đạt thông số lý tưởng 

• Nếu mẫu kết luận âm tính hay dưới ngưỡng phải có đường biểu diễn 
khuếch đại của chứng nội tại.  
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Ví dụ trong XN nhiễm, dựa vào KQ XN chỉ có thể: 

• KQ (+) nghĩa là có tác nhân đang quan tâm trong mẫu bệnh phẩm. Không có 

nghĩa là BN bị bệnh (vì không có hoặc không đề cập đến ngưỡng phân biệt 

thể infected vs thể carrier) hoặc mức độ bệnh ra sao. 

• Đối với multiplex PCR, KQ (+) với tác nhân nào cũng chỉ có nghĩa có tác nhân 

đó trong mẫu bệnh phẩm, không thể kết luận đó là tác nhân gây bệnh.  

• Đối với real-time PCR định lượng: KQ dưới ngưỡng phát hiện phải kết luận là 

số lượng copies tác nhân trong mẫu bệnh phẩm không có hoặc là thấp hơn so 

với ngưỡng phát hiện của hệ thống. 

• KQ (-) nghĩa là không có tác nhân đang quan tâm trong mẫu bệnh phẩm. 

Không có nghĩa là BN không bị bệnh.  
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NGOẠI KIỂM TRA XN SHPT 
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CHỌN TỔ CHỨC 

EQA 

ĐĂNG KÝ THAM GIA          

HỆ THỐNG 

XEM XÉT 

ĐĂNG KÝ EQA HÀNG NĂM 

NHẬN MẪU QUA BƯU ĐIỆN 

Phát chuyển nhanh  

GỬI TRẢ KẾT QUẢ KIỂM TRA 

QUA MẠNG 

THÔNG BÁO  KẾT QUẢ 

EQA 

• Một số tổ chức như: EMQN, UK-NEQAS … 

• Việc tham gia là hoàn toàn tự nguyện 

• Kết quả kiểm tra sẽ được gửi trả qua mạng dưới dạng văn bản (.doc / .pdf) theo 
mẫu có đính kèm các hình ảnh. 

• Phần trả lời kết quả phải ghi rõ dùng kỹ thuật gì, trên máy nào, với hướng dẫn nào 
(guideline) 

• XN SHPT rất đa dạng + phí EQA cao chọn lọc cho một số XN quan trọng. 

• Thực hiện EQA cho XN chẩn đoán SHPT tại Việt Nam rất cần thiết  là vị trọng tài 
quan trọng để xác định sự tin cậy và bảo đảm chất lượng của KQ XN.  
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Nhiễm chéo, ngoại nhiễm sản phẩm khuếch đại 

Là gì? Mẫu âm/thuốc thử bị nhiễm acid nucleic đích từ các mẫu dương  

Xảy ra khi nào?  

Nguyên nhân? 

-Khi mở nắp các tube chứa acid nucleic đích. 
-Khi thao tác VSV nuôi cấy tác nhân đích trong PXN chẩn đoán đúng tác nhân đó. 
-Không sử dụng các vật tư đã diệt acid nucleic 
-Sử dụng chung vật tư thao tác giữa các mẫu 

Cách nhận diện? -Sử dụng các mẫu chứng (control) 
-Phản hồi về sự không phù hợp giữa kết quả và tình trạng của vật chủ lấy mẫu từ 
người gửi mẫu 

Cách ngăn 

ngừa? 

-Tôn trọng quy tắc thiết kế, bố trí PXN 
-Tuân thủ các quy trình và thao tác vô trùng  
-Sử dụng đúng dụng cụ 
-Sử dụng PCR master mix có pha thêm dUTP và enzym UNG 


