TAP CHI NGHIEN ClPU Y HOC

AP DUNG HUONG DAN EP15A3 CUA CLSI XAC NHAN
PHUONG PHAP PINH LUONG TSH TRONG SANG LOC

SO SINH
Nguyén Thi Phwong Cuac'™, Vii Thi Ta Uyén?, Nguyén Kiéu Hoai Linh2,

Tran Thi Chi Mai??

"Trong Pai hoc Ky thuét Y té Hai Duong,
2Bénh vién Nhi Trung wong,

3Trwong Dai hoc Y Ha Noi

Xéac nhan hiéu nang ky thudt cuia phuong phap la mot yéu cau cét 16i dé dam bdo cung cép két qua xét

nghiém tin cdy trudc khi ép dung xét nghiém cho ngudi bénh. Dé tai dugc tién hanh véi muc tiéu xac nhan quy

trinh dinh luong TSH trong m&u méu thdm khé dé sang loc so sinh bénh suy gidp bém sinh trén hé théng méy

Perkin Elmer. Nghién ctru str dung vét liéu ndi kiém va bo kit Neonatal hTSH dé tién hanh thuc nghiém danh

gia dé chum va dé ding xét nghiém TSH trén may phén tich cta Perkin Elmer theo huéng dédn EP15 - A3 cia
CLSI. CV phong xét nghiém cta hai mirc QC lén luot la 11,8 va 11,1 (%), nhé hon CV cta nha xuét cong bé.
Gia trj trung binh quan séat cta hai mirc QC ndm trong khodng xac nhén. 6 chum va dé dung cta xét nghiém

TSH sang loc suy giap bam sinh duwoc xac nhén, xét nghiém cé thé str dung cung cép dich vu sang loc so sinh.

Tir khéa: suy giap bam sinh, sang loc so sinh, xac nhan phwong phap, EP15A3

I. DAT VAN DE

Xac nhan phuwong phap phéan tich la mot
phan khong thé thiéu néu mudn c6 moét két qua
xét nghiém dang tin cdy.! Viéc xac nhan phwong
phap phan tich can dwoc tién hanh truéc khi
dua thiét bi m&i, ky thuat xét nghiém méi vao
st dung nham xac nhan céac tiéu chuan ky thuat
ma nha san xuét da cong bd la dung trong diéu
kién clia phong xét nghiém.2® Tuy nhién, xac
nhan phwong phap phéan tich la viéc lam phirc
tap, tdn kém, doi héi nhiéu thoi gian, nhan lwc,
vat lwc. Do vay, can phai gidm thiéu téi da chi
phi va thoi gian cho céng tac xac nhan phuong
phap phan tich nhung van dadm bao chét
lwong xét nghiém.® Vién tiéu chuén Iam sang
va xét nghiém Hoa Ky (Clinical and Laboratory
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Standards Institute - CLSI) da xay dwng huwéng
dan EP 15A3 xac nhan dd chum va doé dung
v&i quy trinh k¥ thuat don gidn nham tiét kiém
tdi da cac ngudn lwc nhwng van dam bao tinh
nghiém ngat, c6 thé ap dung trong cac phong
xét nghiém khac nhau vé trang thiét bj, k§ thuat,
nhan lwc.*

Suy giap bam sinh la nguyén nhan hay gap
nhat c6 thé diéu tri cia cham phat trién tam
than.® Day 1a mét trong nhirng rdi loan phd bién
nhét lién quan dén suy yéu tdm than va cham
phat trién & tré so sinh. & nhiéu nwéc, cac
chwong trinh sang loc & tré so sinh dwoc thuwc
hién dé& chan doan sém va diéu tri suy giap.
Suy giap bam sinh g&p v&i tan suét 1 trén 3000
- 4000 tré so sinh. Hau hét tré so sinh bj suy
gidp bam sinh binh thwong khi sinh va khéng
c6 dau hiéu lam sang, diéu d6 cho thay tam
quan trong cua cac chwong trinh sang loc trong
viéc phat hién sém suy giap bam sinh.® Hang
nam nwéc ta cd khoang 1,4 — 1,5 triéu tré em ra
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doi va wéece tinh cd khodng 400 tré bi bénh suy
giap bam sinh. Nhuwng theo bdo cao 10 nam
(1989 — 1999) tai khoa Noi tiét Bénh vién Nhi
Trung wong, ty 1& phat hién va diéu tri suy giap
bam sinh & nwéc ta chi chiém 8%, nhw vay c6
khoang 90% sb trwdng hop bi bd sét tai cong
dong.

Hé th6ng sang loc so sinh clia Perkin Elmer
(gdm: may duc 16 gidy thAm mau kho, may lac
4, may rtra, may doc huynh quang Victor 2D)
duoc st dung dé sang loc mot sé bénh bam
sinh. D& co6 thé dwa b kit sang loc bénh suy
giap bam sinh thwe hién trén hé thdng may nay,
can phai xac nhan phuong phap trudc khi dua
vao s dung. Do d6, dé tai nay dwoc thuc hién
v&i muc tiéu: Ap dung hwéng dan EP15A3 cla
CLSI xac nhan phwong phap dinh lwong TSH
trong sang loc suy giap bam sinh trén hé théng
may cla Perkin Elmer.

Il. DOl TWVONG VA PHPONG PHAP

1. Chét liéu nghién ctru

Chét liéu nghién ctru: Vat liéu kiém tra chat
lwong cla hang Perkin Elmer véi 2 mirc ndng
d6 cho xét nghiém dinh lwong TSH.

Thiét bi va héa chét str dung: Hé théng may
Perkin Elmer (gébm: may duc 16 gidy thAm mau
kho, may lac 0, may rira, may doc huynh quang
Victor 2D) va b6 kit Neonatal hTSH cla hang
Perkin Elmer.

Dia diém va thoi gian: Khoa Sinh héa, Bénh
vién Nhi Trung wong, tr thang 10 - 12 nam
2019.

2. Phwong phap

Nghién coru thuc nghiém trong phong xét
nghiém

Nghién clru nay str dung cung 1 thure nghiém
dé danh gia do chum va do dung cla phwong
phap xét nghiém theo hwéng dan EP15A3 clia
CLSI. Phan tich I&p lai trong mdi ngay 5 lan
hai mirc vat liéu kiém tra chat lwong (QC), tién
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hanh trong 5 ngay lién tiép.*

Xac nhan dé chum

Tinh gia tri trung binh, dé Iéch chuén SD,
hé sb bién thién CV tir do tinh toan SD cla
phong xét nghiém. Néu SD cla phong xét
nghiém thap hon gia tri xac nhan thi dé chum
dwoc xac nhan.

Xac nhan dé dung

Tinh toan théng ké dé dwa khoang gia tri
tin cay (khoang gia tri xa4c nhan) cua phwong
phap. Néu gia tri trung binh clia vat liéu kiém
tra chat lwgng ndm trong khodng tin cay hodc
khoang xac nhan thi d6 dung cta phong xét
nghiém duoc xac nhan phu hop véi cong bbd
clia nha san xuét.

Nguyén ly ky thuat

Xét nghiém dinh lwvgng TSH so sinh la la xét
nghiém mién dich huynh quang kiéu sandwich
truc tiép. Sw phat huynh quang ctia mdi mau ty
|& thuan v&i néng dd hTSH trong méau thir.

Quy trinh sang loc so sinh bénh suy giap
bam sinh

MAu mau khé, mau QC, mau chun di kém
v&i mdi bd kit héa chat Perkin Elmer dwoc cat
hinh tron dwéng kinh 3,2 mm (1/8 inch) bang
may duc 16 vao cac giéng twong trng trén dia.
Thém céac dung dich thuéc thtr vao méi giéng,
U & nhiét d6 phong. Loai bd dung dich va gidy
loc. Sau d6, bdé sung thém 200 pl dung dich
Enhancement Solution vao tirng giéng, l&c tir
twr trong 5 phat va do trong 1 gio.
3. DPao dirc nghién ciru

Vat liéu s&r dung la cac mau QC, khéng phai
la cac mAu bénh pham.

Ill. KET QUA

1. Xac nhan dé chum

Céc budc thye hién theo hwdng dan cua
EP15A3: hai mirc QC dwoc st dung lam vat
liéu thwe nghiém. Két qua cla thyc nghiém thu
dwoc duwoec trinh bay trong bang 1.
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Bang 1. S6 liéu thu dwoc cia thwe nghiém

Néng dé TSH (mlIU/L)

act Lan chay 1 Lan chay 2 Lan chay 3 LAnchay4 Lanchay5
1 13,5 15,4 17,4 12,3 15,5
2 13,8 16,7 18,4 14,9 13,4
3 12,5 14,6 17,7 14,9 16,1
4 13,4 18,3 16,2 15,9 17,5
5 18 15 15,4 16,2 13,6
QC2 Lan chay 1 Lan chay 2 Lan chay 3 Lanchay4 Lanchay5s
1 61,8 65,3 66,8 72,4 62,6
2 70,6 75 54,7 58,2 63,9
3 63,2 70,2 65,2 53 59,7
4 68,3 83,1 74,2 54,4 62,5
5 65,1 68,5 63,5 57,4 63,2

Buéc 1: Tdng hop két qua cha thuc nghiém
thu dwoc dwdi dang bang (Bang 1)

Buée 2: Test Grubbs cho cac sé liéu lac

Theo thir nghiém Grubbs, mot két qua duoc
coi la s liéu lac khi né ndm ngoai gi¢i han cla
Grubbs dworc tinh bang:

Grubbs’ limits = Mean = G x SD

Trong d6: Mean: gia tri trung binh cta sb
liéu thu dwoc, G: hé sb cla Grubbs dwoc tra
tir bang Grubbs (G= 3,135), SD: d6 léch chuan
cuia sb liéu bao gdm cé sé liéu lac

QC1: Gi¢i han Grubbs = 15,46 + 3,135 x
1,81= 15,46 £ 5,67 (mIU/L)

QC2: Gi¢i han Grubbs = 64,91 + 3,135 x

7,01=64,91 £ 21,97 (mIU/L)

Vi tAt ca cac két qua trinh bay trong bang 1
déu nam trong cac giéi han nay, nén khéng cé
s6 liéu lac can loai bé trong thyc nghiém nay.

Buwéc 3: Uéc tinh dd chum st dung phan
tich phuwong sai mét chiéu (one - way analysis
of variance)

Buwoc 3.1: Trong nghién ctru, chung toi da
st dung phan tich ANOVA mét chiéu dé tim ra
cac wéc tinh dd chum ctia TSH trong 1an chay
va gilra cac ET) chay. Phan tich ANOVA moét
chiéu dwoc chuan bi bang phan mém tinh toan
ANOVA tw dong (Bang 2).

Bang 2. Uéc tinh dé chum bang phan tich phwong sai mét chiéu (ANOVA)

Nguén bién thién SS DF MS
QC1  Gitra cac I4n chay 23,2776 4 5,8194 (MS1)
Trong lan chay 54,94 20 2,747 (MS2)
Toan phan 78,2176 24
Nguén bién thién Ss DF MS
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Nguén bién thién Ss DF MS
QC2  Giia céc lan chay 487,9144 4 121,9786(MS1)
Trong lan chay 690,552 20 34,5276 (MS2)
Toan phan 1178,466 24

SS: Sum of squares, DF: Degrees of freedom, MS: Mean squares
Buérce 3.2: Tinh toan phwong sai
Hai gia tri phwong sai dwoc tinh toan tr bang ANOVA
V, = MS2
Vg = (MS1-MS2)/n,
Trong do: V,: phwong sai lap lai (trong lan chay), V,: phuong sai gilra cac lan chay, MS: binh
phwong cda trung binh, no 1a sé 1an chay (thwec nghiém nay 1a 5)
QC1:V,, =MS2 = 2,747
V, = (5,819 - 2,747)/5 = 0,615
QC2:V,, = MS2 = 34,528
Vg = (121,979 — 34,528)/5 = 17,49
Buwéce 3.3: Tinh do léch chudn SD:

VVw _ 2,747 _

QC1: 5, = 1,66

||' i’
s VVw+Vb_2747+0615_, ¢,

WL

VVw _ /34,528

QC2: S, = = 5,88

s = VB V1749 _, 4

||' ¥
VW VB (34528 +1749_,

Trong dé: S;: do léch chuan trong lan chay, Sg: d6 léch chuén gitra céac lan chay, S, do léch
chuan ctia phong xét nghiém.
Budc 3.4: Chuyén déi SD sang CV (%):
QC1: CV,, = (S, x 100)/ Trung binh= (1,66 x100)/ 15,5 = 10,7 (%)
CV, = (S; x 100)/ Trung binh = (0,78 x 100)/ 15,5 = 5,03 (%)
CV,,. = (S, x 100)/ Trung binh = (1,83 x 100)/ 15,5 = 11,8 (%)
QC2: CV,, = (S x 100)/ Trung binh = (5,88 x100)/ 64,9 = 9,06 (%)
CV, = (S, * 100)/ Trung binh = (4,18 x 100)/ 64,9 = 6,44 (%)
CV,,. = (S, % 100)/ Trung binh = (7,21 x 100)/ 64,9 = 11,1 (%)
Trong d6: CV,: Hé s6 bién thién trong 1&n chay, CV,: hé sb bién thién gira cac lan chay, CV,,:
hé sb bién thién cla phong xét nghiém.

S
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Buéc 4: So sanh do chum wéc tinh véi cong bd cla nha san xuét

B0 chum wdc tinh cta phong xét nghiém mac QC1 (CV,, =11,8%) nhé hon céng bd cta nha san
xuét (20%) va & mirc QC2 (CV,,, =11,1%) cting nhd hon d6 chum cong bd clia nha san xuét (Bang
3). Do vay, khong can thiét tinh gi¢i han xac nhan (Upper verification limit - UVL) cho d& chum véi
thwe nghiém nay. Trong truéng hop dd chum ctia PXN I&n hon ctia nha xan xuét, can tinh UVL dé
so sanh. Cach tinh dwoec trinh bay duéi day:

Tinh gi¢i han xac nhéan cho do chum (UVL,):

df, =N -K=25-5=20.Trong d6: N: sb lan I3p lai, K = n_: s6 lan chay

Hé s6 UVL (F) cho d6 Iap lai dwoc tinh toan theo df, dwa trén bang 7 trong hwdng dan cta EP15
A3: F=1,31, UVL,=F x CV,, =1,31x 20 = 26,2 (%)

Bang 3. So sanh doé chum wéc tinh véi cong bé ctia nha san xuat

D6 chum PXN
Trung binh -
Qc N Do chum Céng bb Gi®i han xac ) .
(mlU/L) S " banh gia
wée tinh NSX nhan
QC1 15,5 25 11,8 % 20% 26,2% bat
QC2 64,9 25 1,1% 20% 26,2% Dat

Xac nhan dé dang
Céc buwdc thye hién theo huwéng dan ctia EP15A3: hai mirc QC duwoc siv dung lam vat liéu thue
nghiém. Két qua cla thuc nghiém thu dwoc dwoc trinh bay trong bang 4.
Budéc 1: Tinh sai s chuén cla trung binh (se)
se, = -/ 1/nRun x (S, 2— (nRep — 1)/ nRep x S_?)
Trong d6: nRun =5, nRep =5

1
QC1:se, :JE X (1,83—(5 —1)/5%1,662) = 0,483

QC2: se, = J é X (7,212 — (5 — 1)/5%5,882)= 2,209
Budrc 2: Sai sé chuén cla gia tri dich (se,,,) gia dinh 1a 0 khi vat liéu st dung la QC.
Budc 3: Tinh sai sb chun két hop (sec):

2 2
se. = se +se
¢ X EM

segy = 0 nén se_=se,
QC1:se.=se =0,483
QC2: se.=se =2,209
Budrc 4: Tinh bac tw do két hop (df,)
df =nRun-1=5-1=4
df, =df =4 (vise,=se)
Buée 5: Cai dat hé sb nhan véi a = 0,05 va 4 bac tw do
t1 - a/2.nSam,dfc = t1 -a/44 = t0.9875,4 = 3’50
Budre 6: Tinh khodng xac nhan (VI — Verification interval)
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QC1:VI=15,5£(3,50 x 0,483) = 15,5+ 1,7

VI=13,8-17,2
QC2: VI =63,9 £ (3,50 x 2,209) = 63,9+ 7,7
VI=56,2-71,6

TAP CHi NGHIEN CPU Y HOC

Nhw vay, trung binh sé liéu thyc nghiém méc QC1 (15,5) va mirc QC2 (64,9) ndm trong khoadng

xac nhan.

Bang 4. Két qua danh gia do dang

QC1 Qc2
Sai s6 chuén cta TB (se,) 0,483 2,209
Sai s6 chuan cla gia tri dich (seg,,) 0 0
Sai s6 chuén két hop (se.) 0,483 2,209
Béac tw do két hop (df,) 4 4
Hé s6 nhan 3,50 3,50
Khoang xac nhan 13,8 — 17,2 (mIU/L) 56,2 — 71,6 (mIU/L)
Trung binh s liéu thwc nghiém 15,5 (mIU/L) 64,9 (mIU/L)
Danh gia Pat Pat
IV. BAN LUAN

Chét lwong clia mot két qua xét nghiém ty lé
nghich vé&i mirc d6 sai sb ctia phong xét nghiém
nghiém. Sai s6 ngdu nhién duwoc wéc tinh qua
hé sbé bién thién (CV) va sai s6 hé théng dwoc
wéce tinh qua do léch cla phwong phap dinh
lwong. Thwe hanh chét lwong tét doi hdi cac
phong xét nghiém phai cé cac quy trinh thdm
dinh hodc xac nhan phuong phap co thé truy
nguyén theo hwéng dan qubc gia hodc qubc
té. Nhidu phong xét nghiém trén thé gi¢i da ap
dung cac hwéng dan CLSI cho viéc xac nhan
hiéu nang phwong phap.” EP15 la mét hwéng
dan dwoc xuat ban cta CLSI d& xac nhan do
chum va dé dung cla quy trinh dinh lwong.
EP15 da trai qua bdn phién ban va phién ban
m&i méi nhat, EP15A3 da dwoc phat hanh vao
thang 9 ndm 2014.* Do chi can thyc hién mot
thwe nghiém duy nhat dé dat hai muc dich 1a
danh gia d6 chum va d6 dung, phién ban mai
nhéat cia EP15 (EP15A3) than thién véi ngudi
dung hon va it tdn thdi gian hon so véi cac

phién ban trwdc. Nghién clu nay tién hanh
4p dung huwédng ddn EP15A3 nham xac nhan
phwong phap xét nghiém sang loc so’ sinh bénh
suy giap bam sinh bang kit thtr va hé théng may
cua Perkin Elmer.

Két qua bang 3 cho thdy hé sé bién thién
cla dd6 chum déu chép nhan duwgc. P6 chum
woce tinh ctia QC1 1a 11.8% nhd hon dd chum
cong bd clia nha san xuét 1a 20%. Twong tw &
mirc QC2, dd chum wodc tinh 1a 11.1% nhdé hon
20%. Trong trudng hop nay, khéng can tinh giGi
han xac nhan cho dé chum (UVL). Tuy nhién,
khi CV cla phong xét nghiém Ién hon CV nha
san xuét cong bd, can tinh gidi han xac nhan
va so sanh CV cua phong xét nghiém véi gioi
han nay. Néu CV phong xét nghiém nhé hon
gigi han xac nhan, dé chum cla phwong phap
dwoc danh gia 1a chap nhan dwoc. Viéc s
dung UVL da dwoc CLSI khuyén céo dé tranh
cho cac phong xét nghiém phai loai bd két qua
thwe nghiém danh gia dé chum mét cach khéng
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thich hop do xac suét Ién hon 5% CV phong
xét nghiém Ién hon CV nha san xuét.*

Thwe nghiém danh gia dé dung sr dung két
qua thu dwgc cla chinh thyc nghiém danh gia
dd chum: phan tich mau QC hai mrc n6ng dé
l&p lai 5 1an trong méi lan chay cho it nhat 5 1an
chay vé&i méi mire. D6 dung dwoc danh gia qua
gia tri trung binh quan sat, khoang xac nhan.
Theo huwéng dan EP15 - A3 cla CLSI, néu gia
tri trung binh n&m trong khoang xac nhan thi do
dung dugc xac nhan (hay doé léch dwoc chép
nhan). Trong nghién clru cGa ching t6i, tat ca
cac gia tri trung binh ctia cac mirc ndng d6 QC
déu nam trong khodng xac nhan twong (rng
(bang 4). Nhw vay, k§ thuat dinh lwong TSH
trong mau mau thdm khd dwoc xac nhan vé do
dung.

V& danh gia do dung trong nghién ciru nay,
chung t6i str dung mau QC lam vat liéu nghién
clru, v&i dai lwong tinh toan la khoang xac nhan
ddi véi trng mire QC khac nhau. Viéc st dung
gia trj trung binh ctia cac mau QC ma nha sén
xuét cung cap dé tinh toan khoang xac nhan la
han ché cta nghién ctru.

IV. KET LUAN

Xac dinh phwong phap dinh lwgng TSH mau
thdm kho bang bo kit Neonatal hTSH cuia hang
Perkin Elmer trén hé théng phan tich Victor2D
dap trng d6 chum va dé ding clia nha san xuét.

L&i cam on
Cac tac gia xin cam on Khoa Sinh hoa,

Bénh vién Nhi Trung wong da hé tro ky thuat
cho trién khai nghién ctu nay.
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Summary
APPLICATION OF CLSI EP15A3 GUIDELINE FOR VERIFICATION
OF TSH MEASUREMENT METHOD IN NEWBORN SCREENING

Analytical method verification is essential for laboratories before proceeding to patients’ samples
testing. The aim of this study was to verify the performance of TSH measurementin dry blood samples

32

TCNCYH 128 (4) - 2020



TAP CHi NGHIEN CPU Y HOC

on Perkin Elmer system for newborn screening of congenital hypothyroidism. The Perkin Elmer’s
Neonatal hTSH kit and quality control materials were used to conduct the assessment of precision
and trueness on Perkin Elmer’s analyzer according to CLSI EP15 - A3 guidelines. The laboratory
CVs of two QC levels were 11.8 and 11.1 (%) respectively, lower than the manufacturer’s CVs (20%).
The observed mean value of two QC levels were within the verification intervals. The precision and
trueness of this TSH assay were verified, consequently, it can be used for neonatal screening.

Keywords: congenital hypothyroidism, newborn screening, method verification, EP15A3
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