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SUMMARY
Cyclosporine is a potent immunosuppressant that has been widely used as a first-line therapeutic 
to prevent solid organ rejection after transplantation. Monitoring Cyloclosporine concentrations 
helps reduce liver and kidney toxicity and the risk of infection due to high doses of cyclosporine. 
Before testing on patients, it is necessary to verify the method.
Objective: verify the use value of the Cyclosporine quantitative test method in whole blood on the 
Maglumi 800 automated immunoassay system.
Subjects and methods: accuracy and precision were assessed according to CLSI EP 15-A3 
guidelines. Two levels of QC material were analyzed five times per day for five days.
Results: The laboratory’s repeatability CV with QC level 1 and QC level 2 was 1.44% and 0.75%, 
which was lower than the manufacturer’s published repeatability CV of 3.89% and 4.88%; 
the reproducibility CVs for QC level 1 and QC level 2 of the laboratory were 4.29% and 4.68%, 
respectively, and were lower than the reproducibility CVs of the manufacturer, which were 4.88% 
and 4.92%. The mean values measured for both concentration levels were not statistically different 
from the target concentration.
Conclusion: The study showed that the method for testing cloclosporine in whole blood on the 
Maglumi 800 automated immunoassay system had acceptable accuracy and precision.
Keywords: Cyclosporin, method verification, EP15-A3.
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TÓM TẮT
Cyclosporin (Cyclosporin A – CSA) là thuốc ức chế miễn dịch điều trị chống thải ghép đầu tay. Việc 
theo dõi nồng độ thuốc Cyclosporin giúp giảm độc tính gan thận, nguy cơ nhiễm khuẩn… do sử 
dụng liều cao Cyclosporin. Trước khi đưa vào thực hiện xét nghiệm trên bệnh nhân cần phải thực 
hiện xác nhận phương pháp. 
Mục tiêu: xác nhận giá trị sử dụng của phương pháp định lượng Cyclosporin trong máu toàn phần 
trên hệ thống máy miễn dịch tự động Maglumi 800. Đối tượng và phương pháp: độ đúng, độ chụm 
đánh giá theo hướng dẫn CLSI EP 15-A3, 2 mức vật liệu QC (quality control) phân tích 5 lần/ ngày 
trong 5 ngày. 
Kết quả: Hệ số biến thiên (CV) lặp lại của phòng xét nghiệm với QC mức 1 và QC mức 2 là 1,44% và 
0,75% nhỏ hơn giá trị CV lặp lại nhà sản xuất công bổ là 3,89% và 4,88%; CV tái lặp đối với QC mức 
1 và QC mức 2 của phòng xét nghiệm (PXN) lần lượt là 4,29% và 4,68% và nhỏ hơn CV tái lặp của 
nhà sản xuất (NSX) là 4,88% và 4,92%. Giá trị trung bình đo được của cả 2 mức nồng độ không có 
sự khác biệt có ý nghĩa thống kê so với nồng độ đích. 
Kết luận: Nghiên cứu cho thấy xét nghiệm Cyclosporin trong máu toàn phần trên hệ thống máy 
miễn dịch tự động Maglumi 800 có độ đúng, độ chụm chấp nhận được.
Từ khóa: Cyclosporin, xác nhận phương pháp, EP15-A3.

1. ĐẶT VẤN ĐỀ
Cyclosporin là loại thuốc ức chế miễn dịch có tác 

dụng giảm các cytokine gây viêm được tiết ra từ tế bào 
lympho-T. Cyclosprin được FDA chấp thuận sử dụng trong 
ghép tạng để tránh thải ghép. Cyclosporin còn được dùng 
điều trị viêm khớp dạng thấp, viêm loét dạ dày- tá tràng 
nặng, mày đay tự miễn… không đáp ứng với steroid [6]. 
Đây là một trong những thuốc cần theo dõi nồng độ vì 
sự chồng chéo giữa nồng độ điều trị và ngưỡng độc. Liều 
cao Cyclosporin có thể gây nhiều tác dụng phụ như tăng 
huyết áp, đau đầu, độc tính gan, thận, tăng nguy cơ nhiễm 
khuẩn… Theo dõi nồng độ thuốc giúp hạn chế các tác 
dụng phụ của thuốc [5,7].

Xét nghiệm Cyclosporin có thể thực hiện bằng nhiều 
nguyên lý như sắc khí lỏng khối phổ hai lần (LC-MS/
MS) được coi là phương pháp tham chiếu, ngoài ra còn 
phương pháp sắc kí lỏng hiệu năng cao (HPLC), miễn dịch 
hóa phát quang (CLIA), miễn dịch điện hóa phát quang 
(ECLIA)… [2, 3, 7]. Việc lựa chọn phương pháp tùy thuộc 
vào từng phòng xét nghiệm. Chúng tôi xem xét xét nghiệm 
này trên máy Maglumi 800 đạt tiêu chuẩn CE với đóng gói 
ít (50 test) phù hợp nhu cầu lâm sàng.

Nhà sản xuất đã đánh giá kỹ lưỡng trước khi đưa một 
phương pháp vào sử dụng, tuy nhiên ở từng phòng xét 
nghiệm có rất nhiều yếu tố có thể tác động, ảnh hưởng 
đến các chỉ tiêu chất lượng của phương pháp. Vì vậy, 
trước khi sử dụng xét nghiệm mới, phòng xét nghiệm cần 

xác nhận giá trị sử dụng của phương pháp đề chứng minh 
phương pháp này khi được áp dụng thực tế tại phòng xét 
nghiệm có sự tương đương với các thông số chất lượng 
của nhà sản xuất. Có nhiều hướng dẫn đánh giá phương 
pháp được chấp nhận trên thế giới như tiêu chuẩn của tổ 
chức CLSI, ISO... Trong đó, hướng dẫn EP15A3 của CLSI về 
xác nhận phương pháp được công nhận và áp dụng rộng 
rãi với mô hình thực nghiệm tổi thiều là “5 lần x 5 ngày” để 
đánh giá độ chụm, độ đúng của phương pháp [4]. Hướng 
dẫn này giúp tiết kiệm thời gian, nguồn lực tại các phòng 
xét nghiệm mà vẫn đảm bảo tính tin cậy.

Vì vậy, đề tài này được thực hiện với mục tiêu: xác nhận 
giá trị sử dụng của phương pháp xét nghiệm định lượng 
Cyclosporin trong máu toàn phần trên hệ thống máy miễn 
dịch tự động Maglumi 800.

2. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU
2.1. Chất liệu nghiên cứu:

- Hóa chất thực hiện: bộ kit hoá chất kèm chất chuẩn 
cyclosporin của Snibe.

- Loại mẫu sử dụng: Mẫu QC 2 mức nồng độ khác nhau 
của nhà sản xuất:Mẫu QC mức 1: MAGLUMI CONTROL 1 
LOT 05823021Q1

Mẫu QC mức 2: MAGLUMI CONTROL 2 LOT 05823021Q2
Thiết bị: Hệ thống máy miễn dịch tự động Maglumi 800 

mới được mua và đã được chuẩn bởi hãng Snibe. Trang 
thiết bị được bảo trì tuân thủ theo đúng quy định.
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Địa điểm và thời gian: Đơn nguyên Hóa sinh- Khoa Xét 
nghiệm, Bệnh viện Đa khoa Quốc tế Vinmec Times, tháng 
5 năm 2024.
2.2. Phương pháp nghiên cứu

Nguyên lý kỹ thuật: xét nghiệm định lượng Cyclosporin 
máu toàn phần trên máy Maglumi 800 dựa trên nguyên lý 
miễn dịch hoá phát quang cạnh tranh.
2.2.1. Phương pháp nghiên cứu

Đánh giá độ chụm và độ đúng của xét nghiệm định 
lượng Cyclosporin theo hướng dẫn EP15A3. Phân tích lặp 
lại 5 lần/ngày đối với mỗi mức QC trong 5 ngày liên tiếp.
2.2.2. Thực nghiệm đánh giá độ chụm (Precision)

Bao gồm: Độ lặp lại (Repeatability): độ chụm ngắn hạn
Độ tái lặp (Reproducibility): độ chụm dài hạn.
Phương pháp xử lý số liệu đánh giá độ chụm (theo 

hướng dẫn EP15A3) gồm 4 bước
•	 Bước 1: Loại bỏ giá trị ngoại lai sử dụng Grubbs’ Test

Loại các giá trị trong bộ số liệu bảng 5x5 nếu nằm 
ngoài giới hạn

Grubb = X– ± G
SD = X– ± 3,135*SD
Trong đó X– là giá trị trung bình, G là hệ số Grubbs tra từ 

bảng Grubbs B4 trang 73 trong EP15A3, SD là độ lệch chuẩn.
•	 Bước 2: Dùng bảng ANOVA 1 chiều để tính phương sai 

trong ngày và giữa các ngày
Tính tổng bình phương SS (Sum of squares), bậc tự 

do (Degrees of freedom), bình phương của trung bình MS 
(Mean quares) giữa các ngày chạy (SS1, DF1, MS1) và giữa 
các giá trị có được trong ngày (SS2, DF2, MS2).

Tính giá trị phương sai giữa các ngày VW và phương sai 
trong ngày VB như sau

Gán VW = MS2: Nếu MS1 ≤ MS2, VB = 0; Nếu MS1 > MS2, 
VB = (MS1 – MS2)/no

với no là trung bình số kết quả thu được trong ngày 
chạy, ở thực nghiệm này no = 5

•	 Bước 3: Ước tính độ lặp lại và tái lặp
Ước tính độ lặp lại
Tính độ lệch chuẩn trong ngày chạy SR = √


Vw, chuyển 

sang %CVR = SR/X–

Ước tính độ tái lặp
Tính độ lệch chuẩn giữa các ngày chạy SB = √


VB, chuyển 

sang %CVB = SB/X–

•	 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 độ lặp lại: Tính DFR = N – K, trong đó N là tổng 
số kết quả thu được, k là số ngày chạy. Tra cứu hệ số F 
theo df = DFR trong bảng 7 trang 29 trong EP15A3 để tính 
UVLR = F.%CVR(NSX)

Tính UVL độ tái lặp: Tính ρ = %CVW(NSX)/%CVR(NSX) 
tra cứu DFWL theo ρ cho 5 ngày chạy mẫu trong bảng 6 
trang 27 trong EP15A3 (theo ρ và số ngày chạy). Tra cứu 
hệ số F theo df = DFWL trong bảng 7 trang 29 trong EP15A3 
để tính UVLW = F.%CVW (NSX)

Nếu độ lặp lại và độ tái lặp của PXN nhỏ hơn hoặc bằng 
UVL thì độ chụm của NSX công bố được xác nhận phù hợp 
với điều kiện của PXN.

2.2.3. Thực nghiệm đánh giá độ đúng (Trueness)
•	 Bước 1: Tính giá trị trung bình X– và % độ chệch bias = 

|X–−TV |.100%
•	 Bước 2: Tính sai số chuẩn của giá trị trung bình theo 

công thức

Trong đó nRun là số ngày chạy mẫu, trong thực nghiệm 
này nRun = 5

nRep là số lần lặp lại trong 1 ngày, trong thực nghiệm 
này nRep = 5

Giá trị seX– phải thỏa mãn điều kiện 
SR

≤ seX– ≤
SW

5 √

5

•	 Bước 3: Xác định sai số toàn phần sec

Trong đó seRM là sai số của vật liệu phân tích, ở đây là 
vật liệu QC nên seRM = 0, khi đó sec = seX–

•	 Bước 4: Tính khoảng xác nhận VI = TV ± m.sec
Trong đó TV – Target value/ giá trị đích là giá trị Mean của 

vật liệu QC do NSX công bố: m = t (0.9875,dfc) = t (0.9875,4)
•	 Bước 5: Đánh giá kết quả

 Nếu giá trị trung bình X– nằm trong khoảng VI, độ đúng 
được xác nhận. 
2.4. Xử lý số liệu

Sử dụng phần mềm excel 2020 để xử lý và phân tích 
số liệu.
2.5. Đạo đức nghiên cứu

- Nghiên cứu không có sự can thiệp trên người bệnh.
- Số liệu trong nghiên cứu chỉ dùng trong việc xác nhận 

phương pháp xét nghiệm.

3. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU
Bảng 1. Kết quả thực nghiệm xác nhận phương pháp đo 

Cyclosporin
QC mức 1

Mean NSX:            
125 ng/ml

Nồng độ Cyclosporin (ng/ml)

Lần 1 Lần 2 Lần 3 Lần 4 Lần 5 X–

Ngày 1 117 118 121 119 118 118.6
Ngày 2 129 129 127 127 131 128.6
Ngày 3 123     119 119 121 119 120.2
Ngày 4 126 130 130 128 129 128.6
Ngày 5 130 126 128 132 128 128.8

Tổng hợp (N = 25) 124.96

QC mức 2
Mean NSX:            
321 ng/ml

Nồng độ Cyclosporin (ng/ml)

Lần 1 Lần 2 Lần 3 Lần 4 Lần 5 X–

Ngày 1 325 321 322 317 319 320.8
Ngày 2 347 349 349 345 344 346.8
Ngày 3 327 325 326 323 323 324.8
Ngày 4 361 360 354 359 359 358.6
Ngày 5 342 345 338 339 342 341.2

Tổng hợp (N = 25) 338.44

Tất cả dữ liệu đều nằm trong giới hạn Grubbs’Test (QC 
mức 1 giới hạn từ 109.46 – 140.96, QC mức 2 giới hạn từ 
293.03 – 282.85) nên không có giá trị nào bị loại bỏ.
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Bảng 2. Kết quả phân tích phương sai một chiều - ANOVA
Nguồn biến thiên SS DF MS

QC 
mức 1

Trong ngày (Within-run) 65.2 20 3.26 (MS2)

Giữa các ngày (Between-run) 521.76 4 130.44 (MS1)

Trong phòng xét nghiệm 
(Within-lab) 586.96 24

QC 
mức 2

Trong ngày (Within-run) 130.4 20 6.52 (MS2)

Giữa các ngày (Between-run) 4905.76 4 1226.44 (MS1)

Trong phòng xét nghiệm 
(Within-lab) 5036.16 24

Kết quả phân tích phương sai một chiều ANOVA cho 
QC mức 1 và QC mức 2 có MS giữa các ngày chạy (MS1) 
lần lượt là và 130.44 và 1226.44, MS giữa các lần chạy 
trong ngày (MS2) lần lượt là 3.26 và 6.52.

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

QC
Giá trị trung 

bình PXN 
(ng/ml)

N
Độ lặp lại

CV    
ước tính

CV  
công bố

Giới hạn 
xác nhận

Đánh 
giá

Level 1 124.96 25 1.44 3.89 4.86 Đạt
Level 2 338.44 25 0.75 4.88 6.1 Đạt

QC
Giá trị trung 

bình PXN 
(ng/ml)

N
Độ tái lặp

CV    
ước tính

CV  
công bố

Giới hạn 
xác nhận

Đánh 
giá

Level 1 124.96 25 4.29 5.87 7.34 Đạt
Level 2 338.44 25 4.68 4.92 6.15 Đạt

CV lặp lại của phòng xét nghiệm với QC mức 1 và QC 
mức 2 là 1.44% và 0.75% nhỏ hơn giá trị CV lặp lại nhà sản 
xuất công bổ là 3.89% và 4.88%; CV tái lặp đối với QC mức 
1 và QC mức 2 của PXN lần lượt là 4.29% và 4.68% và nhỏ 
hơn CV tái lặp của NSX là 4.88% và 4.92%. Do vậy, không 
cần sử dụng giới hạn xác nhận UVL cho độ chụm với thực 
nghiệm này.

Bảng 4. Kết quả xác nhận độ đúng xét nghiệm 
Cyclosporin theo EP15A3

QC mức 1 QC mức 2

Sai số chuẩn của giá trị trung bình/ 
Standard error of mean se 2.28 7.00

Sai số của vật liệu phân tích seRM 0 0

Sai số toàn phần sec 2.28 7.00

Hệ số nhân m 3.5 3.5

Khoảng xác nhận (ng/ml) 117.02 – 132.98 296.52 – 345.48

Giá trị trung bình PXN (ng/ml) 124.96 338.44

Độ chệch của xét nghiệm Bias 0.04 17.44

Đánh giá Đạt Đạt

Giá trị trung bình thực nghiệm đối với QC mức 1 là 
124.96 ng/ml nằm trong khoảng xác nhận 117.02 – 132.98 
ng/ml. Giá trị trung bình thực nghiệm đối với QC mức 2 là 
338.44 ng/ml nằm trong khoảng xác nhận 296.52 – 345.48.

4. BÀN LUẬN
Hiện nay, LC-MS/MS vẫn là tiêu chuẩn tham chiếu của 

phương pháp xét nghiệm Cyclosporin do độ chính xác, độ 
nhạy và độ đặc hiệu cao nhưng đòi hỏi yêu cầu trang thiết bị, 
quy trình thực hiện phức tạp, giá thành cao [2,7]. Với tình hình 
thực tế để đáp ứng nhu cầu thực hiện xét nghiệm Cyclosporin 
cho kết quả nhanh chóng kịp thời, số lượng chỉ định ít, chúng 

tôi xem xét lựa chọn xét nghiệm này trên máy Maglumi 800 
đạt tiêu chuẩn CE với quy cách đóng gói 50 test.

Với các xét nghiệm đã được công nhận bởi FDA hay 
CE…, trước khi đưa vào sử dụng cần xác nhận phương 
pháp. Việc xác nhận phương pháp bao gồm độ đúng, độ 
chụm, khoảng tuyến tính, khoảng báo cáo và các chỉ số 
khác (nếu cần) trong đó xác nhận độ đúng, độ chụm là 
yêu cầu bắt buộc theo thông tư 2429 của bộ Y tế [1].

Có nhiều tài liệu hướng dẫn xác nhận độ đúng, độ chụm 
của phương pháp, CLSI cũng có nhiều phiên bản sửa đổi cập 
nhật. Hướng dẫn EP15-A3 thiết kế một thực nghiệm duy nhất 
để xác nhận cả độ chụm và độ đúng vì vậy đơn giản hơn, tiết 
kiệm chi phí, thời gian mà vẫn đảm bảo độ tin cậy. Nhà sản 
xuất thực hiện thẩm định phương pháp xét nghiệm ở ở điều 
kiện chuẩn hóa do đó các phòng xét nghiệm khó xác nhận 
đạt. EP15-A3 đưa ra chỉ số UVL đã giảm được tỷ lệ thất bại 
của thực nghiệm xác nhận phương pháp theo công bố của 
nhà sản xuất do lỗi tình cờ khoảng 5% [4]. Sử dụng hướng 
dẫn EP15-A3 là phù hợp với phòng xét nghiệm chúng tôi.

CV lặp lại của phòng xét nghiệm với QC mức 1 và mức 
2 là 1.44% và 0.75% nhỏ hơn giá trị CV lặp lại nhà sản xuất 
công bố là 3.89% và 4.88%; CV tái lặp đối với QC mức 1 và 
mức 2 của PXN lần lượt là 4.29% và 4.68% và nhỏ hơn CV tái 
lặp của NSX là 4.88% và 4.92%. Như vậy, độ chụm của xét 
nghiệm được xác nhận. Giá trị trung bình của cả 2 mức nồng 
độ không có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê so với nồng độ 
đích do đó độ đúng của phương pháp được xác nhận.	

5. KẾT LUẬN
Đặc tính độ đúng, độ chụm của phương pháp xét 

nghiệm Cyclosporin trong máu toàn phần trên máy 
Maglumi 800 được xác nhận theo hướng dẫn CLSI 
EP15-A3 là phù hợp với công bố của nhà sản xuất và có 
thể áp dụng tại phòng xét nghiệm.
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