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TOM TAT

Nghién civu thue hién nham san xudt b mau huyét twrong dong khé phat hién khdng nguyén
NSI virus Dengue dat dé dong nhdt theo tiéu chudn ISO 17043 va ISO 13485 img dung trong
ngoai kiém. Ddy la dang nghién ciru thiee nghiém nham san xudt bé mau huyét twong véi phwong
phdp déng khé gom 2 16: 16 1 (mdu dwong tinh khang nguyén NSI virus Dengue), 16 2 (mdu dm
tinh khéing nguyén NSI virus Dengue). Chon mdu ngau nhién thong qua pham mém Microsoft
Excel 16 va sir dung phép phén tich phuong sai mét yéu té6 (One-way ANOVA) dé danh gia tinh
dong nhdt ciia mdu sau san xudt. Két qua nghién ciru cho thdy bé mau dong khé gom 2 16 dwoc san
xudt theo tiéu chudn ISO 17043 va danh gid theo ISO 13485 dat do dong nhat véi CV% Lé 1, L6 2
lan lwot la 0,62 va 0,7. Tém lai, b6 mdu huyét twong dong khé da san xudt dat d¢ dong nhat dap
g yéu cau ciia tiéu chudan ISO 17043 va ISO 13528 phuc vu vmg dung trong chwong trinh ngoai
kiém phat hién khang nguyén NSI virus Dengue.

Tir khéa: s6t xuit huyét; khang nguyén NS1 Dengue; tinh dong nhét; huyét trong dong khé;
ngoai kiém

1.  Giéi thi¢u

S6t xuat huyét (SXH) 1a mot bénh virus truyén nhiém cap tinh do dong vat chan ddt
lay truyén, phan bd chu yéu & cac nude nhiét déi va can nhiét d6i trén toan thé giol va
dugc xem 1a bénh do virus dong vét gay ra quan trong nhit & ngudi (Bhatt et al., 2013).
SXH biéu hién sau khi con ngudi bi mudi cai Aedes albopictus hodc Aedes aegypti mang
mot trong bon tuyp huyét thanh virus Dengue (DENV-1 dén DENV-4) d6t (Alcon et al.,
2002). Nham chan doan nhanh sét xuat huyét, sy phat trién gan day cua xét nghiém phat
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hién khang nguyén NS1, xét nghiém test nhanh khang nguyén NS1 da duoc st dung rong
rai. Vo1 muce do phé bién hién nay cua dich bénh SXH, tai cac co sé y té tor tuyén
quan/huyén dén tuyén tinh/thanh phd, xét nghiém test nhanh khang nguyén NS1 dugc xem
13 lua chon thich hop cho viéc chan doan sém virus Dengue gy bénh sét xuat huyét do
tinh thuén tién, d& thuc hién, cho két qua nhanh chong, dam bao thuc hi¢n dugc trén tat ca
cac dbi tuong bénh nhan. Van dé duogc dat ra 1a xét nghi¢m test nhanh c6 du do tin cay dé
hd tro tot nhét cho cong tac chan doan va diéu tri, doi hoi phong xét nghiém phai wu tién
hon nita hoat dong dam bao chat lwong xét nghiém thong qua cong cu danh gia chat luong
tir bén ngoai hay thong qua chwong trinh ngoai kiém.

Ngoai kiém tra la mot tiéu chi bt budc duoc quy dinh theo thong tu 01/2013/TT-
BYT la cin ctr cho viée lién thong va cong nhan két qua xét nghiém cing véi quyét dinh s6
2429/QD-BYT do B9 Y té dd ban hanh ngay 12/6/2017 vé viéc Ban hanh Tiéu chi danh gia
mirc chat lugng phong xét nghiém y hoc nham hudng dan cac don vi ting cuong quan li chét
lwong xét nghiém, chuin hoa chat lugng, hudng t6i lién thong két qua xét nghiém giita cac
don vi (Prime Minister, 2017). Viéc trién khai chuong trinh ngoai kiém cho xét nghiém test
nhanh khang nguyén NS1 trong chan doan gép phan chuén hoa va nang cao chat lugng trong
xét nghiém va hiéu qua trong chan doan 14m sang. Xuat phat tir nhimg co s khoa hoc va thuc
tién trén, chung toi trién khai nghién ctru “Nghién ctru san xuat mau huyét trong dong kho
tmg dung trong ngoai kiém phat hién khang nguyén NS1 virus Dengue”.

2. Déi twgng va phwong phap nghién ctru
2.1. Déi twong nghién civu

Mau huyét twong cho két qua xét nghiém dwong tinh véi khang nguyén NS1 cia virus
Dengue béng x€t nghiém test nhanh dugc thyc hién tai Bénh vién Pa khoa Khu vyc Nam
Binh Thuan. Mau huyét tuong tuoi déng lanh duoc cung cap boi Bénh vién Truyén mau —
Huyét hoc Thanh phé H6 Chi Minh cho két qua am tinh véi test nhanh khang nguyén NS1
virus Dengue. Tat ci cac mau dugc chon vao nghién ciru di duogc sang loc am tinh véi cac
tac nhan lay bénh truyén nhiém (virus viém gan B, virus viém gan C, virus HIV).

Sau qué trinh thu thap va sang loc cic tac nhan lay nhiém, nhém nghién ctru thu
dugc 202 mau huyét twong duong tinh khang nguyén NS1 virus Dengue. Mau duoc sang
loc 3 tac nhan lay bénh truyén nhiém: HIV, HBV, HCV béng ki thuat test nhanh thyuc hién
tai Trung tam Kiém chuin chét lugng xét nghi€ém y hoc — Pai hoc Y Dugc Thanh phé
H6 Chi Minh. Mau khéng dat diéu kién duoc tiéu huy theo quy dinh tai théng tu sb
43/2011/TT-BYT “Quy dinh ché d6 quan 1i miu bénh pham truyén nhidm”.

Thu thap nguyén licu:

- L6 1 (dwong tinh v&i NSI virus Dengue): Thu thip cac miu huyét c6 két qua duong
tinh bang test nhanh khang nguyén NSI1 virus Dengue theo quy dinh tai thong tu
43/2011/TT-BYT “Quy dinh ché d6 quan li mau bénh pham truyén nhidm” sau d6 sang loc
céc tac nhan gy bénh truyén nhidm.
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- L6 2 (4m tinh voi NS1 virus Dengue): Thu thip mau huyét twong twoi dong lanh
(HTTBL) dugc gan tach tir mot tinh nguyén vién hién mau, duoc cung cép béi bénh vién
Truyén mau — Huyét hoc Thanh phd H6 Chi Minh di dugc sang loc HBV, HIV, HCV béng
ki thuat NAT.

2.2. Phwong phdp nghién ciru

2.2.1. Thiét ké nghién citu: Nghién ctru thuc nghiém
2.2.2. Phuwong phdp chon mdu: Chon miu ngiu nhién
2.2.3.Cdc bubc tién hanh

Xac dinh dic tinh va d6 dic hiéu cia mau: Kiém tra dic tinh cia mau bﬁng xét
nghiém test nhanh khang nguyén NS1 virus Dengue véi 3 hing san xuat khac nhau véi do
nhay va d¢ dac hiéu déu trén 92%. BO mau duoc khéng dinh do déclﬁéu,béng ki thuat
realtime RT — PCR. Sir dung sinh phim One step RT multiplex real-time PCR mix duoc
pha tir AgPathID™ One-Step RT-PCR ctia Thermo (USA) véi 4 cap mdi va 4 probe dic
hiéu cho 4 type DENV va héa chéat tach chiét NKDNARNA prep MAGBEAD kit
(Han Quéc).

San xuit mau: Dung dich huyét tuong duoc tron déu bang may khay tir trong 30
phuat, ding micropipette phan phdi 1mL huyét twong sau pha lodng vao mdi lo thuy tinh da
duogc chuén bi. Tién hanh day nép cao su va can khdi luong mdi lo sau khi phan phéi. Luu
trit cac 16 mau ¢ -80°C cho dén khi dong kho, thoi gian luu trir toi thiéu trong 24 gid, sau
d6 tién hanh dong kho mau.

Panh gia tinh dong nhat vé khdi lwong dung dich sau phan phdi: Theo khuyén nghi
ctia WHO, chon ngau nhién 20% (1-2% khi ¢& mau 16n) s6 luong mau trén mdi 16 dé
thuc hién danh gia. Tién hanh can khéi luong lo sau khi phan phdi, mau dat tinh ddng nhat
khi hé s bién thién khéi luong dung dich phan phdi (CV%) < 1% (Organization, &
UNICEF, 2012).

Danh gia tinh dong nhat vé dic tinh mau: Chon 10 lo miu ngau nhién bang ham
Randbetween trén phan mém Microsoft Excel 16, danh sb tir 1-10 dugc 1dy ra tir mdi 16.
Céc lo miu dugc hoan nguyén trong vong trong 20 phut bang 1000 pL nudc cit. Dung
dich sau khi hoan nguyén dugc phan tich lap lai 3 1an bang 3 hang hoa chat khac nhau.
2.24. X li 56 liéu

S liéu dugce nhap va xir li bang phan mém Microsoft Excel 16. Str dung phép phan
tich phuong sai mot yéu t6 (One-way ANOVA) dé danh gia tinh dong nhat ctia mau sau
san xudt trén phan mém Stata 14.1.

3. Két qua va thao ludn
3.1. Kétqua
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3.1.1. Quy trinh sdn xudt mau ngoai kiém huyét twong déng khé phdt hién khdng nguyén
NS1 virus Dengue

Thu thip mau huyét twong Thu thip mau huyét twong

Test nhanh NS1 virus Dengue duong tinh Huyét twong twoi dong lanh

l |

Sang loc cic tic nhin nhiém trung, lru trir - 80°C

HuV mau
HBsAg, anti — HCV, anti — HIV1/2 — y

1

Xic dinh dic tinh mau

Khong dat

Test nhanh NSI cac hang khac nhau (03 hang)

1

Xic dinh d§ dac hiéu cia mau
RT — PCR xac dinh virus Dengue

l

- A IR T =
San xuat va xw ly mau

Mau dwong tinh, mau dm tinh
Phéan phdi mau vao cac ong (1 mL/mau)
Déng kho mau, nhiét do - 20°C, ap suat hoi 1,034mBar

l

Panh gia tinh dong nhit

Lay ngdu nhién 10 mau xét nghiém
NSI Ag test nhanh (3 lan/mau)

So' do 1. So d6 quy trinh san xudt mdu huyét twong dong khé
Nghién ctru da xay dung hoan thién quy trinh san xuit by mau nham phat hién khéng
nguyén NS1 virus Dengue g dung trong ngoai kiém gom 7 budc chinh (So do 1).
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Mau huyét twong

Tron déu mau trong 30 phut

Phan phéi ImL mau vao lo thuy tinh Can trong lugng lo trudc va sau khi phan phéi mau
Chay dong kho Kiém tra h¢ théng may dong kho

Lam lanh budng ngung tu dén -50°C, trong it nhat 30

\

Giai doan so cp: duy tri trong 12 gio, ap suat 1,034
mbar, nhiét d6 bay lanh ¢ -40°C, nhiét d6 ké siy & -

20°C
\

Giai doan thir cAp: duy tri trong 5 gio, ap suat 0,034
mbar, nhiét 46 bay lanh ¢ -40°C, nhiét d6 ké sy &

* 25°C.

Béao quén -80°C

phut

So do 2. Cic cong doan san xudt mau huyét twong dong kho
phat hién khang nguyén NSI virus Dengue
Hoan thién quy trinh san xudt mau ngoai kiém déng khé gém cac bude chinh nhur
trén so do 2.
3.1.2. Tinh dong nhdt ciia mau huyét twong dong khé phat hién khdang nguyén NSI virus
Dengue sau san xudt

Bing 1. Két qua xét nghiém 16 mau A bang ki thudt scc ki mién dich

Tén hang S6 miu Duwong tinh Am tinh
Hang 1 202 185 17
Hang 2 202 185 17
Hang 3 202 185 17

Vi 202 mau huyét twong dwong tinh NS1 Ag, két qua thu duogc 185 mau cho két qua
dwong tinh véi ca 3 hing, 17 mau cho két qua 4m tinh v6i ca 3 hang va bi loai ra khoi
nghién ciru. P61 véi 16 B, mau duogc xét nghiém bang 3 loai test nhanh khac nhau (cling
hang voi thir nghiém 16 1) cho két qua 100% 4m tinh voi khang nguyén NS1 virus Dengue.
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Bing 2. Két qua realtime RT-PCR tim vit chdt di truyén cia virus Dengue
Lo1 Lo62
Duong tinh Am tinh

Két qua realtime RT-PCR

Két qua xac dinh d¢ dac hi¢u cho théy Lo 1 (mau duong tinh) cho két qua duong tinh
v6i vat chét di truyén cua virus Dengue, 16 2 (mAu am tinh) cho két qua 4m tinh véi vat
chét di truyén cua virus Dengue. Xét nghiém nay tién hanh nham khéng dinh @6 dac hiéu
ctia timg 16 mau sir dung trong san xuit bé miu ngoai kiém.

Bing 3. Tinh dong nhat vé khéi liwong dung dich phdn phéi

cua mau huyét twong dong kho sau san xuat

Khoi lwong dung dich phan phéi m, = m;— m; (mg)

Gia tri
) Lol Lo2
Mean 1054,1 1043,4
SD 6,5 7,3
CV% 0,62 0,7

Ghi chii: my: khoi heong dung dich phdn phoi, my: khéi lwong lo mdu sau khi phdn phoi; m;:
khéi lwong lo mau trudc khi phan phéi,‘ Mean, SD, CV%: lan lwot la trung binh, dj léch chudn, hé
6 bién thién cia khoi lwong dung dich phdn phéi trén méi 16

Khéi lugng trung binh dung dich phan phéi & cac 16 1,16 2 dao dong trong khoang tir
1043,4 dén 1054,1 (mg). Ca 02 16 mau déu dat tinh dong nhat vé khéi luong véi CV% ciia
khéi lugng dung dich phan phdi < 1%, cu thé CV% dat 0,62% (16 1), 0,7% (16 2).

Bing 4. M0 ta tinh dong nhdt vé ddc tinh cia 16 1 va 16 2

, Lol Lo2
Lo mau
: L1 L2 L3 TB L1 L2 L3 TB
1 + + + + - - - -
2 + + + + - - - -
3 + + + + - - - -
4 + + + + - - - -
5 + + + + - - - -
6 + + + + - - - -
7 + + + + - - - -
8 + + + + - - - -
9 + + + + - - - -
10 + + + + - - - -
Nhan xét 100% dwong tinh 100% am tinh

Ghi chii: L1, L2, L3: lan luot la két qua phdn tich véi sinh pham cia 3 hang khdc nhau. TB:
la két qua tong hop tir 3 sinh pham, véi cdc gid tri nhdn dwoc: Am tinh (-): ca 3 déu am; Dwong
tinh (+): cd 3 déu dwong.
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Két qua xét nghiém dinh tinh khang nguyén NS1 cua ca 02 16 mau déu dat tinh dong
nhat cta xét nghiém test nhanh khang nguyén NS1. Cuy thé, ¢ 16 1 tit ca 10 mau déu cho
két qua duong tinh v&i 03 hing thude thir khac nhau. L6 2, tit ca 10 miu phén tich déu cho
két qua am tinh voi 03 hing thudc thir khac nhau.

3.2. Thdo ludn

Qua trinh san xuét thir nghiém mau huyét twong dong kho phat hién khang nguyén
NSI virus Dengue gdbm 07 budc tir giai doan thu thip nguyén liéu, danh gia chit luong
nguyén li¢u, kiém tra dic tinh khang nguyén NS1 virus Dengue, khéng dinh d6 dac hiéu
ctia mau, phan phdi mau, déng kho va cudi cung 1a dong goi bao quan mau.

Xac dinh dic tinh huyét twong 1a tiéu chuin co ban trong qua trinh san xuit bd mau
ngoai kiém, qua do6 giup loai bé duge cac mau huyét tuong c6 chta cac yéu té nguy co gy
ra cac bénh truyén nhiém nhu HIV, viém gan B, viém gan C va dong thoi dép tng duoc
céc tiéu chudn co ban vé an toan sinh hoc trong phong xét nghiém, giam bét cac yéu t6
nguy co gdy bénh cho ki thuat vién xét nghiém khi thuc hién thao tac ki thuat. Vi nghién
ctru cua Huynh Phuong Thdo va cong su (Huynh et al., 2022) da sir dung ki thuat ELISA
dé xé4c dinh dic tinh cua mau. Tuy nhién, muc dich ctia nghién ctru nay, mau duoc san xuét
nham tmg dung trong ngoai kiém phat hién khang nguyén NS1 DENV cho xét nghiém test
nhanh, vi vay khi st dung mot phuong phép c6 d¢ nhay va do dac hiéu cao hon nhu
ELISA s& gay ra cac két qua am tinh gia d6i véi nhitg mau c6 ndng do thap khi thuc hién
ki thuat sic ki mién dich. Dé khic phuc tinh trang nay, nhoém nghién ctru quyét dinh lua
chon danh gia dic tinh ctia mau bang phuong phap tuong duong voi nhiéu hing san xuat
khac nhau.

Danh gia tinh dong nhat 1a mot trong nhimng yéu cau bat budc cua quy trinh san xuat
mau ngoai kiém dugc quy dinh theo ISO/IEC 17043:2023 va ISO 13528:2022
(Standardization, 2023; Standardization, 2022). V&i muc ti€u dam bao tat ca don vi tham
gia ngoai kiém s& nhan dugc mau ngoai kiém 1a twong dong, sy khac biét thong sd phan
tich ngoai kiém gitta cac mau 1a khong déng ké. Két qua cho thiy tat ca cac 16 mau déu dat
tinh dong nhat (khong c6 su khac biét dang ké) vé khéi lugng huyét tuong phan phdi, théa man
dicu kién khi hé s bién thién (CV%) < 1%. Két qua ctia ching toi ciing twong tu két qua
nghién curu cua Tran Thi My Qui (Tran, 2021), béng cach chon ngéu nhién 20 lo mau va tinh
khéi lugng cua 1000 pL huyét twong phan phdi & mdi lo, két qua hoan toan dong nhat khi
CV% mbi 16 1an luot 13 0,84%, 0,86% va 0,94% (su chénh léch khong déng ké).

Pénh gia tinh déng nhét vé sy hién dién khang nguyén NS1 DENV bang ki thuét sic
ki mién dich. Chung t6i tién hanh phan tich dinh tinh khang nguyén NS1 DENV cua 10
mau (chon ngiu nhién) mdi 16 bang 03 bo sinh pham cila céc hing san xuat khac nhau, két
qua thu duoc 100% mau thir dat tinh ddng nhat. Tuong tu cac nghién ctru trude d6 cua Vi
Quang Huy va cong su (Vu et al., 2020) d3 danh gia tinh dong nhat ciia mau huyét twong
bang viéc lwa chon ngiu nhién 10 mau va thyuc hién lap lai mdi mau 2 1an, thu duoc gia tri
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p < 0,05, miu dong nhét voi nhau. Pay ciing 13 ndi dung bit budc dugce quy dinh tai trong
cac tiéu chi cua tiéu chudn ISO 13528:2022 dap tmg cho chwong trinh ngoai kiém. Thong
qua viéc danh gia nay, ching t6i danh gia duoc hiéu qua cta qué trinh phdi tron miu huyét
tuong, 1a yéu cau bét budc trong san xuit mau ngoai kiém tra chat luong.
4. Kétludn

B mau huyét twong phat hién khang nguyén NS1 virus Dengue dugc san xut theo
phuong phap dong kho dap tng chat lugng vé do ddng nhét theo ISO 13528 ca vé khbi
luong dung dich phan phdi véi CV% <1% va vé két qua xét nghiém dinh tinh khang
nguyén NS1 virus Dengue & mdi 16 mau.

< Tuyén bé vé quyén loi: CAc tac gid xac nhan hoan toan khéng c6 xung dét vé quyén loi.
% Loi cdm on: Nghién ctiu nay duoc tai tror kinh phi thuc hién béi Pai hoc Y Duoc Thanh phé
Hé Chi Minh theo hop déng sé 63/2023/HP-BHYD ngay 20 thang 3 ndm 2023.
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ABSTRACT

This study focuses on the production of lyophilized plasma items for detecting Dengue virus
NSI 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 NSI antigen) and Batch 2 (negative samples for Dengue virus NSI
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 I 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 1SO 17043 and ISO 13485, making them suitable for PT schemes
in detecting Dengue virus NS1 antigen.

Keywords: Dengue hemorrhagic fever (DHF); Dengue virus antigen NSI; homogeneity;
lyophilized plasma samples; Proficiency testing scheme
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