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TÓM TẮT 

Nghiên cứu thực hiện nhằm sản xuất bộ mẫu huyết tương đông khô phát hiện kháng nguyên 

NS1 virus Dengue đạt độ đồng nhất theo tiêu chuẩn ISO 17043 và ISO 13485 ứng dụng trong 

ngoại kiểm. Đây là dạng nghiên cứu thực nghiệm nhằm sản xuất bộ mẫu huyết tương với phương 

pháp đông khô gồm 2 lô: lô 1 (mẫu dương tính kháng nguyên NS1 virus Dengue), lô 2 (mẫu âm 

tính kháng nguyên NS1 virus Dengue). Chọn mẫu ngẫu nhiên thông qua phầm mềm Microsoft 

Excel 16 và sử dụng phép phân tích phương sai một yếu tố (One-way ANOVA) để đánh giá tính 

đồng nhất của mẫu sau sản xuất. Kết quả nghiên cứu cho thấy bộ mẫu đông khô gồm 2 lô được sản 

xuất theo tiêu chuẩn ISO 17043 và đánh giá theo ISO 13485 đạt độ đồng nhất với CV% Lô 1, Lô 2 

lần lượt là 0,62 và 0,7. Tóm lại, bộ mẫu huyết tương đông khô đã sản xuất đạt độ đồng nhất đáp 

ứng yêu cầu của tiêu chuẩn ISO 17043 và ISO 13528 phục vụ ứng dụng trong chương trình ngoại 

kiểm phát hiện kháng nguyên NS1 virus Dengue. 

Từ khóa: sốt xuất huyết; kháng nguyên NS1 Dengue; tính đồng nhất; huyết tương đông khô; 

ngoại kiểm 

 

1. Giới thiệu 

Sốt xuất huyết (SXH) là một bệnh virus truyền nhiễm cấp tính do động vật chân đốt 

lây truyền, phân bố chủ yếu ở các nước nhiệt đới và cận nhiệt đới trên toàn thế giới và 

được xem là bệnh do virus động vật gây ra quan trọng nhất ở người (Bhatt et al., 2013). 

SXH biểu hiện sau khi con người bị muỗi cái Aedes albopictus hoặc Aedes aegypti mang 

một trong bốn tuýp huyết thanh virus Dengue (DENV-1 đến DENV-4) đốt (Alcon et al., 

2002). Nhằm chẩn đoán nhanh sốt xuất huyết, sự phát triển gần đây của xét nghiệm phát 
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hiện kháng nguyên NS1, xét nghiệm test nhanh kháng nguyên NS1 đã được sử dụng rộng 

rãi. Với mức độ phổ biến hiện nay của dịch bệnh SXH, tại các cơ sở y tế từ tuyến 

quận/huyện đến tuyến tỉnh/thành phố, xét nghiệm test nhanh kháng nguyên NS1 được xem 

là lựa chọn thích hợp cho việc chẩn đoán sớm virus Dengue gây bệnh sốt xuất huyết do 

tính thuận tiện, dễ thực hiện, cho kết quả nhanh chóng, đảm bảo thực hiện được trên tất cả 

các đối tượng bệnh nhân. Vấn đề được đặt ra là xét nghiệm test nhanh có đủ độ tin cậy để 

hỗ trợ tốt nhất cho công tác chẩn đoán và điều trị, đòi hỏi phòng xét nghiệm phải ưu tiên 

hơn nữa hoạt động đảm bảo chất lượng xét nghiệm thông qua công cụ đánh giá chất lượng 

từ bên ngoài hay thông qua chương trình ngoại kiểm. 

Ngoại kiểm tra là một tiêu chí bắt buộc được quy định theo thông tư 01/2013/TT-

BYT là căn cứ cho việc liên thông và công nhận kết quả xét nghiệm cùng với quyết định số 

2429/QĐ-BYT do Bộ Y tế đã ban hành ngày 12/6/2017 về việc Ban hành Tiêu chí đánh giá 

mức chất lượng phòng xét nghiệm y học nhằm hướng dẫn các đơn vị tăng cường quản lí chất 

lượng xét nghiệm, chuẩn hóa chất lượng, hướng tới liên thông kết quả xét nghiệm giữa các 

đơn vị (Prime Minister, 2017). Việc triển khai chương trình ngoại kiểm cho xét nghiệm test 

nhanh kháng nguyên NS1 trong chẩn đoán góp phần chuẩn hóa và nâng cao chất lượng trong 

xét nghiệm và hiệu quả trong chẩn đoán lâm sàng. Xuất phát từ những cơ sở khoa học và thực 

tiễn trên, chúng tôi triển khai nghiên cứu “Nghiên cứu sản xuất mẫu huyết tương đông khô 

ứng dụng trong ngoại kiểm phát hiện kháng nguyên NS1 virus Dengue”. 

2. Đối tượng và phương pháp nghiên cứu 

2.1. Đối tượng nghiên cứu 

Mẫu huyết tương cho kết quả xét nghiệm dương tính với kháng nguyên NS1 của virus 

Dengue bằng xét nghiệm test nhanh được thực hiện tại Bệnh viện Đa khoa Khu vực Nam 

Bình Thuận. Mẫu huyết tương tươi đông lạnh được cung cấp bởi Bệnh viện Truyền máu – 

Huyết học Thành phố Hồ Chí Minh cho kết quả âm tính với test nhanh kháng nguyên NS1 

virus Dengue. Tất cả các mẫu được chọn vào nghiên cứu đã được sàng lọc âm tính với các 

tác nhân lây bệnh truyền nhiễm (virus viêm gan B, virus viêm gan C, virus HIV). 

Sau quá trình thu thập và sàng lọc các tác nhân lây nhiễm, nhóm nghiên cứu thu 

được 202 mẫu huyết tương dương tính kháng nguyên NS1 virus Dengue. Mẫu được sàng 

lọc 3 tác nhân lây bệnh truyền nhiễm: HIV, HBV, HCV bằng kĩ thuật test nhanh thực hiện 

tại Trung tâm Kiểm chuẩn chất lượng xét nghiệm y học – Đại học Y Dược Thành phố  

Hồ Chí Minh. Mẫu không đạt điều kiện được tiêu hủy theo quy định tại thông tư số 

43/2011/TT-BYT “Quy định chế độ quản lí mẫu bệnh phẩm truyền nhiễm”. 

Thu thập nguyên liệu: 

- Lô 1 (dương tính với NS1 virus Dengue): Thu thập các mẫu huyết có kết quả dương 

tính bằng test nhanh kháng nguyên NS1 virus Dengue theo quy định tại thông tư 

43/2011/TT-BYT “Quy định chế độ quản lí mẫu bệnh phẩm truyền nhiễm” sau đó sàng lọc 

các tác nhân gây bệnh truyền nhiễm. 
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- Lô 2 (âm tính với NS1 virus Dengue): Thu thập mẫu huyết tương tươi đông lạnh 

(HTTĐL) được gạn tách từ một tình nguyện viên hiến máu, được cung cấp bởi bệnh viện 

Truyền máu – Huyết học Thành phố Hồ Chí Minh đã được sàng lọc HBV, HIV, HCV bằng 

kĩ thuật NAT. 

2.2. Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1. Thiết kế nghiên cứu: Nghiên cứu thực nghiệm 

2.2.2. Phương pháp chọn mẫu: Chọn mẫu ngẫu nhiên 

2.2.3. Các bước tiến hành 

Xác định đặc tính và độ đặc hiệu của mẫu: Kiểm tra đặc tính của mẫu bằng xét 

nghiệm test nhanh kháng nguyên NS1 virus Dengue với 3 hãng sản xuất khác nhau với độ 

nhạy và độ đặc hiệu đều trên 92%. Bộ mẫu được khẳng định độ đặc hiệu bằng kĩ thuật 

realtime RT – PCR. Sử dụng sinh phẩm One step RT multiplex real-time PCR mix được 

pha từ AgPathID™ One-Step RT-PCR của Thermo (USA) với 4 cặp mồi và 4 probe đặc 

hiệu cho 4 type DENV và hóa chất tách chiết NKDNARNA prep MAGBEAD kit  

(Hàn Quốc). 

Sản xuất mẫu: Dung dịch huyết tương được trộn đều bằng máy khấy từ trong 30 

phút, dùng micropipette phân phối 1mL huyết tương sau pha loãng vào mỗi lọ thủy tinh đã 

được chuẩn bị. Tiến hành đậy nắp cao su và cân khối lượng mỗi lọ sau khi phân phối. Lưu 

trữ các lô mẫu ở -80C cho đến khi đông khô, thời gian lưu trữ tối thiểu trong 24 giờ, sau 

đó tiến hành đông khô mẫu. 

Đánh giá tính đồng nhất về khối lượng dung dịch sau phân phối: Theo khuyến nghị 

của WHO, chọn ngẫu nhiên 20% (1-2% khi cỡ mẫu lớn) số lượng mẫu trên mỗi lô để  

thực hiện đánh giá. Tiến hành cân khối lượng lọ sau khi phân phối, mẫu đạt tính đồng nhất 

khi hệ số biến thiên khối lượng dung dịch phân phối (CV%)  1% (Organization, & 

UNICEF, 2012). 

Đánh giá tính đồng nhất về đặc tính mẫu: Chọn 10 lọ mẫu ngẫu nhiên bằng hàm 

Randbetween trên phần mềm Microsoft Excel 16, đánh số từ 1-10 được lấy ra từ mỗi lô. 

Các lọ mẫu được hoàn nguyên trong vòng trong 20 phút bằng 1000 L nước cất. Dung 

dịch sau khi hoàn nguyên được phân tích lặp lại 3 lần bằng 3 hãng hoá chất khác nhau. 

2.2.4. Xử lí số liệu 

Số liệu được nhập và xử lí bằng phần mềm Microsoft Excel 16. Sử dụng phép phân 

tích phương sai một yếu tố (One-way ANOVA) để đánh giá tính đồng nhất của mẫu sau 

sản xuất trên phần mềm Stata 14.1. 

3. Kết quả và thảo luận 

3.1. Kết quả 
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3.1.1. Quy trình sản xuất mẫu ngoại kiểm huyết tương đông khô phát hiện kháng nguyên 

NS1 virus Dengue 

 

Sơ đồ 1. Sơ đồ quy trình sản xuất mẫu huyết tương đông khô  

Nghiên cứu đã xây dựng hoàn thiện quy trình sản xuất bộ mẫu nhằm phát hiện kháng 

nguyên NS1 virus Dengue ứng dụng trong ngoại kiểm gồm 7 bước chính (Sơ đồ 1). 
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Mẫu huyết tương  

  

Trộn đều mẫu trong 30 phút  

  

Phân phối 1mL mẫu vào lọ thuỷ tinh Cân trọng lượng lọ trước và sau khi phân phối mẫu 

  

  

Chạy đông khô Kiểm tra hệ thống máy đông khô 

  

 Làm lạnh buồng ngưng tụ đến -50C, trong ít nhất 30 

phút 

  

 Giai đoạn sơ cấp: duy trì trong 12 giờ, áp suất 1,034 

mbar, nhiệt độ bẫy lạnh ở -40C, nhiệt độ kệ sấy ở -

20C 

  

 Giai đoạn thứ cấp: duy trì trong 5 giờ, áp suất 0,034 

mbar, nhiệt độ bẫy lạnh ở -40C, nhiệt độ kệ sấy ở 

25C. 

Bảo quản -80oC  

Sơ đồ 2. Các công đoạn sản xuất mẫu huyết tương đông khô  

phát hiện kháng nguyên NS1 virus Dengue 

Hoàn thiện quy trình sản xuất mẫu ngoại kiểm đông khô gồm các bước chính như 

trên sơ đồ 2. 

3.1.2. Tính đồng nhất của mẫu huyết tương đông khô phát hiện kháng nguyên NS1 virus 

Dengue sau sản xuất  

Bảng 1. Kết quả xét nghiệm lô mẫu A bằng kĩ thuật sắc kí miễn dịch 

Tên hãng Số mẫu Dương tính Âm tính 

Hãng 1 202 185 17 

Hãng 2 202 185 17 

Hãng 3 202 185 17 

Với 202 mẫu huyết tương dương tính NS1 Ag, kết quả thu được 185 mẫu cho kết quả 

dương tính với cả 3 hãng, 17 mẫu cho kết quả âm tính với cả 3 hãng và bị loại ra khỏi 

nghiên cứu. Đối với lô B, mẫu được xét nghiệm bằng 3 loại test nhanh khác nhau (cùng 

hãng với thử nghiệm lô 1) cho kết quả 100% âm tính với kháng nguyên NS1 virus Dengue. 
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Bảng 2. Kết quả realtime RT-PCR tìm vật chất di truyền của virus Dengue 

Kết quả realtime RT-PCR 
Lô 1 Lô 2 

Dương tính Âm tính 

Kết quả xác định độ đặc hiệu cho thấy Lô 1 (mẫu dương tính) cho kết quả dương tính 

với vật chất di truyền của virus Dengue, lô 2 (mẫu âm tính) cho kết quả âm tính với vật 

chất di truyền của virus Dengue. Xét nghiệm này tiến hành nhằm khẳng định độ đặc hiệu 

của từng lô mẫu sử dụng trong sản xuất bộ mẫu ngoại kiểm. 

Bảng 3. Tính đồng nhất về khối lượng dung dịch phân phối  

của mẫu huyết tương đông khô sau sản xuất 

Giá trị 
Khối lượng dung dịch phân phối mp = m2 – m1 (mg) 

Lô 1 Lô 2 

Mean 1054,1 1043,4 

SD 6,5 7,3 

CV% 0,62 0,7 

Ghi chú: mp: khối lượng dung dịch phân phối, m2: khối lượng lọ mẫu sau khi phân phối; m1: 

khối lượng lọ mẫu trước khi phân phối; Mean, SD, CV%: lần lượt là trung bình, độ lệch chuẩn, hệ 

số biến thiên của khối lượng dung dịch phân phối trên mỗi lô 

Khối lượng trung bình dung dịch phân phối ở các lô 1, lô 2 dao động trong khoảng từ 

1043,4 đến 1054,1 (mg). Cả 02 lô mẫu đều đạt tính đồng nhất về khối lượng với CV% của 

khối lượng dung dịch phân phối < 1%, cụ thể CV% đạt 0,62% (lô 1), 0,7% (lô 2).  

Bảng 4. Mô tả tính đồng nhất về đặc tính của lô 1 và lô 2 

Lọ mẫu 
Lô 1 Lô 2 

L1 L2 L3 TB L1 L2 L3 TB 

1 + + + + - - - - 

2 + + + + - - - - 

3 + + + + - - - - 

4 + + + + - - - - 

5 + + + + - - - - 

6 + + + + - - - - 

7 + + + + - - - - 

8 + + + + - - - - 

9 + + + + - - - - 

10 + + + + - - - - 

Nhận xét 100% dương tính 100% âm tính 

Ghi chú: L1, L2, L3: lần lượt là kết quả phân tích với sinh phẩm của 3 hãng khác nhau.  TB:  

là kết quả tổng hợp từ 3 sinh phẩm, với các giá trị nhận được: Âm tính (-): cả 3 đều âm; Dương 

tính (+): cả 3 đều dương.  
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Kết quả xét nghiệm định tính kháng nguyên NS1 của cả 02 lô mẫu đều đạt tính đồng 

nhất của xét nghiệm test nhanh kháng nguyên NS1. Cụ thể, ở lô 1 tất cả 10 mẫu đều cho 

kết quả dương tính với 03 hãng thuốc thử khác nhau. Lô 2, tất cả 10 mẫu phân tích đều cho 

kết quả âm tính với 03 hãng thuốc thử khác nhau. 

3.2. Thảo luận 

Quá trình sản xuất thử nghiệm mẫu huyết tương đông khô phát hiện kháng nguyên 

NS1 virus Dengue gồm 07 bước từ giai đoạn thu thập nguyên liệu, đánh giá chất lượng 

nguyên liệu, kiểm tra đặc tính kháng nguyên NS1 virus Dengue, khẳng định độ đặc hiệu 

của mẫu, phân phối mẫu, đông khô và cuối cùng là đóng gói bảo quản mẫu. 

Xác định đặc tính huyết tương là tiêu chuẩn cơ bản trong quá trình sản xuất bộ mẫu 

ngoại kiểm, qua đó giúp loại bỏ được các mẫu huyết tương có chứa các yếu tố nguy cơ gây 

ra các bệnh truyền nhiễm như HIV, viêm gan B, viêm gan C và đồng thời đáp ứng được 

các tiêu chuẩn cơ bản về an toàn sinh học trong phòng xét nghiệm, giảm bớt các yếu tố 

nguy cơ gây bệnh cho kĩ thuật viên xét nghiệm khi thực hiện thao tác kĩ thuật. Với nghiên 

cứu của Huỳnh Phương Thảo và cộng sự (Huynh et al., 2022) đã sử dụng kĩ thuật ELISA 

để xác định đặc tính của mẫu. Tuy nhiên, mục đích của nghiên cứu này, mẫu được sản xuất 

nhằm ứng dụng trong ngoại kiểm phát hiện kháng nguyên NS1 DENV cho xét nghiệm test 

nhanh, vì vậy khi sử dụng một phương pháp có độ nhạy và độ đặc hiệu cao hơn như 

ELISA sẽ gây ra các kết quả âm tính giả đối với những mẫu có nồng độ thấp khi thực hiện 

kĩ thuật sắc kí miễn dịch. Để khắc phục tình trạng này, nhóm nghiên cứu quyết định lựa 

chọn đánh giá đặc tính của mẫu bằng phương pháp tương đương với nhiều hãng sản xuất 

khác nhau. 

Đánh giá tính đồng nhất là một trong những yêu cầu bắt buộc của quy trình sản xuất 

mẫu ngoại kiểm được quy định theo ISO/IEC 17043:2023 và ISO 13528:2022 

(Standardization, 2023; Standardization, 2022). Với mục tiêu đảm bảo tất cả đơn vị tham 

gia ngoại kiểm sẽ nhận được mẫu ngoại kiểm là tương đồng, sự khác biệt thông số phân 

tích ngoại kiểm giữa các mẫu là không đáng kể. Kết quả cho thấy tất cả các lô mẫu đều đạt 

tính đồng nhất (không có sự khác biệt đáng kể) về khối lượng huyết tương phân phối, thỏa mãn 

điều kiện khi hệ số biến thiên (CV%) < 1%. Kết quả của chúng tôi cũng tương tự kết quả 

nghiên cứu của Trần Thị Mỹ Qui (Tran, 2021), bằng cách chọn ngẫu nhiên 20 lọ mẫu và tính 

khối lượng của 1000 L huyết tương phân phối ở mỗi lọ, kết quả hoàn toàn đồng nhất khi 

CV% mỗi lô lần lượt là 0,84%, 0,86% và 0,94% (sự chênh lệch không đáng kể).  

Đánh giá tính đồng nhất về sự hiện diện kháng nguyên NS1 DENV bằng kĩ thuật sắc 

kí miễn dịch. Chúng tôi tiến hành phân tích định tính kháng nguyên NS1 DENV của 10 

mẫu (chọn ngẫu nhiên) mỗi lô bằng 03 bộ sinh phẩm của các hãng sản xuất khác nhau, kết 

quả thu được 100% mẫu thử đạt tính đồng nhất. Tương tự các nghiên cứu trước đó của Vũ 

Quang Huy và cộng sự (Vu et al., 2020) đã đánh giá tính đồng nhất của mẫu huyết tương 

bằng việc lựa chọn ngẫu nhiên 10 mẫu và thực hiện lặp lại mỗi mẫu 2 lần, thu được giá trị 
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p < 0,05, mẫu đồng nhất với nhau. Đây cũng là nội dung bắt buộc được quy định tại trong 

các tiêu chí của tiêu chuẩn ISO 13528:2022 đáp ứng cho chương trình ngoại kiểm. Thông 

qua việc đánh giá này, chúng tôi đánh giá được hiệu quả của quá trình phối trộn mẫu huyết 

tương, là yêu cầu bắt buộc trong sản xuất mẫu ngoại kiểm tra chất lượng.  

4. Kết luận 

Bộ mẫu huyết tương phát hiện kháng nguyên NS1 virus Dengue được sản xuất theo 

phương pháp đông khô đáp ứng chất lượng về độ đồng nhất theo ISO 13528 cả về khối 

lượng dung dịch phân phối với CV% <1% và về kết quả xét nghiệm định tính kháng 

nguyên NS1 virus Dengue ở mỗi lô mẫu. 

 

❖ Tuyên bố về quyền lợi: Các tác giả xác nhận hoàn toàn không có xung đột về quyền lợi. 
 

❖ Lời cảm ơn: Nghiên cứu này được tài trợ kinh phí thực hiện bởi Đại học Y Dược Thành phố 

Hồ Chí Minh theo hợp đồng số 63/2023/HĐ-ĐHYD ngày 20 tháng 3 năm 2023.  
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ABSTRACT 

This study focuses on the production of lyophilized plasma items for detecting Dengue virus 

NS1 antigen, ensuring homogeneity in accordance with ISO 17043:2023 and ISO 13485:2022 

standards for use in a proficiency testing (PT) scheme. The research was conducted using 

experimental methods. Two batches of lyophilized plasma items were produced: Batch 1 (positive 

samples for Dengue virus NS1 antigen) and Batch 2 (negative samples for Dengue virus NS1 

antigen). All plasma samples were screened and confirmed negative for hepatitis B, hepatitis C, 

and HIV. A random sample was selected using Microsoft Excel 16 software, and homogeneity was 

assessed via one-way analysis of variance (One-way ANOVA). Results demonstrated that both PT 

batches met the homogeneity criteria, with CV % for Lot 1 and Lot 2 being 0.62 and 0.7, 

respectively, in compliance with the ISO standards. In conclusion, the produced lyophilized plasma 

items satisfy the requirements of ISO 17043 and ISO 13485, making them suitable for PT schemes 

in detecting Dengue virus NS1 antigen.  

Keywords: Dengue hemorrhagic fever (DHF); Dengue virus antigen NS1; homogeneity; 

lyophilized plasma samples; Proficiency testing scheme 

 

 


