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Summary

The CD4 T-lymphocyte count test plays an important role in the diagnosis and monitoring
response to treatment of diseases related to the immune system, especially HIV infection. The
purpose of this study was to establish the internal quality control (IQC) samples for enumerating
CD4 T-lymphocytes. The stability of T-CD4 cells in whole blood were optimized by using the
preservative solution (Streck®) at different dilution ratios. The CD4 T-lymphocyte counts were
determined using BD FACT Canto Il flow cytometer. The optimal ratio of preservative solution and
whole blood was applied to develop the IQC panels. Each sample panel contained 2 blood samples
with normal and low CD4 T-lymphocyte concentration. The stability and homogeneity of IQC panels
were evaluated. The results showed that the samples in IQC panels were homogenous, stable up to
3 months at 4-12 °C and under transport conditions. However, the stability of IQC sample decreased
to only 40 days after the cryotube was opened. The IQC sample for T-CD4 lymphocyte count was
developed to be widely used to ensure the quality of CD4 T-lymphocyte test results at laboratories in

Vietnam.
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Dit van dé

S6 lvong té bao lympho T-CD4 trong méau cé
y nghia quan trong déi v&i viéc xac dinh tinh
trang mién dich & nguwdi, dac biét dbi voi bénh
nhan nhiém HIV. Viéc xac dinh sb lvong té bao
T-CD4 nham theo déi dap wng diéu tri HIV dbi
v&i thube khang retrovirus va dwa ra quyét dinh
diéu tri dw phong nhiém tring co hoi ', Giam té
bao T-CD4 kéo dai dan dén nguy co nhiém
tring co' hoi, ung thw, va xo viva ddng mach 2.
Do vay, viéc cung cap két qua xét nghiém dém
té bao T-CD4 chinh xac, kip thoi la rat can thiét
cho viéc cham soéc, diéu tri hiéu qua
cho bénh nhan [,

Céac két qua xét nghiém hé tro cho chan
doan va danh gia hiéu qua diéu tri bénh Pl
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Chinh vi vay, yéu cau chét lwgng xét nghiém la
rat quan trong. N&i kiém chat lwong la mot trong
cac cdng cu dadm bado chat lwong két qua
xét nghiém va dwoc thye hién hang ngay trong
cac phong xét nghiém (PXN) M. Hién nay tai
Viét Nam, hau hét cac PXN dém té bao lympho
T-CD4 chwa thwc hién noi kiém tra xét nghiém
dang quy dinh vi cac mau ndi kiém thwong mai
c6 gia thanh cao, hon ni*a chuwa c6 mau ndi
kiém dwoc san xuét trong nwdc. Muc tiéu cla
nghién ctu 1a xay dwng mau ndi kiém co chi phi
hop ly cho cac PXN cho xét nghiém thwc hién
dém té bao lympho T-CD4.

Nguyén liéu va phwong phap

Nguyén liéu

Cac mau mau toan phan dwoc chéng déng
bang EDTA duoc thu thap t& 5 ngudi dén kham
téng quéat tai Vién Pasteur TP. H6 Chi Minh,
ddng y cho mau dé tién hanh nghién ctru. Mau
mau cla cac tinh nguyén vién dwoc dé riéng
biét khong tron 1an, mdi ngwdi cho téi thiéu
50 ml mau.
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Tiéu chuan chon méau

S& dung mau toan phan chéng déng EDTA,
bdo quan & 4 — 8 °C khéng qua 24 gid. Mau
mau cé sb lwong lympho T-CD4 th4p va binh
thwong dwoc xac dinh twong tng trong khodng
200 - 400 t& bao/ul va 500 — 1500 t& bao/ul ©.
Ngwdi cho mau theo Diéu 4 Thong tw
26/2013/TT-BYT: Tudi tr da 18 dén 60, can
nang it nhat 42 kg dbi voi niv, 45 kg dbi véi nam,
khéng dang bi nhiém tring cép tinh.

Tiéu chuan loai mau

MAau mau bi déng vén, vi déng, tan huyét.
Ong dwng mau bi nit, v& hodc cé chat chéng
dong khéng phai EDTA.

Héa chat - trang thiét bi

Héa chat: Bo kit xét nghiém (sinh pham)
dém té bao lympho T-CD4 cho hé théng may do
dong chay té bao (BD Biosciences®); dung dich
on dinh t& bao Streck Cell Preservative
(Steck®); 6ng Cyto-Chex® BCT (6ng thwong
mai da cho sdn dung dich 6n dinh t& bao dé st
dung ngay) (Steck®).

Trang thiét bj: Hé thbng may do té bao theo
dong chay BD FACS Canto Il (BD
Biosciences®).

Phwong phap nghién ctru

Khdo sdt d6 6n dinh té bao T-CD4
trong mdu toan phan

Méau toan phan chéng déng bang EDTA thu
thap tlr 5 ngudi tinh nguyén dap tng tiéu chuan
cho mau, c6 sb lwong T-CD4 duwoc xac dinh
trong khoang binh thuwéng 500 - 1500 té bao/ul
trén hé thdng may do dong chay té bao (BD
FACS Canto Il) tai Vién Pasteur TP. H6 Chi
Minh. Cac mau thtr dwoc chuén bi bang cach
cho méau toan phan va dung dich 6n dinh té bao
T-CD4 (Streck Cell Preservative®) vao cac 6ng
nghiém vé khuan 5 ml dé dat dwoc thé tich tong
la 3 ml vai ti 1& chat dn dinh/méau trong céc éng
la 1/32; 1/16; 1/8; 1/4; 1/2; 1/1; 1,5/1 (v/v). Cho
3 ml mau toan phan vao 6ng Cyto-Chex® BCT
(Streck®) dé lam mau dbi chiéu. Theo déi d6 6n
dinh sé lwong t& bao lympho T-CD4 & nhiét do
4 - 12 °C bang céach do sb lwong té bao lympho
T-CD4 trong cac mau khao sat va mau dbi chiéu
trén hé thng may BD FACS Canto Il cach méi

2 ngay dén khi s6 lwong té bao lympho T-CD4
nam ngoai khoang gié tri trung binh + 2 SD (dd
léch chuédn) hodc dd phan tan cha két qua
(CV%) < 8,25% ©° ~ & Ap dung cac quy luat
Westgard dé phan tich d6 én dinh t& bao lympho
T-CD4 cla cac mau khao sat ¥, ddng thoi so
sanh v&i mau dbi chiéu.

Thiét ké b6 méu thir nghiém va danh gia
chat Iwong bé méu

B& mau ndi kiém (bo panel) dwoc thiét ké co
2 mau gébm 1 mau cé sb lwong T-CD4 thap (200
- 400 té bao/ul) va 1 mau c6 sb lwong T-CD4
binh thwerng (500 -1500 t& bao/ul). M&i mau cé
3 ml mau toan phan pha loang véi chét 6n dinh
té bao lympho T-CD4 theo ti 1& 8/1 (v/v) dwoc
dwng trong cryotube 5 ml. Cac bd panel dwoc
bdo quan & nhiét do 4-12 °C. O méi diéu kién
khao sat, l4y ngau nhién 10 bd panel d& danh
gia do déng nhat va do 6n dinh cha 2 16 nghién
clru theo tiéu chudn TCVN 8245:2009 (ISO
guide 35:2006) "% B3 panel dat d5 ddng nhat
khi d6 phan tan clia két qua (CV %) < 6,25 % &2
va dat n dinh khi sé lvong té bao T-CD4 khong
nam ngoai khodng gia tri trung binh + 2SD va
CV % < 8,25 % ©¥,

Danh gia d6 dong nhat méu

Chon ngau nhién 10 bd panel trong méi 16
mau (thdi diém To) va dem dém sb lwong té bao
T-CD4 trén hé théng may BD FACS Canto Il
Cac mau & mdi mic T-CD4 thdp va binh
thwong dat dd ddng nhat khi CV % < 6,25 % €71,

Pénh gid do 6n dinh bé panel khi mau duoc
mé& ndp st dung lién tuc: Do viéc mé nap lo
mau lién tuc cé thé anh huwéng dén dd 6n dinh
té bao T-CD4 nén 10 bd panel bdo quan & nhiét
dod 4 — 12 °C dwoc chon ngau nhién dé khao sat
anh hwéng nay. Sau méi 1an mé nap cryotube
dé do sb lwong té bao T-CD4, cac cryotube nay
tiép tuc dwoc bdo quan & nhiét dd 4 — 12 °C dé
do 1an sau. Cac bd mau dwgc do 2 lan/tuan lién
tuc trong 40 ngay. Xac dinh d6 phan tan cta két
qua do (CV %) trong 40 ngay. BO panel dat do
4n dinh khi s lvong té bao T-CD4 trong cac
mau do khéng nam ngoai khoang gia tri trung
binh + 2SD va CV % < 8,25 % ©7.

Pénh gi& sw thay doéi clia bo panel c6 méu
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chi mé ndp st dung 1 lan so véi ban déu:
L&y ngdu nhién 10 bod panel duwoc bdo quan &
nhiét d0 4 — 12 °C tai mdi thoi diém 50 ngay
(Ts0), 70 ngay (T7) va 90 ngay (Te) dé do sb
lwong té bao T-CD4. So sanh sy khac nhau
gitra sb lwong té bao T-CD4 trung binh tai tirng
theri diém do va thoi diém To.

Pénh gia dé 6n dinh b6 panel & diéu kién van
chuyén gia dinh: D&t 10 bd panel trong cac thing
x6p c6 chiva da gel dé gitr nhiét do 4 - 12 °C, day
kin thung xdp nhw diéu kién van chuyén binh
thwdng va dat thung & nhiét dd ngoai tréi (tao
diéu kién van chuyén gia dinh) trong 72 gi®, sau
do do sb lwong té bao T-CD4. So sanh sy khac
nhau gitra s6 lwong té bao T-CD4 trung binh
clia nhém mau van chuyén va thoi diém T,

Xt ly sé liéu

Céc sb lieu dwoc xr ly théng ké bang phan
mém Excel 2010. Két qué dwoc trinh bay dudi
dang trung binh + SD (d6 léch chuén).

Dung ham t-test d& so sanh hai nhém gia tri
trung binh. Sy khac biét duwgc xem cé y nghia
khi p < 0,05.

Dao dirc nghién ciru

Nghién clru nay da dwoc chap thuan béi Hoi
déng Pao dirc Pai hoc Y Dwgc TP. H6 Chi Minh
theo Quyét dinh s6 233/HDDD — DHYD.

Két qua

Do 6n dinh té bao T-CD4 trong mau
toan phan c6 thém chéat 6n dinh

Két qua cho thay sb lwong T-CD4 do duwoc
trong 40 ngay & tat ca cac ty 1é khao sat chat 6n
dinh té bao lympho T-CD4 véi mau toan phan
déu ndm trong khoang gia tri trung binh + 2 SD
va do phan tan cuta két qua (CV %) < 8,25 %.
D6 phan tan thap nhéat (CV % = 1,78 %) dwoc
thdy & mau cé ty 1& chat 6n dinh t& bao/méau
toan phan 1,5/1 (v/v) va cao nhat (CV % =
8,19 %) & mau co ty 1& 1/32 (v/v) (bang 1).

Bang 1. D6 6n dinh té bao T-CD4 trong méu toan phén cé thém chét én dinh

Ty 1é chat 6n dinh té

Mau déi chiéu

bao/mdu toan phan (v/v) 1732 716 78 /4 72 " 1.5/1 Cyto-Chex®
Trung binh T-CD4 546 592 564 536 445 335 266 611

(te bao/ul)

2SD 90 40 26 28 20 14 10 32
V% 819 346 234 271 227 198 178 2.56

* Trung binh gia tri T-CD4 do dworc trong 40 ngay

Tuy nhién, cac biéu dd biéu dién sy thay dbi
s lwong té bao lympho T-CD4 trong 40 ngay
cho thdy cac mau cé ty 1é chét 6n dinh té
bao/méau toan phan tr 1/8 — 1,5/1 (v/v) co sw
phan bd tuan theo cac quy luat Westgard va
twong tw véi 6ng déi chiéu Cyto-Chex BCT
(hinh 1). Mau mau dwoc thém chét én dinh té
bao v&i ty 1& 1/32 (viv) co lién tuc 13 gia tri
lympho T-CD4 tlr ngay 20 dén ngay 40 dudi
dwong gia tri trung binh va thé hién xu hwéng
sb lwong té bao T-CD4 gidm dan theo thdi gian
(vi pham quy luat 10X Westgard). Mau mau
dwoc thém chat 6n dinh té bao voi ty 1& 1/16
(v/v) c6 13 gia tri lién tiép tlr ngay 4 dén ngay 22
& trén va 12 gia tri lién tiép t ngay 23 dén ngay
40 & dudi dudng gia tri trung binh, déng thoi co

12 gia tri lién tiép va ti» ngay 23 dén ngay 40 &
dwéi gidi han -1SD, ching té do on dinh mau
gidm dan theo thdi gian (vi pham quy luat 10X
va 4S1 Westgard). Mdu mau dwoc thém chét 6n
dinh té bao vé&i ty & 1/8 c6 2 diém gia tri T-CD4
nam trén gidi han + 2SD (ngay 23 va ngay 26)
(cting nhw mau déi chiéu co 1 diém trén gidi han
+ 2SD vao ngay 32) dwogc quy luat Westgard
cho phép nén van dwoc chap nhan (hinh 1). Vi
vay, cac mau chuan trong bd panel sé duwoc
thém dung dich &n dinh t& bao T-CD4 vo&i thé
tich theo ty 1& 1/8 (v/v). Day la ty 1& thém chéat
4n dinh thap nhét nén tiét kiem dwoc chi phi héa
chét; sé lwong té bao khéng bi pha lodng nhiéu
nén khong anh hudng dén dd nhay cta phép do
va mau van dat dwoc dd én dinh.
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Hinh 1. Biéu d6 thé hién dao déng sé lugng té bao lympho T-CD4
trong méu mau toan phan duwoc thém chat 6n dinh véi ty 1é 1/32, 1/16, 1/8 (V/v)
so v&i mau doi chiéu trong 40 ngay (TB: trung binh; SD: D6 Iéch chuan).

Do déng nhat mau trong bo panel mé&u thir nghiém déu < 6,25 % (bang 2). Vi vay,

Do phan tan (CV %) cia sb lwong té bao  cac bd mau ddng nhét véi nhau.
lympho T-CD4 do dwgc tir 10 b panel cua 2 16

Bang 2. Két qué danh gia dé déng nhat méu

Mau 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 CV%
1QC — thap (té bao/ul)
Lé61 334 326 334 326 329 328 326 324 334 334 1,15
L6 2 227 237 231 225 222 227 222 237 227 235 2,48
IQC — binh thwong (té bao/ul)
L6 1 842 828 833 822 845 828 860 836 828 836 1,33
L6 2 920 902 928 907 913 911 915 898 928 904 1,14

IQC — thdp: méu néi kiém cé sé luong T-CD4 thap; IQC — binh thuong: méu néi kiém cé sé luong
T-CD4 binh thwrong
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D6 6n dinh cda bo panel khi mau Ilympho T-CD4 do dwoc khdng nam ngoai
dworc mé nap st dung lién tuc khoang gia trj trung binh + 2SD va d% phan tan

Céac méau trong bo panel cla 2 16 san xudt cha két qué (CV %) < 8,25 % sau 40 ngay theo
thtr nghiém co6 én dinh cao do sé lwong t& bao  déi & nhiét dd bao quan 4 — 12 °C (bang 3).

Bang 3. D6 6n dinh bd panel khi m&u cryotube bi m& ndp & 4 - 12 °C sau 40 ngay

Mau 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1QC - thap (t& bao/ul)

T-CD4y, 324 327 322 324 325 323 327 322 325 326
2SD 18 14 20 8 16 18 18 14 12 14
CV% 2,86 2,07 3,11 1,35 2,49 2,71 2,70 2,12 2,00 2,08

T-CD4y, 234 231 232 233 233 230 233 233 233 233

L6 2 28D 18 20 16 12 16 12 20 14 18 16
CV % 3,65 4,32 3,58 2,74 3,54 2,71 4,10 3,08 3,70 3,23
IQC — binh thwong (té bao/ul)

T-CD4y, 844 848 842 847 841 848 847 840 840 839
2SD 38 46 36 32 40 42 34 32 42 36
CV % 2,20 2,76 2,13 1,95 2,38 2,51 2,02 1,88 2,46 2,16
T-CD4y, 922 923 925 928 928 922 923 923 925 922
Lé 2 28D 38 42 46 38 40 36 36 52 32 38

CV% 2,03 2,29 2,52 2,05 2,11 1,99 1,95 2,78 1,78 2,10
T-CD4y,: Trung binh gia tri T-CD4 do duworc trong 40 ngay

Do 6n dinh cdta bo panel khi mau tai thoi diém Tso, T7o va Tgo 0O V&i thoi diém To.
chi dwogc mé& nap mét lan Két qua cho thdy khéng c6 su khac biét co y
Dung phép kiém t-test so sanh sd lwong nghia théng ké (p > 0,05) (bang 4).
trung binh té bao T-CD4 cla cac mau do duoc

Bang 4. D6 6n dinh b panel khi mau cryotube dong nép
& nhiét d6 4 - 12 °C tai cac thoi diém Tsg, T va Teo SO VOIi Ty

Ma&u 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 P
1QC - thép (té bao/ul)
To 334 326 334 326 329 328 326 324 334 334
Tso 322 329 322 326 329 326 321 328 329 312 0,08*

Lot T70 314 318 331 336 311 315 338 318 324 334 0,12*
Too 326 324 317 315 341 315 328 332 324 317 0,11
To 227 237 231 225 222 227 222 237 227 235

L6 2 Tso 244 225 242 244 229 235 233 227 222 239 0,16*
T7o 223 235 227 240 248 229 237 231 233 239 0,15**
Too 227 227 231 220 227 216 231 216 237 229 0,38***

1QC - binh thwdong (té bao/ul)

To 842 828 833 822 845 828 860 836 828 836

L6 1 Tso 831 839 833 869 839 819 839 857 836 831 0,58*
Tz 845 828 807 822 857 831 831 857 845 860 0,69*
Too 825 857 828 822 828 819 836 822 845 828 0,37**
To 920 902 928 907 913 911 915 898 928 904

L6 2 Tso 911 924 896 915 926 922 911 896 907 933 0,83*

T70 885 891 915 915 915 950 887 935 902 930 1,00*
Tao 922 924 939 911 909 900 930 941 922 937 0,08

*. *k. Kk,

p*; p**; p***: so sanh sw khac biét gitra s6 lrgng T-CD4 lan lwot tai Tsg, T7o, T V&I Ty (t-test).
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Do 6n dinh mau trong bd panel & diéu
kién van chuyén gia dinh

Dung phép kiém t-test so sanh két qua trung
binh gia tri s6 lwong té bao T-CD4 cla nhém

mé&u & diéu kién van chuyén gia dinh (Tyc) o Vi
th&i diém ban dau (T,) cha 2 16 san xuét thiy
nghiém. Két qua cho thay su khac biét khéng c6
y nghia thdng ké (p > 0,05) (bang 5).

Bang 5. D6 6n dinh bd panel & diéu kién van chuyén gia dinh

Mau 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 P
1QC - thép (té bao/ul)

161 To 332 332 318 321 331 315 324 319 329 319 0.30
Toe 308 326 326 322 312 308 324 326 328 322

L6 2 To 244 244 225 233 220 225 225 227 223 214 0.60
T 220 256 223 229 225 216 233 225 237 242

IQC - binh thwéng (té bao/ul)

161 To 825 851 839 851 845 880 851 854 839 842 0.65
T 866 854 857 842 869 869 836 857 839 819

162 To 917 881 915 894 915 915 904 896 913 922 0.98
Toe 922 887 881 915 917 928 889 894 928 913

Ban luan dwng mau " Mot s6 bd mau noi kiém T-CD4

Céc té bao T-CD4 dé bj thoai héa & nhiét do
dw6i 4 °C hodc trén 30 °C va én dinh trong vong
24 — 48 gio & nhiét do phong 18 - 25 °C &1 vj
vay, trong nghién clru nay, ching téi da st dung
dung dich 6n dinh t& bao Streck Cell
Preservative Streck® dé lam tang dd én dinh té
bao lympho T-CD4 trong méau toan phan. Theo
hwéng dan cla nha san xuét Streck®, chét 6n
dinh t& bao dwoc thém vao mau toan phan véi
ty 1& 1/1 (v/v). Tuy nhién, v&i mong muén san
xuét dwoc cac bd mau noi kiém cho xét nghiém
dém té bao lympho T-CD4 dat chat lwong cao
va gia thanh thap, chung t6i da khao sat cac ty
l& chat 6n dinh thém vao mau toan phan va theo
déi s6 lwong T-CD4 6n dinh trong thoi gian st
dung cho phép. Ty lé t6i wu cla chéat 6n dinh
trong mau mau dwoc xac dinh trong nghién ctru
nay la 1/8 (v/v).

Hién nay, cac bo mau noi kiém T-CD4
thwong mai thwdng coé hai théi han st dung cho
cac mau chua bi mé& ndp hodc mé nap lo

c6 thoi han st dung 30 ngay sau khi mé nép lo
dwng mau ®'. Vi vay, d6 én dinh ctia bd mau
noi kiém T-CD4 trong nghién céu nay ciing
dwoc danh gia & hai didu kién: mau mé nép lién
tuc dé st dung va mau chi dwgc mé nép 1 1an.
Két qua nghién ctru da xac dinh bd panel T-CD4
4n dinh trong 40 ngay sau khi m& ndp va én
dinh trong 3 thang khi chwa mé& nap, nén 6n
dinh hon mot s& bd mau ndi kiém T-CD4
thwong mai dang duwoc st dung "2,

Céac bd mau ndi kiém thwdng c6 2 mire ndng
do dé kiém tra chat lwong xét nghiém. Do d6, bo
panel dwoc thiét ké trong nghién clru nay ciing
c6 2 mirc sb lwong té bao: T-CD4 binh thwdng
(500 — 1500 t& bao/l) va T-CD4 thap (200 - 400
té bao/ul) ®. Mau noi kiém cé yéu ciu chung
phai dat do déng nhat va do 6n dinh %, viec
danh gia dé on dinh bd panel & diéu kién van
chuyén la co s& khéng dinh cac bod panel duoc
glri dén PXN ludn dat 6n dinh cho danh gia
noi kiém. Tuy nhién, do tinh hinh dich Covid-19
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nén nghién ctu khong thé danh gia do én dinh
bd panel & diéu kién van chuyén thuc t&, ma
phai danh gia & didu kién van chuyén gia dinh.
Theo khao sat trwdc do, thoi gian tdi da giri mau
ty Vién Pasteur TP.HCM dén cac PXN bang
chuyé&n phat nhanh dwéi 72 gid. Do do, nghién
clru da thiét ké khao sat dd 6n dinh cac bd panel
trong diéu kién van chuyén gid dinh twong tw
diéu kién van chuyén thyc té: Cac bo panel
dwoc déng gdi va dé & nhiét dd bén ngoai trong
khoang 72 gid. Két qua cho thdy cac mau trong
bd ndi kiém cla nghién ctru nay da dat cac yéu
cau chéat lwong vé do ddng nhat, do &n dinh &
didu kién van chuyén gia dinh va nhiét dd bao
quan so v&i thoi diém ban dau.

Két luan

Nghién ctru nay da xay dwng thanh cdng quy
trinh san xuat mau noi kiém cho xét nghiém dém
té bao lympho T-CD4 v&i bd mau gdm 1 mau
T-CD4 & mic binh thwong (500 — 1500 té
bao/ul) va 1 mau T-CD4 & mirc thap (200 — 400
té bao/pl) dat cac tiéu chi chat lwong mau vé do
4n dinh va dd ddng nhat. B& mau nay cé thé
duwogc st dung rdng rai cho cac PXN thwc hién
ndi kiém tra xét nghiém T-CDA4.
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