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TÓM TẮT27 
Xác nhận độ chụm và độ đúng là yêu cầu cần 

thiết được khuyến cáo khi thực hành xác nhận phương 
pháp tại phòng xét nghiệm. Việc làm trên nhằm chứng 
minh rằng phương pháp thực hiện được và cung cấp 
bằng chứng chứng minh kết quả phù hợp với các yêu 
cầu kỹ thuật mà nhà sản xuất đã công bố tại đơn vị sử 
dụng. Nghiên cứu được thực hiện với mục tiêu xác 
nhận độ chụm và độ đúng của xét nghiệm GALT trong 
mẫu máu thấm khô trên hệ thống VICTOR 2D của 
Perkin Elmer, sử dụng vật liệu bộ nội kiểm Neonatal 
GALT hai mức và hóa chất Neonatal GALT kit để tiến 
hành thực nghiệm đánh giá độ đúng, độ chụm của xét 
nghiệm GALT theo hướng dẫn EP15A3-CLSI. Kết quả 
độ chụm của xét nghiệm, tương ứng với 2 mức nồng 
độ QC lần lượt là 17,18% và  10,24% nhỏ hơn tiêu 
chuẩn của nhà sản xuất là 23,2% và 16,6%, độ đúng 
của phương pháp được xác nhận đạt tiêu chuẩn theo 
công bố của nhà sản xuất. Độ chụm và độ đúng của 
xét nghiệm GALT được xác nhận, xét nghiệm có thể 
thực hiện để cung cấp dịch vụ cho bệnh nhân tại 
phòng xét nghiệm. Từ khoá: galactose-1-phosphate 
uridyl transferase, GALT, Galactosemia, sàng lọc sơ 
sinh, xác nhận phương pháp, EP15A3, Perkin Elmer. 
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VICTOR 2D PERKIN ELMER SYSTEM 
Verification of precision and accuracy is an 

essential requirement recommended when performing 
method validation in the laboratory. The above work is 
intended to demonstrate that the method can be 
implemented and provide evidence that the results are 
consistent with the technical requirements announced 
by the manufacturer at the user unit. The study was 
conducted with the goal of confirming the precision 
and accuracy of the GALT test in dried blotted blood 
samples on Perkin Elmer's VICTOR 2D system, using 
two-level Neonatal GALT internal control kit materials 
and Neonatal GALT kit chemicals, to conduct 
experiments to evaluate the accuracy and precision of 
the GALT test according to EP15A3-CLSI instructions. 
The precision results of the test, corresponding to 2 
QC levels, are 17.18% and 10.24%, respectively, 
smaller than the manufacturer's standards of 23.2% 
and 16.6%, the accuracy of the method is confirmed 
to meet standards according to the manufacturer's 
announcement. The precision and accuracy of the 
GALT test have been confirmed and the test can be 
performed to provide services to patients in the 
laboratory. Keywords: galactose-1-phosphate uridyl 
transferase, GALT, Galactosemia, newborn screening, 
method validation, EP15A3, Perkin Elmer. 
 

I. ĐẶT VẤN ĐỀ 
Mặc dù nhà sản xuất (NSX) đã tiến hành 

thẩm định phương pháp trước khi đưa sản phẩm 
mới ra thị trường. Tuy nhiên, trên thực tế vẫn có 
rất nhiều yếu tố có thể tác động, làm ảnh hưởng 
đến kết quả của một xét nghiệm như điều kiện 
nhiệt độ và độ ẩm phòng xét nghiệm (PXN); điều 
kiện cơ sở vật chất, trang thiết bị; điều kiện vận 
chuyển và bảo quản thuốc thử, hóa chất, sinh 
phẩm; kỹ năng của người vận hành… Các PXN 
khác nhau lại có điều kiện xét nghiệm khác 
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nhau, chính vì vậy tiến hành xác nhận giá trị sử 
dụng là việc làm được khuyến cáo để chứng 
minh sự phù hợp giữa công bố của NSX và điều 
kiện riêng của PXN.2 Tuy nhiên, xác nhận 
phương pháp phân tích là việc làm phức tạp, tốn 
kém, đòi hỏi nhiều thời gian, nhân lực, vật lực. 
Do vậy, cần phải giảm thiểu tối đa chi phí và thời 
gian cho công tác xác nhận phương pháp phân 
tích nhưng vẫn đảm bảo chất lượng xét nghiệm. 
Viện tiêu chuẩn lâm sàng và xét nghiệm Hoa Kỳ 
(Clinical and Laboratory Standards Institute - 
CLSI) đã xây dựng hướng dẫn EP 15A3 xác nhận 
độ chụm và độ đúng với quy trình kỹ thuật đơn 
giản nhằm tiết kiệm tối đa các nguồn lực nhưng 
vẫn đảm bảo tính nghiêm ngặt, có thể áp dụng 
trong các phòng xét nghiệm khác nhau về trang 
thiết bị, kỹ thuật, nhân lực.3 

Sự thiếu hụt enzym galactose-1-phosphate 
uridyl transferase (GALT) là một trong những 
nguyên nhân dẫn đến bệnh Galactosemia. Đây là 
một bệnh rối loạn chuyển hóa di truyền, hiếm 
gặp, có thể dẫn đến các triệu chứng lâm sàng 
nặng nề, đe dọa tính mạng như nôn mửa, tiêu 
chảy, tổn thương gan, thận, chậm phát triển trí 
tuệ ngôn ngữ, thậm chí gây tử vong. Chẩn đoán 
và điều trị sớm bằng chế độ ăn hạn chế lactose 
(sữa không có đường lactose) là hoàn toàn cần 
thiết để tránh xuất hiện các đặc điểm lâm sàng 
nặng nề. Theo một nghiên cứu của tác giả Ngô 
Thị Bình Minh (2021), tỷ lệ bệnh nhi có nguy cơ 
cao mắc bệnh galactosemia là 8/1422 
(0,56%).4,5,6 Xét nghiệm sàng lọc sơ sinh GALT 
giúp hỗ trợ trong việc sàng lọc sớm trẻ mang 
bệnh, hỗ trợ bác sĩ chẩn đoán sớm cho bệnh 
nhân, từ đó bệnh nhân được điều trị và chăm 
sóc kịp thời. 

Hệ thống sàng lọc sơ sinh của Perkin Elmer 
(gồm: máy đục lỗ giấy thấm máu khô, máy lắc 
ủ, máy rửa, máy đọc huỳnh quang Victor 2D) 
được sử dụng để sàng lọc một số bệnh bẩm 
sinh.6 Để có thể đưa bộ kit sàng lọc bệnh 
Galactosemia thực hiện trên hệ thống máy này, 
việc xác nhận độ đúng và độ chụm là cần thiết 
trước khi đưa vào sử dụng. Vì vậy, nghiên cứu 
này được tiến hành nhằm đánh giá kết quả xác 
nhận độ đúng và độ chụm của xét nghiệm GALT 
trong sàng lọc bệnh Galactosemia trên hệ thống 
máy của Perkin Elmer theo hướng dẫn EP15A3 
của CLSI. 
 

II. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 
2.1. Chất liệu nghiên cứu  
Chất liệu nghiên cứu: Vật liệu kiểm tra chất 

lượng của hãng Perkin Elmer với 2 mức nồng độ 
cho xét nghiệm GALT. 

Thiết bị và hóa chất sử dụng: Hệ thống máy 
Perkin Elmer (gồm: máy đục lỗ giấy thấm máu 
khô, máy lắc ủ, máy đọc huỳnh quang Victor 2D) 
và bộ kit Neonatal GALT của hãng Perkin Elmer. 
Thiết bị sử dụng nguyên lý miễn dịch huỳnh 
quang sử dụng chất đánh dấu huỳnh quang là 
phức Lanthanide.  

2.2. Địa điểm và thời gian nghiên cứu 
Thời gian nghiên cứu: Từ tháng 7/2023 đến 

tháng 9/2023. 
Địa điểm nghiên cứu: Trung tâm xét nghiệm, 

Công ty cổ phần dịch vụ phân tích Di truyền Gentis. 
2.3. Phương pháp nghiên cứu. Nghiên 

cứu thực nghiệm trong phòng xét nghiệm. 
Nghiên cứu này sử dụng cùng 1 thực nghiệm để 
đánh giá độ chụm và độ đúng của phương pháp 
xét nghiệm theo hướng dẫn EP15A3 của CLSI. 
Phân tích lặp lại trong mỗi ngày 5 lần hai mức 
vật liệu kiểm tra chất lượng (QC), tiến hành 
trong 5 ngày liên tiếp. 

2.3.1. Thực nghiệm đánh giá độ chụm 
(Precision). Độ chụm (còn gọi là độ tập trung) 
là mức độ gần đúng giữa các kết quả thực hiện 
độc lập trên cùng một mẫu và trong cùng một 
điều kiện thực hiện. Độ chụm tương ứng với 
khoảng cách giữa kết quả xét nghiệm riêng lẻ 
với trị số trung bình. 

*Phương pháp xử lý số liệu đánh giá độ 
chụm (theo hướng dẫn EP15A3) gồm 4 bước: 

Bước 1: Test Grubbs tìm giá trị ngoại lai 
Một kết quả được coi là ngoại lai khi nó nằm 

ngoài giới hạn của Grubbs’: Grubbs’limit = Mean 
± G x SD với Mean là giá trị trung bình của số 
liệu thu được bao gồm cả giá trị ngoại lai, G là 
hệ số Grubbs tra từ bảng Grubbs (table B4 trang 
73 EP15A3), SD là độ lệch chuẩn của số liệu bao 
gồm cả giá trị ngoại lai. 

Bước 2: Ước tính độ chụm sử dụng phân tích 
phương sai một chiều (ANOVA) 

+ Tính tổng các bình phương (Sum of 
squares - SS), bậc tự do (Degrees of freedom - 
DF), bình phương của trung bình (Mean squares 
- MS) giữa các lần chạy (SS1, DF1, MS1) và trong 
lần chạy (SS2, DF2, MS2). 

+ Tính phương sai giữa các lần chạy VW và 
phương sai trong lần chạy VB: 

VW = MS2; VB = (MS1 – MS2)/no (no là số lần 
chạy: no =5) 

Bước 3: Tính độ lệch chuẩn trong lần chạy 
SR , độ lệch chuẩn giữa các lần chạy SB, độ lệch 
chuẩn của phòng xét nghiệm SWL 

SR = , SB = , SWL =  
+ Chuyển SD sang CV%: CVR = (SR 

x100)/Trung bình, CVB = (SB x 100)/Trung bình, 
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CVWL = (SWL x 100)/Trung bình. 
Bước 4: Đánh giá kết quả  
+ Độ chụm ước tính của phòng xét nghiệm 

nhỏ hơn hoặc bằng độ chụm của nhà sản xuất 
công bố thì độ chụm của phòng xét nghiệm được 
xác nhận. 

+ Độ chụm của phòng xét nghiệm lớn hơn độ 
chụm của nhà sản xuất công bố thì cần tính giới 
hạn xác nhận trên UVL (Upper verification limit). 

Tính UVL gồm: Xác định bậc tự do df cho độ 
lặp lại và độ chụm (dfR và dfWL) 

• dfR = N – k (trong đó: N: số lần lặp lại, k = 
no : số lần chạy). 

Hệ số F của UVLR cho độ lặp lại được tính 
toán theo dfR dựa trên bảng 7 trang 29 trong 
EP15A3. 

Với độ chụm của PXN cần tính p của NSX: 
• p = SDWL(NSX) /SDR(NSX) = %CVWL /%CVR  
Tra hệ số dfWL dựa trên bảng 6 trang 27 

trong EP15A3 (dựa vào p và số lần chạy)  
Hệ số F của UVL cho độ tái lặp được tính 

toán theo dfWL dựa trên bảng 7 trong EP15A3. 
Giới hạn xác nhận trên UVL = F × SDWL(NSX)  

hoặc UVLWL = F × %CVWL(NSX)  
Nếu độ lặp lại và độ chụm của PXN nhỏ hơn 

hoặc bằng UVL thì độ chụm của NSX công bố 
được xác nhận trong điều kiện của PXN. 

Độ chụm thực nghiệm lớn hơn giới hạn xác 
nhận trên UVL thì PXN cần tiến hành hành động 
khắc phục, tiến hành thực nghiệm phân tích lại 
hoặc có thể tiến hành thực nghiệm lớn hơn theo 
EP05. 

2.3.2. Thực nghiệm đánh giá độ đúng 
(Trueness). Độ đúng là khái niệm chỉ mức độ 
gần nhau giữa kết quả đo và giá trị thực của 
phép đo. Mỗi mẫu bệnh phẩm đều có giá trị thực 
của nó, tuy nhiên việc xác định được giá trị thực 
này là không thể, chỉ có thể quy ước một giá trị 
trung bình được lặp lại nhiều nhất là giá trị thực 
hay còn gọi là giá trị quy chiếu. 

- Xử lý số liệu (Thực nghiệm đánh giá độ 
đúng được tiến hành theo hướng dẫn theo 
EP15A3) gồm 7 bước. 

Bước 1: Tính sai số chuẩn của trung bình kết 

quả thực nghiệm ( ): 

 
Trong đó: nRun là số lần chạy của thực 

nghiệm (number of runs); nRep là số lần chạy 
lặp lại trong mỗi lần chạy (number of replicates) 
(nếu có kết quả bị loại thì nRep được tính bằng 
số lần chạy lặp lại trung bình cho mỗi lần chạy) 

Bước 2: Sai số chuẩn của giá trị đích ( ) 
được giả định là = 0 khi sử dụng vật liệu là QC. 

Bước 3: Tính sai số chuẩn kết hợp ( ): 

 
Do  nên  

Bước 4: Tính bậc tự do kết hợp ( ) từ 

 và : 

  

 khi  
Bước 5: Cài đặt hệ số nhân m (multiplier) là 

giới hạn t hai phía của phân phối Student với 
mức ý nghĩa  0,05 (tương ứng với khoảng tin 
cậy 95%) và  bậc tự do, trong đó nSam là số 
mẫu được tiến hành thực nghiệm. 

 
Bước 6: Tính khoảng xác nhận (VI – 

verification interval) 
 

Trong đó TV là giá trị đích (target value), là 
giá trị nồng độ mẫu QC đã biết. 

Bước 7: Đánh giá 
Nếu trung bình số liệu thực nghiệm ( ) nằm 

trong khoảng xác nhận của giá trị đích (TV) thì 
độ đúng của PXN được xác nhận phù hợp với 
công bố của NSX 

Nếu không, cần tiến hành tính độ chệch 
(Bias), sai số toàn bộ (TE) theo công thức sau: 

 

hoặc   

 

hoặc  
So sánh TE với  sai số toàn bộ cho phép 

(TEa) được lấy từ nguồn dữ liệu CLIA. Độ đúng 
được xác nhận khi TE < TEa. 

2.4. Xử lý số liệu. Sử dụng phần mềm 
Excel để phân tích tính toán kết quả. 

2.5. Đạo đức nghiên cứu. Nghiên cứu sử 
dụng vật liệu là mẫu QC, không phải là mẫu 
bệnh phẩm. 

 

III. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU  
3.1. Xác định độ chụm theo hướng dẫn EP15A3 
Bảng 1. Kết quả thực nghiệm xác nhận phương pháp xét nghiệm GALT 
QC1 (Normal) GALT (U/g Hb) Mean SD 
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Mean NSX 1,9 U/g Hb Lần chạy 1 Lần chạy 2 Lần chạy 3 Lần chạy 4 Lần chạy 5 
Ngày 1 2,1 1,9 1,9 2,2 2,1 2,04 0,13 
Ngày 2 1,9 2 1,7 2,1 2 1,94 0,15 
Ngày 3 1,3 1,3 1,3 1,5 1,5 1,38 0,11 
Ngày 4 1,4 1,6 1,6 1,6 1,4 1,52 0,11 
Ngày 5 1,7 1,7 1,7 1,8 1,7 1,72 0,04 

Mean, SD 1,72 0,27 
QC2 (Abnormal) 

Mean NSX 13U/g Hb 
GALT (U/g Hb) 

Mean SD 
Lần chạy 1 Lần chạy 2 Lần chạy 3 Lần chạy 4 Lần chạy 5 

Ngày 1 12,5 13,9 14,9 14,4 10,6 13,26 1,74 
Ngày 2 11,6 11,9 12,6 12,4 13 12,3 0,56 
Ngày 3 14 14,2 14,4 14,4 14 14,2 0,20 
Ngày 4 14,7 15 14,9 15,2 15,2 15 0,21 
Ngày 5 12,6 13,2 11,3 12,7 13,2 12,6 0,78 

Mean, SD 13,47 1,31 
Nhận xét: Trong kết quả thực nghiệm xác định độ chụm không có giá trị QC GALT nào nằm 

ngoài dải của Grubbs’limit vì vậy không có giá trị nào bị loại bỏ 
Bảng 2. Kết quả phân tích phương sai một chiều – ANOVA 

 Nguồn biến thiên SS σ2 SD CV DF MS 

QC1 
Giữa các lần chạy 1,53 0,07 0,12 6,73% 4 0,383 (MS1) 
Trong lần chạy 0,27 0,01 0,30 17,18% 20 0,013 (MS2) 

QC2 
Giữa các lần chạy 25,22 1,10 0,90 6,65% 4 6,3046 (MS1) 
Trong lần chạy 16,05 0,80 1,38 10,24% 20 0,8026 (MS2) 

 
SS (Sum of squares): Tính tổng các bình 

phương; σ 2 (Variance): Phương Sai; SD 
(Standard deviation): độ lệch chuẩn; CV 
(Coefficient of variation): hệ số biến thiên; DF 
(Degrees of freedom): bậc tự do; MS (Mean 
squares): bình phương của trung bình. 

Nhận xét: Kết quả phân tích phương sai 
một chiều cho QC1 và QC2 có MS (giữa các lần 
chạy) lần lượt là 0,383 và 6,3046; MS (trong các 
lần chạy) lần lượt là 0,013 và 0,8026.  

Bảng 3. Kết quả so sánh độ chụm với 
công bố của nhà sản xuất 

QC 
Mean 
NSX 

(mg/dL) 

Mean 
thực 

nghiệm 
(mg/dL) 

 
N 

Độ chụm phòng xét 
nghiệm 

CV 
ước 
tính 

CV 
công 

bố NSX 

Đánh 
giá 

QC1 1,9 1,72 25 17,18% 23,20% Đạt 
QC2 13 13,47 25 10,24% 16,6% Đạt 

Nhận xét: Độ chụm ước tính của PXN với 2 
mức QC lần lượt là QC1 (CVWL=17,18%), QC2 
(CVWL=10,24%) thấp hơn so với công bố của 
nhà sản xuất với QC1 (Normal) là 23,20% và 
QC2 (Abnormal) là 16,6% (Bảng 3). Do vậy độ 
chụm được xác nhận mà không cần tính giới hạn 
xác nhận cho độ chụm ở thực nghiệm này. 

3.2. Xác định độ đúng của xét nghiệm 
GALT 

Bảng 4. Kết quả đánh giá độ đúng với 
tiêu chuẩn của nhà sản xuất 

Giá trị thu được QC1 QC2 

Sai số chuẩn của TB (seX) 0,12 0,5 
Sai số chuẩn của giá trị đích (seRM) 0 0 

Sai số chuẩn kết hợp (seC) 0,12 0,5 
Hệ số nhân 4 4 

Khoảng xác nhận (U/g Hb) 
1,47 - 
2,33 

11,24 - 
14,76 

Mean số liệu thực nghiệm (U/g Hb) 1,72 13,47 
Đánh giá Đạt Đạt 

Nhận xét: Giá trị Mean thực nghiệm đối với 
QC1 (Normal) là 1,72 U/g Hb nằm trong khoảng 
xác nhận tính toán theo hướng dẫn EP15A3 
(1,47 – 2,33 U/g Hb), độ đúng của phương pháp 
xét nghiệm GALT được xác nhận với giá trị QC1 
(Normal). Giá trị Mean thực nghiệm đối với QC2 
(Abnormal) là 13,47 U/g Hb nằm trong khoảng 
xác nhận tính toán theo hướng dẫn EP15A3 
(11,24 – 14,76 U/g Hb), độ đúng của phương 
pháp xét nghiệm GALT được xác nhận với giá trị 
QC2 (Abnormal). 
 

IV. BÀN LUẬN 
Sai số trong phòng xét nghiệm chỉ ra chất 

lượng của xét nghiệm, sai số ngẫu nhiên được 
ước tính qua hệ số biến thiên (CV) và sai số hệ 
thống được ước tính qua độ lệch của phương 
pháp.1 Để đảm bảo chất lượng cho xét nghiệm, 
phòng xét nghiệm đòi hỏi phải tuân thủ các quy 
định, thông tư, nghị định của quốc gia hoặc quốc 
tế. Với tiêu chuẩn EP15A3 của CLSI các PXN có 
hướng dẫn cách xác nhận độ chụm và độ đúng 
của quy trình. EP15 đã trải qua bốn phiên bản và 
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phiên bản mới mới nhất EP15A3 đã được phát 
hành vào tháng 9 năm 2014.3 Do chỉ cần thực 
hiện một thực nghiệm duy nhất để đạt hai mục 
đích là đánh giá độ chụm và độ đúng, phiên bản 
mới nhất EP15A3 giúp người dùng tiết kiệm 
nhiều thời gian hơn so với các phiên bản trước. 
Nghiên cứu này tiến hành áp dụng hướng dẫn 
EP15A3 nhằm xác nhận độ chụm và độ đúng 
trên xét nghiệm GALT để góp phần trong chẩn 
đoán bệnh Galactosemis bằng kit thử và hệ 
thống máy của Perkin Elmer. 

Kết quả bảng 3 cho thấy hệ số biến thiên 
của độ chụm đều chấp nhận được. Độ chụm ước 
tính của QC1 là 17,18% nhỏ hơn độ chụm công 
bố của NSX là 23,2%. Tương tự ở mức QC2, độ 
chụm ước tính là 10,24% nhỏ hơn 16,6%. Trong 
trường hợp này, không cần tính giới hạn xác 
nhận cho độ chụm (UVL). Tuy nhiên, khi CV của 
PXN lớn hơn CV NSX công bố, cần tính giới hạn 
xác nhận và so sánh CV của PXN với giới hạn 
này. Nếu CV PXN nhỏ hơn giới hạn xác nhận, độ 
chụm của phương pháp được đánh giá là chấp 
nhận được. Việc sử dụng UVL đã được CLSI 
khuyến cáo để tránh cho các PXN phải loại bỏ 
kết quả thực nghiệm đánh giá độ chụm một cách 
không thích hợp do xác suất lớn hơn 5% CV PXN 
lớn hơn CV NSX. Thực nghiệm đánh giá độ đúng 
sử dụng kết quả thu được của chính thực 
nghiệm đánh giá độ chụm: phân tích mẫu QC hai 
mức nồng độ lặp lại 5 lần trong mỗi lần chạy cho 
ít nhất 5 lần chạy với mỗi mức. Độ đúng được 
đánh giá qua giá trị trung bình quan sát, khoảng 
xác nhận. Theo hướng dẫn EP15A3 của CLSI, 
nếu giá trị trung bình nằm trong khoảng xác 
nhận thì độ đúng được xác nhận (hay độ lệch 
được chấp nhận). Trong nghiên cứu của chúng 
tôi, tất cả các giá trị trung bình của các mức 
nồng độ QC đều nằm trong khoảng xác nhận 
tương ứng (bảng 4). Như vậy, kỹ thuật xét 

nghiệm GALT trong mẫu máu thấm khô được 
xác nhận về độ đúng. 

Về đánh giá độ đúng trong nghiên cứu này, 
chúng tôi sử dụng mẫu QC làm vật liệu nghiên 
cứu, với đại lượng tính toán là khoảng xác nhận 
đối với từng mức QC khác nhau. Việc sử dụng 
giá trị trung bình của các mẫu QC mà NSX cung 
cấp để tính toán khoảng xác nhận là hạn chế của 
nghiên cứu. 
 

V. KẾT LUẬN VÀ KHUYẾN NGHỊ 
Độ chụm và độ đúng của xét nghiệm GALT 

thực hiện bằng bộ kit Neonatal trên hệ thống 
phân tích Victor2D của hãng Perkin Elmer được 
xác nhận thỏa mãn theo yêu cầu của tiêu chuẩn 
EP15A3 của CLSI, xét nghiệm có thể thực hiện 
để cung cấp dịch vụ cho bệnh nhân tại phòng 
xét nghiệm. 
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