TOI VU HOA PIEU KIEN SAN XUAT MAU BENH PHAM
GIA BINH MU, POM CHU'A VI KHUAN THUONG GAP
PHUC VU KIEM TRA CHAT LUQNG XET NGHIEM VI SINH LAM SANG

TRAN HO’U TAM, VO NGOC NGUYEN, TRUONG QUAN

TOM TAT

M6t trong nhiing cong cu dé danh gid do tin cay
clia xét nghiém vi sinh I4m sang 1a ngoai kiém tra chét
lwong (EQAs), dé trién khai duoc hoat dong ngoai
kiém tra chét luong, can phai co céc méu kiém chuén.

Dua trén két qua khdo sat cac mau bénh phdm va
vi khudn thudng gap tai céc phong xét nghiém vi sinh
lam sang [3], nhom nghién ciru da xay dwng quy trinh
san xuét mau bénh phdm gia dinh mu, dém chira vi
khudn gdy bénh thudng gap va vi khudn thuong trd,
tién hanh céac thi nghiém sang loc va téi wu héa theo
ma trén Plackett — Burman, phwong phép dudng déc
nhét, phuirong phép ham dap tng bé mét — céu tric
c6 tam (RSM — CCD). Két qué da xac dinh duoc diédu
kién sén xuét va tim ra duoc céng thire tbi wu véi céc
thanh phén chi tiét c6 thé ap dung sén xuét hai mau
bénh phdm gia dinh chira vi khudn gay bénh va vi
khudn thuong trd gébm: mdu md (S.aureus, P.
aeruginosa), mau dom (Acinetobacter baumannii, P.
aeruginosa, vi khudn thuwong tri Streptococcus mitis).

Tir khéa: ngoai kiém, md, dom, Plackett —
Burman, RSM — CCD.

SUMMARY

One of the tools for evaluating the reliability of
diagnosis is external quality assessment scheme
(EQASs), which is required the materials for expanding.

Base on the results of survey the common
samples and bacteria at the clinical microbiology
laboratories [3], we set up the process for
manufacturing of EQAs samples (pus, sputum), which
contain the malignant and contaminated bacteria,
then we do the screening experiments, optimize them
following the Plackett — Burman matrix, the steepest
descent method, response surface methodology -
central composite design (RSM — CCD). Finally, we
find out the condition for manufacturing and the
ingredient with the best selecting factors for
manufacturing EQAs samples containing the
malignant and contaminated bacteria: pus (S. aureus,
P. aeruginosa), sputum (Acinetobacter baumannii, P.

THUY,

NGUYEN THI THANH TAM, NGUYEN HO'U LE,
NGUYEN THI THANH HOA, LE HIEU NGHIA.
Trung tdm Kiém chudn Xét nghiém TP.HCM

aeruginosa, contaminated Streptococcus mitis).

Keywords: EQAs, pus, sputum, Plackett —
Burman, RSM — CCD.
PAT VAN DPE:

Hién nay mau st dung cho chuwong trinh ngoai
kiém tra chét lwong xét nghiém vi sinh 1am sang tai
Viét Nam chwa cé don vi ndo cung c&p. Do d6, mudn
trién khai ngoai kiém tra chat lwong xét nghiém vi
sinh 1d&m sang can phai nghién ctru san xuit mau
bénh phdm gia dinh chira cac vi khuan thuéng gép
(gay bénh, thweng trd), mét trong nhitng yéu cau
quan trong d6 1a mau phéi dap ing tiéu chi bao quan
vi khudn gay bénh (hodc thwéng tra) theo quy dinh
ctia mét mau ding cho ngoai kiém tra chét lwgng xét
nghiém. Theo d6, mau phai duy tri duwgc ndng dd vi
khuan & tinh trang téi wu, dam bao phong xét nghiém
c6 thé thwe hién dwoc cac xét nghiém vi sinh tai th&i
diém nhan mau [2], [7], [8].

Nhdm xac dinh c6ng thirc téi wu cho viéc san xuét
mau bénh phdm giad dinh ma, d&m phuc vu cdng tac
ngoai kiém tra chat lwong xét nghiém, nhém da tién
hanh cac nghién ctru, v&i muc dich danh gia mec do
anh hwéng cla cac yéu td tham gia vao qué trinh san
Xudt, méi trwdng co chét, qua dé xac dinh duoc
nhirng yéu td cu thé, véi ndng do, ham lvong twong
(rng, anh hudng dén viéc bao quan vi khuén trén mau.
Tl d6 xac dinh cac didu kién san xuét t6i wu ap dung
cho san xuat mau bénh phdm gia dinh md va dom.

POl TWVONG, PHUONG PHAP NGHIEN CUU:

1. Déi twong:

M4u bénh phdm gid dinh mu, dom.

Vi khudn S.aureus, P. aeruginosa, Acinetobacter
baumannii, Streptococcus mitis.

Thdi gian bdo quan, nhiét d6 bdo quan, ndng do vi
khudn ban déu, 11 thanh phén tham gia tao co chét
clia méi truong nudi céy.

2. Phwong phap:

Sang loc va téi wu héa céc yéu té, thanh phén
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dura trén viéc thiét ké cac mé hinh thi nghiém: (i) thiét
ké sang loc yéu té thi nghiém theo ma tran Plackett-
Burman; (ii) thiét ké thi nghiém leo déc béng phuong
phép téi wu héa theo dwong déc nhét; (iii) thiét ké toi
wu héa theo phwrong phép ham dap &g bé mét — cdu
trac c6 tam (RSM — CCD) [1], [4], [6].

Nudi cdy vi khudn, dém va tinh toan néng do vi

véi nhiét d& van chuyén mau, gi mau bang xe
chuyén dung hoac gvi qua bwu dién cho don vi);
ndng dd vi khudn gay bénh & 108 CFU/mI, ndng dé vi
khuén thwérng tra 1a 104 CFU/mI. Nhw vay can téi wu
héa 11 yéu té tham gia vao thanh phan co chét:

Bang 1. Cac yéu t6 can téi wu héa bang cac mé
hinh thi nghiém

khudn trén méi trurong nuéi cdy [5]. STT Tén yéu td Merc dudi (- | Mdec trén
Phan tich cac sé liéu thu dwoc bang phédn mém 1) (+1)
Design expert 7.0.0, Stata 10.0, excel. 1 NaCl (mg/ml) 2 6
KET QUA VA BAN LUAN: 2 | caCl2.2H20 (mg/ml) 0,05 0,1
Chuing t6i trinh bay két qua chi tiét cia mau ma, 3 MgCi2.2H20 (mg/mi) 01 05
danh gia trén két qua nudi cay ddi véi S. aureus, dbi 4 Sodium th'/ogllyCOIate 0.5 2
véi cac chiing vi khuan khac hodc mau dom thi cach - (mg/m)
Lz . . o . R 5 | Sodium glycerophosphate 5 15
tien hanh va phén tich, bién luan twong tw. (mg/mi)
1. Cac y§u to anh ,hu’oing . 6 Glycerol (%) 5 10
Do yéu cau san xuat mau dung cho ?gogi kiem tra 7 Pepton thit (mg/ml) 2 2
chat lwvgng xét nghiém, do d6 mét sé yéu to phai dap 8 Cao ndm men (mg/ml) 0,5 2
(rng y&u cau bat budc. Cu thé cac yéu té sau sé phai 9 Glucose (mg/ml) 0,5 2
dap (ng va dwoc cb dinh: thdi gian bao quan téi wu 10 pH 5 75
la 15 ngay; nhiét do bao quan la 25 - 30 oC (phu hop 11 K2HPO4 (mg/ml) 1.5 2.5
2. Két qua thiét ké sang loc yéu té thi nghiém theo ma tran Plackett-Burman
Bang 2. Két qua thi nghiém sang loc theo Plackett-Burman ddi v&i mau Ma chira S. aureus
Thi nahiam Cac yéu tb S. aureus Log (CFU/mI)
gnie X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X9 X10 X11 | Thyc nghiém M6 hinh
1 1 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 7,27 7,32
2 -1 1 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 7,27 7,22
3 1 -1 1 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 6,37 6,36
4 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 1 -1 -1 6,03 6,01
5 -1 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 1 -1 7,05 7,09
6 -1 -1 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 1 6,53 6,48
7 1 -1 -1 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 7,46 7,42
8 1 1 -1 -1 -1 1 -1 1 1 -1 1 7,39 7,41
9 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 1 1 -1 7,43 7,42
10 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 1 1 7,40 7,41
11 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 1 4,95 4,97
12 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 6,68 6,72

Ma tran Plackett-Burman thu dwgrc ndng dd vi khudn S. aureus tir 8,84 x 104 CFU/ml dén 2,88 x 107
CFU/mI (tinh toan tir két qua log = 4,95 va 7,46). K&t qua nay cho thdy sw khac biét gitba md hinh va thuc
nghiém ctia ndng do vi khudn gay bénh tao thanh dwa trén 11 yéu té theo di. T d6 lam co s& cho viéc xac
dinh nhitng yéu t6 nao anh hwéng nhat déi véi chi tiéu theo ddi ndy. Gia tri anh hudng clia cac yéu td dwoc

thé& hién & Bang 3 bén dudi:

Bang 3. K&t qua phan tich mrc anh hudng clia cac yéu tb khdo sat cila mau Ma chira S. aureus

Yéu td Mrc Mat d6 vi khuan S. aureus

Ky hiéu Tén yéu td Thép (-1) Cao (+1) Anh hudng Prob > F
X1 NaCl (mg/ml) 2 6 -0,015b 0,1000
X2 CaCl2.2H20 (mg/ml) 0,05 0,1 0,63a 0,0005
X3 MgCI2.2H20 (mg/ml) 0,1 0,5 -0,15a 0,0307
X4 Sodium thioglycolate (mg/ml) 0,5 2 -0,79a 0,0003
X5 Sodium glycerophosphate (mg/ml) 5 15 -0,29a 0,0046
X6 Glycerol (%) 5 10 0,32a 0,0036
X7 Pepton thit (mg/ml) 2 4 0,058b 0,1236
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Yéu té Mrc Mat d6 vi khuan S. aureus
Ky hiéu Tén yéu td Thép (-1) Cao (+1) Anh huéng Prob > F
X8 Cao ndm men (mg/ml) 0,5 2 0,26a 0,0065
X9 Glucose (mg/ml) 0,5 2 -0,51a 0,0009
X10 pH 5 7,5 0,74a 0,0003
X11 K2HPO4 (mg/ml) 1,5 2,5 0,028b 0,3100
Ghi cht: a Cé y nghia & do tin cay a = 0,1; b Khéng cé y nghia & d¢ tin cay a = 0,1
Ba yéu t6 co gia tri anh huéng dwong va I&n sé B (mg/ml) F(%) K
anh hwéng tdi chi tiéu theo ddi trén (p < 0,1) la: pH, Buwéc nhay ci 0,025 2,5 1,25
CaCl2.2H20 va glycerol. Cac yéu t6 con lai c6 anh | Bwoc nhdy méi 0,01 03 0,3

hwéng khéng dang ké dén néng dd S.aureus & do tin
cay p < 0,1. Do d6, nhém nghién ctu chon pH,
CaCl2.2H20 va glycerol la nhirng yéu té can ti wu
héa dé dwa vao thiét k& cac thi nghiém tiép theo.

T két qud phan tich ANOVA cla ma tran
Plackett-Burman, ta thu dwoc phuong trinh hdi quy
bac 1:

Ay = 6,819 +0,313B + 0,161F + 0,371K

Trong dé: B: CaCl2.2H20 (mg/ml); F: Glycerol
(%); K: pH

Tinh toan lai nguwéng khao sét clia cac yéu tb anh
hwéng tr két qua phan tich ANOVA cla ma tran
Plackett-Burman dwa trén viéc Iya chon bwéc nhay
(khoang bién thién) méi.

Bang 4. Két qua tinh buéc nhdy méi cho 03 yéu
t6 anh hwéng dén S. aureus

Céc yéu tb
B (mg/ml) | F (%) K
Mt co s& 0,075 7.5 6,25
Khoang bién thién Aj 0,025 2,5 1,25
Mrc dwéi (-1) 0,05 5 5
Mdrc trén (+1) 0,1 10 7,5
Hé sb bj 0,313 0,161 | 0,371
Tich s6 bj va khoang bién 0,008 0,403 | 0,464
thién(bj Aj)

Budc nhay (khoang bién thién) méi duwoc lwa
chon dwa trén hé sé bj nhé nhat trong 03 yéu té anh
hwéng. Do dé, buwédc nhdy méi sé dwoc lywa chon
theo yéu tb F (glycerol) 14 0,3.

Cac buéc nhay cta yéu t6 B, K dwoc tinh theo
cbng thire sau:

brA 0,008
55 = 0,3 X =0,3 X

C T~ 0,01
brAg 0,403
bl 0,464
5 =03x—>%-03x ~ 0,3
A 0,403

Két qua bwéc nhdy maéi cho 03 yéu té anh huéng:
Bang 5. Bud'c nhay méi clia 03 yéu té anh hwéng
dén S. aureus

3. Két qua thi nghiém leo déc bang phwong
phép t6i wu héa theo dwerng déc nhat

Két qua thi nghiém leo déc ctia mau MQ chira S.
aureus dwoc thé hién & Bang 6.

Bang 6. Thiét ké thi nghiém leo déc clia mau Mu
chtra S. Aureus

Cac yéu tb anh hwéng
Thl B F K S. aureus
nghiém (CaCCI)Z).ZHZ (Glycerol) (oH) CFU/ml

1 (tai tam) 0,08 7,5 6,3 1,42 x 106
2 0,09 7,8 6,6 1,63 x 106

3 0,10 8,1 6,9 1,84 x 106

4 0,11 8,4 7,2 1,71 x 106

5 0,12 8,7 7,5 1,58 x 106

6 0,13 9,0 7,8 9,15 x 105

7 0,14 9,3 8,1 5,76 x 105

8 0,15 9,6 8,4 4,70 x 105

9 0,16 9,9 8,7 1,97 x 105

Yéu td |

Sau khi thwc hién 9 thi nghiém leo déc lién tiép,
chting téi da Iwa chon lai nguéng khdo sat méi téi wu
hon dé tién hanh thi nghiém téi wu hoa theo phuwong
phap RSM-CCD. Pham vi nghién ctru cia 3 yéu té
déi v&i mau ma chra S. aureus dwoc thé hién &
Bang 7. Cac yéu td con lai van bd sung vao moi
trwrng bdo quan nhung dwoc cb dinh tai mirc trung
tam.

Bang 7. Pham vi nghién ctvu cia 3 yéu t6 dbi vé&i
mau ma chiva S. aureus

Yéu tbé Pham vi Mtrc
nghién -a -1 0 +1 +a
clru
CaCl2.2H20 | 0,08- | 0,08 | 0,09 |0,10 | 0,11 | 0,12
(mg/ml) 0,12
Glycerol (%) |76-86| 76 | 7,8 | 81 | 84 | 86
pH 64-74| 64 |66 |69 |72 ]| 74

4. Két qua téi wu theo RSM — CCD

Sé lieu sau khi dwgc x& ly bdng phdn mém
Design expert® 7.0.0, ta thu dwoc gia tri ham dap
trng theo thyc nghiém va tién doan theo mé hinh.
Nong d6 vi khuan gay bénh co thé dwoc tién doan tir
phwong trinh hdi quy sau:
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AY = 7,73 + 0,15%1 + 0,27z + 0,11%3 —

0,43%2%3 — 0,24X1 — 0,35%3

Trong d6, Y la néng dd S. aureus (Log (CFU/mI));
x1, x2, x3 lan luot 1a ty 1& CaCl2.2H20 (mg/ml),
Glycerol (% v/v) va pH. Hé sb hdi quy (R2) tinh dwoc
la 0,9195.

Phan mém dwa ra 28 giai phap téi wu, trong d6
ching téi da Iwa chon cdng thirc tdi wu nhéat va thé
hién trén biéu d6 3D vé dap ng bé mat RSM-CCD.

Staphylococus aureus

720

705 —|

630 —|

8.08661
839
677

Staphylococus aureus

X1: B: Glycerol
X2: C: pH

Mé&t dap ¢ng (Hinh 1) thé hién sy twong tac cla tirng
cap yéu tbé dbi véi ndng do S. aureus va tlr biéu dd
nay c6 thé xac dinh dwoc gia tri ti wu cla tirng yéu
t6 lam cho ham dap tng cwc dai. M6 hinh da dw
doan ndng do S. aureus téi da dat dwoc 8,08661 Log
(CFU/mI) & gia tri cac yéu té: ty & Glycerol 8,39%
(v/v), pH 6,77 va ham lwgng CaCl2.2H20 0,1 mg/ml.

SRR
S S e R S TSR KRR
SRS
RSN ey

A% <

et
K e
R

SIS
e
e

C:pH 675
660 7.80

Hinh 1. Mat dap ng néng do6 Staphylococus aureus theo ty 1& Glycerol va pH

Twong tw dbi véi ching P. aeruginosa va mau dom (danh gia trén tirng cdp vi khudn: Acinetobacter
baumannii + Streptococcus mitis va P. aeruginosa + Streptococcus mitis), tién hanh cac thi nghiém sang loc va
tdi wu héa nhw phuong phap da thuc hién ddi véi m&u ma néu trén, chiing t6i d& xac dinh dwoc cac yéu td toi

wu twong rng véi ham lwgng nhw sau:

Bang 8. Két qua t6i wu hda cac yéu té anh hwéng dbi véi mau ma, dom véi cac ching vi khuén

Loai mau va vi khuan Yéu té anh huwéng Gia tri t&i wu
M&u Mu (S. aureus) Glycerol 8,39 % v/v
CaCl2.2H20 0,1 mg/ml
pH 6,77
M&u Mu (P. aeruginosa) NaCl 7,2 mg/ml
CaCl2.2H20 0,15 mg/ml
MgCI2.2H20 0,61 mg/ml
Mau Bom Sodium glycerophosphate 13,6 mg/ml
(Acinetobacter baumannii + Streptococcus mitis) Glycerol 10,9 % v/v
pH 7,5
Mau Bom Sodium thioglycolate 1,8 mg/ml
(P. aeruginosa + Streptococcus mitis) Sodium glycerophosphate 7,0 mg/ml
K2HPO4 2,5 mg/ml

KET LUAN,

Qua nghién ctru, ching t6i da t&i wu hoa va xac
dinh dwoc ham lwgng, thanh phan cac yéu té tham
gia vao méi trwdng co chét tao mau bénh phdm gia

dinh mG va dom (ng v&i cac ching vi khuan gay
bénh va thwong trd gbm: mau ma (S.aureus, P.
aeruginosa), mau dom (Acinetobacter baumannii, P.
aeruginosa, vé&i vi khuan thudng tr Streptococcus
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mitis), ¢& dinh cac yéu tb nhiét do, thdi gian bao quan
dap trng yéu cau clia mau ding cho ngoai kiém. Tl
d6 xac dinh cac diéu kién t6i wu dé ap dung cho san
xuét hai loai mau bénh pham gia dinh néu trén.

KIEN NGHI

- Ap dung két qua téi wu d& san xuat hai loai mau
bénh pham gia dinh ma va d&m & quy mé phong thi
nghiém. Nghién ctru san xuét & quy mé Ién hon.

- Panh gia d6 ddng nhat va dd én dinh & thoi
gian dai hon d& xac dinh thdi gian tudi tho cao nhét
clia mau.
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