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ABSTRACT

Objective: Evaluate the stability of lyophilized plasma items to detect Dengue virus NS1 antigen
according to ISO/IEC 17043:2023 and I1SO 13528:2022 standards for application in proficiency
testing (PT) scheme.

Method: Experimental research. Lyophilized plasma items including 2 batches: batch A (positive
samples for Dengue virus NS1 antigen), batch B (negative samples for Dengue virus NS1 antigen)
after being checked for homogeneity, will be evaluated for short-term and long-term stability
according to ISO 13528. Select a random sample through Microsoft Excel 16 software. Use one-way
analysis of variance (One-way ANOVA) to evaluate the homogeneity of the samples.

Results: At short-term conditions (transportation time), the items are stable up to 7 days. At long-
term conditions, when stored at -20°C, 0°C, 2 - 8°C, the items are stable up to 90 days.

Conclusion: The lyophilized plasma item to detect Dengue virus NS1 antigen achieved stability
during transportation and storage conditions to meet ISO/IEC 17043:2023 and I1SO 13528:2022
standards for application in proficiency testing scheme.
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TOM TAT
Muc tiéu: Danh gia do én dinh clia bé mau huyét tuong dong kho phat hien khang nguyén NS1 virus

Dengue theo tiéu chudn ISO/IEC 17043:2023 and ISO 13528:2022 ung dung trong chuong trinh
ngoai kiém.

Poi tugng va phuong phap nghién ctu: Thiét ké nghién cuu thuc nghiem. Bo mau huyét tuong
dong kho gom 2 16 (16 A: duong tinh khang nguyén NS1 virus Dengue, 16 B: am tinh khang nguyén
NS1 virus Dengue) sau khi danh gia dat tinh déng nhét sé dugc danh gia dé én dinh ngan han va dai
han. Chon mau ngau nhién thong qua pham mém Excel 16. St dung phép phan tich phuong sai mot
yéu t6 (One-way ANOVA) dé danh gia do én dinh clia méau.

Két qua: Trong diéu kien ngan han (thai gian van chuyén), bd méu huyét tuong dong kho phat hien
khang nguyén NS1 virus Dengue dat do én dinh dén 7 ngay. Trong diéu kién dai han, khi bdo quéan
3 -20°C, 0°C, 2 - 8°C, bd méau dat dé én dinh dén 90 ngay.

Két luan: Bo mau dat do én dinh dap ung theo tiéu chuén ISO/IEC 17043:2023 va ISO 13528:2022,
phu hgp dé ung dung trong chuong trinh ngoai kiém.

Tu khoa: Ngoai kiém, NS1, virus Dengue, do én dinh
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1. DAT VAN DE

S6t xuéat huyét Dengue la bénh truyén nhiém gay dich
do virus Dengue gay nén. Virus Dengue co 4 type
huyét thanh la DEN-1, DEN-2, DEN-3 va DEN-4. Virus
truyén tu nguoi bénh sang ngudi lanh do muéi dét. Mubi
Aedes aegypti la con trung trung gian truyén bénh chu
yéu. Bénh xay ra quanh nam, thudng gia tang vao mua
mua. Bénh gap & cé tré em va ngudi lon. Dac diém cua
s6t xudt huyét Dengue la s6t, xuat huyét va thoat huyét
tuong, co thé dan dén séc giam thé tich tuan hoan, réi
loan dong mau, suy tang, néu khong dugc chéan doan
sém va xu tri kip thoi dé dan dén ti vong.[1]

Hién nay cac xét nghiem dé chan doan nhiém virus
Dengue bao gém nudi cay va phan lap virus, realtime
RT-PCR phat hién vat chat di truyén cua virus, ELISA
phat hien khang thé IgM, IgG, xét nghiém nhanh tim
khang nguyén NS1.2 Trong do, bén canh nhing xét
nghiém doi haéi trang thiét bi may moéc hién dai, ky thuat
phuc tap, thai gian thuc hién kéo dai kem chi phi cao,
xét nghiém nhanh st dung ky thuat don gian va giup
xac dinh sé6m cac trudng hop nhiém virus Dengue
khong chi gép phan vao coéng tac diéu tri bénh nhan
ma con giup bao vé suc khoe cong dong, kiém soat su
lay truyén cua dich bénh.

Cac két qua nghién cuu truéc ghi nhan rang khang
nguyén NS1 cua virus Dengue co lién quan dén su sao
chép bo gen cua bénh sét xuadt huyét va co thé phat
hien dugc tu ngay 1 dén ngay thu 9 sau khi bat dau sét,
ngay céa khi RNA cua virus chua dugc phat hién bang
ky thuat RT-PCR. Bén canh do, xét nghiém phat hién
khang nguyén NS1 da dudc sU dung réng réi, dudc
xem la lya chon thich hgp cho viéc chédn doan sém
virus Dengue gay bénh sét xuat huyét do tinh thuan
tien, dé thuc hién, cho két qua nhanh chéng, dam bao
thuc hién dugc trén téat ca cac déi tugng bénh nhan.[3]

Nham dam bé&o chét luong xét nghiém nay, Trung
tam Kiém chuédn chat lugng xét nghiém thuoc Dai hoc
Y Dugc thanh phé H6 Chi Minh da san xuét bé mau
cho chuong trinh ngoai kiém chat lugng xét nghiém
tim khang nguyén NS1 virus Dengue. Tat ca cac mau
st dung lam vat liéu ngoai kiém phai dam bao do én
dinh trong suét thai gian van chuyén cung nhu trong
diéu kién bao quan. Do vay nghién cuu dudc thuc hién
nham danh gia do én dinh clia mau ngoai kiém huyét
tuong dong kho phat hien khang nguyén NS1 virus
Dengue theo tieu chudn ISO/IEC 17043:2023 va ISO
13528:2022.

2. DOl TUONG VA PHUONG PHAP NGHIEN cUU

Thiét ké nghién cuu: Nghiéen cuu thuc nghiem.

258

Doi tudng nghién cuu: Mau ngoai kiém huyét tuong
dong kho phat hien khang nguyén NS1 virus Dengue.

Phuong phap chon mau: Chon mau ngéu nhién.

Cdc budc tién hanh: Banh gia do én dinh trong diéu
kién van chuyén can 03 mau/lo/thai diém (lua chon 04
thai diém: 01 ngay, 03 ngay, 05 ngay, 07 ngay trén 02
16 A, 16 B): 03 x 02 (16) x 04 (thoi diém) = 24 mau (b).
banh gia do én dinh trong diéu kien bao quan can 3
mau/16/thai diém/nhiét do. Lua chon 03 thai diém (01
thang, 02 thang, 03 thang) ¢ 03 muc nhiét do (2-8°C,
0°C, -20°C) trén 02 16 A, 16 B: 03 x 02 (16) x 03 (thoi
diém) x 03 (nhiét do) = 54 mau (c). Dé phong trudng
hop mau bi hu hong do van chuyén, chung toi cong
thém 20% trén sé lugng méu. Téng s6 68 mau thuc hién
danh gia do én dinh. D6 én dinh méu ngoai kiém dugc
danh gia theo ISO 13528:2022.[5]

Phuong phadp xét nghiém: Trong giai doan nghién cuu
chungtoi st dung phuong phap xét nghiém sac ky mién
dich hoat dong theo nguyén ly dong chay moét chiéu
phat hién khang nguyén NS1 virus Dengue dugc cung
cép bdi cac hang khac nhau. Xac dinh do dac hiéu
clia mau bang ky thuat reatime RT-PCR v¢i hoa chéat
One step RT multiplex real-time PCR mix duoc pha tu
AgPathID™ One-Step RT-PCR cua Thermo (USA) vai 4
cap maéi va 4 probe dac hiéu cho 4 type DENV.

XU ly sé ligu: S6 lieu dugc nhap va xu ly bang phan mém
Microsoft Excel 16. St dung phép phan tich phuong sai
mot yéu t6 (One-way ANOVA) dé danh gia tinh déng
nhét cla mau sau san xuéat trén phan mém Stata 14.1.

3. KET QUA NGHIEN CUU
3.1. Danh gia dé 6n dinh trong diéu kién van chuyén

clia méau ngoai kiém huyét tuong déng khé phat
hién khang nguyén NS1 virus Dengue

Bang 1. Theo déi nhiét dé6 méi truéng van chuyén
(gia dinh) theo thoi gian

Nhiét Thai gian
do Ongay | 1 ngay | 3ngay | 5ngay | 7 ngay
Thung o 12- 19- 25- 28-
xép | 210C | qeec | 21°c | 27°c | ao°C
Méi [e] O, O, O, O,
trudng 32°C 31°C 32°C 30°C 30°C

Nhan xét: Nhiét do moi trudng van chuyén gia dinh
dugc mo ta trong mdi thung x6p chua 10 tui da gel, sau
72 gio nhiét do thung xdép tang tu 2 - 10°C Ién dén 19
- 21°C. Nhiét do thung x8p tang dan theo thai gian va
gan bang nhiét do6 moi trudng sau 7 ngay.
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Béng 2. Két qua danh gia dé 6n dinh cua méau ngoai kiém huyét tuong déng khé phét hién khang
nguyén NS1 virus Dengue trong diéu kién van chuyén

L6 A L6 B
T'(‘r?; 3;?“ Maiu 1 Méu 2 Méu 3 Méiu 1 Méiu 2 Méu 3
H1 | H2 | H3 | H1 [ H2 | H3 | H1 [ H2 | H3 | H1 | H2 | H3 | H1 | H2 | H3 | H1 | H2 | H3
0* +
1 + + + + + + + + + - - - - - - - - -
3 + + + + + + + + + - - - - - - - - -
5 + + + + + + + + + - - - - - - - - -
7 + + + + + + + + + - - - - - - - - -
100% 100% 100% 100% 100% 100%
duong tinh duong tinh duong tinh am tinh am tinh am tinh
D6 6n dinh Pat Pat

Ghi chu: Méi mau thir duoc thuc hién 03 Ian vdi 03 hang thudc thi khdac nhau (H1, H2, H3 Ian luot la két qua cua 3 hang khac nhau). Cac
két qua dugc so sanh vdi thoi diém 0* (thoi diém danh gia déng nhat) dé danh gia muc do tuong déng.

Nhan xét: Mau dat do dn dinh trong moi trudng van
chuyén cho dén 7 ngay. Két quéa xét nghiém Dengue
NS1Ag sau 1, 3, 5, 7 ngay dugc lan lugt so sanh vai
két qua thu dugc tai ngay 0 (s6 lieu danh gia tinh déng
nhat). Sé lieu thu dugc khong co su khac biét vé két
qua cla xét nghiem Dengue NS1Ag so véi thoi diém
danh gia tinh déng nhat. Bat 100% mau thi L6 A cho
két qua duong tinh, 100% mau tha Lo B cho két qua am
tinh sau 7 ngay trong diéu kién van chuyén véi nuéc
da gel.

3.2. Panh gia doé én dinh trong diéu kién bao quan
cla méu ngoai kiém huyét tuong déng khé phat
hién khang nguyén NS1 virus Dengue

Mau huyét tuong dong kho sau khi dugc san xuét sé
bao quan ¢ cac muc nhiét do khac nhau tuong ung vai
céc thoi diém khac nhau. Nhom nghién cuu lua chon
cac muc nhiét do tuong ung la 2-8°C, 0°C va -20°C,
day la nhiét d6 phu hop vai diéu kien bao quan méau
cla Trung tam. Mau dugc danh gia trong thai gian bao
quan tuong ung la 1 thang, 2 thang va 3 thang, dé kiém
tra su én dinh cta bd mau dugc san xuét ing dung vao
san xuét mau ngoai kiém.

Béng 3. Ddnh gia dé 6n dinh ciia mau ngoai kiém huyét tuong déng khé phat hién khang nguyén NS1
virus Dengue trong diéu kién bao quan

o o L6 A L6 B
Nh('fé)d‘-’ T'(’:é g;‘)‘" Maiu 1 Mau 2 Mau 1 Mau 2 Mau 1 Mau 2
LHjLL|L|u |||t |||t jLL|L|Lt|{LL|L3|Lt|L2|L3
30 + + + + + + + + + - - - - - - - - -
2-8 60 + + + + + + + + + - - - - - - - - -
90 + + + + + + + + + - - - - - - - - -
30 + + + + + + + + + - - - - - - - - -
0 60 + + + + + + + + + - - - - - - - - -
90 + + + + + + + + + - - - - - - - - -
30 + + + + + + + + + - - - - - - - - -
-20 60 + + + + + + + + + - - - - - - - - -
90 + + + + + + + + + - - - - - - - - -
Nhan xét 100%1 100%’ 100%, ,100% A100f% A100?/o
: dudng tinh duadng tinh duadng tinh am tinh am tinh am tinh
Thei diém T, + -
Pat 6n dinh Pat Pat

Ghi chu: Cac két qué thu duogc so sanh vdi thoi diém To (thoi diém danh gia déng nhat) dé danh gia muc do tuong déng.
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Nhan xét: Sau 90 ngay theo doi, két qua danh gia do
8n dinh xét nghiem Dengue NS1Ag cla Lo A cho thay
tat c& cac mau déu dat do én dinh khi bdo quan & nhiét
do -20°C, 0°C va 2 - 8°C trong su6t thai gian theo doi
tu ngay 0 dén ngay 90 khi so sanh vai két qua thu dugc
cua Lo A ¢thoi diém To (thai diém danh gia déng nhat).
Tat ca cac mau Lo B déu dat do 8n dinh trong suét thoi
gian theo doi. Mau dat én dinh dén 90 ngay khi bao
quan & -20°C, 0°C, 2 - 8°C khi so sanh vadi két qua cua
Lo B tai thoi diém T_. Tuong tu Lo A, & tat ca nhiét do
bao quan mau cua L6 B déu dat do 8n dinh so véi thoi
diémT_.

4. BAN LUAN

Do 6n dinh la kha nang cua vat lieu mau gia lai dac
tinh ban dau cda dai lugng do trong moét khoang thai
gian trong gidi han quy dinh khi mau dugc bao quan
trong cac diéu kien xac dinh. D6 én dinh chd yéu bj anh
hudng bdi thoi gian bao quan va cac yéu té khac lam
tang qua trinh chuyén hoa cua chéat phan tich hoac lam
maét di dac tinh ban dau, chang han nhu nhiét do, tiép
xUc vai anh sang, bay hoi dung moi hoac khuay. banh
gia do én dinh la mét trong nhiing yéu cau bat budc cla
quy trinh san xuét mau ngoai kiém dugc quy dinh theo
tieu chudn ISO/IEC 17043:20234 va ISO 13528:2022
[5]. Thuc hién danh gia do én dinh giup kiém soat va
phat hién kip thai sukhong én dinh trong qua trinh phan
phdi mau ngoai kiém huyét tuong dong kho phat hién
khang nguyén NS1 virus Dengue.

YéEu td nhiét do la mot yéu té quan trong trong khi danh
gia do én dinh vi hau hét mau ngoai kiém déu nhay
cam voi nhiét do. Ngoai ra, diéu kien van chuyén doi khi
co6 thé phat sinh: thai tiét co thé dién bién theo nhing
thay déi kho luong; tai nan cé thé gay gian doan; van
chuyén co thé dung & nhing noi khong phu hgp; cam
bién nhiet do co thé bi 16i; thong tin vé diéu kien van
chuyén thuc té co thé khong chinh xac hoac thiéu va
céc yéu t6 khac [6]. Trong nghién ctu nay, do én dinh
dugc danh gia trong ca thai gian, diéu kién nhiét do khi
van chuyén va bao quan. Biéu nay cho thay viec tuan
thu va thuc hien day du cac diéu kien danh gia do én
dinh clia méu ngoai kiém huyét tuong dong kho phat
hien khang nguyén NS1 virus Dengue nham tao ra mau
ngoai kiém chét luong.

Khi danh gia do 8n dinh, Trung tam thuc hién vai nhiét
do 2-8°C la nhiéet do thich hdp cho cac don vi tham gia
chuong trinh ngoai kiém, mau sau khi dugc van chuyén
dén don vi co thé dudc bao quan dé dang, khong doi
héi trang thiét bi hién dai, van dam béo én dinh theo thoi
gian dai bao quan. Nhiét do 0°C va -20°C la cac muc
nhiét do bao quan méau tai don vi san xuét, bé mau sau
khi dugc san xuat va gui dén cac don vi tham gia van
con dugc luu lai theo quy dinh. Cac mau nay sé dugc
sU dung trong truong hop that lac méu, mau bi hu hong
do diéu kién van chuyén, méu dugc béo quéan sé gui bé
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sung dén cac daonvi. Bay la diéu kién bat buéc ctia don
vi san xuét. Do do, quyét dinh lua chon hai muc nhiét
do nay dé khao sat do 8n dinh ctia mau nham muc dich
phuc vu coéng tac ngoai kiém vé sau. Véi méu ngoai
kiém huyét tuong dong kho phat hién khang nguyén
NS1 virus Dengue ghi nhan tat ca 02 |6 mau déu dat do
6n dinh khi bdo quan & nhiét do - 20°C, 0°C va 2-8°C
dén 90 ngay. Thai gian danh gia dé én dinh & cac muc
nhiét do b&o quan khac nhau trong nghién cuu hoan
toan phu hgp vai yéu cau mau ngoai kiém céan én dinh
t6i thiéu mot dot (3 thang/dat) chuong trinh ngoai kiém
SXH tai Trung tam.

Dong kho 1a moét ky thuat duge st dung rong rai dé bao
quan vat lieu duoc st dung trong nganh cham soc suc
khde nhu san xuét vac xin, bdo quan chdng vi khuén
va san xudt mau ngoai kiém. Theo hudng dan cua
Vien Tiéu chuédn va Kiém soat Sinh hoc Qudc gia cua
Vuong quéc Anh (The National Institute for Biological
Standards and Control - NIBSC) ghi nhan véi cac mau
ngoai kiém dong kho dugc khuyén céo bao quan &
-20°C va c6 thé van chuyén méau 6 nhiét do moi truong
[7].

Nghién cdu cta nhom tac gia Amanda Poe va cong
su ghi nhan diém tuong déng khi danh gia doé én dinh
clia mau huyét tuong duaong tinh vai anti-HCV va HCV
RNA dong kho trong cac khoang thai gian va nhiét do
khac nhau nhu bao quan & nhiet do 4°C, 25°C, 37°C va
45°C trong 12 tuan. K&t qua ghi nhan mau dong kho
van duy tri tinh toan ven cta mau huyét tuong dé xet
nghiém cac dau hiéu nhiém HCV. Giup qua trinh gui
mau ngoai kiém ma khong phai chiu chi phivan chuyén
I6n va tranh dugc nhing thach thiic véi viec van chuyén
da kho gitia cac phong thi nghiém va don vi [8].

5. KET LUAN

Mau huyét tuong dong kho phat hien khang nguyén
NS1 virus Dengue ung dung trong chuong trinh ngoai
kiém dat do én dinh dap ung theo tieu chudn ISO/IEC
17043:2023 va 1SO 13528:2022. Mau ngoai kiém dat
do 6n dinh dai han khi bao quan & cac muc nhiét do
-20°C, 0°C va 2 - 8°C dén 90 ngay (3 thang) va dat do
8n dinh 6 diéu kién van chuyén trong thai gian 7 ngay.

LS1 CAM ON

Nghién cuu nay da dugc tai trg kinh phi thuc hién bdi
Dai hoc Y Dugc Thanh phd H6 Chi Minh theo hgp déng
s6 63/2023/HD-DHYD ngay 20 thang 3 nam 2023.
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