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HUONG DAN PANH GIA SINH KHA DUNG VA
TUONG DPUONG SINH HUC /V Vivo THUOC
GKNCRIC:

Thubc phéat minh ia thuéc dwgc cdp phép lwu hanh dau
tién, trén C& s da c6 day di cac sb lieu vé chat lugmy,
an toan va hiéu qua. Thudc generic la mot thudc thanh
phdm nham thay thé mét thudc phat minh dwgc san xuat
khong co gidy phép nhugng quyén cua cong tv phat minh
va duoc dua ra thi truong sau khi bang phat minh va céc
bim quycn da hét han. Theo quy dinh trong dang ky thu6c
clia Viét Nani cling nhw clia nhiéu nwéc khac, doi vai cac
thubc generic c6 tac dung toan than ma ban than dugc chat
va dang bao ché khoéng ching minh dwgc sinh kha dung
twong tu nhu thuc phat minh hodc thuéc d6i chiing (di
VGi céc trvong hop khéng xac dinh dugc thude phat minh)
thi phai c6 cac sd lieu chirng minh thubc generic cé tuong
dwong sinh hoc so véi thuéc phat minh hodc thudc doi
chi*ng. Hién nay, Bd Y Ic ban hanh théng tv (dwgc cap
nhéat dinh ky) quy dinh danh sach céc thudc eeneric phai
ndp hod sg chitng minh twong duong sinh hoc khi ndp hd so
dang ky san xuét, lvu hanh.

Trong danh gid Twong Duong Sinh Iloc (TDSI) in vivo
thudc generic thi khai niém sinh kha dung dwoc dinh nghia
la téc do va mic do hap thu dwoc chét tir ché pham thuéc
vao hé tuan hoan chung. Céc dai lvgng duoc st dung dc
biéu thi tc do va mic do hap thu dwoc chat vao ho tuan
hoan chung dugc ng dung trong nghién clru TDSH bao
gébm: Cmx (nong dd dinh); TIUX(thoi gian tir khi bat dau
dung thudc dén khi dat don nong dd dinh) va AUC (dién
tich dudi dwong cong nong do - thoi gian). Hai ché pham
thudc duoc coi la tvong duong sinh hoc neu sinh kha dung
clia chiing khac nhan khong dang ké khi duing clting mic
liéu trong cung diéu kién thir nghiém.

Huwéng dan nay dua ra mdt s6 nguyén tac cuw ban trong
danh gia twong dwong sinh hoc dé thu dwgc két qua tin cay.

Nhitng yéu cau co ban déi véi phuong phap phan
tich x&c (tinh néng do dwoc chat va/hodc chat chuyén
héa cé tac (lung trong mau sinh hoc

Cac phucmg phap séc ky, nhu sac ky khi, sac ky 1éng hiéu
nang cao sv dung céc detector khac nhau nhv quang pho
tr ngoai - kha kién, huynh quang, phdé khéi thwong duoc
sir dung trong nghién ctu danh gia twong duong sinh hoc
de xac dinh ndong dd thubc (dwoc chét va/hoac chét chuyén
hoa - chat can phan tich) trong cac mau sinh hoc (thuong la
c&c mau mau. huyét trong, huyot thanh hay nuwéce tiéu) cla
ngudi tinh nguyén tham gia nghién cttu. Nhitng phuong
phap nay co tinh dac hiéu cao: co khad nang tach va dinh
lvgng trén cung moét hé thong va cung thdi diém. Trong
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mot s6 truong hop, cd thd st dung phuong phap phéan tich
sinh héa va sinh hoc ndu phuong phap cé da dé ding, do
chinh xéac, d6 déc hiéu dé xac dinh dwgc ndng do thudc
trong cac mau sinh hoc.

Do qué trinh phan tich mau sinh hoc bi &nh hwong boi
nhidu yéu t6 nhu lvong mau it, néng do thap, 1an nhiéu
tap chdt la cac chat ngi sinh (lipid, protein, chat ndi sinh,
chat chuyén héa...) va sv khac nhau gitra cac ca thé, nén
phuwong phap phan tich phai dugc thiét 1ap va thdm dinh de
dam bao do tin cay.

L Tinh dac hiéu: Phai chirng minh dwoc rang chat xac
dinh duoc la duvoc chét hav chét chuyén héa co tac dung.
S phan tich mau khéng bi anh hwéng boi cac chat noi
sinh va chat chuyén hoa cé lién quan. Bao cao két qua phai
bao gdbm ca sac ky @6 clia mau trang (dich sinh hoc), mau
chat chuan pha trong dich sinh hoc va mau thu thu dugc
sau khi dung thuéc. Trong nghién ctru tinh dac hiéu, phai
thuc hién phwong phap them chét chuin dé loai bo sai so
do nén mau. Khi xac dinh néng do chat phan tich trong
mau sinh hoc béng phurong phap sic ky 16ng - khéi pho
can phai ¢d cac nghién ctru anh hwong clia nén mau.

2. Buong chuén va khoang tuyén tinh: Moi quan hé gilra
dap tng voi nong dd cla chat phan tich phai dugc danh
gid bang phwong trinh toan hoc phu hop. Phuong trinh nay
phai dwgc xac dinh bang cac phuong phap phan tich hoi
quy phu hgp (nhv phwong phap binh phrong nhé nhat).
Khoang tuyén tinh 1a khoang néng dd tir thap nhat dén cao
nhat cla dudng chuan c6 mbi quan hé tuyén tinh gilra dap
ng (xac dinh bang céc thiét bi phan tich phi hop) va ndng
d6 dwoc chat co trong mau. Trone khoadng nay, phép phan
tich phai thoa mén cac yéu cau vé do ding va do chinh xéc
theo qui dinh.

Puong chuén phai co it nhat 6 ndng do clia chat chuén pha
trong cuing mdt mau dich sinh hoc (khéng bao gdm méau
diém 0 - mau c6 ndng dd hoat chét can phan tich bang 0).
Puwong chuan hay khoang tuyén tinh phai bao gom toan
bd khodng ndng do clia cac mau can phan tich. Khéng xac
dinh ndng dd chat can phan tich cd trong mau thir bang
phuong phap ngoai suy.

3. B0 dung vo do chinh \wic: D6 dang va do chinh xac
duoc xac dinh cuing ltc bang céch sir dung toi thiéu 3 ndng
d6 cla mau chuan kiém tra. 1ndng do gan véi gia tri nho
nhét clia duong chudn (LLOQ); 1ndng do gan vai diém
gi¢i han trén cla dwong chuan va ] nong dd & gan diém
gitra. MOi ndng dd phai dwoc xac dinh trén it nhat 5 mau.
Do chinh xac c6 thé dwoc biéu thi bang hd s& bién thién
(CV) trong ngay va giira cac ngay, duoc xac dinh trén mau
chuan kiém tra. N6i chung, ¢ V khdng ncn vuirgt qua 15 %,
riéng diém gan gidi han dinh lvong dwdi cho phép khong
vuot qua 20 %.

Do dirng dwoc biéu thi 1a khad nang tién t6i gan nong do
thurc nhat clia chét phan tich trong mau sinh hoc dugc xac
dinh bang phuong phap dac biét. Dieu dé c6 thé dwgc bicu
thi bang kha nang tim lai tvong ddi. va phai ndm trong
khoang 85 % dén 115 %, nhimg c6 thé chdp nhan 80 % dén
120 % d6i v6i diém san gidi han dinh luong dudi.
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4. Gi6i han dinh lvgng du6i: Gidi han dinh fwgng la nong
d0 thap nhat clia duong chudn co thé xac dinh dwoc vai do
dlng va do chinh xac cho phép. Gigi han dinh lvong du6i
it nhat phai théa man kha nang phan tich néng do ctia mau
thir fay & thoi diém bdng 3 den 5 lan thoi gian ban thai
ho#c bang 1/20 dén 1/10 gia tri Cax clia chét phan tich.

5. D6 6n dinh cua mau thit; o 6n dinh cla mau sinh hoc
c6 chlra chat phan tich can duogc khao sat khi bdo quan &
nhiét do phong, déng lanh trong khodng thoi gian khac
nhau dé xac dinh diéu kién bao quan va thoi gian bao quan
mau sau khi lay.

6. Ty ié thu hoi: Kha nang tim lai sau khi chiét dwoc danh
gid voi it nhat 3 ndng do: Cao, trung binh va thap cla
dutng ehuan. Gii han cla chi tiéu nay cé thé tham khao
nhirng tai liéu lién quan.

7. Mau chuéan kiém tra (QC): Mau chuén kiém tra dwoc
dlng dé so sanh khi dinh lvgng 1a nhitng mlu tw tao biét
tredc ndng dd, chudn bi bang cach pha chét chun cla chéat
can phan tich trong mau sinh hoc tréng,

8. Phan tich mau thi}: Pinh lvong cac mau thir bang
phrong phéap phan tich da dugc thdm dinh. Mai mau thir
c0 thé phan tich mot 1an hodc 13p lai néu can. Toan bd cac
mau thir clia mbi ngudi tinh nguyén phai dugc phan tich
trong cung mot didu kién. Mot i6 mau phan tich (cac mau
phan tich trong cung mdt diéu kién - trong thoi gian mét
budi hodc mdt ngay) bao gdm toan bd cac mau thir cla
mot hodc mdt s6 ngudi tinh nguyén; cac mau cua dwdng
chuén/ khoang tuyén tinh va cac mau QC - véi t6i thiéu 3
mic ndng do twong tng véi khoang néng dd thap, trung
binh va cao clia dudng chudn/khoang tuyén tinh va teong
¢ng voi mbi mirc ndng dd phéi co tdi thiéu hai mau. s6
lvong cac mau QC clia mot 16 phan tich khdng duoc it hon
5 % téng s6 mau thir va ciing khong duoc it hon 6 mau.
Nong do chét can phan tich trong mdi mau thir va cac mau
QC duoc xac dinh dua trén két qua phan tich cac mau cla
(twong chuan trong 16 phén tich. Chi chdp nhan két qua clia
mdt 16 mau phan tich khi; Cac mau duong ehuén/khoang
tuyén tinh dat yéu cau vé do ding, chinh xac va do léch
gilta két qua xac dinh ndng do chat can phan tich trong
cac mau QC phai sai khac khong qua + 15 % so voi gia
tri néng do ly thuyét twong (rng. Tiéu chudn chap nhan két
qua 16 phan tich dwoc qui dinh bdi cac hudng dan cu thé
clia Co quan quan ly.

Qui dinh chung d6i v&éi mot nghién clku danh gia
twoiig dwong sinh hoc

Lua chon doi twgng tham gilt nghién ctu

Tiéu chuan: B6i twong tham gia nghién ctvu phai tw nguyén
tham gia vao nghién clru va dwgc lya chon theo nhitng tiéu
chuén phu hop nhat dinh. Trong nghién ctu twong dwong
sinh hoc, da sO truong hop thwong chon ddi twgng tham
gia nghién cttu la nam gi¢i khée manh. Mot sé truong hop
can thiét chi str dung déi twong la phu ntk, khi d6 can giai
thich rd. Vi thuc dang cho tré em, van nén chon ngudi
I6n de thir nghiém. Céc tiéu chuan cu thé clia doi twong
tham gia nghién ctu nhu sau:
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a. Gigi tinh: Nam hoac ni.

b. Tudi: Thong thwong tir 18 tudi dén 55 tudi. Trong clng
mot nhém nghién clru, gilra cac ca thé, khac nhau khong
qua 10 tudi.

c. Can nang, chiéu cao co thé: Chi so khoi lugng co thé
(Body mass index - BMI) duoc tinh bang thuong s6 gitta
can nang co thé (don vi tinh kg) va binh phwong chiéu cao
co thé (don vi tinh m2) clia doi twong tham gia nghién clu
va phai ndm trong gi¢i han trung binh tir 8,0 dén 25,0 (co
thé m@ rortg dén 30 trong mét s6 tnrong hop va do co quan
quan Iy qui dinh). Can nang co thé cla cac ca thd trong
cung nhém nghién ctru nén gan gidng nhau.

d. Nguoi tinh nguyén phai GOdu nang lyc hanh vi dan su,
khée manh, khong cd tién str vé bénh tim mach, bénh gan,
bénh dwong tiéu hda, bénh chuyén hoa khong binh thuong
hoac bénh vé hé than kinh.

c. Khong cé tién stiv vé di (ing va ha huyét ap tu thé.

f. Khdng dung cac doi twgng nghién ma tdy, nghién rugu,
nghién thudc 14,

g. Trong qud trinh thir nghiém khéng dugc st dung thudc
14, rvou va nhirng thirc udng khac co chira cafein.

h. Khéng dung thudc cé chira dugc chat cung véi thude
nghién clru trong vong 2 tuan trwéc va trong qua trinh thir
nghiém.

i. Chéap thuan tv nguyén ky vao ban cam két tv nguyén
tham gia nghién ctu.

Poi twgng tham gia nghién clru phai dugc kiém tra sic
khoé bao gbm céac chi tiéu: kham lam sang tong quat,
huyét &p, nhip tim, chtic ndng gan, than, phéi va céng thirc
mau. Cac két qud xét nghiém phai trong gi¢i han binh
thuong. Khi thir nhitng thudc dac biét, cé thé phai kiém tra
thém mot so chi tiéu khac, vi du nhu duong huyét khi thi
nghiém nhirng thuéc c6 anh huwong dén dudng huyét bay
dién tim doi véi cac thudée anh hwdng dén hoat dong cla
tim... Neu doi tugng |& phu ni thi phai ti€én hanh lam céac
xét nghiém va ddm bao khéng mang thai trong qué trinh
tham gia nghién ctu.

S0 lwgng: sd lvong ngwoi tinh nguyén phai du theo cac
yéu cau, quy dinh lién quan ctia Co quan quan ly va dugc
tinh theo nguyén tic dung véi s6 lvgng nhd nhéat ¢ thé
dwoc dé dam bao yéu t6 dao dic trong cac nghién clu y
sinh hoc nhung van dam bao véu cau, mirc do tin cay théng
ké clia phép thir. Trong nghién ctru tvong duong sinh hoc,
s6 lwvgng nguoi tinh nguyén tham gia nghién ctvu dugc tinh
trén cac dit liéu: mic do tin cdy thong ké cua phép thir
(thwong a = 0,1); khodng gi6i han tvong dwong sinh hoc
ycu cau (thuong la 80 % - 125 %); mirc do dao dong cac
thong so dwoc dong hoc trén doi tuwgng tham gia nghién
clru vaty Ié trung binh thong s6 dwoc dong hoc gilra thudc
thir va thudc d6i chirng. Vi mdi nghién ciru teong duong
sinh hoc, can xac dinh cu thé va néu rd sé lugng nguoi tinh
nguyén trong dé cuong nghién ctru tvong dwong sinh hoc
trinh Hoi dong dao dtrc trong Tighién clru Y sinh hoc phé
duyét theo quy dinh, s6 lugng ngudi tinh nguyén tham gia
nghién clru co thé thay d6i tly tlrng thubc, tirng nghién
clbu va cac quy dinh lién quan nhung khéng duoc it hem
12 nguoi.
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Thudc nghién cln

Thudc dbi ching: Thudc (ché phdm) ddi chirng diing trong
nghién cttu tvong dwong sinh hoc phai la san pham da
dwoc cdp phép san xuat, lvu hanh dua trén cac so liéu an
toan, hiéu qua diéu tri clia san phdm va dugc Iya chon theo
cac nguyén tac vai thi tu vu ticn 1an luot sau:

- Thudc phat minh dang lvu hanh tai Viét Nam;

- Thudc danh muc thuéc déi chirng clia to chic Y té thé gidi;
- Thu6c phat minh dang dugc lwu hanh tai mot trong cac
nwéc thanh vién ctia Hoi nghi hoa hop qudc té va cac nwéc
lién két (gom céc nuwdc thuoc RU, My, Nhat Ban, Canada,
Ausiralia, Thuy S%);

- Trong truong hop khdng xac dinh dwoc thube phat minh,
Iva chon thudc ddi chung la thudc da dwoc cdp phép va
dang dugc hu; hanh tai mét trong cac nwéc thanh vién cla
Hoi nghi hoa hop qudc té va cac nudc lién két hodc thube
da dwoc danh gia chat ivong boi To chirc Y té The gidi.
Quy dinh cu thé thu6c dbi chirng dung trong mot nghién
cliu twong duong sinh hoc do B Y t€ ban hanh. Thudc
ddi chiing dugc lwa chon phai dat tiéu chudn chat lwong
va phai cé ngudn goc, xuat xr ré rang maéi dugc st dung
trong nghién ctru tvong dwong sinh hoc. Trong nghién clru
twong duong sinh hoc nén lya chon thube doéi chiing cé
dang bao ché phu hgp v6i dang bao ché clia thu6c thir.
Thudc thr: Thudc (ché pham) thir trong nghién clru trong
dwong sinh hoc phai dwgc nghién ctru, san xuét theo tiéu
chuan thirc hanh tot san xuét thudc (GMP) va cac quy dinh
lién quan clia Co quan quan ly véi c& 16 phu hgp. Chi dwgc
st dung 16 thu6c thlr dwoc san xudt voi & 16 da 16n, cé day
dl ho so ché bién va dat cac yéu cau chat lvgng theo tiéu
chuén déng thoi c6 ham lwong dwoc chét so vai ham lugng
ghi trén nhan sai khac khong qua 5 % so v6i 16 thudc ddi
chitng trong nghién ctu twong dwong sinh hoc.

Thiét ké va phé duyét dé cwvong nghién clru

Theo quy dinh, 14t ca cac nghién clru tvong duong sinh hoc
déu phai xay dung dé cuong nghién ctiu. Be cuong nghién
ctu trinh bay rd md hinh/thiét ké nghién ctu; phuong
phap, ndi dung nghién ctu; phuong phéap thong ké/danh
giad két qua nghién clru... Be cwong nghicn ctu déu phai
dwgc Hoi dong dao dic trong nghién ctu Y sinh hoc pho
duyét chap thuan tnrac khi tién hanh trién khai nghicn ctu.
Lwa chon mé hinh nghién ctu: Kiéu nghicn clru phd bién
nhét trong nghién ctu tvong duong sinh hoc, so sanh sinh
kha dung gitta mot thudc thlr va mot thude déi chirng la
nghién ctu don liéu, chéo 2 X2 (2 thudc, 2 giai doan, 2
trinh tw thir thudc). D& han ché anh hudng cla su khac biét
gilra cac ca thé va giai doan thir nghiém, cac ddi twong
nghién ctu dugc chia ngau nhién thanh 2 nhém. Mét
nhom sé duogc st dung thudc thir trudc va thude ching
sau; nguoc lai, nhém kia st dung thudc chirng trwéc va
thudc thr sau. Gitra 2 giai doan tht, can cé mot khoang
thoi gian dé dam bao cho thubc clia 1an thir trwdc loai hét
rakhéi co thé (thuong tlr i dén 2 tuan, gap khoang 5 - 7 lan
thoi gian ban thai iv2 cta thudc). Boi véi cac thudce co thoi
gian ban thai kéo dai, co thé ap dung thiét ké nghién clru
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song song. Trong nghién cltu song song, doi twong tham
gia thir nghiém dwoc chia thanh 2 nhém, mét nhém udng
thudc thér va nhdm con lai udng thudc doéi chirng. Ngoai
md hinh nghién ctru ké trén, trong mot s6 treong hop co
thé ap dung cac md hinh nghién cttu khac nhw: Nghién ctru
da ligu (xac dinh céc théng s6 dugc dong hoc cua thudc &
trang thai 6n dinh - sau khi diing thudc tlr 5 dén 7 liéu);
nghién ctu 13p lai (s dung thudc thr va/hoac thudc doi
chitng idp lai). Nghién ctu da liéu c6 thé dwoc ap dung
trong nghién ctru twong dwong sinh hoc khi:

a. M(rc do hap thu dugc chat tir dang thudc twong tu nhau,
nhung khac nhau vé toc do hap thu.

b. Sinh kha dung gitra cac ca thé khac nhau nhiéu.

¢. Sau khi udng liéu don, ndng dd cuia thudc dwéi dang tién
chét clia thudc hodc chat chuyén hoéa thap, khong thé xac
dinh dwgc bdi phuong phap phan tich thich hop.

d. Thubc giai phong co kiém soat, tac dung kéo dai.

Da6i voi cac nghién cu so sanh sinh kha dung/tirong
duwong sinh hoc cla 2 thudc thir so voi 1 thude déi chirng
(trwdng hop thube thir c6 nhiéu ham lwgng) hodc nghién
ctru anh huwong cla thic an/ do ubng téi sinh kha dung
cla thudc thr dang ran dung dwong udng dong thoi danh
gia tvong dwong sinh hoc cta thude thtr so véi thude doi
ching, nguoi ta thwong st dung thiét ké nghicn clru chéo 3
x 3 (3 thudc, 3 giai doan, 3 hodc 6 trinh tu/phac do st dung
thudc - tly theo mo hinh nghién ctru). Twong tw nhu thiét
ké nghién ctru chéo 2x2, gilra mbi giai doan can co thoi
gian nghi d6 dam bao cho thudc s dung & giai doan trudc
dwoc thai trlr hét khdi co thé. Thai gian nghi (thoi gian thai
trir thudc) gitta moi giai doan thwong gap khoang 5- 7 14n
thoi gian ban thai cla thudc. Tat cd cac nghién ctu twong
dwong sinh hoc c6 thiét ké nghién ctru khac véi md hinh
nghién cru ph6 bién déu phai néu rd Iy do giai thich cho
thiét ké nghién ctru va thiét ké nghién ctru phdi dugc trinh
bay ro rang, chi tiét trong d& cwong nghién ctu trinh Hoi
dong dao dirc trong nghién cru Y sinh hoc phé duyét.

Xac dinh liéu thtr: Liéu thlr trong nghién ctru tvong dwong
sinh hoc phai giéng véi lieu dung trong 1am sang va nén st
dung murc lidu thap nhat cd thé dwoc ma van xéc dinh duoc
chinh xac cac théng s6 dugc dong hoc trén ddi twong tham
gia nghién ctru khi st dung mic liéu dé. Trong nghién ctu
twvong dwong sinh hoc t6t nhat Ia liéu thir cta thu6e thir
phai gidng véi ligu thir clia thude chiing. Trong truvong hop
phai str dung liéu khac nhau, can néu ré ly do va phai hiéu
chinh céc gia tri dugc dong hoc thu dwgc mot cach phu
hop theo ty Ié mic lieu dung.

Thoi diém 13y mau: Sau khi st dung thudc, tién hanh lay
cac mau sinh hoc (thurong 1a mau méu) ctia méi ngudi tinh
nguyén tai nhitng thoi diém xac dinh dé xac dinh nong do
thu6c/dwgce chat cd trong cac mau. Tién hanh xac dinh cac
thong s6 dwoc dong hoc dua trén két qua xac dinh ndng do
thudc/dwoc chét co trong cac mau. Do vay, thiét ké thoi
diém lay mau trong nghién ctru twong dwong sinh hoc rat
quan trong dé thu dwoc két qua nghién clru tin cay. Mot
dwong cong ndng dd thubc trong mau ngudi tinh nguyén
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theo thoi gian hoan thién phai bao gom ca cac pha: Hap
thu, phan b6 va thai trlr clia thudc.

() Nghién ctra don liéu', can phai 1ay mot diém trude khi
dung thudc (mau trang, thei diém 0) va it nhat 11 diém khéc
sau khi str dung thuéc bao gom nén cd it nhét 3-4 diém lay
mau trudc khi dat t6i dinh cla dudng cong nong do - thoi
gian (pha hdp thu), khoang 3 diém Idy mau xung quanh gia
tri dinh va khéng ithon 4-6 diém sau gia tri dinh (pha thai
trir). Téng s6 diém ldy mau clia dwdng cong ndng do - thoi
gian khong it hon 12. Thoi gian 18y mau nén kéo dai tGi
khodng 3 den 5 lan thoi gian ban thai cua dwgc chat hoac
khi ndng do dwoc chét trong mau méau bang khoang 1/10
dén 1/20 gia tri ndng do dinh. DG6i voi cac thude co thoi
gian ban thai qua dai, co thé két thic 18y mau & thoi diém
sau khi udng thuéc 72 h.

(2) Nghién ctru da liéu: Sau khi nguoi tinh nguyén da st
dung dwoc mot so lidu trong téng so lidu can phai sir dung
trong nghién clw (thwong la tir liéu thi 3 - 5 trong téng
s6 5 - 7 liéu dung), trong mgt khodng thdi gian bang 7 lan
thoi gian ban thai clia thuc can phai 1dy 3 mau tai 3 thoi
diém (duv doan c6 nbng dd cuc tiéu) lién tiép, xac dinh
ndng do thubc co trong mdi mau dé dam bao rang nong
dd thudc trong mau nguoi tinh nguyén da dat dén trang
thai 6n dinh. Nén I1dy mau mau vao cing mét thoi diém
(thwdng 1a budi sang) clia nhitng ngay khac nhau (phu hop
nhét 1a 14y mau ngay truge khi st dung thudc lidu ké tiép)
d€ co thé so sanh dugc va han ché nhitng anh huong clia
thoi gian t6i dugc dong hoc. Sau khi néng do thudc dat
dén trang thai &n dinh, tién hanh cho nguoi tinh nguyén
str dung liéu cubi trong téng sO lieu dung cla mot giai
doan nghién citu va tién hanh Idy cac mau mau clia nguoi
tinh nguyén trong khoang thoi gian dung liéu cudi theo cac
thoi diém xac dinh. Bwong cong ndng dd thube trong mau
theo thoi gian ctia ngudi tinh nguyén & trang thai 6n dinh
(AUCs® tuong ty nhu dwong cong ndng do - thoi gian
khi st dung don liéu (AUCQt) bao gdm céc thoi diém &
pha hap thu, cac diém xung quanh gia tri dinh clia duwong
cong va cac thoi diém & pha thai trlir. Khoang thoi gian tir
diém 0 (st dung liu cudi) dén diém ldy mau cudi clng
trong sudt khoang ligu & trang thai 6n dinh bang Tchinh 1a
khoang thoi gian gilta cac lan dung thudc.

Cac mau mau (huyét twong, huyét thanh hay mau toan
phan) phai bao quan dong lanh ngay sau khi lay dé cho
phan tich. Khi khéng thé xac dinh dwoc nong dé thube
trong huyét twong, c6 thé thuc hién trén mdt mau sinh
hoc khac nhw nuéc tiéu, nhwng chat xac dinh duoc va
phwong phap phén tich phai phu hgp dam bao két qua
xac dinh ndng do thudc trong cac mau ding, chinh xac
va tin cady duoc.

Tién hanh nghién ctru

Nghién ctu dun liéu: Nguoi tinh nguyén nhin an qua dém
(it nhat 1a 10 h tredc khi udng thudc). Sang hdm sau, moi
ngudi s& dwoc cho ubng mot lidu thude thir hodc thudc
doi chirng voi 240 mi nwéc arn. Ngudi tinh nguyén khong
dwgc udng nwéc trong vong 1 h trede va sau khi udng
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thuéc, trir lwgng nwéc st dung khi udng thude. BOi voi
cac nghién clru anh huéng cua thirc an téi sinh kha dung
cla thudc hoac nghién ctru tvong dwong sinh hoc & tinh
trang no, sau khi nhin @n qua dém, nguoi tinh nguyén an
mot bira &n tiéu chudn va udng thudc vgi 240 ml nwdc dm
sau khi dn 30 min. Bira an tiéu chuan tredc khi ubng thuée
cla nguoi tinh nguyén thudng la bira an giau nang lwong;
nhiéu chat béo, tuan thi theo ding cac quy dinh lién guan
va phai dugc quy dinh cu thé trong dé cwong nghién ctu.
Néu khdng ¢ yéu cau gi dac biét, nguoi tinh nguyén ding
bira an tiéu chuan 4 h sau khi udng thudc. Khau phan an
dugc qui dinh gi6ng nhau cho tat ca ngudi tinh nguyén va
cho céc giai doan clia mi nghién cttu. Tién hanh 18y mau
mau tinh mach theo thoi diém ldy mau da thiét ké.

Nghién ctru da lieu: Véi cac nghién ctru c6 nhip ding
thudc 1a 24 1 (dune thudc 1 1an/ngay), nén udng thudc
vao moi budi sang sau khi da nhin an it nhat 10 h, sau dé
khong an gi trong vong 2 h dén 4 h sau khi uéng thudc.
Vi cac nghién ctru c6 ché do dung thudc 2 laringay, lieu
thuoc dau tién nén cho nguoi tinh nguyén uéng vao budi
sang sau khi da nhin déi it nhat 10 h, sau d6 khong an gi
trong vong 2 h dén 4 h; liéu thi 2 dwgc udng tredc hoac
sau bira dn 2 h va ti€p tuc nhin an trong vong 2 h sau khi
uéng thudc. Mbi lidu dwoc udng vai 240 ml nudc am. Noi
chung, ngudi tinh nguyén c6 thd udng nwéc sau khi udng
thudc 1 h dén 2 h. Khi thu6c d6i chirng 1a ché pham qui
wéc, nén thir theo mire litu va céch dung thdng thuong da
st dung trén lam sang, nhwng nén chon mic liéu twong
dwong véi ligu clia thudc thir dang giai phdng cé kiém soat
hodc kéo dai.

Theo qui dinh, cac mau sinh hoc (méu, huyét tvong, huyét
thanh) sau khi ldy sé dugc bao quan déng lanh ngay dé
cho phan tich. Sau khi uéng thudc, nguoi tinh nguyén nén
tranh cac van dong phai gang strc. Qua trinh Idy cac mau
mau clia nguoi tinh nguyén phai dwoc thyc hién tai co s¢ y
té ¢d dl nhan vién y té (béc sy, diéu dwdng); dd diéu kién
cham soc strc khode va xir ly cac bién c6 bat lgi, cac tai bién
y té néu xay ra. Cac bién cd bat lgi, cac tdc dung phu xay ra
can phai xt tri va diéu tri kip thoi. Trwong hop xay ra bién
c0 bat lgi nghiém trong, can phai nglrng ngay nghién ctiu
va bao cdo cac bén lién quan theo ddng quy dinh.

Phan tich dwoc déng hoc

Lap céc bang va hinh dé biéu thi cac di¥ liéu ndbng db thudc
trong huyét trong vao nhitng thoi diém Idy mau khac nhau
clia tlrng ca thé, gia tri trung binh va do léch chuan. Sau
do tinh cac théng s6 dugc dong hoc twong déi ctia moi ca
the, gia tri trung binh va do Iéch chuin cho mdi théng 6.

Nghién ctu don lieu: Nhitng thong s6 dugc dong hoc
chinh can phai xac dinh trong nghién clru twong dwong
sinh hoc voi thiét ké nghién ctru don liéu bao gdom: Nong
dd dinh trong méau (CnaX), dién tich dwéi dwdng cong nong
do - thoi gian (AUC), thoi gian ban thai cla thudc (t]p)
vd thoi diém dat t¢i ndng do dinh trong mau (Tmx), Gia
tri Cnm va Tm, biéu thi bang s6 liéu thu duoc truc liép tir
thi nghién. va khong phai tinh toan. Gia tri AUC(.ti (dién
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tich dwéi dwong cong ndng do - thoi gian tlr thoi diém 0
dén thoi diém t) dugc tinh theo phwong phép hinh thang,
vGi tn 1 thoi diém 18y mau cudi cung co6 thé dinh luvong
dwgc. Gia tri AUCO®(dién tich dwéi dwdng cong nong
do - thoi eian tir thoi diém 0 dén vo cling) dugc tinh toan
theo cdng thic:

AUCV] = AUCH-tn+ CtfAz

Trong d6: ¢,nla nbng do cua thudc tai thoi diém 1y mau
cudi cung co thé xac dinh duoc bang phuong phap phan
tich thu6c trong dich sinh hoc dugc st dung trong nghién
cltu; }jz 1a hang s6 t6c do thai trir.
Gia tri 12 co thé dwoc tinh bang cong thic:

Ti,,, = 0,693/Xz

Trong dé:  iahang so toc do thai trlr duoc tinh tir d6 doc
clia doan tuyén tinh trén dwong biéu dién logarii nong do
- thoi gian.

Thong thuong, mét nghién ctu twong dwong sinh hoc co
thoi diém 18y mau pha hop thi ty s6:

(AUCOVAUCO*) x 100 % > 80 %.

Nghién cini da fiéu: Sau klii uéng da liéu (thong thuong
tlr 5- 7 lieu) v6i khodng cach thoi gian gitra céc liéu dung
nhw nhau, thi thudc c6 thé dat t¢i trang thai 6n dinh. Tién
hanh 14y mau mau sau khi dat dén trang thai lieu 6n dinh,
phan tich xac dinh ndng dd thudc trong cac mau mau va
tinh gid tri cac thdng sé dwgc dong hoc co ban cla thudc
trang thai 6n dinh nhw ndng Crax, Tmax AUCSVt hay gia tri
ndng do trung binh & trang thai can bang (CaJ), khoang dao
dong nong do thudc trong mau (DF).-, CAc gia tri ¢ ssvex
p smex AUCsot & trang thai can bang duoc tinh toan bang
phuong phap tuong tv twong Gng nhu th nghiém don
litu. Nong dd thudc trung binh & trang thai can bang (CaJ)
¢ thé dwoc tinh nhu sau:

Cav= (AUC0,)/x

Trong d6: AUCsVt la dién tich duéi dudng cong néng do
thudc - thoi gian tir thoi diém 0 dén thoi diém T trong sudt
khoang liéu & trang thai on dinh va Tla khoang thoi gian
gilra cac lan dung thudc.
Khoadng dao dong cta ndng do thubc trong mau co thé
duwoc tinh theo biéu thtc:

DF = 100 % x (Csvax - ¢ min)/cav

Trong do6: ¢ svax la ndng dd dinh, thu duoc tir cac so liéu
thue, sau khi dung lieu cubi cling & trang thai 6n dinh va
Cnin la nong do cuc tiéu ¢ thoi diém cudi trong khoang
thoi gian dung liéu cudi cling & trang thai can bang. Neu
thubc d6i ching cung la thude giai phdng cham hay thudc
tac dung kéo dai, DF/T cla thubc thir phai khong Ién hon
143 % gia tri cla thube doi ching.

Ngoai céc théng sé dugc dong hoc co ban trong nghién
clu twong dwong sinh hoc ké trén, tuy theo muc dich ciing
nhw cdc mo hinh nghién clu cu thd con cé thé xac dinh
thém céc théng so dugc dong hoc khac nhuw gid tri tif2 hap
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thu; thoi gian lwu trd trung binh (mean retention/residence
time - MRT)\ dién lich dwéi dwdng cong ndng do tich Iy -
thoi gian (area under (he momerti curve —AUMC) ...

Tinh toan sinh kha dung

Nghién ctru don liéu: Sinh kha dung F dugc tinh toan lan

lrgt bang cach st dung AUQI.tnva AU Cq-ocira moi cé thé,

dong thoi tinh gia tri trung binh va do léch chuan. Khi lidu

cua thudc thtr (T) giéng véi ligu cta thude déi chirng (R):
F-(AUCO N T(AUCV,)Rx 100%

F= (AUCO»)t/(AUCo” r X 100 %
Khi ligu thudc thir khac voi lieu thude d6i chirng va chat
dugc, phan tich ddc trung cho dwge dong hoc tuyén tinh,
chi s6 F c6 thG thay d6i phu thubc vao lidu va dugc thé
hién duéi day:
F= [(AUC,,,n)Tx DR(AUCQ )Rx dt] x 100 %

F= I(AUCOxX)tx Dr/(AUC,A)r* Drl X 100 %

Trong d6: DRva Dy la ligu uéng cta thudc ddi chirng va
thudc the.
Phan (ich cac chat chuyén hoa: Mot vai thudc )adang tién
chat cla thudc khong thé dinh lugng dwoc trong mau vi
dang tién chat cta thudc chuyén hoa rat nhanh trong co
thé. Sinh kha dung cla nhitng loai thuéc nay co thé duogc
danh gia qua dap (ng thich hop clta chat chuyén hda co
hoat tinh.

F=[(AUCO0.JV Dr/ (AUCOH)NRXD,] x 100 %

F = [(AUCQ«)MTXDr/ (AU Co”nx Dt] x 100 %
Trong dé: m la ky hiéu cho chat chuyén hda.
Dénh gia kel qua chu yéu dua vao sb liéu AUCo.tn va AUCo-ar,
duoc ding Itiv mot s6 liéu dé tham khao.
Nghién ctru da liéu: Sinh kha dung F duoc tinh toan dua
trén s6 lieu AUCsotcta mdi ca thé. Khi lidu ctia thudc thir
(T) gibng Vvoi ligu cua thudc ddi chirng (R), sinh kha dung
& trang thai 6n dinh duoc xac dinh bang cong thirc:

F- (AUCs0.L)i-/(AUC*0-)R * 100 %

Trong dé: AUCsVt la dién tich dwéi duwong cong ndng do
thudc - thoi gian tlr thoi diém 0 dén thoi diém Ttrong su6t
khoang liéu & trang thai on dinh.

Panh gia tucmg dwong sinh hoc (phan tich thdng ké cac
sO liéu dwgc dong hoc): Phan tich thdng ké va danh gia
tvong duong sinh hoc nén tap trung vao cac thdng sé duoc
dong hoc chinh (AUC, Cirxva Tray). Cac gia tri Cnax va
AUC phai chuyén doi sang gia tri thang logarit. Phéan tich
phurong sai (ANOVA) xac dinh anh huéng cla cac yéu
t6 nhu trinh tw/phac do sir dung thuéc, ca thé, thube, giai
doan thtr thudc... t6i két qua clia nghién ctru tvong duong
sinh hoc bang phuwong phap phan tich thdng ké phu hop
tvong tng véi md hinh nghién ctu da st dung (nghién
ctru song song, chéo 2x2; chéo 3 x 3 hay nghién clru lap
lai...). Tl két qua phan tich phuong sai, xac dinh khoang
tin cay 90 % cho ty 1é InCnaxva khoéng tin cdy 90 % cho
ty 18 hiAUC gilra thudc thir va thubc ddi chirng twong tng
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clia moi nguoi tinh nguyén theo phuong phap thdng ké
phu hop (two one-sided test vé&i do tin cay a = 0,1). So
sanh gia tri Tnax cla thudc thlr va thube doi chirng (sO
lieu khong chuyén sang thang fogarit) bang mét trong cac
phuwong phap théng ké phi tham sé Wilcoxon signed rank
test, Friedman test, Kruskal-Wallis test, ANCOVA hodc
mot phwong phap thdng ké phi tham s khac phu hop véi
mo hinh nghién ctru da st dung.

Néau gi¢i han khoang tin cdy 90% cla céac ty sO c nax
AUCOt, AUCo-a, (nghicn ctu don lieu) hodc csvex
AveVt (nghién ctru da lidu) tuong tng gitra thude tha va
thudc ddi chiing ndm trong khoang 80,0 % dén 125,0 %
va gia tri Tnaxcla thudc thir va thude déi chiing khac nhau
khong cd y nghta thdng ké thi thudc thr tuong dwong sinh
hoc in vivo so véi thudc d6i ching.

Chép nhan hai thubc c6 gi¢i han khoang tin cay 90 %
trong (ng clia c4c ty s6 Crax va AUC ndm trong khoang
80,0 % dén 125,0 % va Tnax khac nhau c6 y nghia thdng
ké trong dwong sinh hoc in vivo néu su khac nhau vé toc
d6 hap thu (gia tri Tra) cla thudc thir so v6i thude doi
chirng la cé chu dich va chu dich nay duoc trinh bay trén
nhan clia san phdm theo ding cac quy dinh lién quan hodc
cung cap them dwoc bang chirng idam sang phu hop cho
thay si khac nhau vé tc do hap thu cla thudc thir khdng
anh hudng dén an toan va hiéu qua diéu tri cla thudc rén
I1am sang.

DOi v6i mot sO thube/dwge chat ¢ khoang diéu Ui hep,
khoang chip nhan doi voi khoang tin cdy 90 % cla ty s
Cirex va/hodc AUC c6 thé phai thu nho hon (chi tir 90 %
dén 110 %) so v6i khodng chap nhan théng thwong tir 80 %
dén 125 %. Co quan quan ]y s& c6 quy dinh cu thé trong
truong hop nay. Ngoai ra, déi voi cac thudc/dugc chat
khong thudc nhém c6 khoang diéu tri hep, c6 mic do dao
dong céc thdng s6 dwoc dong hoc trén doi twong st dung
I6n, cd thé xem xét m@ rong khoang chdp nhan doi véi
khoang tin cay 90 % cua ty s6 Cmaxrdng hon so véi khodng
chép nhan thong thuwong 80 % - 125 %, ¢6 thé md rong tai
15 %- 133 % hodc 70 % -143 %. Co quan quan ly s& xem
xét tirng truong hep va quy dinh cu thé cho coc tnrong hop
thay doi khoang gi¢i han chdp nhan d6i véi khoang tin cay
90 % cla ty’sb c,rex

D0oi voi nghién ciru sinh kha dung/tvong duong sinh hoc
clia mot thudc thir dang bao ché tac dung kéo dai (phdng
thich hoat chat kéo dai) so véi mot thudc doi chirng dang
bao ché quy wéc, mirc d6 hap thu clia 2 thudc trong nghién
ctu la twong dwong sinh hoc véi nhau néu gia tri AUC
dap (ng dwoc nhitng yéu cau clia twong duong sinh hoc
(khoang tin cay 90 % cta ty s6 INAUC ndm trong gi6i
han ttr 80,0 % dén 125,0 %) va thudc thir c6 kha nang giai
phong dwoc chét cd kiém soat hodc kéo dai so voi thude
doi chitng (gia tri Cnaxgiam va Tnaxkéo dai hon thudc doi
chiing; gié tri DF/T cua thudc tht phai 1én hon 143 % gia
tri clia thudc ddi ching).

P1IU i-UC 14
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151 XAC DINH b 6 SONG CUA VAC XIN BCG

Kiém tra do s6ng

Céc vat liéu

Dung dich Sauton lodng 1/4 dwgc st dung do pha loéng
vac xin BCG.

Mai tredng nubi cay: Lowenstein - Jensen.

Vac xin BCG mau thir va mau chuén.

Hoan nguyén vapha lodng vac xin

VAc xin BCG duoc xac dinh do séng theo phwrong phép sau:
Hoan nguyén it nhat 5 mg vac xin BCG vao 5 ml dung
dich Sauton lodng 1/4 vo khudn dé tao hdn dich co ban
chita 1 mg vac i1 BCG/1 ml. Sau khi hoan nguyén, hon
dich nay phai dugc gilt & 4 °c trong thoi gian tdi thiéu 15
min, sau d6 pha theo cdng thic sau:

1) 1ml hén dich co ban 4 99 ml dung dich Sauton lodng
1/4 - 1/100 (i).

2) 1 ml hon dich pha lodng 1 4 99 ml dung dich Sauton
lodng 1/4 = 1/10 000 (II).

3) 4 ml hon dich pha lodng Il + 4 ml dung dich Sauton
lodng 1/4 = 1/20 000 (lI1).

PUOC DIEN VIET NAM V

4) 2 mi hon dich pha loans I + 6 mi dung dich Sauton
lodng /4 = 1/40 000 (1V). w

5) 2 ml hon dich pha lodng Il 4 14 ml dung dich Sauton
lodng 1/4= 1/80 000 (V).

6) 2 ml hon dich pha lodng Il 4 30 ml dung dich Sauton
lodng 1/4 - /160 000 (VI).

Nubi cay

Lac déu hdn dich clia mdi do pha trong 20 s, cdy vao moi
trvoma Lowenstein - Jensen 0,1 ml/6ng theo trinh tu sau:
2 d6 pha dau: Moi do pha lodng cdy 1én 5 6ng mai tivdng.
Do pha thtr 3 cdy Ién 10 6ng mdi truong.

D6i vai vac xin tuoi (trude khi dong khd): cdy Ién cac 6ng
moi tredng Lowenstein - Jensen huyén dich vac xin BCG
tlr 3 do pha lodng cudi 1V, V, V1.

D6i v6i vac xin BCG dong khd gilr & 4 °C: cdy huyén dich
vac xin BCG tir 3 d6 pha loang 111, IV, V.

D6i v6i véc xin BCG dong khé G & 37 °C: cdy huyén dich
véc xin BCG tir 3 do pha lodng I, in, IV.

Céc 6ng mdi trueong da duoc cdy huyén dich véc xin BCG
& cac do pha khac nhau nhu trén s& dwoc lang déu, dé kho
bé mat va 0 & 37 °c trong 28 ngay.

Pem khuén lac

Céc ong moi trvong dwgc cdy huyén dich BCG va U &
37 °c sé droc dua ra dém so khuén lac moc trén tirng 6ng
sau 21 ngay va 28 ngay.

Bang 15.1

biéu kién xac dinh
L 26> X1+ X2+2X3

e - -
12, X1+ X2+2X3 >2c0> X2+2X3

13. X2+2X3>2ci> 2X3

j4. 2X3 - 20)
|

TVongcio:

Cong thuc tinh

1L~ X—x(Xi 4 X24 2X3)
Vo2

03.X]

V X200+ X |- (X 2+ 2X3)

2034X2- 2X3)

j4., —xXT

\Y

X] 4 s0 khuén lac trung binh moc trcn cac éng mdi trwdng Lowenstein - Jensen khi cdy huyén dich BCG & do pha thi 1;
X114 s0 khuén lac trung binh moc trén cac 6ng mai truong Lowenstein -Jensen khi cdy huyén dich BCG ¢ dd pha thi 2;
x \ la s0 khuén lac trung binh moc trcn cac 6ng mdi truong Lowenstem - Jensen khi cdy huyén dich BCG & d6 pha thir 3;

d 12 d pha lodng huyén dich véc xin BCG;

Via thé tich hon dich cdy trén mot 6ng moi tredng Lowenstein - Jensen;
Hang s6 Btuong duong voi s6 luong t6i wu khuan lac co thé dém dwoc trén mdt 6ng méi treong Lowenstein-Jenscn.

PL-364



Dugc DPIEN VIET NAM v

Tinh két qua )

S6 don vi séng trong 1 ml vac xin duoc tinh theo 1trong 4
cong thirc & Bang 15.1:

Hoac két qua do séng cta mdi loat vic xin BCG c6 thé
duwgc tinh theo chwong trinh phan mém VVhoprogram/
BCG/Biofarma.

Tai nha san xudt, tién hanh kiém tra d6 sdng O tat ca cac
foat vac xin thanh phadm (bao gém ca do séng truéc dong
kho, sau déng khé va sau khi 0 6n dinh nhiét).

Nhitng loat vic xin BCG c¢6 do séng khéng dam bao voi
giéi han cho phép & ian kiém tra th(r nhat phai nhac lai
thir nghiém:

Ncu thir nghiém do song 1an i khong dat yéu cau nhung
th&r nghiém c6 gia tri (valid test), phai nhac lai thtr nghiém
véi s6 lvgng mau va s6 dng méi truong Lowenstein-Jensen
gap dodi sovéi lan 1

Néu thtr nghiém do séng lan 1 khong dat yéu cau nhung
thir nghiém khong c6 gia tri (invalid test) thi chi can nhac
lai thir nghiém voi s6 lvgng mau va sé ong moi trudng
bang lan 1

Neu Ian thir nghiém nhac lai, do séng van khong dat thi
phai hay b loat véic xin BCG do.

Kiém tra do séng clia vac xin BCG phai tién hanh song
song vé&i vac xin BCG mau chudn dé kiém tra chét lvong
méi tnrong ding cho thlr nghiém d6 song. Do sdng cla
vic xin BCG méu chuén trong mdi thir nghiém phai 6n
dinh va ndm trong gi6¢i han gia tri trung binh £ 2SD.

Tiéu chuén chép thuan

Doi v6i vac xin BCG phong bénh lao, gigi han do séng cho
phép la tir 1triéu dén 6 tridu don vi séng trong 1 mg véc
xin (1Xi06DVS/mg dén 6x 106DVS/mg vic xin BCG).

Kiém tra tinh 6n dinh nhiét

S6 don vi s6ng cla vic xin BCG sau khi U & 37 °c trong
28 ngay phi dat it nhat la 20 % so v&i mau 0 & 4 °c trong
28 ngay.

Cac vat tiéu

Dung dich Sauton loéng 1/4 dugc sir dung dé pha loang
vac xin BCG.

M0i treong nudi cay: Lowenstein-Jensen.

Viéc xin BCG mau thtr va mau chuan.

Trude khi kiém tra tinh dn dinh nhiét, vic xin BCG dong
khé mau thir phai duge 0 & cac nhiét dd khac nhau trong
28 ngay nhu dudi dav:

Dang 1 mg/éng: G 106ng & 4 °c trong 28 ngay va 10 dng
& 37 °c trong 28 ngay.

Dang 0,5 nig/ong: U 20 éng & 4 °c trong 28 ngay va 20
ong & 37 °c trong 28 ngay.

Tién hanh

Kiém tra tinh 6n dinh nhiét cia vac xin BCG bang céch
dém do séng cuia loat vac xin nay sau khi 0 & 4 °c va 37 °c
trong 28 ngay. Quy trinh dém do song duoc thuc hién nhw
o phan Kiém tra do séng. Tinh ty 16 % s6 don vi séng BCG
moc & 37 "C so voi & 4 °c, theo cong thirc sau:
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Ty 18 % on dinli nhiét - —  x 100 (%)

Trong do:

A 74 s6 DVS/mg vac xin BCG & 37 °c trong 28 ngay;
B 1as6 BVS/mg vac xin BCG & 4 °c trong 28 ngay.
BVS ladon vi song.

Nhirng loat vac xin BCG ¢6 ty 16 % 6n dinh nhiét khong dat
yéu cau & 1an kiém tra th(r nhat phai nhéc lai thi nghiém
theo yéu cau nhv sau:

NEu thir nghiém c6 ty i& % o6n dinh nhiét lan 1 khong
dat yéu cdu nhwng tht nghiém cé gié tri, phai nhéc lai
thir nghiém véi s6 lwong mau va s6 6ng méi trwdng
Lowenstein-Jensen gap déi so véi lan 1

NEu thr nghiém cd ty 18 % 6n dinh nhiét lan 1khong dat
yéu cau nhung thtr nghiém khdng cé gia tri thi chi can
nhac lai thir nghiém véi s6 lugng mau va so 6ng moi
trudng bang 1an 1

Neu lan thir nghiém nhic lai, ty 1& % &n dinh nhiét van
khdng dat thi phai hly bo loat vic xin BCG d6.

Kiém tra tv & % 6n dinh nhiét cla vac xin BCG phai tién
hanh song song véi vic xin BCG méu chuén dé kiém tra
chat lwgng méi truong ding cho thir nehiém d6 séng. Do
s6ng cla vic xin BCG mau chuén trong mdi thir nghiém
phai dn dinh va ndm trong gidi han gia tri trung binh + 2SD.

Tiéu chuan chép thuan
Ty 1é % s6 don vi séng BCG moc & 37 °c so voi ¢ 4 °c
phai khong duoc thap hon 20 %.

152 XACBINH DO CHAN KHONG CUAVAC XLNBCG

Vac xin BCG dwoc dong khd va han kin trong diéu kién
chan khéng (0,001 mmTig) va phai dwoc kiém tra do chan
khong bang thiét bi Tesla vacuum.

Kiém tra do chan khong trong cac 6ng véc xin BCCi dong
kho khong sém hon 2 thang sau khi han dng. Khi kiém tra
chan khong, duoc phép ding nhirng ng vic xin phat ra
anh sang mau tim nhat den trng xanh va loai bo nhitng
ong véc xin khdng phét ra anh sang hoic phat ra anh sarig
mau do hinh tén Ikra. Tnréc khi phan phét, vac xin phai
dwoc kiém tra lai vé dd chan khong (do don vi san xuat
kiém tra). Ncu phat hién tbav qua 5 % sd dng khong con
chan khong thi 16 vde xin nay phdi lvu lai thétn 1 thang
nlra, sau dé kiém tra chan khong lai. Neu van ¢6 hon 1%
s6 Ong khdng dat chan khong thi i6 vac xin d6 phai bo di.
Nhing s8 liéu kiém tra nay phai ghi vao hd so clia 16 vc xin.

Tiéu chuan chép thuéan

Loat vic xin BCG dong khoé dwoc coi la dat do chan khong
khi c6 khong it hon 95 % tong s6 dng dat tiéu chudn vé do
chén khong.

i'i,-305
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153 XAC DINH HO PHAN TANCUAVAC XIN BCG

Nguyén ly

vac xin BCG dong khd sau khi duoc hoan nguyén voi nuéc
pha thudc tiém dé kiém tra do phan tan clia vac xin nay.
Neu véc xin c6 do phan tan kém, tao cum nhiéu s& c6 nguy
co gay sung hach hodc swng hach mu cho tré dwgc tiém
VAC Xin.

Tién hanh

VAc xin BCG dong khoé dugc hoan nguyén trong nuéc
mudi sinh ly (pha t&r nwdc dé pha thudc ticrn) dé c6 dam
do 7 mg/ml.

St dung nuwéc mudi sinh iy ding dé hoan nguyén vac xin
BCG lam dung dich mau trang dé chuin may do.

Hou(3)/én dich véc xin dwoc lac ky tredc khi do mat do quang
(V).

Do mat dd quang clia hdn dich vic xin & 2 budc song:
434 nm va 630 nm

Tinh két qua ]
Sau khi do dugc OD cla huyén dich vac xin BCG & 2 buéc
song néu trén, tinh két qua theo cong thirc:

IgODi-lgOD?2
Ig X2-ig
Trong do:

OD; la mét do quang cta hon dich vi khuan do duoc &
bwéc séng 434 nm (loc mau xanh lam);

0D 2 la mét do quang clia hon dich vi khuan do duoc &
bwéc séng 630 nm (loc mau do).

O cong thirc nay mau s (IgA2- IgXi) ludn 1a mot hing s6
va béng 0,1618.

Néu loat véac xin BCG dong kho khong dat yéu cau thi phai
nhéc lai thir nghiém theo yéu cau nhu sau:

Néu thtr nghiém 1an 1c6 gia tri (valid test) thi phai nhac lai
thir nghiém véi s6 lugng mau thir nghiém gép doi so voi
th* nghiém lan 1

Néu th* nghiém lan 1 khéng c6 gia tri (invalid test) thi
chi can ruiac lai thir nghiém véi s6 lvgng mau thir nghiém
béng thit nghiém lan 1

Két qua cla lan thi nghiém nhac lai néu khéng dat yéu
cau thi loat vac xin BCG dong khd do coi nhu khong dat
yéu cau vé do phan tan va phai hay bo; néu dat yéu cau thi
loat vac xin BCG dong khd d6 coi nhw dat yéu cau vé do
phan tan.

Do phan tan =

Tiéu chudiT chdp thuan: D9 phan tan clia vic xin BCG
cho phép la> 0,9.

154 XAC PINH TINH AN TOAN v&c: XIN DTwP
HAP PHU

An toan dac hiéu
Tinh an toan dac hiéu cla véac xin bach hau - uén van - ho
ua toan té bao (DTwP) dugc kiém tra trén mau ban thanh

p1,-366
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pham cudi cling hay vac xin thanh pham khi can thiét va
duoc tién hanh nhv sau:

An toan dac hiéu doi vgithanh phan bach hau va udn van
Chon 5 chudt lang khoé manh, cung gi¢i (néu khéc gi6i
phai nhét riéng 16ng), c¢6 khdi lugng 250 g dén 350 g,
chuwa st dung vao béat ctv thir nghiém nao tnréc do; tiém
dudi da cho mdi chudt lang it nhat 5 lidu don véc xin cho
ngudi (litu vac xin nhu ghi trén nhan). Theo ddi chudt
hang ngay va can khdi lugng chudt hang tuan trong 3 tuan
(ddi v6i thanh phan uén van) va 6 tuan (doi voi thanh
phan bach hau).

Neu cé chudt chét phai mo dé kiém tra phu tang vé dau
hiéu nhiém doc bach hau (tuyén thwong than do).

Néu c¢d hon mét chuét lang chét trong thir nghiém lan 1,
phai nhic lai thr nghiém; néu lan th& nghiém nhéc lai
khong ¢ chudt nao co biéu hién nhiém doc do doc to bach
hau hay uén van va c6 it nhat 2/3 s6 chudt thir nghiém
sBng sot sau khoang thoi gian theo ddi nhu quy dinh (3
tuan d6i véi vAc xin udn van va 6 tuan déi véi vac xin bach
hau) thi loat vac xin DTwP dd dat yéu cau vé an toan dic
hiéu d6i voi thanh phan bach hau va udn van.

Néu c6 hon mot chudt lang bi chét vi nhitng nguyén nhan
khone dac hiéu va thr nghiém khdng cé gia tri (invalid
test), phai nhac lai thir nghiém voi s6 lugng dong vat thi
nghiém va mau thir bang 1an 1; néu van c6 hon mot chudt
lang chét & 1an thir nghiém thir 2 thi loat véc xin khéng dat
vé an toan dac hiéu ddi véi thanh phan bach hau va uén
van, phai huy bo.

Ncu thtr nghiém lan 1 khong dat yéu cau nhwng thir
nghiém c6 gia tri (vaiid test), phai nhéc lai thir nghiém voi
s6 luong mau thir va s6 lugng chudt lang gap doi. Neu thir
nghiém nhéc lai van c6 qua 1/3 s6 chudt chét do bat ky ly
do nao thi loat vic xin DTwP nay sé pliai huy bo.

Tiéu chuan chéap thuan

VAc xin dat yéu cau néu khong cd chudt lang nao cé dau
hiéu liét do uén van hodc triéu chirng nhiém doc bach hau
va it nhat 80 % chudt song s6t, khoé manh va lén can trong
thoi gian 6tuan (d6i véi thanh phan bach hau) hodc 3 tuan
(d6i v&i thanh phan uén van).

An toan d&c hiéu doi vai thanhphan ho ga toan té bao (rvP)
Dung 20 chudt nhét trdng c6 khdi lvong 14 g dén 16 g,
cung gi¢i (néu c6 ca 2 gidi, can phan chia déu trong cac
nhém) cho mbi mau vac xin thir va cho nhém ching.
Chudt dwoc an udng day du trudc khi tiém 1 h va trong
sudt thai gian thi nghiém. Tdéng khéi lvgng clia tirng nhom
chudt duoc xac dinh ngay trwdc I tiém. Moi chudt duoc
tiém vao 6 bung 0,5 mi dung dich chia t6i thiéu nira liéu
don véc xin cho ngudi. Nhom ching dugc tiém 0,5 ml
nwéc mudi sinh ly (t6t nhat chira cing ham lugng chat bao
quan nhuv c6 trong dung dich tiém cho nhém thi nghiém).
Tong khdi lwvgng cac nhdm chudt dugc xac dinh lai vao
72 hva 7 ngay sau tiém.

Tiéu chudn chap thuan:

Loat vac xin dat véu cau néu dat ca 3 tiéu chuén sau:
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Sau 72 h téng kli6i lvong chudt cia mdi nhém khéng it
hon truedc tiém.

Sau 7 ngay khéi lugng trung binh mdi chudt khéng it hon
60 % so vGi nhom ching.

Chudt chét khong qua 5 %.

Néu thir nghiém lan 1 khéng dat mot trong 3 tiéu chuén
néu trén phai nhac lai thtr nghiém theo yéu cau nhuw sau:
Ncu thtr nghiém lan 1khéng c6 gia tri (invalid test): Nhac
lai thir nghiém véi s6 lvgng chudt va sé lvgng mau bang
lan 1

Néu thir nghiém lan 1c6 gia tri (valid test): Phai nhéc lai
thir nghiém véi s8 lvgng chudt nhét trang va s luong mau
gap doi so véi lan 1.

Ket qué clia ian kiém tra nhéc lai, néu dat yéu cau 3 tiéu
chudn ncu trén va gia tri trung binh ctia 2 lan thi nghiém
(V& % ting khéi lugng chudt ctia nhom vAc xin thir nghiém
so v&i nhdm chitng sau 7 ngay theo doi) dat yeu cau thi
loat vac xin d6 mii dugc coi 1a dat yéu cau vé an toan
dc hiéu ho ga. Néu & 1an kiém tra lihac lai khong dat yéu
cdu thi loat véc xin d6 khdng dat yéu cau an toan dic hiéu
thanh phan ho ga va phai bi huy beé.

An toan khéng dac hiéu (Boc tinh bat thuOTig)

Thir nghiém duoc tién hanh trén chudt nhat trang va chudt
lang khoé manh khong tiém bét ct gi trwéc khi thir nghiém.
Ticm vao & bung cho 5 chudt nhét trdng cd khéi luong
17 g/eon dén 22 g/con, m6i con mot liéu tiém cho nguoi;
2 chudt lang c6 khéi lvong 250 g/con dén 350 g/con, moi
con mot liéu tiém cho ngudi nhwng khong qué 1 mi/con.
Theo dbi tinh trang strc khoé va can chudt hang ngay.
Tiéu chu@n chép thuan:

Vic xin dugc coi la khdng cé doc tinh bét thuong néu
tdt cd cac dong vat thi nghiém sbéng khoe manh va lén
cén trong thoi gian it nhdt 7 ngay va khong c6 déu hiéu
nhiém doc.

NEu thir nghiém lan 1 khéng dat yéu cau néu trén, phai
nhac lai thi nghiém. Thir nghiém nhac lai néu dat yéu cau
thi loat vac xin d6 duoc coi la dat an toan khong dic hiéu;
néu khdng dat yéu cau thi loat vac xin d6 bi coi 1a khdng
dat an toan khong dac hiéu va phai hay bé.

Bai vai thir nghiém lihac lai:

NEu thtr nghiém lan 1khdng dat yéu cau nhwng thir nghiém
c6 gid tri: phai nhc lai thir nghiém véi s6 lvgng mau va s6
lugng chudt gap doi lan 1

Néu thir nghiém lan 1khéng dat yéu cau nhung thi nghiém
khong c6 gid tri: chi can nhac lai thir nghiém véi sé lugng
mau va s6 lrong chudt bang lan 1.

155 XAC BINH PAM B VI KHUAN HO GA

Nguyén tac

Thuc t& mdt hon dich vi khudn ho ga cé dam do 10 ty vi
khuan/mi twong ng véi 10 10U (dem vi dd duc qudc té)
khi nhin bang mat thudng.

C6 thé s dung b so do duc chuin qudc té cia WHO dé
so bang mét thudng hodc chudn trén may quang phd ké khi
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xac dinh dam do cla hon dich B. pertussis 18323 trong thir
nghiém cong hiéu vac xin ho ga.

Céach tién hanh

Trong qué trinh san xuft vac xin ho ga, moi lan gat sinh
khoi can xac dinh dam do vi khuin cta nwéc c6t ho ga.
D0 duc nwdce cot ho ga va nuwdce cot ho ga cd déc duoc xéac
dinh bang cach so sanh voi 6ng mau chudn quéc té hodc
qubc gia va quan sat bang méat thudng hodc do trén may
quang phd ké (khong dwoc mudn hon hai tuan sau khi gat
va trude khi huyén dich vi khuin duoc dwa vao bét ky quy
trinh pha ché nao tiép theo).

Pha lodng nuéc cot trong nwdc mudi sinh Iy cho dén khi
soi bang mét thuong thdy twong dwong voi 6ng chudn
I0I0uT

Tinh dd duc clia mau thir bang cach nhan véi s6 lan pha
loang.

C6 thé do dd duc cua huyén dich vi khuan ho ga trén may
do quang ph6 & budc séng 560 nm. Bam db nuwdc cbt ho
ga dugc sir dung 1am co s& dé tinh toan khi pha ché véc xin
ban thanh pham cudi cling.

Thanh phan ho ga trong véc xin DTP hén hop khéng vuot
qué 20 don vi do duc qudc t& (IOU) trong mot lidu don véc
xin cho nguoi. Ty lé thanh phan céc chiing B. Pertussis
18323 khdng duoc thay di khi hdn hop vAc xin; phai dang
ky r6 trong ho so va duoc su chip thuan clia co quan Kiém
dinh qudc gia.

15.6 XAC DINH HAM LUONG TWEEN 20 TRONG
VAC XIN VA SINH PHAM

Nguyén ly

Dua vao phan tng cla polyethoxylat trong thanh phan clia
Tween 20 v6i amoni cobaitothiocyanat tao thanh hop chat
mau xanh lo tan trong ticloromethan.

Tién hanh

Mau thr duge digu chinh bang nuéc cét dé c6 nong do
protein khoang 100 lig/ml. HGt 1 ml mau thir vao &ng
nghiém, them 5 ml ethanol 95 % (TT), iy tdm 3500 r/min
trong 10 min & 20 °c. Chuyén phan nudc sang 6ng nghiém
khac, rira tua bang 1 ml ethanol 95 % (TT), chuyén nét
nwéc rira tia vao 6ng nghiém. Bun cach thdy phan nuwéc
thu duwoc a 80 °c cho dén khi con lai khoang 0,5 ml, them
i mi nuéc cét vao dng nghiém.

Hat dung dich Tween 20 chudn 1 mg/ml vao cac oOng
nghiém lan iwgt theo thé tich 10 |il; 25 pl; 50 pi; 75 I
100 gl, thém nwéc cat viva du 7 ml.

Mau trang la 1tni nwéc cét.

Thém 2 ml dicioromethan (TT) vao moi 6nti nghiém dung
mau trang, mau chudn, miu thir. Thém ti€p 3 ml amoni
cobaitothiocyanat, l4c k§, dé yén & nhiét do phony trong
90 min. Hut bo phan nwéc ndi bang may hat chan khong;
do mat do quang (Phu !'ue 4.1) cla l6p dieioromethan mau
xanh lo phia du6i & buwéc séng 620 nm.
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Dung duong chuén, tir dé tirGi ra ham iwgng Tween 20
trong mau tht.

Bon vi tinh: iig/100 fig protein.

Céch pha cac dung dich:

Dung dich amoni cobaltothiocyanat: Hoa tan 6,0 g cobalt
rutrut (TT) va 40 g amoni thiocyanat (Ti") trong nuwéc cét,
them nwéc cat vira dd 200 ml, loc qua gidy loc.

Dung dich Tween 20 chudn 10 mg/ml: Can 1g Tween 20
vao binh dinh m&c 100 ml, thém nwéc cat vira da, 1ac déu.
Pha lodng bang nuwéc cat 10 lan trudc khi dung.

Ticu chudn chép thuéan

Tuy tirng loai vic xin va sinh pham.

1lam fwong Tween 20 c6 trong ban thanh phdm viém gan
B khéng 16n hon 50 1.ig/100 Lie protein.

15.7 KIEM TRA VO TRUNG VAC X1N/SINH PHAM

Viéc kiém tra vo tring véc xin/sinh phdm duoc thuc hién
trong diéu kién v6 tring. Kiém soat mi truong thir nghiém
va sir dung mau (toi chirng am tinh thich hop dé kiém tra
va (tam bao diéu kién vo trung.

Moi truong nudi cay

Chuén bi m6i treong nudi cay
Hai mdi treong st dung dé kiém tra vo tring vac xin/sinh
pham la moi treong thioglycolat long (Fluid Thioglycollate
Medium: FTM) va casein dau tucmg (Soybcan-cascin
digest medium: SCDM). FTM du dinh ding d& phat hién
vi khuén ky khi nhung cling c6 the xac dinh dugc vi khuan
hiéu khi. SCDM dung dé phat hién vi khuan hieu khi va
nam. Khi vac xin/sinh phdm c6 chita chdt bao quan la
merthiolat, c6 thé dung FTM thay thé cho SCDM trong
phwong phép cdy tryc ti€ép khi mdi truong nay dat yéu
cau trong thir nghiém kiém tra tinh tang sinh (Growth
promotion test). Cac méi trvong twong dwong khac cling
c6 thd duwoc st dung néu ching dat dwoc yéu cau vé tinh
tang sinh va dugc Q¥quan Kiém dinh Qudc gia chap thuan.
Cong thirc va cach pha hai mdi treong trén nhu sau:
M@i triong Thiogivcolat l6ng:

L-Cystin

Natri clorid

0,509
2,509

Glucose monohydrat (COHID 6.H20) 5,509
Thach bot c6 dd am nho hon 15 % 0,759
Cao ndm men (tan trong nuéc) 5,009

Casein thuy phan bang pancreatin (men tuy)
Nuwéc

Natri thioelycolat

hodc acid thioglvcolic 0,3 mL
Dung dich natri resazurin (1 g/L) méi pha ImL
Tron lan lugt sau thanh phan dau nhw thi tw & trén trong
nwéc néng cho dén khi tan hoan toan. Cho thém natri
thioglycolat (hodc acid thioglycolic), chuyén sang mot
binh chira thich hgp va thém nuwéc vira da, lam tan hoan
toan trong mdt néi cach thiy. Chinh pH cla dung dich
(néu can) bang dung dich nairi hydroxyd i N (TT) sao cho

15,00 g
1000 mL
0,509

PL-368
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pil sau tiét trang (pii cudi cung) la 7,0 d6n 7,2. Ncu cén
thiét phai loc, dun néng dung dich (tranh dun sbi) roi loc
qua gidy loc vt khi dung dich con dang néng. Thém dung
dich natri resazurin, tron déu. Chia mdi trwong vao cac
chai/éng chira thich hop. Hap tiét tring méi trwdng trong
10 da dwgc tham dinh & 121 °C trong 18 min dén 20 min.
Vén chét nat cac chai/éng méi truong va bao quan & nhiét
do 20 °c dén 30 °c.

Néu qua 1/3 trén cua chui/éng mdi tredng chuyén thanh
mau hong thi khong nén str dung nita. C6 thé st dung
lai mdt 1an nlra bang cach dun néné méi trwong trong bé
on nhiét dén khi mau hong bién mat r6i l1am lanh nhanh.
Khoéng ding moi trvong qua thoi han st dung dad duoc
tham dinh.

M0i truong casein dau Uamg léng:

Casein thly phan boi pancreatin 17,0g
Bét dau tvong thuv phan boi papain 3,09
Natri clorid 504
Dikali hydrophosphat 250
Glucose monohydrat 254
Nuéc tinh khiét 1000 ml

Hoa tan tat ca cac thanh phan vao nwéc, dun néng nhe cho
tan hoan toan, dé ngudi dén nhiét d6 phong. Chinh pll clta
dung dich (néu can) bang dung dich natri hydroxyd i N (T7)
hoac dung aich acid hydrocloric i N (TT) sao cho pH sau
tiét tring (pH cudi cuing) 1a 7,1 dén 7,5. Loc trong néu can.
Phan chia méi trudng vao cac chai/Gng. Hap tiét trang moi
treang trong 10 da dugc thdm dinh &r 121 °c trong 18 min
dén 20 min. Bao quan moi truong ¢ nhiét do phong (20 °c
den 30 C).

Khéng dung méi trwvdng qué thoi han siv dung dad duwoc
tham dinh.

Kiém tra chat lwgng mai trudng

Viéc kiém tra chat lugng moi loat méi trueong dugc thuc
hién trwdc hodc song song voi kiém tra vo tring véc xin/
sinh pham.

Tat ca cac loat moi treong dling trong thir nghiém vo tring
vac xin/sinh phdm can duwc kiém tra vé hai tinh chat: tinh
vo trirng va kha nang cung cép chét dinh duéng cho su
phat trién clia vi khudn va ndm (tinh tang sinh).

Kiém tra tinh v trimg

Ly 2 % sb chai,'ong ctia mdi loat moi trudng nhung it nhat
Ia 5 chai/éng. 0 FTM r nhiét dd 30°c dén 35 °c itnhat 14
ngay, 0 SCDM (hodc FTM khi ding thay thé) & nhiét do
20 °c dén 25 °c it nhat 14 ngay.

M@i treong dat yéu cau vé vo trung néu sau nubi cdy cac
chai/6ng méi truong trong, khdng cé lang can & day; cac
chai,"6ng FTM khdéng mat chi thi mau.

Kiém tra tinh ting sinh

Nguyén tic: Dénh gia kha nang phat trién cla cac chlng
thr thach trong moi trvong bang cach cho vao moi chai/
ong mai trvong khong qua 100 CPU chung thir thach.
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Bang i- Chung thich hgp cho kiém tra chat lugng méi truone

Ten
Staphylococcus aureus
Bacillus subiilis
Pseudomonas aeruginosa
Clostridium sporogcnes
Candida albicans

fispergillus hrasligpsis
I (Aspergillus ftiger)

Loai vi sinh vat
Vi khudnhiéu khi
Vikhuén kikhi

Nam

00 thé thay thé Pscudomonas aentginosa bang Kocuria
rhizophila (Micrococc.us luteus) ATCC 9341. Trong
treong hop khéng can vi khuén tao nha bao thi co thé thay
thé Closiridium sporogenes bang Bacteroides vulgatus
(ATCC 8482).
Céc ching nay khong dugc cay chuyén qua 5 1an ké tir
chiing géc.
Chuing dung kiém tra FTM gom Ciostridium sporogenes,
Pscudomonas aeruginosa, Staphyiococcus alirem. Chung
dung kiém tra TSB gom Aspergilius brusiliensis, Bacilius
subtilis, Candida albicans. Cac chung thich hgp khac
cling c6 thd st dung néu dwgc co quan Kiém dinh Qudc
gia chap thuan.
Mbi truong dat yéu cau vé tinh tang sinh néu cac ching
vi khuan trong cac chai/éng mdi truéng moc trong vong 3
ngay, cac chliing ndm trong cac chai/6ng mdi trudng moc
trong vong 5 ngay.
Mau kiém tra
S6 lwgng vac xin/sinh phdm can cho 1 Ian kiém tra vo
triing tuy thudc vao s luvgng thanh phdm maéi loat va dang
dong goi clia véc xin/sinh phdm, can 18y mau dai dién cho
qua trinh déng one liic dau va cudi.

Bctng 2 - S6 luvgng méu can cho thr nghiém vo trang

S0 lvong mau can ldy (Lo/6ng)

S6 lwong .. .
thanh pham Luong vac xin/ Lwomg vac xin/
(1.0/6ng) sinh phdm trong  sinh pham trong
' 1 mbilo>2ml moi lo <2 ml
<100 10% nlumg khéng  20% nhung khong
it hem4 it hon'8
>100 va <500 it nhat 10 it nhét 20
> 500 ft nhat 20 it nhat 40

Vac xin-sinh pham duogc chia déu dd cay vao moi loai
mdi trueong.
Phuwong phap thyc hién

1ién hanh theo phuong phdp mang loc hodc phuong phap
cay truc tiép.

Ky hiéu

» ATCC 6538, CIP 4.83, NCTC 10788, NCIMB 9518, NBRC 13276
\ ATCC 6633, CIP 52.62, NCIMB 8054, NtiRC 3134

; ATCC 9027, NCIMB 8626, CIP 82.118, NBRC 13F-5~~

" ATCC 19404, CIP 79.3, NCTC 532, ATCC 11437, NBRC 14293

\ ATCC1023I" IP 48.72, NCPF 3179, NBRC 1594

ATCC 16404, IP 143 1.83, IMI 149007, NBRC 9455

Phwvong phap mang loc
Str dung phwong phap mang loc khi ban chét cta vac xin/
sinh pham cho phép: cac dung dich c6 thé qua dwoc mang
loc; cac ché phdm chira con, dau, cic ché pham cd thé tron
hodc tan trong dung moi la nwéc hodc dau (cac dung 1A
khong chtra chét (rc ché vi khuan/nam).
B0 loc vad mang loc phai duoc tiét trung truée khi str dung.
St dung mang c6 kich thudc 16 loc nhd hon hodc bang
0,45 pm, dudng kinh khoang 47 mm. Mang celulosc nitrat
dung cho cac duné dich c¢6 dung méi la nwéc, dau va cac
dung dich c6 dd con thdp. Mang celulose acetat dung cho
céc dung dich cé do con cao.
Tham wét mang loc bang dung dich v trung thich hop,
chéng han dung dich pepton liong do 1g/L, pH 7,1 + 0,2.
Cho méu thir trwee tiép 18n mang loc, hit mau qua mang loc
bang mét bom chan khéng.
Neu vac xin/sinh phdm c6 dic tinh (rc ché sw phat trién
clia vi khuan/ndm, rira mang loc it nhét ba Ian bang dung
dich rira. Loai dung dich rira va thé tich moi Ian rira dwoc
xac dinh trong th®* nghiém dd phu hop cta phuong phép.
Khong rira mang loc quéa 5 1an. mdi 1an 100 mL ke cé khi
th(r nghiém do phu hop cua phuong phap chi ra rang nhw
thé la chua du dé loai bo anh hwong cua chat tc ché.
Cho mdi truong vao binh chita mang loc ctia bé loc hodc
cat mang loc thanh hai phan bane nhau rdi cho méi phan
vao mot chai mdi trwdng nudi cav.
Céac dong tac cho mau thir 1én mang loc, cat mang loc va
chuyén vao mdi triedng nudi cdy phai dwoc thuc hién trong
diéu kién v trang dé tranh lav nhiém tir bén ngoai.
Phuong phap cay truc tiép
Bang 3 - Thé tich vac xin/sinh phdm can 18y tir mdi lo dé
cdy vao mdi loai mai truong

Theé tich co trong Thé tich t6i thiéu cho moi

mdi lo loai mdi trudng
< 1niL Toan box\_/ac xin/sinh pham cé
trong moi lo
Tir 1mL dén 20 mL 1mL
> 20 mL va < 100 ml. 5mi.

10 % véc xin/sinh phdm cd
trong moi lo nhung khong it
hon 20 tnL

> 100 mi.
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cdy truc tiép vac xin/sinh pham can kiém tra vao moi
trwong sao cho thé tich mau thir khéng qua 10 % thé tich
moi trwdng (trlr tnrong hop dac biét).

NG6u vac xin/sinh phdm co tinh chédt tc ché sy phat trien
cua vi khuén/narn, phai loai bé dugc dac tinh (¢ ché nav
bang céach trung hoa vai mdt chét trung hoa thich hop hodc
hoa loang trong thé tich moi trwdng du 1on khi thuc hién
thi¢ nghiém vo trine véc xin/sinh phdm. Nén xac dinh thé
tich moi trwong du 16n dé loai bé dwgc anh hwdng cua chat
e ché. Moi lan xac dinh, thé tich nay dugc st dung cho
nhitng 1an thtr nghiém sau dd, trv khi cd thay doi trong
thanh phan ciia vic xin/sinh pham.

D0i vai cac vac xin/sinh phdm ma chinh mau thw lam duc
moi truong hodc lang cdn & day 6ng modi tnrong téi mic
khong xac dinh duoc co hay khdng co sw phat trién clia vi
khuan/ndm; sau 3 dcn 7 ngay nubi cdy, cay chuyén it nhét
1mL ctia mbi 6ng modi trwdng do sang ong mdi trung méi
twong ¢ng.

G moi truong va tl' 0 doi

0 FTM ¢ nhiét d6 30 cc dén 35 °c it nhdt 14 ngay, U
SODM (hodc FTM khi dling thay thé) & nhiét do 20 °c dén
25 °c it nhat 14 ngay. Cac dng moi trwong cdy chuyén U
trong thoi gian it nhat 7 ngay. Theo d&i cac 6ng mdi trudng
vao nhitng khoang thdi gian thich hgp va vao ngay cudi
cling dé phat hién sw phéat trién cta vi khuan/nétn trong cac
ong moi truong.

banh gia két qua

NEéu khéng co sw phat trién cta vi khuan/ndm trong cac
6ne moi truong cdv vac xin/sinh phdm, mau kiém tra dat
yéu cau vé vo trung.

Néu c6 si phat trién clia vi khuan/ndm trong cac ong mai
truong cdy vac xirTsinh phdm, mau kiém tra khong dat
yéu cau vé vo trung trir khi cé the chirng minh thir nghiém
da thrc hién khong cé gia tti bang cach thuc hién lai thie
nghiém hodc bang phuwong phéap khac.

Thir nghiém khdng c6 gid tri khi xay ra mdt trong cac trwong
hop sau:

Két qua gidm sat vi sinh méi treong trong khi thwc hién
thir nghiém khoéng dat yéu cau;

Sau khi xem xét lai qui trinh thic hién thé nghiém phat
hién ra sai sot;

C6 vi khuan hodc ndm moc trong cac chirng am;

Chung phan Iap tir thir nehiém dugc xac dinh chao chan la
do nguyén vat liéu hodc ky thuat trong qua trinh thuc hién
th&r nghiém.

Th nghiém tinh phu hup ctia phwong phap

Thuc hién thir nghiém tinh phu hgp cua phuong phép khi:
—Kiém ira vo triing cho san phdm méi;

- Khi co thay déi trong diéu kién thwc hién thir nghiém vé
tring vac xin/sinh pham.

Thir nghiém nay nén dugc thyc hién dé chiing to thir
nghiém vo tring c6 kha nang phat hién dwoc vi khuln/
ndm c6 trong mau thir, nhat 1a khi vac xin/sinh phdm c6
kha nang tic ché sy phat trién cla vi khuan'nam.
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Thec hién thu nuhiQin giong nhu thic hién thir nghiém vo
trung Vvac xiu sinh pham, chi khéc & nhitng diém sau:
Phuong phéap mang loc: Sau khi d4 cho véc xia/sinh phadm
qua mang loc, cho thcm khong qua 100 CPU chiing thtr
thach vao dung dich rlra mang loc lan cudi cung.

Phuong phéap cay truc tiép: Sau khi da cdy vac xin/sinh
pham vao méi trwdng, cho thém khong quca 100 CFU chiing
thir thach vao moi 6ng méi truong.

S dung cling chung thir thach véi thir nghiém kiém tra
tinh tang sinh. Thuyc hién thir nghiém kiém tra tinh tang
sinh 1dm chirng duong.

0 tit ca cac ong mdi truong da cdy vac xin/sinh pham
khong qua 5 ngay.

Neu sau 5 ngav nuéi cay, c6 dau hiéu moc cua vi khuan/
ndm trong cac 6ng moi trwdng chira vac xin/sinh pham va
khong yéu hon mirc do moc trong cac 6ng ching dirumg
thi véic xin/sinh phdm khong chita chét trc ché sw phat trién
clia vi khuan/ndm hodc anh huéng clia chat (rc ché da duoc
loai bd. Thir nghiém vo tring vac xin/sinh phadm c6 thé
duoc thuc hién ma khong can phai thay doi.

NéEu sau 5 ngay nudi cdy, khéng cé dau hiéu moc cta vi
khudn/ndm trong cac 6ng méi truong cdy vac xin/sinh
phdm hodc yéu hon mirc d6 moc trong céc dng ching
dwvong thi vic xiuTvinh phdm c6 chira chat &rc chd 1am anh
huwong dén sy phat trién cla vi khuan/ndm. Thay doi diéu
kién thyc hién thtr nghiém vo trang vac xin/sinh pham va
nhac lai thir nghiém do pha hop cta phuong phap.

75.8 MOl TRUONG DUNG BE PHAT HIEN VI
KHIIAN HIEU KHI, KY KHI VA NAM

Quy dinh chung

Moi trudng nudi cdy dung dé kiém tra vo tring phai do
co quan Kiém dinh Quéc gia quy dinh. M6i truong nay
phai bao dam sy phét trién tot cho phan lén cac loai vi
sinh vat hiéu khi, ki khi thvimg c6 trong khéng khi cua
CO SO’ Sdn Xuét.

Pe kiém tra tinh v0 triing clia cic sinh pham phai ding
moi tnrong thioglycolat 1éng. Thanh phan clia mdi trwong
dwgc mé th trong phan tiép theo. Moi loat moi trudng
thioglycolat méi dwgc didu ché phai dwoc kiém tra vé tinh
vO tring, kha ndng lam cho vi sinh vat phat trién (dinh
dudng) va tinh trung hoa.

DE kicm tra tinh vo triing clia cac ché pham khong c6 chat
bdo quan thimerosak méi trwong phai dwgc ding trong
vong 3 tuan Ié ké tir ngay pha ché. Moi trudng sau khi san
Xuat phai bao quan o lihiét d6 phong va tranh anh sang.
Dé kiém tra sinh phdm c6 chira thimerosal co thé ding méi
tredng ihioglvcolat pha méi, mdi trwdng phai dwoc ding
trong véng 7 ngay den 10 ngay, ké tlr ngay san xuét.

Thoi han slr dung cu thé clia mdi treong thioglycoiat duoc
xac dinh bang cach kiém tra tinh chét trung hoa cltia m6i
treong sau khi pha ché.

Thanh phan va cach pha ché méi truong Thioglycolat
I16ng: Xem muc Moi treeng nudi cdy cla Phu luc 15,7
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159 KIEM TRA BOC TINH BAC HIEU (AN TOAN
DAC HIEU) TRONG VAC XIN BCG BONG KHO

Thir nghiém “Kiém tra doc tinh dac hiéu (an toan dac hiéu)
trong vac xin BCCi déng khd” dung dé phét hién doc tinh
d&c hiéu clia véc xin BCG dong kho do Mycobacteria gay
ra. Thit nghiém nay duoc ap dung ddi véi mau ban thanh
pham hodc mau thanh pham véc xin BCG.

Dung it nhat 6 chudt lang cling gi¢i (néu la chudt cai phai
khdng dwgc c6 thai) co phan (rng am tinh vé&i tuberculin,
can niang moi chudt khoang 250 g dén 400 g.

Tiém dudi da cho mdi chudt mét lidu véc xin twong dwong
v6i it nhat 50 lidu tiém trong da cho ngu®i. Sau khi tiém
vac xin, phai theo ddi chudt lang it nhét 14 6 tuan. Cubi thoi
ky theo ddi, tat ca chu6t lang déu phai dugc mé. kiém tra
dai thc cac phi tang xem cé cac dau hiéu ctia bonh lao tién
trién khong. Mét khac, trong thoi ky theo di néu c6 chudt
nao chét cing phai rd kiém tra nhw trén. Neu sau 6 tuan
theo ddi cac chudt déu khoe manh, tang can; khéng ¢ biéu
hién bénh lao tién trién va it nhat c& 2/3 s6 chudt séng sot
cho dén hét thoi gian theo ddi thi loat véc xin BCG d6 dat
yéu cau Vvé an toan dac hiéu.

Trong vong 42 ngay theo doi, néu c6 hon 1/3 s6 chudt lang
th&r nghiém chét nhung xac dinh khéng phai chét do lao thi
thir nghiém dwoc 1ap lai. Néu:

Lan thtr nghiém th nhat khong dat yéu cau va khong c6
gia tri (invaiid test); Thir nghiém nh&c lai chi can tién hanh
v6i it nhat 6 chudt lang khac.

Lan thir nghiém th+ nhat khong dat yéu cau va cé gia tri
(valid test); Thir nghiém phai dugc nhac lai vai s6 lvong
mau va s6 lugng chudt gap doi.

Néu trong lan thir nghiém thr 2 van c6 hon 1/3 s6 chudt
lang chét (ké ca dugc xac dinh chudt chét khong phai do
lao) thi loat vic xin BCG d6 coi nhu khong an toan va
phai xem xét lai ngudn cung cdp chudt, hodc/ va kiém tra
quy trinh san xuét voi s xac nhan clia co quan Kiém dinh
Qudc gia.

Neu trong lan thi* nghiém nhac lai cac chudt déu khoe
manh, lang can, khéng c6 biéu hién bénh lao tién trién va
it nhat c6 2/3 sO chudt song sét cho dén hét thoi gian theo
ddi thi loat vic xin BCG d6 dat yéu cau vé tinh an toan
dac hiéu.

Neu phat hién thay chudt co bi€u hién ctia bénh lao tién
trién thi loat vac xin d6 phai hdy bé va phdi dinh chi san
xuét céc loat vac xin tiép theo. Toan bd vac xin trong kho
phai gilr lai dé tién hanh thanh tra va tim ra nguyén nhan.
Viéc san xudt chi duoc tiép tuc khi cd sw chap thuan cla co
quan Kiém dinh Quéc gia.

15.10 THONGHIEM NHAN DANG HUVET THANH
MIEN DICH

Muc dich cla thr nghiém nhan dang huyét thanh mién
dich la nhdam khang dinh huyét thanh thir nghiém chi chira
protein tir loai dong vat danu ky trong san xuat.

C6 thé tién hanh theo 1 tront! 2 k¥ thuat sau:

PHU tuc: 15

K¢ thifat khuéch tan mién dich (Ouchterlony)
Nguyén iy

Ky thuat nay dwa trén nguyén Iv khuéch lan kép tv do clia
khang nguyén va khang thé tlr cac giéng riéng biét duoc
tao trong gel agarose 1% vao moi tredng va tao thanh
cung tda do phan (rng dac hiéu cla ching.

Vat fiéif va thiét hj

Phién kinh.

Agarose 1% trong dém phosphat pH 7,4.

Hop am.

Huyét thanh mién dich thir nghiém.

Huyét thanh khang loai.

Dung dich nhuém: Coomasie blue 0,025 %.

Dung dich tdy mau: Methanol - acetic acid - nwéc cat
(4:1: 5).

Tién hanh

D0 gel agarose 1% lén phién kinh.

Dung dung cu duc giéng loai c6 dwong kinh 3 inm lao 7
giéng trén phién kinh (1 giéng ¢ gifta, 6 gidng cach déu
xung quanh). Nhé huyét thanh khang loai vao cac giéne
Xung quanh va huyét thanh thir nghiém vao gidng @ gila.
Dit phién kinh vao hop dm hr 12 h dén 48 h.

Nhudm gel voi dung dich nhudm coomasie blue 0,025 %.
Tay mau bang dung dich tdy mau, sau dé rira bang nwéc cat.
Dé khé phién kinh 6 nhiét dé phong.

K¥ thuat dién di mién dich

Nguyén iv

Duwéi tac dong cua dién trwong va trong moi trwong gd
agarose, khang nguyén tich didn am tir giéng & phia cwc am
va khang thé tich dién dwong tir giéng & phia cwc dwong sé
di chuyén ngugc chiéu nhau, khi gdp nhau sé hinh thanh
dwong tha cé thé nhin thay dugc.

Vat liéu va thiét bi

Phién kinh.

Thach 3 % tron{ nuéc cat.

Agarose 1,5 % trong dém barbital pli 8,4.

Huyét thanh mién dich thir nghiém.

Huyét thanh khang loai.

May dién di, nguon dién.

Dung dich nhudm, rira, tdy mau....

Tién hanh

D0 thach nén 3 % lén phién kinh.

D0 agarose 1.5 % Ién trén thach nén.

Sau khi agarose dong, duc 2 giéng cd dwong kinh 3 mm,
khoang cach gitta 2 giéng la 4 mm dén 5 mm. Nhd huyét
thanh thir nghiém va huyét thanh khang loai vao mdi giéng.
bat phién kinh vao may dién di.

Tién hanh dién di & 10 v/crn tr 10 min dén 60 min iuy
thir nghiém.

Nglrng dién di, quan sat két qua.

Pe dé quan sat dudng tda, can loai protein khéng tla
bang cach ngam phién kinh trong dém PBS. Phi gidy loc
Whatman lén phién kinh va sav i+ 37 °c dén kho.

Nhudm xanh v&i Coomasie blue trong 20 min.

Tay mau, rira voi nudc cét, do kho.
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Nhan dinh két qua

Huyét thanh mien dich Lhl nghiém dwoc nhan dang ding
khi xuét hién dwong tla gitta mau thtr nghiém va huyét
thanh khang loai tvong (ng,

15.11 XAC PINH AN TOAN CHUNG CUA VAC XIN
VA SINH PHAM

Xac dinh doc. tinh bét thwdong trong vac xin - sinh pham
duoc tién hanh trén chudt nhat va chudt lang. Triéu ching
nhiém doc trén chudt co thé biéu hién nhu sau:

Thay doi dién mao bén ngoai, xu 16ng.

Trang thai bat thwong, gidm hoat dong.

Chu0t giam can.

Chuot chét (lo nhiém doc.

Trén chudt lang

Moi thir nghiém ding 2 chudt lang, can nang moi chudt hr
250 g dén 350 g, chua dung cho thi nghiém nao truéc do,
khdée manh, tang trong binh thudng trong thoi gian cach ly
3 ngay dén 7 ngay.

Tiém Obung cho mdi chudt | lidu tiém cho ngudi nhung
khdng qua 5 ml; trlr mot s& vac xin, sinh phdm dac biét sé
theo chuyén luan riéng. Liéu cho ngudi duoc trinh bay trén
nhén san pham.

Can tung con trivdc khi tiém va can it nhat 1 1an vao cudi
giai doan theo ddi. Chudt phai duoc quan sat ky 2 h dau
sau tiém va hang ngav trong sudt 7 ngay dé phat hién dau
hiéu 1am sang 6m do nhiém dac.

Thir nghiém dat yéu cau néu toan bd chudt thi nghiém
khoé manh, tang trong va khdng co biéu hién bénh Iy hodc
nhiém doc.

Neu cé nhiéu hon 1 chudt chét thi thir nghiém khong dat
yéu cau (néu thir nghiém dé da dwoc xac dinh la cé gia tri).
Neu c6 1chu6t chét hoic chi ra ddu hiéu 6m do nhiém doc.
trong lan thr dau tién (th® nghiém cé gia tri), can lam fai
th&r nghiém véi s6 lugng chudt gdp doi va lwong mau thir
gdp doi. Thir nghiém dat yéu ciu néu trong 1an thir nghiém
thir 2 khéng c6 chudt nao chét hoac chi ra ddu hiéu 6m do
nhiém doc.

NEu thir nghiém 1an dau khong co gia tri thi thi nghiém
1ap lai v6i s6 lwong mau va s6 lugng dong vat thi nghiém
bang lan dau.

Trén chudt nhat

Mai thtr nghiém ding 5 chudt nhat Swiss, can ning moi
chudt tir 17 g dén 22 g, chua dung thi nghiém nao truéc do,
khoé manh, tang trong binh thwdng trong thoi gian cach Iv
3ngay.

Tiém 6 bung 1 liéu tiém cho nguoi nhing khdng qua 1 ml,
trir mot s& vac xin sinh phdm dac biét sé theo chuvén luan
riéng. Liéu cho ngudi dwgc trinh bay trén nhan san pham.
Can tirng con triedc khi tiém va can it nhat 1 1an vao cudi
giai doan theo ddi. Chudt phai dugc quan sat k§ 2 h dau
sau tiém va hang ngay trong suét 7 ngay dé phat hién dau
hiéu 1am sang om do nhiém doc.
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Thir nghiém dat yéu cau néu toan bd chudt thi nghiém
khde manh, tang trong binh thwong va khéng cé biéu hién
bénh ly hoc nhiém ddc.

Néu c6 nhiéu hon i chu6t chét thi thtr nghiém khong dat
yéu cau (néu thir nghiém la cé gia tri).

Néu c6 1chudt chét hodc chi ra ddu hiéu 6m do nhiém doc
trong lan thir dau tién (th® nghiém co gia tri) can lam lai
thir nghiém véi s6 luong chudt gdp déi va lugng mau thir
gap doi. Thir nghiém dat yéu cau néu trong lan thir nghiém
thir 2 khéng c6 chudt nao chét hodc chi ra ddu hiéu ém do
nhiém ddc.

Neu thr nghiém lan dau khong cé gia tri thi thtr nghiém
i3p fai vai s6 lwong mau va sé lugng dong vat thi nghiém
bang lan dau.

15.12 XAC BPINH CHAT GAY SOT TRONG VAC XIN
VA SINH PHAM

Thir nghiém chét gay sot la phuong phap sinh hoc diing dé
déanh gia tinh chat gay sét cla véc xin, sinh pharn dua trén
st tang than nhiét cta thdé truwéc va sau khi ticm vao tinh
mach dung dich mau thi.

Lwa chon ddong vat thi nghiém

Tho khoé manh, trvéng thanh, duc hodc cai (nhung khdng
dwgc mane thai), can nang khong it hon 1,5 kg, dugc
nudi dwdng bang thirc &n khong chira chat khang sinh
va khong bi tut can trong subt 1 tuan trwéc thir nghiém.
Trong thoi gian 3 ngay trudc khi thi nghiém, khdng st dung
thd nay cho nhitng thi nghiém twong ty khac. Ciing c6 thé
st dung nhitng tho tridc dé 3 tuan da lam thir nghiém chéat
gay s6t nhung két qua 1an thir triede 1a am tinh.

Phong thi nghiém

Thi nghiém dugc ti€n hanh trong phong yén tinh, tranh
moi tiéng déng va anh sang lam anh hwdng dén két qua thi
nghiém va nhiét dd phong khdng chénh Iéch 3 °c so voi
noi & cl.

Tho dugc nudi riéng trong phong yén tinh c6 nhiét do
20 °c dén 25 °c, cho an thirc an téng hop khong cé chét
khang sinh. Trudc ngay tiém, dé thd nhin an qua dém
(nhwng dugc ubng nwdc) cho dén khi thi nghiém két thic.
Khong cho uéng nwéc trong thoi gian dang lam thi nghiém.

Thiét bi, dung cu

Nhiét ké: B¢ do nhiét do clia thd cé thd dung nhiét ké hodc
thiét bi dién c6 do chinh xac 0,1 °c. Khi do nhiét do, nhiét
ké phai dat sau trong truc trang tho it nhat 5 cm, phai dé t6i
thiéu 5 min. Néu dling thiét bi dién, phai dat yén trong truc
trane it nhat 90 min truéc khi tiém va gilv nguyén vi tri dé
suot thoi gian thi nghiém.

Dung cu thuy tinh, bom tiém, kim tiém: Tat ca phai dugc
rira sach bang nudc pha tiém (WFI) va sdy khd 250 °c
trong 30 min hodc 200 °c trong 60 min, néu dung dod nhua
phai khong chia chét gay sét va phai vo trung.
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Long tho chuyén dung:

Trude khi bat dau, dét thé trong 16ng chuyén dung trong
tw thé théa mai khong it hon 1h va duy tri & d6 trong sudt
thoi gian 1am thi nghiém.

Th nghiém tham do (preUminary test)

1ngay dén 3 ngay trwdc khi tién hanh tiém véc xin, sinh
pham can kiém tra so b ve tinh nhay cam cho cac tho thi
nghiém bang cach tiém vao tinh mach 10 ml dung dich
nwéc mudi sinh ly 0,9 % khong chira chat gay sot da dugc
lam &m 1én khoang 38,5 °c cho mdi kilogam can ning thd
(10 ml/kg). Ghi nhiét d6 trwdc tiém va tiép tuc trong vong
3 h sau khi tiém dung dich nuéc mudi sinh ly. Neu thé nao
c6 nhiét do dao dong so vai nhiét do ban dau > 0,6 °C sé bi
loai, khéng dung dua vao Ihtr nghiém chinh.

Thir nghiém chinh (main test): Di véi mau vac xin,
sinh pham.

Tho thi nghiém la tho dat cac tiéu chudn tron, dugc dé
trong 16ng chuyén dung it nhat 60 min dé on dinh. Sau do6
tién hanh do nhiét do thd 2 1an mai 1an cach nhau 30 min
(néu do tay) hodc theo chwong trinh cai dit (néu do bang
thiét bi). Nhiét dé ban ddu cta tho la gia tri trung binh clia
céc lan do nay. Tiéu chudn dwa vao thi nghiém la nhitng
thd cé nhiét d6 chénh léch gilta c&c Ian do khéng qua
0,2 °C va nhiét do ban dau nam trong khoang 38 °C dén
39,8 °C. Mbi mau thir dwoc tiém cho mot nhém thd 3
con, nhiét do chénh léch trong nhém khdng qua 1 °C.
Dung dich dung dé tiém tho 1a vac xin, sinh phdm néu &
dang 16ng hodc duoc hoan nguyén bang dung dich nuéc
hoi chinh di kém néu & dang déng khd. Trir mot s6 vac
xin, sinh pham dac biét sé theo chuyén luan riéng (cé thé
dugc pha lodng bang dung dich nwéc mudi sinh ly khong
chtra chat gay sot).

Tiém cham dung dich vao tinh mach vanh tai ctia moi
thd trong khoang thoi gian khdng kéo dai qua 4 min.
Thé tich duoc tiém cho mdi thd twong Gng véi 1 ml/kg
can ndang. Nén lam dm dung dich dén 38,5 °c truéc khi
tiém. Do nhiét d thdé & nhitng khodng thoi gian tuy thudc
vao thiét bi st dung (néu do tay ctr 1h do 11an; trwong hop
dung thiét bi, nhiét dé dugc do tw dong theo chwong trinh
cai dat) trong khoang thoi gian 3 h sau khi tiém. Nhiét do toi
da la nhiét do cao nhéat do dugc trong khoang thoi gian nay.

Danh gia két qua

Pép ng ctia mdi tho 1a hiéu s6 clia nhiét do t6i da sau khi
tiém mau th va nhiét dd ban dau.

Pap rng clia thd bang 0 néu nhiét do toi da sau khi tiém
bang hodc thdp hon nhiét do ban dau.

Mau thir droc coi la dat yéu cau V& liéu chudn chét gay sot
ncu nhiét dd chénh léch ctia mdi thd < 0,6 °C va téng nhiét
dd chénh léch cta 3 thd < 1.3 °C. Néu > 2,4 °C coi nhw
khong dat yéu cau. )

Néu téng nhiét do chénh léch cla 3 tho nam trong khoang
> 1,3 °C dén 2,4 °C thi thir nghiém can phaT tién hanh thém
tren 3 thd khac. MAu thir dat yéu cau veé tiéu chudn chat
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gay sot khi tong nhiét d6 chénh Ioch (cong don) clia ca 6
thd < 3°c. Nau >4,1 °c coi nhu khdng dat ycu cau.

NEu téng nhiét do chénh léch (cbng don) cha 6 thé nam
trong khoang > 3 °c dén 4,1 °c thi can phai lam thém lan
cudi trén 3 thd khac. MAu thir dugc coi 1a dat yéu cau vé
tiéu chudn chat gay sot khi téng nhiét do chénh léch clia 9
tho (cong don) phai < 4,9 °C. Néu > 4,9 °C coi nhu khdng
dat yéu cau va phai hly véc xin hay sinh phdm thw nghiém.

15.14 PHUONG PHAP LAY MAU VA LUU MAU

Tiéu chudn nay quy dinh phuong phap 18y mau cho cac
loai v&c xin sinh phdm sau day:

Céc loai vAc xin lam tu vi khu&n hoc virus, dung dé phong
bénh cho nguoi.

Céac dung dich ding dé hoi chinh cac sinh phdm dang
déng khé.

Céc sinh phdm diéu tri: SAT, SAD,....

PHUONG PHAP LAY MAU

Nguyén tac

Phai 14y mau & cong doan san xudt, vai s6 lvong da tinh
dai dién.

Cac mau phai 1dy trong didu kién vo khudn béng nhitng
dung cu da v6 khuan.

Céch 1dy mau
Mau duoc ldy trong céc giai doan sau:

L&y mAau ban thanh phdm cubi cung

Tiwgc khi 18y mau phai lac k§ chai hodc binh chita ban
thanh pham cudi cung. LAy it nhat 10 ml cdy vao trong 2
loai mdi trwong the.

L&y mau trong qua trinh déng 6ng

Pe kiém tra tinh vd khuén trong qua trinh déng 6ng phai
ldy mau it nhat tai thoi diém dau, gitra va cubi qua trinh
dong 6ng. Téng s6 mau Iy tiy thudc s6 lugng thanh pham
(xem Bang 15.14).

Doi véi qua trinh dong 6ng ma sau do sinh phdm phai
dong kho thi sau giai doan dong kho ciing phai ldy mau dé
kiém tra vo khuan.

L&y mau thanh phdm

Mau thanh phdm can kiém tra phai dam bao dai dién cho
ca loat thanh phdm. Mau I8y kiém tra phai bao gdm ca mau
cla giai doan dau, giai doan gilta va cudi cua qua trinh
déng ong. Neu loat ban thanh phdm cling trong binh chiia
(tank), nhung dugc déng lam nhiéu 1an, thi mau ldy cla
moi lan (goi la mdt loat dong 6ng) phai dai dién cho loan
b6 qua trinh dong Ong cla lan d6 va dugc kiém tra riéng
vé mat vo tring, s6 lugng mau can 1ay dé kiém tra do co
quan Kiém dinh Qudc gia quy dinh.

S6 lwvgng mau lay
MO6i giai doan phai ldy s6 mau pht hop dé kiém dinh.
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Bang 15.74 - S6 hrong mau dwoc 14y cho thir nshiém vo khuén vac xin, sinh pham
Thé tich dugc dong trong 1 6ng hodc lo vac xin, sinh phdm
0,5 ml 1m! dén 1,5 ml >2ml
Soluongthanh — ro 5 x  KPBP Tongss  sx  : KIMP TongsS  sx  : KIODP
phém /loat ' '
M O M 6iM 6IM O01M 6!'M 86 M O M16IMI O
! Tlr 501 dén 1000 6 16 2 :8 2 8:6 12 3 6 :3 6 12 12 6 6 61 6 |1
. Tr1001d6n2000 :24 12413 :12 3 12 8 16 418’4 18'18 18 91919i 9 1
| Tr2001G6n3000 124 243 172 .3 {1, .10 2014 110 5 i10;22 22 11)un'un u
Tr3001én4000 ;24 2403 1213 ;1p 12 2416 112274 112126 26 13 13113; 13 !
Tir 4001 dén 5000 2 R 4 .14 1114 28i7 w4 7 14 28 28 lv Uluj 14 ;
Tir 5001 dan 6000 32 32 4 1614 ;16: 16 32m8 16 8 16 32 N2 16 61161 16 i
: Tlr 6001 dén 7000 2 R 4 16i4;:;161'16 32 8 16.8 ,16:34 34 171171171 17 }
i Tlr 7001 dén 8000 40 40 5 ;2015 20+18 36 9 i18i9 |18 36 36 18| 18118 m 18 !
| Tlr 8001 dén 9000 140 i40"'5 ;20 5 .20 20 40,10120110;201 38138 19:19119: 19
i Tr 9001 dén 10000 140 40 ;5012015 w20 20 40| 10;20:10 20 40 40 20 20 120,_20 i
1> 10.000 140 . 40 | 5&20!5 20 20 40 j10pi20j10120 40 40 20120120120 *
Ghi chu:

M: S6 mau duoc 1dy dé kiém dinh.
SX: Kiém dinh san xuét (cap I).

Cong thirc Ty mau dé kiém tra theo quy dinh ctia T8 chirc
Y té Thé giti ia 0,4 ; trong d6 N la s6 lugng 6ng, lo
clia loat thanh pham dé.

D0oi v6i loat thanh phdm c6 it hon 100 6ng thi phai lay
10 % s0 6ng dé kiém tra.

Can luu y: Riéng voi thir nghiém v trang, s6 lvong mau
Idy & mdi giai doan phai du cho it nhat 3 1an thir nghiém
phong truong hop phai nhac lai thir nghiém.

Lwu mau

MO0i loat sinh phdm thanh phdm déu phai gitt mau luu.
Mau lwu nay dugc gitr cho dén khi vac xin va sinh pham
hét han st dung. Phai ghi nhan can than so loat va tcn sinh
phdm. Cac co s& san xudt can phai luu mot lugng mau da
dé co thé tién hanh kiém tra vo khuén lai khi can thiét.

S6 1an kiém dinh

Thong thudng, s6 lugng mau 18y phai bao dam cho cac thir
nghiém kiém dinh clia 3 cdp nhw sau: Kidm dinh san xuat
(kiém dinh cdp 1); Kiém dinh dia phwong (kiém dinh cép
I1) va Kiém dinh Quéc gia (kiém dinh cap IlI).

S0 lvgng mau lay dé kiém tra vé khuan cla san pham
toi thi€u phai di cho kiém dinh san xuét, kiém dinh dia
phrong va luu mau. Neu Kiém dinh Qudc gia cin kiém
tra lai thi nghiém vo khuén thi s6 lwong mau thir bang s6
lrong mau ma kiém dinh dia phuong da lam.

Trudng hop can hiy mot loat sinh pham do khéng dat tiéu
chuén Iy hoc (duc, tda) thi toan bd sé dng do phai chuyén
qua kiém dinh dia phwong dé tim nguyén nhan.

S6 lwgng thanh pham céan lay dé kiém tra vo khuan sé tav
thudc vao téng s6 6ng ctia moi loat va thd tich sinh phdm
c6 trong 16ng hodc lo (Bang 15.14).
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0: s6 luong lo véc xin, sinh pham 14y dé kiém tra vo khuan.
KDDP: Kiém dinh dia phwong (cap ).

Xt ly mau
Mau kiém dinh phai bdo quan theo nhitng quy dinh phu
hop cho tirng loai sinh phdm va phai dwoc tién hanh kiém
dinh ngay. Neu chua kiém dinh dwogc, nhat thiét phai bao
quan & nhiét do quy dinh.
Cac mau kiém dinh phai cé thong tin nhu sau:

Tén san pham;

Neay san xut;

S6 loat;

S0 lwgng san pham;

Yéu cau kiém dinh;

S6 lwong mau gtti kiém dinh;

Ngay ldy mau;

Pom vi glri mau;

Han dung;

Dang doéng gdi;

Nha san xuat;

Diéu kién bao quan;

S0 dang Ki.

PHUONG PHAP LUU MAU

Tai co quan kiém dinh quéc gia chi lvu mau sinh phadm &
dang thanh pham cu6i cung, mau luu phai dwoc bao quan
it nhat dén khi hét han st dung.

Mau luu do phong kiém dinh cap 2 giir tai cac co s& san
xuét. Cac mau kiém dinh cép 2 dugc ldy cung thoi diém
vGi mau glti cho co quan Kiém dinh Quéc gia. Mau g
Kiém dinh Qudc gia can hao quan ding nhiét do quy dinh
trong subt qua trinh van chuyén (trong truong hop don vi
san xuét ¢ cach xa co quan kiém dinh).



Dwoc DIEN VIET NAM V

Céac mau luu cla ting sinh phadm phai dugc dong goi cin
than, gén xi (hodc cd bang bdo dam) ngoai bao bi phcéi ghi
rd c&c thong tin sau:

Tén sinh pham;

S6 loat;

S6 lwong luu mau;

Ngay lvu mau;

Nhiét do bao quan trong thoi gian lwu mau.
Thoi gian lvu mau tdy thudc vao tirng loai sinh phdm va
han dung cua sinh pham dé.

15.15 XACBDINHHIEU GIAHUYETTHANH KHANG
pOC TO BACH HAU

Hiéu gia huyét thanh khang doc t6 bach hau duoc xéac dinh
bang cach so sanh kha ning trung hoa mot lugng c6 dinh
ddc t6 bach hau clia khang doc t6 bach hau thtr nghiém va
khang ddc t6 bach hau chuén thdng qua thir nghiém trung
hoa déc to trén chudt lang hoéc trong da tho.

Thtr nghiém trung hoa dac t6 bach hau trcn chu6t lang

xac dinh tiéu doc t6 bach hau thir nghiém (L4

iy 1a lvgng doc t6 bach hau nhd nhat con lai sau khi trung
hoa v6i 1 don vi qudc té (1U) clia khang doc to bach hau
chuén da dé gay chét 1 chudt lang cé khoi lwgng da xac
dinh trong thoi gian tr 4 ngay dén 6 ngay.

Pha huyét thanh khang ddc t6 bach hau chuan véi nwéc mudi
sinh Iy (0,85 %) dé cd dung dich khang doc t6 chia 3,0 1U/mll.
Pha doc t6 bach hau voi dung dich Jensen pepton dé cé
dung dich déc to chira 3 Lf/ml dén 4 Lf/ml.

Trong mét ddy &ng nghiém, lan lvot cho vao mdi 6ng:
1.0 ml dung dich khang doc t6 bach hau chuan chira
3.0 IU/mi, mot thé tich thay doi dung dich doc t6 bach hau
(vi du 0,6 ml; 0,7 ml; 0,8 ml; 0,9 ml; 1,0 ml;... tay theo déc
tinh clia doc t6 bach hau) va nuwdc mudi sinh ly dé vira da
6.0 ml trong moi 6ng nghiém.

L&c déu cac 6ng, d€ yén & 37 °c trong 60 min, tranh &nh sang.
Tiém 2,0 ml vao dudi da dui cho moi chudt lang can nang
tir 250 g dén 300 g, dung 2 chudt cho mbi dd pha.

Theo d6i va ghi chép s6 chudt bi chét trong thoi gian tir 4
ngay dén 6 ngay.

Céch xac dinh: Hon dich nao c6 lwong doc té bach hau nhd
nhat sau khi tiém gay chét 100 % chudt trong vong 4 ngay
dén 6 ngay sé c6 chira lvong doc to 3 L'"76ml hay 1L+ 2mi
(mot liéu tiérn/1 chuot lang).

Xac dinh hiéu gia huyét thanh khang doc té bach hau
La xac dinh s6 don vi quéc té khang ddc td bach hau c6 trong
1.0 ml ctia huyét thanh khane ddc t6 bach hau thr nghiém.

Pha huyét thanh khang ddc t6 bach hau chudn véi nwéc
mudi sinh ly dé c6 dung dich chtva 3,0 don vi qudc té /ml.
Pha doc t6 bach bau voi dung dich Jensen pcpton dé co6
dune dich doc to chira 3L+trong mét thé tich da xac dinh.
Pha huyét thanh khang doc t6 bach hau thir nghiém voi
nudc mudi sinh Iy d€ c6 cac do pha 1/300; 1/400; 1/500;
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1/600; 1/700; w ... tly theo hiéu gia c6 thé cd duogc cla
khang doc t6 bach hau thtr nghiém.

Trong mot ddy 6ng nghiém, lan lwgt cho vao moi
ong: Mot lvong dung dich doc t6 bach hau chira 3L+
3.0 inl dung dich khéang ddc td bach hau thir nghiém & moi
dd pha lodng va nuéc mudi sinh iy dé vira dd 6,0 ml trong
moi 6ng nghiém.

Pha mau chitng: Cho vao 3 &ng nghiém lan luot: Mot
lvgng dung dich doc t6 bach hau c6 chita 3 L+ mot trong 3
luong 0,9 ml; 1,0 ml; 1,1 ml dung dich khang doc t6 bach
hau chuén chita 3,0 IU/tnl va sau dé mot lugng nwdc mubi
sinh Iy dé vira dir 6,0 ml trong moi 6ng nghiém.

Lac déu cac 6ng, dé yén & 37 °c trong 60 min, tranh
anh sang.

Tiém 2,0 ml véo duéGi da dii cho mdi chudt nhat, ding
2 chudt cho mbi do pha.

Theo di va ghi chép s6 chudt bi chét trong thoi gian tir
4 ngay dén 6 ngay.

Cach tinh hiéu gia
Thir nghiém chi cé gia tri khi mau chirng c6 chia 0,9 mi
va 1,0 ml dung dich khang ddc t6 bach hau chuan gay chét
100 % chudt trong vong 4 ngay dén 6 ngay va mau chirng
¢6 chta 1,1 ml dung dich khang ddc t6 bach hau chuén
khong duogc gay chét chudt trong thoi gian theo dbi.
Dung dich nao cé chtra lvgng khang doc to bach hau thir
nghiém Ién nhat khéng bao vé dugc chudt trong thoi gian 4
ngay dén 6 ngay giong nhu méau chirng cé chira 1,0 ml dung
dich khang doc t6 bach hau chuén sé ¢ chira 1,0 IU/m.
Hiéu gia clia huyét thanh khang ddc t6 bach hau dwgc tinh
nhu sau:

Hiéu gia (IU/ml) = 1,0 XN
Trong dé:
N la 0 lan pha lodng khang doc t6 bach hau th®* nghiém;
1.0 1a s6 TU c6 trong dung dich khang doc t6 bach hau
chuén dung dé trung hoa 1L+trong thr nghiém.

Thr nghiém trung hoa dac to bach hau trong da tho

Xac dinh tiéu doc t6 bach hau thr nghiém (U/30)
L+30 la lvong doc t6 bach hau nho nhét con lai sau khi
trung hoa véi 1/30 don vi quoc té (IU) clia khang doc to
bach hau chuan di dé gay phan (ng Shick trén da thd
trong 48 h.

Pha huyét thanh khang doc to bach hau chuadn voi nuwéc
mudi sinh ly dé ¢ dung dich khang ddc to chira 1,0 1U/ml.
Pha doc t6 bach hau véi dung dich Jensen pepton dé co
dung dich doc t6 chira khoang 1,0 Lf/ml.

Trong mot day éng nghiém, lan lugt cho vao méi 6ng:
1.0 ml dune dich khang doc t6 bach hau chudn chia
1.0 IU/ml, mot thé tich thay dbi dung dich doc t6 bach hau
(vi du 0,2 ml; 0,3 ml; 0,4 ml; 0,5 ml; 0,6 ml; ... tuy theo
doc tinh clia doc t6 bach hau) va nuéc mudi sinh ly dé vira
da 3,0 ml trong mbi 6ng nghiém.

Lac déu cac dng nghiém va dé yén & 37 cc trong 60 min,
tranh anh sang.

PL-375
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Tiém 0,1 mi trong da thd, loai cé can nang tir 2,5 kg/con
dén 3,0 kg/con.

Theo ddi thd thir nghiém va do duwdng kinh quang do trong
vong 48 h.

Céch xac dinh: D6 pha nao cla doc t6 bach hau Lao phan
(rng Shick voi dwong kinh tr 12 mm dén 15 mtn sé co chira
30 L/730 trong 3,0 mi hay L730 trong 0,1 ml.

Xac dinh hiéu gia huyét thanh khang dac té bach hau
Pha huyét thanh khang doc t6 bach hau chuin véi nuéc
mudi sinh ly dé cé dung dich chita 1,0 dem vi qudc té /mi.
Pha doc t6 bach hau véi dung dich Jensen pepton dé cé dung
dich ddc td chira 30 L+30 trong mot thé tich da xac dinh.
Pha huyét thanh khang doc t6 bach hau tht nghiém voi
nwdc mudi sinh ly dé c¢d cac do pha 1/300; 1/400; 1/500;
1/600; 1/700;... tily theo hiéu gia cd thé cd dwoc clia khang
ddc t6 bach hau thir nghiém.

Trong mot ddy o6ng nghiém, fan lwgt cho vao moi
ong: M6t lwgng dung dich ddc t6 bach hau chia
30 L730 da xac dinh; 1,0 mi dung dich khang doc t6 bach
hau thir nghiém & moi do pha lodng va nudc mudi sinh ly
dé vira du 3,0 ml trong mdi 6ng nghiém.

Pha mau chting: Cho vao 3 &ng nghiém lan luot: Mot
lvgng dung dich ddc to bach hau chira 30 LV30, mot trong
3 lwgng 0,9 ml; 1,0 ml; 1,1 ml dung dich khang doc t6
bach hau chuén chtta 1,0 1U/ml va sau dé mét lvong nwéc
mudi sinh ly dé vira da 3,0 ml trong mdi ong nghiém.

Lac déu cac 6ng, d€ yén & 37 °c Tong 60 min, tranh anh sang.
Tiém 0,1 mi trong da thé, loai c6 can nang tir 2,50 kg/con
dén 3,0 kg/con, dung 3 thd cho mai thir nghiém.

Theo ddi thd thir nghiém va do duong kinh quang do trong
vong 48 h.

Cach tinh hiéu gia
Thir nghiém chi c6 gia tri khi mau chirng chiva 1,0 ml dung
dich khang doc to bach hau chuén tao phan img Shick voi
duwong kinh tir 12 mm dén 15 mm, Hon dich nao chira
lugng khang doc t6 bach hau thir nghiém Ién nhét tao phan
rng Shick véi duong kinh i2 mm den 15 mm tvong dwong
vGi mau chirng chira 1,0 ml khang doc t6 bach hau chuén
sé ¢6 chira 11U/mi.
Hiéu gia cta huyot thanh khang dbéc LS bach hau Lbk
nghiém duoc tinh nhu sau:

Hiéu gia (IU/ml) - 1,0 XN
Trong do:
N las6 lan pha lodng khang doc t6 bach hau thir nghiém;
1,0 la so lv cé trong dung dich khang doc t0 bach hau
chuén ding dé trung hoa 30 L730 trong thir nghiém

15.16 XACBINH HIEU GIAHUYETTIIANII KHANG
pOC TO UONVAN
Hiéu gia huyét thanh khang doc t6 uén van dwgc xac dinh

béng cach so sanh mic do bdo vé gilta liéu khang doc t6
uén van thir nghiém va khang ddc t6 uén van chuéan déi voéi
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chudt nhat trng c6 can nang tir 16 g dén 18 g sau khi da
trung hoa mot lugng ¢ dinh doc t6 udn van.

Xéac dinh liéu doc to6 udn van thr nghiém (L+/10)
L7i0 1a lvgng doc 16 nén van nhd nhat con fai sau khi
trung hoa véi 0,1 don vi QUi té (IU) cua khang doc té ubn
van chuan du dé gay chét 1 chudt cé trong lugng da xac
dinh trong thoi gian 96 h.

Pha khang ddc t6 udn van chuan véi nwdc mudi sinh ly dé
¢6 dung dich khang doc t6 uén van chira 0,5 1U/ml.

Pha doc t6 udn van voi dung dich Jensen pepton dé co
dung dich doc t6 uén van 3 Lf/inl dén 5 Lf/ml.

Trong mot day 6ng nghiém, 1an lvot cho vao méi dng: 1,0 ml
dung dich khang dbc t6 ubn van chuén chita 0,5 lw/ml, mot
thd tich thay ddi dung dich doc t6 udn van (vi du 0,1 ml;
0,2 ml; 0,3 ml; 0,4 ml; 0,5 ml... thy theo doc tinh ctia doc
t6 ubn van) va nwéc mudi sinh ly dé vira da 2,5 ml trong
moi 6ng nghiém.

Lac déu cac 6ng nghiém va dé yén & 37 °c trong 45 min,
tranh anh sang.

Tiém 0,5 ml dudi da lung cho mdi chudt nhat, dirng 4
chudt cho mdi do pha.

Theo ddi va ghi chép s6 chudt bi chét trong 96 h.

Cach xac dinh: Hbn dich nao co lvgng ddc t6 thap nhét sau
khi tiém gay chét chudt trong vong 96 h sé c6 chira lvgng
doc t6 5 L710 trong 2,5 ml hay 1 L#I{ trong 0,5 ml (mét
liéu tiém/1 chuot).

Xéac dinh hiéu gia huyét thanh khang déc to6 uén van
Hiéu gia huyét thanh khang doc t6 udn van la so don vi
qudc té (1U) khang doc t6 ubn van cé trong 1,0 ml huyét
thanh tht nghiém.

Pha huyét thanh khang doc t6 udn van chuén véi nuéc
mudi sinh v dé cé dung dich chra 0,5 iU/ml.

Pha doc t6 udn van véi dung dich Jensen pcpton do co
dung dich doc t6 ubn van chtta 5 L710 trong 1 thé tich
xac dinh.

Pha huyét thanh khang ddc t6 udn van thr nghiém véi nuéc
mudi sinh ly dé c6 cac do pha 1/2600; 1/2800; 1/3000;
1/3200; 1/3400;... tiy theo hiéu gid cd thé cé dugc cla
khang ddc to ubn van thir nghiém.

Trong modt ddy oOng nghiém, lan lwgt cho vao moi
ung: i thé tich dung dich ddc t6 udn van chira 5L*/10;
1,0 mi dung dich khang doc to udn van thi nghiém
o mdi dd pha lodng va nwéc mubi sinh ly dc vira du
2,5 ml trong moi 6ng nghiém.

Pha mau chdng: Cho vao 3 6ng nghiém Ian luot: Mot thé
tich dung dich doc t6 nén van chira 5 L710, mét trong 3
lwgng 0,9 ml: 1,0 ml; 1,1 ml dung dich khang doc t6 udn
van chuén chita 0,5 1U/ml va sau d6 mot lugng nudc mudi
sinh ly d€ vira d0 2,5 ml trong moi 6ng nghiém.

L&c déu cac dng nghiém va dé yén & 37 °c trong 45 min,
tranh anh sang.

Tiém 0,5 mi du¢i da lung cho mdi chudt nhat, ding
4 chudt cho moéi do pha.

Theo ddi va ghi chép s6 chudt bi chét trong 96 h.
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Cach tinh hiéu gia
Thir nghiém chi c6 gié tri khi mau chiing c6 chia 0,9 inl
va 1,0 ral dung dich khang doc t6 ubn van chuan gay chét
100 % chudt trong vong 96 h va méau c6 chira 1,1 ml dung
dich khang doc t6 udn van chuan khong dugc giy chét
chu6t trong thoi gian theo dbi.
Dung dich nao c6 chtta lvgng khang doc t6 udn van thi
nghiém Ién nhat khéng bao vé dugc chudt trong thoi gian
96 h giéng nhu mau chirng c6 chita 1,0 ml dung dich khang
ddc t6 udn van chuén sé co chira 0,5 1U/ml.
Hiéu gia cla huyét thanh khang doc t6 udn van dugc tinh
nhuw sau:

Hiéu gia (IU/ml) = 0,5 XN
Trong do:
N 14 sd Ian pha lodng khang doc to udn van thir nghiém;
0,5 1a so IU c6 trong 1ml dung dich khang doc t6 uén van
chuén dung trong thir nghiém.

15.17 XAC BINH HIEU GIA HUYET THANH
KHANG DAI

Hiéu gia huyét thanh khang dai dwoc xac dinh dua trén
nguyén ly clia phan tng trung hoa in vivo ctia mét liéu c6
dinh virus dai tht thach véi cac do pha lodng khac nhau
clia huyét thanh khang dai.

Xac dinh hiéu gia cla virus thir thach

Chling virus dai thir thach dugc dung trong thlr nghiém
xac dinh hiéu gia cta huyét thanh khang dai la chiing CVS
(Challenge virus strain), dwoc gilt & dang hon dich 20 %
nao chudt, bao quan & nhiét d6 -70 °c.

Lam tan bang nhanh éng dwng chiing virus dai thir thach
duGi voi nudc chay.

Pha loédng bac 10 véi dung dich huyét thanh ngua thwong
2 % (da duoc bat hoat 30 min & 56 °C) dé c6 ndng do tir
2 X10'22X103... dén 2 X109

Trong mét day 6ng nghiém, lan luot cho vao moi 6ng:
0,5 ml hdn dich virus cia mdi do pha loang, tir 2 x10'4dén
2 X 109va 0,5 ml dung dich huyét thanh ngua thuong 2 %.
Léc déu cac ong, dé yén & 37 °c trong 90 min.

Tiém 0,03 ml vao n&o ctia mdi chudt nhat, ding 6 chudt cho
moi do pha, can ndng modi chudt tir 14 g dén 16 g. Cac 6ng
chiling duoc gitr trong nwéc da trong sudt qua trinh tiém,
Theo ddi va ghi chép so chudt bi chét tlr ngay thir 6 dén
ngay thtr 20 sau khi tiém.

Tinh LDjotheo spearman - Karber.

Xac dinh hiéu gia huyét thanh khang dai

Pha lodng huyét thanh khang dai chuin qudc t&, huyét thanh
khang dai th&r nghiém vt (rung hoa véi virus thir thach:
Pha huyét thanh khang dai chuadn qudc té vai nwdc mubi
sinh ly dé c6 dung dich huyét thanh khang dai chuan chita
10 don vi quéc té (1U)/ml.

Pha huyét thanh khang dai th®* nghiém vé&i nuéc mudi sinh
Iy @& c6 dung dich huyét thanh khang dai thr nghiém chia
khoang 10 1U/ml.
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Pha lodng bac 5 hai dung dich trén véi dung dich huyét
thanh ngua thuong 2 % dé co6 cac do pha 1/5; 1/25; 1/125;
1/625 va 1/3125.

Pha hon dich virus thr thach da biét hiéu gid dé co
200 LD5Y0,03 ml.

Trong mot day cac 6ng nghiém, 1an lugt cho vao moi 6ng:
0,5 mi huyét thanh khang dai & mdi do pha loang va 0,5 ml
hén dich virus thi thach c6 chira 200 LDi3J0,03 ml.

Lac déu cac ng nghiém va dé yén & 37 °c trong 90 min.
Gilr céc Ong trong nwdc da trong sudt qua trinh tiém.
Tiém 0,03 ml vao ndo clia mdi chudt nhat, dung 6 chudt
¢ can nang tir 14 g dén 16 g cho mdi dd pha cta khang
huyét thanh.

Theo doi va ghi chép s0 chudt bi chét tir ngay thtr 6 dén
ngay thitr 20 sau khi tiém.

Xac dinh so LD« cla ching vints dai trong thtr nghiém
(nhém chiing):

Tir hén dich virus pha dé trung hoa cé chira 200 LD5)/0,03 ml
da néu & trén, dwoc xem la 10° dé tir d6 pha lodng bac 10thanh
3dopha 10*1 102va 103

Trong mét ddy 6ng nghiém, 1an lwot cho vao mdi 6ng:
0,5 ml hon dich virus tir mdi dd pha va 0,5 mi dung dich
huyét thanh ngua thuwong 2 %.

L&c déu cac 6ng nghiém va dé yén & 37 °c trong 90 min.
Gitr cac 6ng trong nuéc da.

Tiém 0,03 ml vao ndo ctia mdi chudt nhat, dung 6 chudt
c6 can nang tir 14 g dén 16 g cho mdi dd pha ctia hon dich
virus dai.

Theo ddi va ghi chép s6 chudt bi chét tlr ngay thr 6 dén
ngay thit 20 sau khi tiém.

Tinh LD3theo bang spearman - Karber.

Tinh két qua

Thr nghiém chi c6 gia tri khi s6 LD3)dé trung hoa huyét
thanh khang dai la 100 LD50dén 300 LD®trong 0,03 ml.

Tinh EDR cla huyét thanh khang dai theo phuong phéap
spearman - Karber.

Hiéu gia cla huyét thanh khang dai dwgc tinh ra don vi
quéc t& trong 1ml va bang:

Antilog(ED®huyét thanh chudn quéc t&: ED30huyét thanh
thtr nghiém) X2 XN

Trong dé:

2 las6 1U cd trong 1ml huyét thanh khang dai chuén quéc
t€ dung trong thr nghiém;

N la s6 lan pha lodng huyét thanh khang dai thi nghiém.

15.18 XAC BINH HAM LUONG NITO TOAN PHAN
CUAVAC XIN VA SINH PHAM BANG THUOC THU
NESSLER

Nguyén ly

Phrong phap dwa vao linh chét cha thudc thir Ncssler cho
phan &ng mau voi ion amoni (NI-V) dugc tao thanh sau
khi vo co héa cac chat prolein.
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Pliirong phap tién hanh

a Chvan bi mau thir

Cho 0,2 ml ché pham va 0,2 mi acidsidfuric (71) vao mot
ong thly tinh va dem dot trén bép cat. Pe tang tdc dd phan
(rng, thinh thoang cho vai giot nuéc oxy gia dam doc (TT)
vao 6ng dét sau khi lam ngudi. Khi ché phdm da dwoc vo
co héa hoan toan, dung dich mat mau, cho nuwéc cat vira du
b mi thu dwoc dung dich A.

Lay 1 ml dung dich A vao 6ng nghiém, thém 8,5 ml nuwéc
cat va 0,5 ml thu6c thir Nessler, dwoc mau thi.

b. Chuén bi mau trang'. 9,5 ml nwéc cét va 0,5 ml thuée
thr Nessler (TT).

c. Dung diréng chuan

HUt dung dich amoni Sulfat chudn c6 ham iwung nito
0,05 ms/ml vao cac dng nghiém theo thir tv sau: 0,1 ml;
0,2 tnl; 0,3 ml; 0,4 ml; 0,5 mi; 0,6 ml va 0,7 ml. Cho nutc
cét vira di 9,5 mi va 0,5 ml thube thirNessier (71).

Lac déu cac 6ng nghiém.

Po quang phd & buac séng 420 nm.

V& duong cong chuan.

Lugng nito toan phan trong ché pham dugc tinh theo cong
thirc sau:

axb x6,25 x i00

XO= 14 4§73 1000

Trong do:

a la lvgng Nito tim dugc trén duong chuan (mg);

b lathé lich dunti dich A (ml);

6.25 Tia hé s6 chuyén doi nito thanh protein;

100 la chuyén d6i thanh phan tram;

1,0 14 lvong mau thir sau pha lodng dem so mau (mi);
0,2 la lugng mau thir dem v6 QOhoda (ml);

1000 la hé s6 chuyén ddi g thanh mg,

Dung dich amoni Sulfat chuan c6 ham lugng nito 0,05 mg/mi:
Cén 0,2375 g amoni Sulfat (da dugc sdy khé trong binh
hat &m bang sitica gel dén khéi lugng khong dai), hoa tan
vao vira di 500 ml nwéc cat. Dung dich vira pha c6 ham
lwvgng nito 1a 0,1 mg/ml, trvée khi dung pha lodng 2 lan
bang nudc cat.

Tiéu chuan cho phép ]
Ham lugng nitro toan phan trong vac xin va sinh pham tly
theo véu cau doi vai tirng loai vac xin va sinh pham cu thé.

1519 THU NGHIEM NHAN DANG THANH PHAN
BACH HAU - UON VAN - HO GA TRONG VAC XIN
DTwP HAP PHU

Céc thanh phan bach hau, uon van, ho ga toan té bao trong
vac xin DTwP hap phu dugc tién hanh kiém tra nhan dang
theo céc budc nhu sau:

Giai hap phu
Vac xin Bach hau - uén van - Ho ga (toan té bao) hap phu
dwgc tach gel bang cach cho thém natri citrat v&i nong
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dd 5% 0 & 37 °c trong 48 h. Sau dé ly 1am 2000 r/min
trong 15 min. 1i0cic ly tam véc xin & 3000 r/min. Cho dung
dich EDTA-natri phosphat vao phan két tla sau iv lam voi
nong do 20 %. DBanh déu tao dung dich dong nhét, 0 &
37 °c trong 18 h. Ly tdm 3000 r/min trong 10 min. Nuéc
noi dugc dung lam dung dich kiém tra. Nwdc ndi dugc
dung dé nhan dang thanh phan bach hau va udn van bang
phan (ng Ién bong, cdn ly tim ding dé nhan dang thanh
phan ho ga c6 trong vac xin bang phan (ng ngung két trén
phién kinh véi cac huyét thanh khang ho ga déc hiéu.

Nhan dang thanh phan bach hau va uén van

Phuwongphap Ién béng

Phuwong phap tién hanh (phan (ng 1én bong).

Dung 5 6ng nghiém thady tinh c6 dwong kinh 10 mm, danh
sO thir |y tlr 1 dén 5 dé lam thir nghiém kiém tra s ¢ mét
cla thanh phan bach hau.

Dung 5 6ng nghiém thady tinh khac cé duong kinh 10 tnifi,
danh s6 thi tw tir 6 dén 10 dé lam thir nghiém kiém tra su
c6 mat cla thanh phan uén van.

Huyét thanh chuan khang doc 16 bach hau hodc udn van
duoc pha lodng dén ndng do 20 IU/ml.

Cho vao day ong nghiém tir i dén 5 lwvgng huyét thanh
chudn khang doc t6 bach hau tang dan déu trong khoang
twoTig (ng véi lwvong khang nguyén giai doc to bach hau cd
trong nwdc néi vac xin. Tuong tw, cho vao day dng nghiém
tlr 6 dén 10 lwgng huyét thanh chuén khang ddc to uén van
tang dan déu trong khoang tuvong (ng véi lvgng khang
nguyén giai doc t6 uén véan co trong nuwdc ndi vac xin.
Thém nwéc mubi sinh ly vao cac 6ng cho di 1 ml.

Cho vao moi 6ng nghiém i ml nuéc néi.

Day cac 6ng nghiém bang gidy parahn. Léc déu va dit vao
ndi céch thdy & nhiét do 45 °c. Quan sat licn tuc dudi anh
dén, ghi nhan thoi gian ctia 6ng nghiém dau tién xuat hién
su lén bdng va khoang thoi gian Ién bong (Kf).

Danh gia két qua

Ham luvgng Lf/ml cla thanh phan bach hau hodc u6n van
tinh theo cong thic:

Trong do:

Ve la thé tich huyét thanh chudn khang doc t6 & ong dau
tién co sw 1&n bong (ml).

a la s don vi huyét thanh chuén khang doc t6 (IU/ml).
b 1as6 ml nwéc nbi.

Hién tuwgng Ién bong xay ra chi ching t6 trong mau thir
nghiém c6 chira gidi ddc t6 bach hau hodc udn van chi
khong phan anh cong hiéu cla giai doc to.

Vidu

Lwgng huvét thanh chuan khang doc t6 bach hau (20 ru/ml)
va lugng huyét thanh chuén khang doc t6 udn van (20 1U/ml)
dwoc cho vao céc 6ng nhu so dd sau:
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Ong 6 jhé tich Ong s6 Theé tich
huyét thanh (ml) . (mI)
03 6 1 016
2 04 7 1 018
3 05 8 0,20
4 0,6 9 0,22
5 07 10 0,24

Ong s6 3 1én bong dau tién trc ham lwong Lf/ml cta thanh
phan bach hau c6 trong 1 ml vac xin thir Ia:

(0,5 ml huyét thanh X 201U/m1)/l m;: 10 Lf/ml

Tuwemg tw, néu thay 6ng s6 8 1én bong dau ticn ¢ nghia
la ham lwgng Lf/ml cla thanh phan u6n vén c6 trong i ml
vac xin thir 1a 4 Li7ml.

Hién tuwng I&n bong xay ra & vi du nay chitng té trong mau
th&r nehidm c6 chira giai doc to bach hau hodc udn van chi
khong phan anh cong hiéu cla giai doc to.

Phuongphap khuyéch tan mién dich kép trén thach -
Ouchteriony

Chuan bi cac dung dich:

Dung dich 7: Dung dich dém Helena buffer

Can 18 g dém Helena Buffer, hoa tan trong nwéc cét 3 lan,
pha lodng vira di 1500 ml v&i cung dung moi.

Dung dich 2: Dung dich EDTA 0,15 M, duwgc pha nhu sau:
Can 2,8 g EDTA, hoa tan trong 40 inl nuéc cat, sau dé diéu
chinh pH vé 8,0+ 0,3 bang dung dich nairi hydroxyd (TT),
thém vira du 50 ml dung dich béng nwéc cat. St dung
trong vong 1thang ké tlr ngay pha.

Dung dich 3: Dung dich dinatri hvdrophosphat 0,25 M,
dugc pha nhu sau: Cén 4,45 g dinatri hydro phosphat (77),
hoa tan hoan toan trong 80 ml nuéc cat. thém nudc cat vira
dd 100 ml. St dung trong vong 1thang ké tir ngay pha.
Dung dich 4: Hoén hop bao gom 0,1 mi dung dich EDI A
va 4,9 ml dung dich dinatri phosphat.

Dung dich 5: Pha loang dung dich khang huyét thanh uén
van (NiBSC, 66/21, 1400 1U/éng) trong 14 ml nwéc cat
pha tiém dé tao thanh 100 ILVmI ldy ra moi tuyp ly tm
500 |il, sau d6 bao quan & nhiét dé dwéi -20 °c.

Dung dich 6: Pha lodng giai doc t6 udn van chuan (NIBSC,
TLFT, 1000 Li/6ng) trong 10 ml nwéc cat pha tiém dé tao
thanh 100 1U/ml, 1ay ra mdi tuvp ly tam 500 Jil, sau d6 bao
quan & nhiét do dugi -20 °c.

Giai hap phu

Ly tam 5 ml vac xin can kiém tra & 3000 r/min trong 10 min.
Lay 1 ml Dung dich 4 cho vao phan két tda sau khi Iv
tam, tron déu (bang voitex) d6 tao dwoc dung dich dong
nhat. D6 dung dich thu dwoc trong ti &m ¢ (37+1) °c it
nhai 18 h. Tiép tuc ly tdm dung dich & 3000 r/min trong
10 min. Chuyén phan dich ndi sang 18ng sach 1dm dung
dich kiém tra.

Tién hanh

Lam tan hoan toan (dén khi dung dich trong su6t) dung
dich agarose 1% trong Dung dich 7 bang 10 vi séng hoic
dun cach thay, dé ngudi dén (56 £ ]) °c.
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Dung pipct 25 ml chuyén 18 ml dung dich agarosc sang
ban phim gelbond d4 duoc ¢6 dinh bang khudn thach.

D36 mau co dinh trong 15 min (c6 thé dét vao td lanh néu can).
Buc ban gel thanh céac giéng c6 dwong kinh 4 thm, nhw chi
dan & hinh sau:

Nhé 10 lil antiloxin/antiserum Dung dich 5 vao giéng 5;
6; 7; 8

Nhé 20 {il Dung dich kiém tra (mau thir) vao giéng i;2; 3
va 10 pl vao giéng 9; 10;! 1

Nho 10 fri Dung dich 6 (chi*ng dwong) vao giéng 4, 10tll
chtng am (dd 7) vao giéng 12.

Dat ban gcl vao buéng am bado hoa hoi nwéc trong 48 h.
Lam khd hoan toan ban gel (cho dén khi ban gel trong
sudt) bang gidy tham nuwéc.

0 5® 90
20 6® 100
30 78 no

4o 8® I

Nhudém méau: Ngam béan gcl trong dung dich Coomassic
stain solution (IX) 10 min, trong qué trinh ngam lac nhe
ban gel bang may Iac ngang.

Tay mau: Chuyén ban gei vao binh chita dung dich Destain
solution Coomassie R-250 (1X). Lac nhe ban gcl trong
5 min.

Rera lai ban gel bang nuéc cat.

De kho, doc két qua.

Poc két qua

Quan séat dwong tla mau xanh cta khang thé udn van
chufn véi giai doc t6 udn van trong véc xin tai vi tri Dung
dich kiém tra (trong khoang gitta giéng 1va 9 voi giéng 5.
khodng gitta gi€éng 2 va 10 véi giéng 6, khoang gitta giéng
3va 11 véi giéng 7).

Tiéu chuén danh gia

Th nghiém c6 gid tri khi tuan thd ding quy trinh (cac yéu
t0, diéu kién cua qua trinh thie hién la dm bao khong anh
huong dén két qua thi nghiém).

Tai ching duimg, xudt hién dudng tia cta khang the WOTL
van chuan véi giai doc t6 udn van ehuan.

Tai ching am, khong xuét hién duong tia.

Thir nghiém dwoc coi la c6 gia tri khi thoa méan ca 3 tiéu
chuan trén. Néu khéng thoa man 1trong 3 tiéu chuan, thir
nghiém duoc coi 1a khong c6 gia tri.

béanh gia

vac xin duoc coi 1a dat ticu chuén khi tai vi tri kiém tra
dung dich (trong khoang gilta giéng 1 va 9 véi giéng 5,
khodng gilra giéng 2 va 10 v¢i giéng 6, khoang gilra giéng
3va 1 voi giéng 7) xuét hién dudng Ika mau xanh cla
khang thé non van chuan voi giai doc t6 uén van trong
VA&c xin.

PL-379
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Néu két qua khong dat ma thr nghiém khdng c6 gia tri, lap
lai thir nghiém nhu lan dau.

Néu két qua khong dat ma thtr nghiém cé gid tri thi 1ap lai
thir nghiém véi s6 lwvong mau gap doi lan dau.

O lan I3p lai, vac xin duoc coi la dat tiéu chudn khi tai vi
tri ki€ém tra dung dich (trong khoang gitra giéng 1va 9 vai
giéng 5, khoang gilra giéng 2 va 10 v6i giéng 6, khoang
gitra giéng 3 va 11 v6i giéng 7) xuat hién dwong tlia mau
xanh clia khang thé uén van chuan vai giai dc t6 udn van
trong véc xin. vac xin dugc coi 1a khéng dat yéu cau khi
khong c6 duong két tla & cac vi tri trén.

Nhan dang thanh phan ho ga trong vac xin DTwP
Can cla vac xin DTP hép phu sau khi ly tim dugc ngung
két trén phién kinh véi khang huyét thanh ho ga dic hiéu
typ 1,2,3.

Hién tuong ngung két xay ra chang té trong mau thir
nghiém co chtra vi khuén ho ga.

Tiéu chuan chap thuan

Cé hién twgng 1én bong khi 1am phan ¢ng véi huyét thanh
chuin khang dbc t6 bach hau, ubn van va cé phan (rng
ngwng két vai huyét thanh chuan ho ga dac hiéu typ 1,2,3.
Ham lwgng Lf/m) cla gidi doc t6 bach hau < 30 Lf/ml.
Ham lugng Lf/ml cla giai doc t6 udn van < 10 Lf/ml.

15.20 XAC PINH Bdc TO THAN KINH TON DU
TRONG VAC XIN BAI LIET UONG

Khi dung dé thir nghiém cé can nang khéng duwdi 1,5 kg.
Dung khi loai Macaca hodc Cercopithecus. Hon dich ban
thanh pham d4 loc phai thir song song v&i ché phdm chuén
bang céch tiém vao sitng trudc tly séng khi tai doan that
lung. Trudce khi tiém phai 1dy mau khi va kiém tra do chiing
td huyét thanh clia ching khong chira khang thé trung hoa
ddi véi ting typ virus bai liét. Nhitng tiéu ban t6 chirc hoc
khi dd doc xong can phai dugc lvu lai trong thoi gian 10
nam dé 1am bang ching.

S6 lwgng khi

Viéc xin thir va mau chuén ddng tvp can thir nghiém song
song voi so lwgng khi bang nhau. Phan chia ngau nhién
nhom khi sé& dugc tiém vac xin thir hodc mau chuan. Phai
dat dwoc it nhat 11 khi duong tinh cho véc xin thir va it
nhat i 1khi dwong tinh cho mau chuén ddi voi typ 1va typ
2 (khi duong tinh la khi c6 nhitng ton thvong than kinh
dac hiéu do virus bai liét & hé than kinh trung wong nhung
khong bi liét). B6i v6i typ 3 phai co it nhat 18 khi dwong
linh cho véc xin thir va 18 khi dwong tinh cho mau chuén.
Co thé tiém mot Iic nhiéu loat vac xin ban thanh phdm ma
chi can 1 mau chuén dong typ.

DE co thé co dwoc 11 va 18 khi duong tinh thudng la tiém
i2 va 20 khi twong trng.

Gay mé khi bang ketamin hydroclorid hodc nhitng thudc
gay mé phu hap khéc.
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Ham Iwong virus ctia vac xin thir va mau chuén trong
liéu tiém

Ham lwgng virus clia véc xin thir va mau chudn dong typ
tiém cho khi phéi cang giéng nhau cang tét va nam trong
khoang 1Q65dén 1066CC1D5J0,1 ml. Chi tiém mot dam do.

Theo doi khi sau tiém

Theo doi khi sau tiém tlr 17 ngay don 22 ngay dé phat
hién triéu ching nghi do virus bai liét hodc cac virus khéac.
Nhirng khi sdng qua 24 h va chét truéc 11 ngay sau tiém
can phai giai phiu dé xac dinh xem c6 phai chét do virus
bai liét hay khéng.

Tét ca nhiing khi chét do nhitng nguyén nhan khéng phai
virus bai liét thi khdng tinh vao két qua nhung van phét ghi
vao phiéu theo dai.

Nhitng khi liét nang hodc hap hoi va tat ca nhitng khi séng
qua giai doan theo di déu phai giai phau dai thé va vi thé.

S6 lvgng cac tiéu ban phai danh gia

*Phai lam tiéu ban tirng con khi dé kiém tra t6 chirc hoc it
nhét cac vlng sau:

Thy séng: Vung phinh Iwng, ving phinh co.

Phan trén va phan duégi clia hanh tay.

Né&o gitta (mesocephalon).

CAau ndo, tiu nio.

Doi thi.

Vung van dong cda vo ndo.

Tiéu ban cat méng 8 pm den 15 |im va nhudm gallocyanin
hodc nhudém Nissl.

* S0 tiéu ban t6i thi€u phai kiém tra nhu sau;

12 tiéu ban dai dién cho vung phinh lwng.

10 tiéu ban dai dién cho viing phinh c6.

2 ticu ban ving hanh tdy.

1tiéu ban vung ciu ndo va tiéu nio.

i tiéu ban ndo gitra.

Doi thi phai va trai, mdi bén 1tiéu ban.

V6 ndo ban cau phai va trai mdi bén 1 tiéu ban.

Cho diém hoat tinh virus trén tiéu ban

Dung phuong phap cho diém theo mic do ton thuong dé
danh gia hoat linh cta virus trong timg nira tiéu ban. Kiéu
ton throng nhw 14 tham nhiém tc bao ho&c phé hly te bao
than kinh déu quan trong, cac ton thwong dugc cho diém
nhu sau:

Diém 1- Chi c6 thAm nhiém té bao (diém nay khéng du dé
tinh 1a khi dwong tinh).

Diém 2 - Tham nhiém té bao va cd hliy hoai noron t6i thiéu,
Diem 3 - Tham nhiém té bao v&i hlly hoai nhigu noron.
Diém 4 - Hiy hoai nhiéu noron c6 hodc khéng c6 tham
nhiém té bao.

Ghi diém va bao co theo biéu mau chuén.

Khi ¢6 t6n thuong noron nhung khong cé vét tiém van
dugc coi la khi (+).

Khi c6 vét tiém trén tiéu ban nhung khong cé tén throng
noron la khi (-)

Tiéu ban cé tén thuong do tiém nhwng khdng cé tén thuong
virus dac hiéu thi khéng tinh diém.
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Doc va cho diém tirng nira tiéu ban (NTB) cia ving that
lung (L); c6 (C); néo (B).

Diém ton thuong cua tlrng GA1 khi dwong tinh dwgc tinh
nhu sau:

Tong so diém B
Tong s6 NTB

Tong so diém C
Tong s6 NTB
3

Tong s diém L

Tong s6 NTB
LS

Danh gia thir nghiém doc tinh than kinh

Dua trén hoat tinh & virng phinh lwng vamrc do lan truyén
I&n ving phinh ¢8 va no, so sanh hoat tinh gitta vac xin
thir va mau chudn.

Viéc xuét xwdng hodc hly bo vac xin dya trén diém tdng
thé clia toan bd stc vat thir nghiém. Nhirng khi cé hoat tinh
cao khéc thwong hodc & ving thét lung hodc & mic do lan
truyén déu phai tinh dén trong danh gia cudi clng.

Ban thanh phadm da loc dat tiéu chudn néu s6 khi duong
tinh dat yéu cau va khong cd khac biét cd y nghia thong
ké vé lam sang ciing nhu td chirc hoc gitta vac xin thir va
mau chuan.

1521 XAC PINH CONG HIEU CUA VAC XIN BAI
LIET UONG

Xac dinh cong hiéu (hiéu gid) clia vac xin bai liét ung
gbm 2 ndi dung:

Xac dinh hiéu gia virus trong vac xin ban thanh pham
(don typ).

Xac dinh hiéu gia virus trong vac xin thanh pham (tam lién).

Xac dinh hiéu gia virus trong véc xin ban thanh
pham (don typ)

Nguyén tic

Cong hiéu clia véc xin phong bai liét uéng dwoc xac dinh
bdi lieu gay hly hoai 50 % té bao cam thu Hep-2 Cincinnati
(CCID5) trong phuwong phap vi luong.

Tién hanh

Pha lodng bac 10 mau chudn va vac xin can thi tir 10¢ dén
10'8bang méi trwdng duy tri té bao.

Cho 0,1 ml cac dam do6 virus vao moi giéng clia phién
nhwa, moi dam do dung tir 8 fiiéng dén 10 giéng.

Cho 0,1 ml hén dich t& bao chita 1.10J té bao Hep-2 vao
moi giéng.

Day nép phién nhira va cho cac phién nhua vao ti 5% C02,
nhiét do nudi cdy 1a 36 °C trong 7 ligav.

Theo doi
Theo d&i s huy hoai clia té€ bao tir ngay th( 3 dén ngay
thir 7.

Tinh két qua
Doc két qua cudi Cline vao ngay tht 7 va xtr ly s6 liéu theo
phwong phap thdng ké Recii-Mucnch hodc Karber.
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Thi nghiém c6 gia tri néu hiéu gia ctia vac xin mau chuan
sai s0 —0,5 so v6i hiéu gia da biét (tinh theo log!0hiéu gia).

Xac dinh hiéu gia cua vac xin bai liét uéng trong
thanh pham tam lién

Nguyén tac

Vic xin bai liét uéng tam lién bao gébm 3 typ virus bai liét
song gidm ddc, do dé can xac dinh hiéu gia cla tlng typ
thanh phan (typ 1, typ 2, typ 3) va hiéu gia tong ca 3 typ
(typ 1+ typ 2 + typ 3). Mubn chuin do hiéu gia cla tirng
typ phai dung khang huyét thanh (KHT) déc hiéu dé trung
hoa 2 typ con lai. lliéu gia ctia vic xin Sabin duoc tinh bang
lugng virus Sabin gay hdy hoai 50 % t€ bao cdm thu trong
1 liu dung cho ngudi (s6 CCID0,1 ml) (CCIDIO Cell
Culture Infective Dose).

Céc budc tién hanh

Pha lodng béac 0,5 loglO vac xin mau chuén va véc xin thi
b&ng moi trudng duy tri.

Pha hon dich khang huyét thanh s6 1 chira khang huyét
thanh typ 2 va typ 3.

Pha hdn dich khang huyét thanh s& 2 chira khang huyét
thanh lyp ] vatyp 3.

Pha hdn dich khang huyét thanh s6 3 chira khang huyét
thanh typ 1va typ 2.

Cho 0,05 ml/giéng hon dich khang huyét thanh s8 1 vao
phién s6 1 (xac dinh hiéu gia typ 1).

Cho 0,05 ml/giéng hon dich khang huyét thanh s8 2 vao
phién s6 2 (xac dinh hiéu gia typ 2).

Cho 0,05 ml/giéng hon dich khang huyét thanh s6 3 vao
phién sd 3 (xac dinh hiéu gia typ 3).

Cho 0,05 ml/giéng mdi trueong duy tri vao tat ca céc giéng
clia phién so 4 (xac dinh hiéu gia tong).

Cho 0,05 ml cua tirng do pha lodng vac xin vao cac day
twong ¢ng clia ca 4 phién, mdi do pha lodng gay nhiém 8
giéng. Bat dau gay nhiém tir do pha loéng cao nhit.

'rhém 0,05 ml m6i trudng duy tri vao cac giéng chirng huyét
thanh (SC - serum control) va ching t€ bao (CC- cell control).
DPay nap phién cho vao ti dm 5% C02. Trong trwdng hop
dé ti dm thuong thi goi kin trong gidy bac hodc trong
tai nilon.

& & nhiét do 36 °C trong vong 3 h dé virus va khang huyét
thanh dac hiéu két hop voi nhau.

Chuén bi hdn dich t& bao Hep-2 néng dd 1- 2 X 107 mi
réi cho 0,1 ml hdn dich nay vao toan bd céc giéng clia ca 4
phién. Nong d6 nay thuong dam bao t€ bao sé moc thanh 1
16p trén phién trong vong 2 ngay dén 3 ngay.

Day ndp phién rdi cho vao ti dm 5% C02 Trong trudng
hop dé & ti 4m thudng thi dan kin bang mang dan phién
(microtest film),

U 0’36 °C trong /ngay.

Theo ddi va tinh két qua

Theo d&i su hdy hoai ctia t€ bao va tinh két qua nhu da
trinh bay & phan trén. Te bao 0 cac giéng chirng huyét
thanh va chirng té€ bao phai phat trién tét.

PL-381
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V&c xin thanh phdm coi nhu dat yéu cau néu:

Typ 1¢6 it nhat 1060CCIDH/0,Iml

Typ 2 c6 it nhat 10~ CCTDZY0,Iml

Typ 3 ¢6 it nhat KL'1CCID/0,Iml

Toan bd qui trinh xac dinh céng hiéu cda vac xin bai Jjol
udng phai dwoc tién hanh trong diéu kién vo khuan

15.22 XAC BINH CONG HIEU THANH PHAN UON
VAN TRONG VAC XIN HAP PHU CHUA GiAl Hoc
TO UON VAN

Cong hiéu cta thanh phan uén vén trong vic xin DTwP
duoc xac dinh bang phwong phap so sanh liéu hitu hiéu
50 % (ED59 clia vac xin chudn va vac xin thir. K6t qua
dwgc tinh bang phan mem Probit analysis (phan mém
WHO program).

Mién dich

Pha vac xin

St dung it nhat 3 dén 4 dod pha lodng bac 2 nhung khong
qua 5 dd pha cho ca vic xin mau chudn va vac xin mau
thir trong dung dich dém sinh Iy (dung dich natri clorid
0,85 %)

Céc do pha véc xin dugc chon trén nguyén tic ED3khdng
nam léch ngoai khoang gitta do pha lodng cao nhét (liéu
mién dich thdp nhét) va do pha lodng thap nhét (lidu mien
dich cao nhét), c6 nghia la chon sao cho & d6 pha lodng
c0 thé bao vé dugc 50 % dong vat thi nghiém roi vao gilra
dwong cong.

Tai moi phong thi nghiém c6 thé can clr vao céc s6 liéu
trwdc dé va ching loai chudt st dung trong thir nghiém dé
chon do pha phu hgp. N6u khong c6 cac s6 liéu truéc déd
¢6 thé tham khao cach pha dudi day.

D6i v6i vac xin mau chuén, c6 thé chon 3 dd pha bac 2,
trong do6 do pha loang thap nhat (46 pha dau tién) chira
20 IU/ml. Céac dd pha ti€p theo la 10 IU/ml va 5 IU/ml.
Déi v6i vac xin thr, tuy theo ham lvong khang nguyén
giai doc t8 udn van chira trong vac xin va ban chét cla loai
vac xin (hap phu, c6 hay khonu cé thanh phan ho ga) co
thé chon 1 trong 2 dai pha lodng bac 2 vai do pha lodng
dau tién 1/10 dén 1/15 (vé&c xin TT, TD, Td) hay 1/25 dén
1/40 (vac xin DTP, DTP-Hib - Heb...). Cac dd pha tiép
theo theo béc 2 tinh tlir d6 pha dau tién.

Tiém mién dich

MO0i do pha cla vac xin mau chudn va vac xin mau thi
duvoc tiém dudi da it nhat cho 16 chudt nhét trang khoe
manh, 4 dén 5 tuan tudi, cd can ndng mdi chudt tir 14 g dén
20 g nhwng khong dwgc chénh léch qua 4 g, liéu tiém moi
con 0.5 mi. Dung chudt cling gi¢i tinh; néu khong cung
gidi tinh phai chia déu so chudt duc, cai vao cac nhom va
nhot riéng.

Sau tiém mién dich, chdm soc va theo ddi chudt trong 28
ngay va tién hanh tiém thir thach.
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Tiém the thach

Xac dinh ligu doc to thir thach

Chi st dung doc t6 c6 it nhat 10000 LDSYLS. Boc td dugc
pha lodng ngay trwdc khi sir dung dé c6 cac dd pha nhu:
0,0004 L& mfT; 0,0002 Lf/ ml; 0,0001 v f ml va0,00005 Lf'ml.
MOoi dd pha tiém cho mdt nhém gdm 5 con chudt nhat trang,
moi chudt c6 can ning 16 g + 0,3 g.

Theo ddi chudt hang ngay trong 96 h, ghi lai sé chudt con
s6ng trong mdi do pha.

D0 pha loang doc to gay chét 50 % s6 chudt vao ngay thi
4 (sau 96 h) duoc tinh 14 1 LD

Tiém th thach

.Dua vao két qua LD duoc xac dinh ¢ trén dé db pha dung
dich doc t6 thir thach twong (ng véi 100 LDIIYm trong
dung dich Jensen v khudn co | % pepton.

Sau 28 ngay toan bd chudt dd mién dich boi véc xin mau
chufn va mau thir duoc tiém dudi da 0,5 ml véi lidu doc t6
th( thach chta 100 LD5)/ml (50 LD5Y0,5 ml).

Nhém chudt chiing: Tu dung dich doc t6 th(r thach pha
thanh 3 do pha 2 LD, 1 LD 0,5 LD M&i do pha tiém
cho 5 chudt nhét trAng c6 can nang 16 g + 0,3 g.

Theo do6i chudt

Theo d&i chudt thir thach hang ngay trong 5 ngay. Ghi lai
s6 chudt séng, chét, liét & mbi do pha mién dich clia ca véc
xin mau thtr va mau chuén.

Triéu chirng liét uén van:

Liét cirng hodc co giat kich ddng (sau thir thach 2 ngay).
Chudt di nhon cao chan va chan sau liét co cling ti€p dén 2
chan trude. Khi ndm vao chudt cdm thay rét ciing do cac co
bi co cting, c0 cong veo V& phia lwng. Khi kich thich bang
tiéng dong nhuw quet bat trén ndp thanh 18ng chudt, nhing
chu6t nay sé phan Gng bang cach co cling co hodc co giat.

Tinh két qua

Dua vao s6 chudt séng s6t trong moi dd pha, céng hiéu
dwoc xac dinh bans phuong phap Probit analysis (Phan
mém WHO program).

Tht nghiém cé gia in tin cay néu:

Liéu doc to thi thac]} chirng minh dugc chira tlr 50 dén
200 LD®

o do pha lodng thap nhat (litu mién dich cao nhét) bao vé
dwoc trén 50 % dong vat thi nghiém,

& do pha lodng cao nhat (litu mién dich thdp nhat) bao vé
duoc it hon 50 % dong vat thi nghiém. Db thi biéu dién sy
trong quan gitta lidu mién dich va dap ¢ng tron chudt clia ca
vac xin chun va vac xin thir phai song song va tuyén tinh.

Tiéu chudn chép thuan

Tiéu chuén cong hiéu cta thanh phan udn van trong véc
Xin tly theo ticu chuén qui dinh cltia T8 chiic y té thé gidi
cho loai véc xin d6. Trong d6 gidi han tin cay, cong hiéu
clia vac xin phai nam trong khoang tir 50 % dén 200 % so
v6i cong hiéu qui dinh va gi6i han du6i phai dat t6i thiéu
bang liéu chuén cong hiéu qui dinh ctia vac xin do.
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15.23 XAC BINH CONG HTEUTHANH PHAN BACH
HAU TRONG vac: XIN HAP PHU CHUAGIAI D dc
TO BACH 11Al)

Xac dinh cong hiéu cla gidi doc to bach hau hodc thanh
nhan bach hau trong vac xin phoi hop, hap phu dwoc xac
dinh bang 1 trong 2 phwong phap: Thit thach trén chudt
lang ho&c chudn dd huyét thanh chudt nhat trén t6 bao Vcro.

PHUONG PHAP THU THACH TREN CHUOQT LANG

Mién dich cho chudt

St dung it nhat 3 dd pha lodng bac 2 (nhung khéng qua 5
d6 pha) cho c& véc xin mau chuén va véc xin thir. Mbi do
pha dung it nhat 16 chudt lang khoé manh, 3 dén 5 tuan
tudi, chua st dung cho béat ky muc dich nao trwéc dé. Can
nang mdi chudt tir 250 g dén 350 g. C6 thé sir dung chudt
khac gi¢i nhung phai phan chia déu cho cac do pha vac xin
va nhét riéng long,

Cac véc xin duoc pha hang nwdc mudi sinh Iy vo khuén va
lva chon cac dd pha sao cho ED®trung binh khéng nam
ngoai cac dd pha lodng clia véac xin. Moi chubt trong céc
nhoém mién dich dwoc tiém dudi da 1 ml huy@n dich cla
dd pha vac xin twong ng. Thoi gian mién dich 1a 28 ngay.
Chon ra 3 nhém chudt déi chitng, mdi nhém 4 con dén 6
con, khong tiém gi va nudi song song véi cac nhém chudt
mién dich boi véc xin.

Vi dupha vac xin mau chudn va vac xin mau thir nhu sau:
Vic xin bach hau mau chuén chira 180 1U/6ng duoc hoan
nguyén trong 18 ml nugc mudi sinh Iy (NMSL), pha thanh
it nhat 3 do pha lodng bac 2 de c6 cac do pha twong tng véi
10 IU/ mi; 51U/ ml va 2,5 1U/ minhw sau:

A (1/18) = 1ong vac xin mau chuén + 18 inl NMSL
B(1/36)=9mi A + 9 mINMSL

c (1/72)- 9ml B + 9 mINMSL

Vic xin mau thir cing dugc pha thanh it nhat 3 do pha
lodng bac 2 bang nwéc mudi sinh Iy vo khudn nhu sau:

A (1/20) = 1ml vdc xin mau thk + 19 ml NMSL

B(1/40) = 9ml A + 9mINMSL
c (1/80) = 9mi B + 9ml NMSL
Thir thach

Hoc td bach hau dung cho thir thach phai c6 it nhat 10 000
LD50Lf. Sau 4 tuan, toan bo chudt lang da tiém mién dich
duoc tiém thuw thach dudi da 1 ml doc t6 bach hau chira
100 LDsi/ml.

Pha lodng ddc t6 bach hau dé c6 dung dich chira | LDio,
dung tiém dudi da cho nhém chudt ddi ching, moi con
1ml.

Theo d6i chudt hang ngay trong 5 ngay, ghi lai s6 chudt
song va chel trong mdi dd pha mién dich va cac nhém
chuét doi chirng.

Tinh két qua

Can ctr vao sd chudt song sét trong moi do pha vac xin vao
ngay tht 5 sau khi thr thach, cong hiéu vac xin dugc xac
dinh bang phrong phap Probit analysis.
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Vic xin dat yéu cau vé cong hiéu bach hau néu cé khong
it hon 30 IU trong mét ligu don vac xin cho ngudi voi digu
kién 95 % khodng tin cdy clia cong hiéu tim dwgc nam
trong gidi han tr 50 % dan 200 %, hodc khi giéi han can
duwéi cua 95 % khoang tin cav cla cdng hiéu > 30 IU trong
mét Tficu don vac xin cho nguoi.

Thir nghiém cé gia tri khi:

Liéu thtr thach chiing minh chira xap xi 50 - 200 LD%/mL
Gia tri ED trung binh clia vic xin mau chun va véc xin
thir nam trong khoang gita lieu mién dich thdp nhét va
cao nhat.

Thir nghiém can dap (ng dugc tiéu chudn vé tinh tuyén
tinh va tinh song song gitta liéu mién dich va sy dap (ng
clia chudt gitra vac xin chudn va mau thir.

PHUONG PHAPCHUAN B0 HUYET THANH CHUQT
NHAT TREN TE BAO VERO

Mién dich cho chudt

MBbi vac xin mau chuan va vac xin mau thir dugc tidn hanh
4 d6 pha loang béc 2. Cac véc xin duoc pha loang boi nudc
mudi sinh 1y v khuén. Lua chon cac do pha vac xin cén
cl vao ham lwgng giai doc t6 bach hau cé trong ting loai
VAc Xin.

M0i do pha tlung it nhat 8 chudt nhét trdng khde manh,
chua sir dung cho bat ky muc dich nao tredc do. Can nang
chudt tlr 12 g/con dén 14 g/con, 3 dén 4 tudn tudi, cling
giéi (néu khac gi¢i phai phan déu cho céc do pha khac
nhau va nhét riéng 16ng).

M®bi chudt trong tirng nhém duoc tiém dwdi da 0,5 ml
huyén dich véc xin tuong (*ng véi tirng do pha clia vac xin
mau thir va mau chuén. Thoi gian mién dich 1a 5 tuan.

Vi du: Pha vac xin mau chudn va th* nhw sau:

Véc xin bach hdu mau chuan chira 688 JU dwoc hoan
nguyén trong 8 ml nwéc mudi sinh Iy de cé hon dich (*)
chira 88 1U/ ml. Tiép tuc pha lodng bac 2 dé c6 4 do pha
A-B -c -1) nhu sau:

A (112) gl (*y 18 mi NMSL
B (1/4) gnil A %8 mt NMSL
c (1/8) 8ml B + 8 ml NMSL
D (1/16) sml ¢ o 8 m! NMSL
Vi du vac xin thir pha nhu sau

A (1/5) = 4 ml vac xin i 16 ni! NMSL
B (1/10) gm A - 8mlNMSL
c (1/20) 8ml B 1 8mlNMSL
D (1/40) gm ¢ 1 8tnl NMSL

Lay mau va thu thap huyét thanh chudt mién dich
Sau khi tiém mién dich 5 tuan, moi chudt duoc 18y mau
riéng ré (Idy mau tim bang bom tiém loai 1ml v tring) va
tach 18y huyét thanh mién dich. Huyét thanh duoc bat hoat
@ 56 °c trong 30 min. Sau dé c6 thé ghi cac mau huyét
thanh chudt micu dich @ nhiét do -20 'C chu den khi chuan
dd huyét thanh trén té bao.

PL-3H3
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Chuan db khang the khang bach hau trén té hao Vero

Chuén bj té bao Vero

Chuan bi moi truong Mi 99:

Mbi trwong MI199 bét khé hoa tan trong mrée cat 2
lan. Diéu chinh (ten pH 7.0 - 7,2 bang dung dich natri
hicarbonat. Méi treong nubi cdy té bao c6 chira penicilin
va streptomycin va 5 % dén 10 % huyét thanh bao thai bé.
Nudi té bao Vero:

Te bao Vero gilr trong nitrogen long dwoc 1y ra va lam tan
bang nhanh duwéi voi nwéc. Ly tam loai bo phan nwéc. Can
duo'c hoa trong méi tredng M799 va 1LAA trong chai nhira
25 cm20 & 37 “C. Sau 4 dén 6 ngay, khi t€ bdo moc kin
thanh mét 16p. dung dime dich trypsin 0,25 % tach t€ bao
va cdv chuvén qua chai nudi té bao 75 cm2 Tiép luc 0 ¢
37 °c trong 4 ngay dén 6 ngay. Khi t€ bao moc kin thanh
mot 16p, dung dung dich trvpsin 0,25 % tach té bao. Pha
thanh hon dich t6 bao c6 dam do la 2,5 X 105t€ bao/ml
ding de chuén do.

Tun lidu doc t6 bach hau rc ché té bao Lm/iO 000
Liéu doc t6 Lm/10 000 la ligu doc t6 tdi thiéu sau khi trung
hoa voi 0.0001 U khang ddc t6 bach hau con kha nang (rc
ché s phat trien clia t€ bao Vero.

Xéc dinh lidu Lm/10 000 cua ddc t6 bach hau bang phurong
phap sau day:

DPac t6 bach hau chudn dugc pha lodng thanh nhiéu ndng
d0 khac nhau trong méi trwdng M199 dé cé nbng do
khoang 0,2 Lf/ml.

Pha lodng ddc t6 hach hau 0,2 Lf/ml trén phién chuadn do
tlr cOt 1dén 1L

Thém huyét thanh chuan khang bach hau c6 noéng do
0,002 IU/ml vao cac giéng trén.

Sau khi 0 phién 1h ¢ nhiét dd phong, thém vao tat ca cac
giéng dung dich té bao vero c6 néng dd 2,5 X 105té bao/ml.
Léc nhe va dan kin phién bang gidy dan phién.

U & 37 °c trong 5 ngay dén 6 ngay.

Poc két qua va tinh liéu Lm/10 000 clia doc t6 bach hau.

Chuén do khang thé khang bach hau trén té bao Vero
M®di phién dung dé chudn do 8 mau huyét thanh cua 1 dd
pha V&c xin.

Cho 50 lil moi truong M 199 vao tat ca cac giéng clia phién
(trlr giéng AX(va Al2) Riéng giéng Gn, Gp, Hn. Hi2 cho
100 pl. *

Lav 8 mau huyét thanh chudt da tiém mién dich cua moi
dd pha vac xin cho lan lugt vao cac giéng tir Al dén H],
mdi giéng 50 lil. Pha lodng bac 2 tlr day s0 1dén day so 10.
Huyét thanh chuan khang bach hau cé 10 IU/ml pha thanh
0,008 1U/ ml (**).

Cho 50 lil huyét thanh (**) vao cac giéng An. Ap va Bu,
Bp. T B[[ va BJ2 pha loang bac 2 xudng Cj|. ci2va Dn.
D|? sau khi pha lodng va trén déu ¢ cac giéng D[|. Dp thi
bd di 50 pl & mdi giéng trong 2 giéng nay.

Pha doc t6 chuan dé ¢ liéu Lm/10000, cho 50 pl déc t6 vao
tat ca céac giéng trir giéng Gu, Gp. H|J, Hp (chirng t€ bao).
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Lac phién va 0 1h & nhiét d6 phong. Cho thém vao cac
giéng 50 ui hon dich t6 bao c6 dam dd 2,5 x I(p te bao/ml.
Dan kin phién bang mang dan phién va dé v 37 "C trong
5 ngav don 6 ngay. Doc két qua.

Céach doc va tinh két qua

C06 thé doc két qua bang céch truc tiép soi cac giéng chuan
dd dudi kinh hién vi phan pha hodc dwa vao viéc déi mau
dé phéan biét giéng “am tinh” va “dwong tinh”. Sy thay doi
mau tr dd sang vang dwgc coi nhu khdéng c6 su Gc ché
trao doi chat do cac doc t6 da bi trung hoa boi cac khang
thé khang doc t6. Hiéu gia khang thé dugc tinh theo diém
la giéng cubi cung van con té bao moc (moi truong cod
mau vang).

Can clr vao so giéng “dwong tinh”, tinh két qua theo phan
mém Parallel line (phan mém WIIO program).

Tht nghiém cé gia tri khi:

Giéng An - Dii va Ap - Dp cho thav rg lieu Lm/10000
dugc pha dang: Sau 6 ngay khong xay ra sy (¢ ché trao
d6i chéat o giéng A|! - Ap va Bn - B2(mau vang). Nguoc
lai c6 xay ra su bc che trao doi chat & giéng Cu - Ci2va
Du - Dp (mau dd).

Sy rc ché trao doi chat sé xay ra & giéng Eli - E2 va
Fh - F|2 (mau dd) la nhitng giéng chirng doc t6 (khdng co
khang huyét thanh dé trung hoa doc to nén doc t6 da gay
hay hoai tc bao).

O céc giéng G|[ - (Ij2va Hn - Hp cé4c te bao phét trién
binh thwong va mdi trwong cd mau vang, dé la nhirng
giéng chirng te hao (khéng cé doc t6 va khang huyét
thanh bach hau).

Th nghiém phai dat dwoc cac tiéu chuan dat ra trong thir
nghiém Parallel line nghta la phai tao dugc duwong théng
va dudng song song trong méi tvong quan gitra liéu mién
dich va dap tng.

Tri so Yg cua vac xin chudn (la sé cac giéng duwong tinh
trung binh & mdi do pha vac xin) s& phai nam trong gia tri
trung binh tich Iy + 2SD cua tat ca cac thi nghiém tién
hanh trudc do.

Tiéu chuédn chép thuan
Vac xin dat yéu cau vé cong hiéu bach hau néu cé khong
G hon 30 1U trong mét liéu don vac xin cho ngudi véi diéu
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kién 95 % khoang tin cdy cltia cong hiéu tim dwoc ndm
trong gi6i han tir 50 % don 200 %, triv khi gi¢i han can
duwoi clia 95 % khoang tin cdy cua cong hiéu > 30 1U trong
lidu don véc xin cho nguoi.

Ncu két qua khong dat yéu cau nhung thr nghiém cé gia
tri (vaiid tcst) ihi phai nhac lai thir nghiém trén mau huyét
thanh mién dich con lwu va lam thir nghiém kép. Ket qua
sé la gia tri trung binh cla 2 thir nehiém nhéc lai. Neu thir
nghiém nhéc lai dat yéu cau thi loat véc xin duoc coi la dat
cong hiéu thanh phan bach hau. Néu th®* nghiém nhac lai
khong dat yéu cau, loat vac xin bi coi la khdng dat cong
hiéu thanh phan bach hau va phai hiy bo.

NEu két qua khong dat yéu cau nhung thir nghiém khong
c6 gia tri (invalid test) thi chi can nhéac lai thir nghiém véi
s6 lvong mau va sé lwong chudt bang 1an i (trinh tw thie
nghiém I3p lai giong 1an 1). N&u & Ian thir nghiém nhéc lai
van khong dat yéu cau thi loat vac xin bi coi 1a khong dat
yéu cau vé cong hiéu thanh phan bach hau va phai hiy bo.

15.24 XAC BPINH CONG HIEU THANH PHAN HO
GA TOAN TE BAO TRONG VAC XIN PHOI HOP,
1HAP PHU

Cong hiéu ctia vac xin ho ga trong vac xin dugc xac dinh
bang cach so sanh liéu hitu hiéu 50 % (ED3) clia vac xin
mau chufn so voi vic xin mau thir. Ket quéa dugc tinh bang
phurong phap Probit analysis (phdn mém WHO program).

Pha vac xin

Str dung it nhat 3 dd pha loang bac 5 nhwng khong qué
5 dd pha cho ca vac xin chudn va véc xin thir. Pha véc
xin trong mdt loai dung dich dém sinh ly (dung dich Tiatri
clorid 0,85 %). Cac dd pha vac xin dwgc chon dwa vao
cac s0 liéu trvdc dé va tuv thudc vao chung loai chudt thi
nghiém nhwng phéi dua trén nguyén tdc ED khong dugc
léch ngodi khoadng gilra dd pha lodng cao nhat va do pha
lodng thap nhat.

Neu khong c6 sn s6 fidu trwdc do cd thé pha 3 dd pha bac
5 cua Vac xin chuan va vac xin thir nhw vi du dudi day:

V&c xin mau chuén

A - 130 “ 16ng mau chuan +30 ml NMSL
B -1/150= 5ml A + 20 ml NMSL
c - 1750 - 5mil B + 20 ml NMSL
Vacxin DTnP mau thi

A= 15 = 5mi vac xin mau thir - 20 ml NMSL
B- 125 - 5mldungdich A + 20 nil NMSL
¢ “ Ui25 - 5midung dich B +20 ml NMSL

Tiém mién dich

Chon chudt nhat trang cd can ning tir 10 g dén 18 g, nhung
cac chudt trong mot thir nghiém khéng dwac chénh léch
khoi lvong qua 4 g. Dung chudt cung gi6i, néu khac gidi
phai chia déu st chudt duc, cai vao cdc nhdm va nhét riéng.
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Chudt duoc tiém mién dich sau khi da duoc &n udng day
dd 1h. Tiém & bung 0,5 ml/chudt. Mdi do pha véc xin tiém
cho mdt nhdm chudt, s6 lugng chudt trong mbi nhom tay
theo két qua thdm dinh thr nghiém nhwng khong duoc it
hon 20 chu6t. Tiém mién dich theo tht tw tir dd pha lodng
nht (tir dd pha ¢ dén A) cho ca loat vac xin mau thir va
mau chudn.

B6n nhém chudt déi ching: Mi nhém 10 con, dugc nudi
song song v&i nhom chudt mién dich ding do kiém chiing
doc lwc clia chung thir thach.

Trong thoi gian mién dich (14 ngay dén 17 ngay), chudt
phai khde va tang trong binh thuong. it nhat 94 % sd chudt
da duoc mién dich & mdi dd pha ctia cd vac xin mau chun
va VAc xin thir nghiém phai duoc séng sot va klide manh
cho den ngay thir théach.

Tiém thi thach

Sau 14 ngay dén 17 ngay mién dich, chuét dugc thir thach
v@i chling B. pertussis 18323. Chuing thir thach c6 thé ding
chiing twoi hodc chdng & dang huyén dich déng bang (10 ty
vi khuan ho ga) duoc bao quan trong nito 1dng. Chiing thir
thach dugc pha trong dung dich cascin 1%. LDS)ctia ching
thr thach phai nam trong khoang 100 den 1000 vi khuén.

Céach pha dung dich casein i %

Hoa tan 10 g bot casein trong 1000 ml nudc cat
2 lan, cho thém 2,3 g natri clorid. Biéu chinh dén
pH 7 - 7,2 bang dung dich natri hydroxyd hodc acid
hydrocloric lodng. Hap 127 °c trong 30 min.

Dung dich casein ] % phai dugc kiém tra an toan bang
céch tiém vao ndo cho 5 chudt nhat, mdi con 0,02 1. Theo
ddi 3 ngay, toan bo chuot thi nghiém phai séng. Neu c6 1
chudt chét phai pha lai dung dich.

Céch pha hon dicit vi khuan dé kiém tra lieu LD9)va
dé thir thach

Chting B. pertussis 18323 duwoc cdy truyén doi 2 hodc doi 3
trén moi tnrofig Bordet - Gengou c6 chira 15 % mau clru hodc
ngua, huyén dich vi khuan ho ed gat tir nudi cdy 20 h dén
22 h dwoc dung d6 pha thanh hdn dich thir thach hoic st dung
huy@n dich vi khuan 110 ga dam do 10 ty vi khudn/ml da bao
quan trong nitrogen long de pha dung dich thir thach.
Trong khi pha ciing nhw trong khi tiém thir thach, hon
dich vi khuén ho ga phai giit trong da lanh. Thoi gian hat
dau pha dén khi tiém xong hon dich vi khuan thir thach
khong dwgc qua 150 min. X&c (tinh ddm dd vi khuan ho
ga bang mét thuong khi so véi 6ng dd duc chudn quéc
té 10 10U hodc do OD bang may quang phd ké de tinh
s6 vi khuan 10 ga trong hon dich git. Pha lodng huyén
dich vi khuan ho ga bang casein 1% dé co nbng do la
10 X 100vi khuan/ml (*)- N6u sr dung chiing ho ga duoc
bao quén trong nito long thi phadi lam tan bang nhanh triréc
khi thir thach. Céc do pha lodng clia chung ho ga dwgc pha
theo s do duwéi day (Vi du 1) trong dung dich casein 1%.

Pt.-3'A
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Vidui: So do cac do pha lodng cla chling ho ga trong dung dich casein 1%
Chuing B. pertussis 18323 gilr trong nitrogen Iéng la 10 X 1OVl (*) = A0

Al = 12 = 5x 10V ml

A2 = 14 = 5xi0v2m

A3 = 140 = 5x 106 0,02 ml

A4 = 1/400 - 5x10v 0,02 mi

A5 = 1/2000 - 100 000/0,02 ml

A6 = 1/20000 = 10000/0,02 ml

A7 = 1/100000 = 2000/0,02 mi

A8 - 1/500000 - 400/0,02 mi

A9 = 1/2500000 = 80/0,02 ml
Tiém chudt

Sau 14 ngay dén 17 ngay, toan bd chudt da mién dich bai
vac xin muu chuén va mau thir dwoc tiém thir thach vao
ndo, mdi con nhan 0,02 ml hén dich cha 100 000 vi khuan
(a6 pha A5) bang moét bonomtiém ban tu dong Hamilton.
Nhom chudt doi chitng, mdi nhém 10 con duwoc tiém véi cac
do pha tir A6 den A9 twong ting véi hon dich chira 10 000 vi
khuén; 2000 vi khuan; 400 vi khuén va 80 vi khuén.

D0 pha hon dich chira 80 vi khuén sé duoc cdy it nhat trén
2 dia thach Bordet Gengou sau khi pha xong hon dich va
sau khi két thic tiém thi thach, G dfa thach & 35 °C trong
3 ngay dén 4 ngay, dém s6 khuan lac moc. Théng thuong
s6 khuén lac dat khoang 30 %,

LiTU y:

Trong qué trinh pha va ticm thr thach, dung dich chiing
phai lubn gilr trong da lanh.

Thoi gian tinh tii khi bt dau pha ching dén khi két thuc
thr nghiém khong dwgc qua 2,5 h.

T4t ca vat liéu chira chiing ho ga déu phai tiét tring béng
nbi hdp 121 °c trong 15 min dén 20 min ho&c ludc sbi
trong 30 min truéc khi rlra dung cu.

Nhitng chudt chét trong 3 ngay dau sau tiém th&r thach
dugc coi ia chudt chét khdng mang tinh déc hiéu cta ho
ga. Do d6 chi nhitng chudt chét tlr ngay thir 4 dén ngay 14
méi duoc tinh két qua.

Ngay th¢ 14 sau thir thach: Tat cd nhitng chudt chét, hay
¢6 dau hiéu liét rd va sung phong tdy dan déu dwgc tinh la
chuot chét.

Tinh két qua

Duva vao s6 chudt séng s6t trong mdi nhém ching, ding
phrong phap Rced Muench dé tinh  LDIO clia chung thr
thach. Xem vi du 2.

Vidu 2:
Sl o) 6 S6
Vi khuén Chuoét s6ng Chét
10000 10 1 9
2000 (B) 10 3 7
400 (A) 10 6 4
80 10 8 2
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1ml AO + 1ml dém Casein 1%
1rnlAl T 1ml dém Casein 1%
i mlA2 +  9ml dém Casein 1%
1ml A3 4 9 ml dém Casein 1%
3ml A4 + f2 ml dém Casein 1%
1ml A5 + 9 ml dém Casein 1%
1ml A6 4 4 ml dém Casein 1%
1ml A7 + 4 ml dém Casein 1%
1ml A8 4 ml dém Casein 1%

Theo vi du trén, LDjo ndm trong khoang gitta 2 liéu 2000
va 400 vi khudn, s6 % chudt chét tvong ng véi lidu sat
trén 50 % la 76 %, s6 % chudt chét tvong (ng liéu sat dudi
50 % 1a 37 %
wTinh LD;o cbéng thirc sau:

lgLD®=Iga + Xlgf

b-a
Trong do:
Ala liéu gay chét vira sat dudi 50 % (trong vi du trén 1a 400);
A 12 % chét twvong (ng véi A (trong vi du trén 1a 37 %);
B laliéu gay chét vira sat trén 50 % (trong vi du trén la 2000);
b 1a % chét twvong ng v6i B (trong vi du trén la 76 %);
f 1a hé sb pha lodng (trong thir nghiém nay la pha loéng
bac 5). A
Thay bang con s0 cu thé la:

IgLD- Ig400 + x1g5

w ss0 " 680 vi khudn

Dung phan mém Probit analysis cia WHO program dé
tinh cong hiéu cdia vac xin ho ga.

Thr nghiém dwgc coi ia cd gia tri khi:

ED®clia vac xin chudn va ED$o vac xin thir nghiém nam
gitta d0 pha lodng nhét va do pha dic nhat cla cac vac
xin do.

Trong sudt thoi gian mién dich cho dén neay thir thach s6
chudt trong moéi dd pha khong duoc chét qua 6 %.

Liéu thtr thach phai ch*a 100 dén 1000 LDS) nhu vay liéu
LDRphai chira 100 dén 1000 vi khudn.

Thir nghiém phai dat duoc liéu chuan clia churong trinh Probit
Analysis. Yéu cau thé hién bang su twvong quan gitta liéu mién
dich va dap (ng trcn chudt (tinh tuycn tinh) va twong quan
gitra vac xin chuén va vac xin thi (tinh song song).

S tich Ity Tong so % chét
sdng Chét
1 22 23 9%5
4 13 17 76 (b)
10 6 16 37 (a)
18 2 20 10
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Tiéu chuén chép thuan

VAc xin dat yéu cau néu cong hiéu khdng it hon 4 v trong
mot lidu don vac xin cho ngudi va gidi han dudi cta 95 %
khoang tin cay clia cong hiéu tim dwgc khong it hon 2 1U
trong mot lieu don véc xin cho ngudi.

Néu thir nghiém Ian | co gia tri (vaiid) va dat tiéu chuan
chdp thuan thi vac xin dé coi nhu dat yéu cau vé cong
hiéu. Nhung néu khong dat tiéu chuan chép thuan thi thir
nghiém dbé phai duoc 1am nhic lai. Cong hiéu véc xin dat
tiéu chuan chép thuan khi két qua trung binh nhan cla cac
lan thir nghiém c6 gia tri khong thap hon tiéu chuan chap
thuén cho phép.

Néu lan 1khong dat yéu cau va thtr nghiém khong cé gia
tri (invalid) thi phai lam lai thir nghiém. Kct qua lan thi
nghiém dau sé khong duogc ding dé xem xét. Neu két qua
lan thtr nghiém nhéc lai c¢6 gia tri va dat tiéu chudn chép
thuan thi loat vac xin d6 coi nhu dat yéu cau vé cong hiéu.
NEu khong dat yéu cau thi phai l1am lai nhw & trén,

15.25 XAC BINH HAM LUONG TORMALDEHYD
TON DU TRONG VAC XIN VA SINH PHAM

Nguyén ly

C6 hai phuong phap xac dinh ham lwvgng iormaldehyd ton
du trong véc xin va sinh phdm nhu sau:

Phrong phdp 1 Dua vao phan (ng tao chat mau chinol dudi
tac dung ctia thu6c thir hichsin va aldehyd hoa tan trong nuéc.
Phuong phap 2: Binh lvong ibrmakiehyd bang cach so mau
cla 3,5-diacetyl-1,4-dihydrolutidin ¢ buéc séng 415 ran.
Phirc hop tao thanh ¢ mau vang chanh do phan Ging cua
ibrmaldehyd tu do trong mau thir véi acetylaceton va amoni
trong moi trvdng acid nhe.

Cach tién hanh

Phwongphép 1

Ly 1 ml mau thir, cho nudc cét vira dd 5 ml, thém vao 1ml
thudc thir fiichsin acid, tron déu; day ong nghiém bang nat
cao su vadgi 1h. Do mat do quang hoc clia dung dich bang
kinh loc mau tim than (bwéc séng 400 nm + 5 nm).

Tién hanh lam song song trén méu trang theo trinh tw nhu
trén nhung thay 1 ml méu thir bang 1 ml nu6c cét.

Két qua xac dinh duoc bing cach so mau clia mau vac xin
thir v6i dung dich chudn c6 mat do quang hoc gan nhau
nhét.

Dimg duong chuan:

Lay 1ml dung dich ibrmaldehyd chuén 0,4 % thém nuéc
cat vira di 100 mi vao (dung dich 0,004 %).

Lay 0,5 ml, 1,0 ml, 2,0 rnl, 3,0 ml, 4,0 ml, 5,0 ml dung dich
chuan formaklehyd 0.004 % cho vao cac &ng nghiém va
cho nwéc cat vira di 5,0 mi, thém 1,0 ml dung dich thudc
thtr. Boi i h sau do tién hanh phéan tich nhw da mo ta & trén.
Cach pha dung dich lormaidehyd chudn 0.4 %: Truéc khi
pha tién hanh xac dinh su b ham lwgng ibrmaldehvd cé
trong dung dich formaidchvd (dung dich phai chia khéng
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it hon 37 % formaldehyd). Can 1g dung dich ibrmaldehvd
40 % (cén chinh xac, trong trwong hop dung dich chua it
hon 40 % thi phai tinh toan lai cho thich hop) cho vao mot
binh dinh mic 100 ml, cho nuéc cat vira du toi vach (dung
dich 0,4 %). Truéc khi dung pha lodng JOO Ian.

Céachpho thudc thirfuchsin: Hoa tan 2 g fuchsin kiém vao
120 rnl nuéc cat da dun soi, dé ngudi. Hoa 2 g natri sulfil
(TT) vao 20 ml nuéc céat va trén vao dung dich trén, thém
2 ml acid hydrocioric (TT). Cho nwéc cat vira di 200 ml
va cho it nhat 1 h méi dem sir dung. Dung dich nay phai
lubn luén mai.

Phuongphap 2
Ly khoang 3 ml dén 4 ml mau thr ly tm 4000 r/min
trong 10 min, 14y phan nwéc (néu mau thir trong thi khdng
can ly tam). Pha lodng mau thir néu can thiét.
Ldy chinh x4c 3 ml mau thx cho vao éng nghiém.
Oltng duong chuén:Pha lodng 10 1an dung dich formaldehyd
chudn 0,04 %, tlr d6 pha céc dung dich ibrmaldehyd chuén
0,0002 %; 0,0004 %; 0,0008 %:; 0,0012 %
L4y chinh xac 3 mi cac dung dich chuén da pha loang vao
cac 6ng nghiém.
Mau tring ding 3 ml nwéc cét.
Thém 3 ml dung dich acetylaceton vao mdi 6ng nghiém
dyng mau trdng, mau chudn va mau thi.
L&c déu, dun cach thuy 100 °c trong 15 min.
DPe ngudi & nhiét do phong.
Tién hanh do mat do quang ¢ budc song 415 nm.
Cach tinh két qua:

X - na
Trong do:
X 1a ham lvong formaldehyd c6 trong mau thir (%);
a la ham lvong formaldehyd c6 trong mau thir tim dwoc
trén dwong chuén (%);
n ia do pha lodng mau.
Cach pha dung dich lormaidehyd chudn 0,04 %: Can
311 mg hexamethylentetramin hoa tan trong vira du
1000 ml nuéc cat, dung dich cé chira 0,04 % formaldehvd,
bdo quan dung dich & nhiét d6 phong dung wong 6 thang.
Céachpha dung dich acetyiaceton: Can 150 g omoni acetat
(77), hoa tan trong khoang 500 ml nwéc cat. Thém 3 ml
acid acetic dam dac (77), 2 ml acetyiaceton (77), khudy
déu, thém nudce cat vira du 1000 ml. Bao quan dung dich ¢
2 °c dén 8 °c, dung trong 2 thang.

Tiéu chuén chédp thuan

M®i loai vac X1, sinh phdm c6 tiéu chudn khac nhau. Cac
tiéu chuan nay duva theo quy dinh ctia WHO cho tirng loai
vac xin va sinh phdm. Tuy nhién, lvong formaldehyd ton
du trong vac xin, sinh phdm khéng dugc vuot qua 0,02 %.

PL-387
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15.26 XAC PINH HAM LUONG NATRT CLORID
voi Sy CO MAT CUA PROTEIN BANG PHUONG
PHAP BINH LUONG GIAN TIEP (PHUONG PHAP
CHARPEN riER-VOLHARD)

Nguyén ly

Phwong phap dva trén phan img cla ion CI' voi mot lugng
bac liitrat thira.

Bac nitrat thira s& dwoc chudn dd bang dung dich amoni
suitbcyanid véi chi thi mau phén sat amoni.

Protein trong mau thir dugc oxy hda bang kali pcr-
manganat trong moi truong acid trwdc khi tién hanh dinh
lwgng natri clorid.

Phuong phép tién hanh

Hut chinh xac mot thé tich (V mi) mau thir tvonii tng véi
khoang 0,2 mg hoat chat cho vao mét binh nén dung tich
50 ml.w

Thém 5 ml dung dich bac tatrat 0,01 N.

Thém 1ml acid niuic dam dac (77).

Than trong dun trcn bép cho dén khi soi.

Them tirng giot dung dich bédo héa kaii permanganat cho
dén khi cé mau tim.

Tiép tuc dun s6i trong 5 min.

Thém mot it dwdng glucose bot dé khir mau.

Tren day binh xuét hién tua tréng nhu béng.

Lam ngudi.

Thém 0,5 ml dung dich phén st amoni b&o hoa.

Chuén dd bac bang dung dich anioni surocyanid 0,01 N
(CB) cho dén khi c6 mau hong.

Song song tién hanh 1am mau trdng (thay mau thir bang
nwoc cat).

Lwong natri clorid cé trong mau thi tinh bang mg % theo
cdng thirc:

\

X = (A-B) x k x 0,585 x 100

Trong do:

A la thé tich dung dich amoni sui/ocyanid 0,01 N (CD)
dung dé chuén dd mau trang (ml);

B 14 thé tich dung dich amoni sui/ocyanid 0,01 N (CD)
dung dé chudn d6 mau ther (ml);

K la hé s6 diéu chinh clia dung dich omoni suiiocyanid 0,01 N;
0,585 la lwgng natri clorid twong (ng véi 1 mi dung dich
amoni sui/ocyanid 0,01 N (rng);

V 14 s6 mi dung dich mau th' dem kiém tra;

100 la hd s6 dé chuyén thanh %.

15.27 XAC PINH HAM LUONG NHOM (Al+#)
TRONG VAC XIN VA SINH PHAM

Phuong phap 1

Ngitvén iY:

Phuong phéap dua trén phan (ng tao thanh phirc chét cla
mot lwgng thira dung dich muéi natri clGa acid ethylcn
diamin tctra acetic (TIDTA) v6i ion nhém (AP'# va sau
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d6 chudn do luong thira EDTA bang dung dich dong Sulfat
0,01 M.

Phuwong phap tién hanh:

Lay 1ml acidsulfuric (TT), 6 giot acid nitric (TT) va 3 ml
mau tht cho vao binh nén dun néng cho dén khi thdy khoi
trang day dac thoat ra.

Tiép tuc dun néng va cho thém vai giot acid nitric (TT)
cho dén khi dung dich trong binh mat mau. Be ngudi binh.
Théan trong thém 10 ml nwéc cat. Neu dung dich con duc,
dun tiép cho dén khi trong.

Them dung dich natri Hydroxyd50 % vao binh cho dén khi
dung dich ¢ mau do vang [dung dung dich da cam methyl
(77) lam chét chi thi].

Neu dung dich duc, hoa tan tla béng cach thém dung dich
acidsulfuric i M, cho thém chinh xéac vao binh 25 ml dung
dich dinatri diethylen diamin tetraacetat 0,01 M (CDP) va
10 ml dung dich dém acetat pH 4,4 [c6 chira 68 g natri
acetat (TT); 38,5 g amoni acetai (TT); 125 ml acid acetic
(TT) va nuéc vira du 500 ml]. Bun sbi nhe trong 3 min.
Them 1mi dung dich chi thi maupyridylazonaphtol 0,1 %
trong ethanol 95 % Khi con néng chuan do ngay dung dich
dinatri diethylen diamin tetraacetat thira bang dung dich
ddng Sulfat 0,01 M (CD) cho dén khi xudt hién mau nau
tia, ta dwgc Aml dung dich déng Sulfat 0,01 M. Song song
tién hanh 1am mau trng (thay mau thir bang nudc cét)
dwoc B ml dung dich dong Sulfat 0,01 M.

1,0 ml dung dich dinatri diethyien diamin tetraacetat 0,0i M
(Cb) twong dwong véi 0,2698 mg AUA

Lugng nhom X (AlI** mg/ml) trong mau thr dwoc tinh
theo cbng thirc sau:

B-A

The tich mau thtr

x 0,2689

Phuowg phap 2

Nguyén ly:

Ham lvgng nhdm (Al+-) co trong mau thir duge xac dinh
bang cach so mau do phan (ng ctia nhdm voi Stilbazo.
Nhém hydroxyd c6 trong mau thir dwéi tdc dung cla acid
nitric va nhiét dd chuyén thanh AI"A

Phuwong phap tién hanh:

Truéc khi kiém tra, mau thir dugc 1ac déu thanh hdn dich
ddng nhat. Thém 0,2 ml acid nitric (TT) vao 1 ml mau thi.
Bun sbi cach thly trong khoang 11i. Pha lodng bang nuéc
cat dén ndng dd thich hop (thudng pha lodng 25 va 50 1an).
Ldy 1 ml mau thir vao binh nén, them nudc cét vira dd
5ml. Thém 10 ml dung dich dém acetat (pH = 5,55 - 5,75),
5 ml dung dich stilbazo, 5 ml nwéc cat. D€ & nhiét do
phung 20 min, do quang & budc séng 510 nm.

Song song tién hanh dwng duong chudn voi cac dung dich
nhém chuén 2, 4, 6, 8, 10 microgam/mi, twong duvong véi
iml, 2 ml, 3ml, 4 ml, 5ml nhdm chuan 2 microgam/ml.
Dva vao dwong chuan tinh ra ham lwgng nhdm cé trong
mau tht.

Song song tién hanh lam mau trang: Thay mau thir banti 1ml
nuwoc cat.
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Céach pha dung dich nhdm chuin 0,1 %: Can chinh xac
0.895 g nhém clorid {AIC136H2) hoa tan vao 100 ml
nuwdc cal 2 1an, Trwdc khi ding pha lodng dung dich nhdm
chuén 0,1 % 500 Ian bang nwdc cét, thu dwgc dung dich
nhdm chuan 2 microgam/mf.

Cach pha dung dich stiibazo 0,035 %: Hoa tan 0,035 g
stithazo trong vira di 100 mi nwéc cat. Loc qua gidy loc,
Dung dich bao quan & nhiét dé 2 °c dén 8 °c s dung dwoc
trong 1tuan.

Céch pha dung dich dém acetat (pH = 5,55 - 5,75):

Dung dich A: Hoa tan 69,05 g natri acetat (TT) vao
500 ml nwéc cét.

Dung dich B: Hoa 5,72 ml acia acetic (TT) trong vira du
100 ml nwéc cat.

Tron dung dich A vao dung dich B theoty I8 9 : 1 Do pH.

Tiéu chudn chip thuan
Ham lwong AI™™ trong vic xin khdng duoc vuwot qua
1,25 mg At//liéu tiém cho nguoi.

1528 XAC PINH HAM LUONG PHENOL TRONG
VAC XIN VA SINH PHAM

Phuwong phap 1

Nguyén ly
Phuong phap duwa vao phdn (rng tao mau cla thudc thi
Folin véi phenol.

Phuongphap tién hanh
Viac xin mau thir dwoc ly thm véi van téc 3000 r/min trong
15 min. Bo cdn, lay 1 ml phan nwéc & phia trén cho vao
binh dinh mic 100 ml va cho nuwdc cat vira dd 100 mi,
Iac dou.
Ldy 0,5 ml dung dich trén, thém 9 ml nudc cat, 0,5 ml
thu6c thir Foiin (TT) pha loéng 2 lan, 2 ml dung dich natri
carbunat 20 % (TT). Lac déu. Bun céch thly cho sbi trong
1 min. Lam ngudi & nhiét d6 phong,
Song song tién hanh xay dyng dwong chuén:
Céch dyng dwong chuén:
Hut dung dich phenoi chudn i : 1000 (TT) vao cac 6ng
nghiém véi lvgng nhw sau: 0,1 mi; 0,2 ml; 0,3 mi; 0.4 mi;
0,5 ml; 0,6 ml, 0,7 ml; 0,8 mi; 0,9 mi; 1,0 ml. Thém vao
céc ong nghiém trén moi dng mét lvgng nwdce cat vira du
9,5 ml; 0,5 ml thuéc thir Foiin pha lodng 2 Ian; 2 ml dung
dich natri carbonat 20 % (Ti"). Lic déu. Bun cach thiy
cho séi trong i min. Lam ngudi & nhiét do phong.
Song song tién hanh 1am méu tréng (ding nudc cét thay
cho mau vac xin thir nghiém).
Pem so mau trén may quang phd vai bwdc séng 310 nm
(c& v6i mau thir va mau chuén).
Céch tinh két qua:

a x 2 x 100 x 100

1000000

PHU LUC 15

Trong dé:

X laham lugng phenol ¢6 trong mau thir (%);

a x 2 la ham lugng phenol c6 trong 1 mi mau da pha loéng
tim duoc trén dwong chuan;

100 4 dd pha lodng ctia mau thi.

Tiéu chuan chap thuan:

Ham lvong phenol trong vac xin thanh phdm ndi chung
khong dugc vwot qua 0,12 g/L, trlr nhitng quy dinh cu thé
khac. Theo nguyén tic chung, ham luong phenol trong vac
xin thanh pham khong dugc thdp hon so véi ham lugng
cho thdy c6 kha nang khang khuan va khong dugc cao hon
1i5 % ham lwgng dang ky trén nhan.

Pha dung dich phenoi chuan:

C6n chinh x4c 1gphenoi (TT) hoa tan trong vira da 100 ml
nwdc cat. Trude khi dung pha lodng 1000 Ian bang nwdc cat.
Pha dung dich natri carhonat 20 %.

Can 20 g natri carbonai (TT) hoa tan trong vira dd 100 ml
nwéc cat. Loc vao chai dung.

Phuong phap 2

Mau thi duoc tron déu dé 1am thir nghiém, Pha loing mau
thir bang nwoc cat (néu can thiét) dé c6 nong dd phenol
khoadng 15 pg/ml.

Chu&n bi mau phenol cbuan theo céc ndng dé 5 pg; 10 pg;
15 lig; 20 gg va 30 pg /ml.

Ly 5 mi cac dung dich mau th(* va mau chuén vao &ng
nghiém, thém 5 ml dung dich dém baratpH 9,0; 5 ml dung
dich aminopyrazoion va 5 mi dung dich kali fericyanid.
Lac déu, dé yén 10 min, do do hap thu (Phu luc 4.1) & budc
song 546 mn. Dva vao duong chuan dé tinh ra ham lwong
phenol c6 trong mau thi.

Céach pha dung dich dém borat pH 9,0:

Dung dich A: Hoa tan 6,18 ti acid boric (TT) trong vira du
1000 ml dung dich kaii clorid 0,1 M.

Dung dich B: Dung dich natri hydroxyd 0,1 M (TT).

Tron 1000 ml dung dich A véi 420 ml dung dich B thu
dugc dung dich dém pH 9,0.

Céch pha dung dich aminopyraioion:

Dung dich 4-aminophenazon 1 % trong dung dich dém
borat pH 9,0.

15.29 XAC BINH HAM LUONG THIMEROSAL
TRONG VAC XIN VA SINH PHAM

C6 nhiéu phrong phap dé xac dinh ham lugng thimerosal
trong vac xin va sinh phdm. Tuy theo kha nang hién c6
Ve thiét bi va hda chat tai co s& dé chon 1trong 2 phuong
phap thir nghiém sau day: Phuong phap hoa 1Yva phuong
phép vi sinh vat.

Phuong phap héa ly

Nguyén /y:

Dva vao phadn Gng l06i phéng ion thdy ngan tv do tt
thimerosal, két hop voi dithiron thanh dithizon-thuy ngan,
xéc dinh bang cach do quan:.!.

PL-3R9
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Cach lién hanh:

Lam song song 2 mau (mau vac xin thr va mau chirng
nwoc cat), 18y 0,2 ml mbi mau cho vao tirng binh nat mui
riéng biét c6 dung tich 100 ml.

Cho vao moi binh 1,2 ml acid sulfuric (IT) d& pha lodng 2
ian bang niréc cat 2 lan tinh theo thé tich va (lun nhe binh
s6 1(chtra mau vac xin thir) trong cach thiy cho dén khi tan
hét. Thém vao moi binh 5 m! dung dich kali permanga)iat
5 % (77), lac den va dé vén trong 1h.

Loai bd kali permanganat thira bang cach thém 15 m!
dung dich hydroxyiamin ciorid 10 % (11), them 35 ml
nuwéc cat 2 1an, 5 ml dung dich acid acetic 6 M (77) va
tron déu Dung buret thém chinh xac vao moi binh 10 ml
dung dich dithizon 0,00i % va l&c 30 s.

Chuvén toan bd dung dich thir clia tirng binh vao moi binh
lang gan riéng biét, tach 16p cloroibmi qua mot 16p bong
da hap va say khd vao cac dng nghiém. Do do hap thu &
huwédc séng 620 nm (Phu luc 4.1).

Ham lwong thimerosa! (X %) c6 trong vac xin thi duoc
tinh theo cong thirc:

ax 100x100
X= - = — - a X0,00101
0,2 x49,55 x1000000

Trong do:

a la lvong thay ngan (pg) xac dinh dugc theo dudong chuén;
0,2 la s6 ml dung dich véc xin thir;

49,55 laham lugng thdly ngan c6 trong 100 phan ctia thimerosal,
100 la 100 phan thimerosal;

100 la doi ra phan tram;

i 000 000 la hé s chuyén dai tlr lig sang g.

Céch dwng dwdng chuan:

Can chinh xac 0,5 g thly ngan, hoa vao 15 ml acid nitric
(77) va thém nwéc cat vira di 500 ml, dwoc dung dich thav
ngan c6 ham lvong 1 mg/ml (DD*). Xac dinh ham lwvong
thdy ngan nhu sau: Lay 10 ml DD*, cho them 10 giot dung
dich phén s&t amoni T0 % va chuén dd tir tir voi dung dich
amonisui/ocyanid0,01 N (CP) cho ddn khi xuat hién mau
da cam.

1 ml dung dich amoni sulfocyanid 0,0i N (CD) twong
duong v6i 0,001003 g thay ngan.

Lay 5 bitih nGt mai co dung tich 100 ml dé tién hanh song
song 5 thi nghiém véi 5 mau: 0,4 ml, 0,6 rnl, 0,8 ml, 1,0 ml,
1.2 ml dung dich thly ngan chuén tren. Thém vao moi binh
1.2 ml acid sulfuric (77) da pha lodng 2 lan bang nuéc
cat 2 1an va 30 ml nuéc cét 2 lan. Neu khdong cé nwéc cat
2 lan thi st dung nuéc xr ly dithizon nhu sau: Cho vao
mdi binh gan 10 ml dung dich dithizon (77) (0.01 g/L),
sau dé tach phan cloroiorm ra. Néu mau cua dithi/.on thay
doi thi 1am di 1am lai vai 1an cho dén khi mau cua dithizon
khong thay d6i. Thém 5 ml dung dich nutri clorid 0.9 %
(TT) va 5 mi dung dich acid acetic 6 A/ (77) va lien hanh
tiép luc nhu d6i véi mau kiém tra ghi & phan trén. Céc két
qua thu dwgc cho phép 1ap mdt dudng chuln veé thiy ngan.
Cach pha dung dich dithizon 0,001 %:

Can chinh xac 10 mg dithtron (77) hoda tan vao cloroform
(77) va thém vira dd 100 mi v&i cung dung mai.
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Hao quan dung dich & chd t6i 4 °C den 8 °C trong vong
1thang. Truéc khi dung pha lodng 10 lan.

Phwong phap vi sinh véat

Nguyén Iv:

Phwong phéap thuc hién dua trén sy hinh thanh vong Gc
ché su phat trién cua vi sinh vat duoc tao hoi dung dich
thimerosal chuan va thimerosal c¢6 trong mau thr; so sanh
dwong kinh vong tic vo khuan.

Céch lién hanh:

Pha thach thwong, dun néng chdy hoan toan va do thach
day 4 mm 1én mot phién kinh hinh chir nhat phang. De
thach ngudi hoan toan, duc 16 thach (duong kinh 8 mm) sao
cho khoang cach gitra cac 16 thach it nhat 1a 30 mm. cdy
chung Staphyiwcoccus aurcus trén thach nghiéng, G ¢ 37 °c
trong 18 h dén 24 h. Gat va pha vi khuan bang nwdc mudi
sinh Iy vo khuén thanh huyén dich 109vi khudn/ml. Ling
déu huyén dich vi khuan (0,5 rnl/dia thach) trén dia thach
da duc 16. Nho vao moi 16 100 pi dung dich thimcrosal
chuéin néng do 1 g/L & cac do pha lodng 1/2,5, 1/5, 1/10,
1/20. 1/40, 1/80, 1/160. i & 37 «c trong 24 h.

Doc két qua:

Po duong kinh cac vang ¢ ché vi khudn moc cla cac
dam d6 thimcrosal chuin, xay dyng duong chudn. Dua
vao dwdng chuan va dwong kinh ving (e ché clia vac xin
mau thir dé tinh ra ham lwong thimerosal ¢6 trong vac xin
mau thi.

Ticu chuén chédp thuan

Ham luwgng thimerosal trong mdi vac xin va sinh pham co
thé khac nhau tuy theo yéu cau cu thd, nhwng khong duoc
thdp hon ham lwgng cho thay c6 kha nang khang khuan va
khong cao hon 115 % ham lugng thimerosal ghi trén nhan.
Yéu cau chung cho ham hrong thimerosal trong cac véc
Xin va sinh pham c6 st dung thimerosal lam chat bao quan
déu khdng dwoc vuot qua 0.02 % trir khi ¢ chi dan khéc.

15.31 XAC DINH HIEU Lwc VAC XIN DAI THEO
PHUONG PHAPN1H

Nguyén ly

Thi nghiém NIH (National institute of Health - USA)
dwoc To chirc Y té Thé gidi chinh thirc cdng nhan dé kiom
tra cong hiéu vac xin dai bat hoat. Céng hiéu vic xin dai
dwoc xac dinh bang cach so sanh lieu hitu hiéu bao vé
chudt chéng lai liu gay chét clia virus dai voi mot vac
xin dai mau chudn da biét trwdc cong hiéu (IU/rl). Thir
nghiém duwoc tién hanh song song 2 vac xin (mau thir va
mau chuan), sau 14 ngay thir thach véi ciing 11liéu ching
virus thir thach CVS.

Phuong phép tién hanh

Pha vac xin va gay tnien dich:

Pha vac xin mau chuan bang nudc vo khudn dé liem (hoic
PBS pH 7,2 - 7,4) d6 cé dugc do pha cd chira khoang 2 U/ml.
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Phén chia vao cac dng mét lugng véc xin du dung cho mot
lan pha tiém mién dich. Bao quan 0'-20 °C.
Pha vacxin thir: Néu 1a vac xin dong khd phai hoan nguyén
bang nwdc hdi chinh cho t¢i ndng do liéu tiém cho ngudi.
Dung dich véc xin chun va dung dich vac xin thir d& hoan
nguyén tiép tuc dugc pha loang thanh it nhdt 3 do pha
trong nwéc mudi sinh Ii (hodc PBS). Cac do pha dwoc chon
sao cho c6 ED trung binh khong nam ngoai cac do pha
lodng clia vac xin mau thir va vac xin miu chuén, thuong
str dung do pha lodng bac 5 la 1/5, 1/25, 1/125, 1/625 dé
pha liém mién dich.
Gay mién dich: Moi dd pha lodng vac xin duoc gay
mién dich cho it nil& 16 chudt nhét tring, 4 dén
5 tuan tudi, 11 g dén 15 g. Mbi chudt tiém 0,5 ml vao phuc
mac. Tiém 2 miii vao ngay 0 va ngay 7.
Nhém chudt doéi chirng gém 40 con dugc nudi song song
trong cing diéu kién véi nhém chudt mién dich. Chudt ddi
chiing dugc dung dd chudn dd hiéu gia ching virus thir
thach, mdi do pha lodng tiém 10 chudt,
Pha chiing CVS va thi thach.
Nhoém chudt mién dich dugc tiém thlr thach véi ligu trong
khoang tlr 10 dén 100 LDS0. Thuong dung ligu thir thach
c6 chira 25 dén 50 LD,
Vi du: sau 5 1an chuén do hiéu gia chiing CVS 1a 10'68i.
Nhu vay dé c6 dwoc lidu 25 LDT phai ding do pha dam
dac hon 1,4 log tic 1a dd pha 10'54.
Cachpha cu thé:
Dung huyét thanh ngwa 2 % pha hon dich CVS 20 % dé
cd duoc hon dich 10 % (hdn dich A). Sau do pha tiép:

bod pha lodng Ky hiéu

0,3 ml A+ 2,7 ml huyét thanh 2% 102 B
0,3 mi B+ 2,7 ml huyét thanh 2% 103 c
0,3 ml C+ 2,7 ml huyét thanh 2% mon D
i ml D + 24 ml huyét thanh 2 % 10'54 E

Lay dd pha E ticm cho tat cd nhém chudt mién dich, mbi
chu6t tiém 0,03 ml vao néo.

Pe chuén do hiéu gia chiing CVS thir thach thuc té trong
thir nghiém, tiép tuc pha lodng bac 10 tir hén dich E (10'54)
d€ co cac do pha 1(y6A 10'74 10'84 Moi do pha ching CVS
tiém vao ndo cho 10 chudt, mdi chudt 0,03 mi.

Theo ddi va doc két qua:

Sau khi tiém thir thach, theo ddi cac nhom chuft trong
vong 14 ngay. Nhitng chudt liét hodc chét sau ngay thir 5
méi dugc tinh vao két qua. Nhirng chudt cé dau hiéu co
giat, liét, r6i loan van dong duoc coi nhw chét vi bénh dai.
Can ghi chép két qua hang ngay. Boc va tinh két qua cudi
cung vao ngay th* 14 sau tiém thir thach.

Tinh két qué:

Hiéu gid chang thir thach CVS tinh theo phuong phap
Reed-Muench.

Cong hiéu (EDX) tinh theo chuwong trinh Probit analysis
cua WHO.

Tiéu chnan chap thuan: Vac xin dai phai dat cong hiéu
>2,5 IU/liéu.
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15.32 XAC PINH HAM LUONG NiTO PROTEIN
CUA VAC XIN VA SINH PHAM BANG THUOC THU
NESSLER

Nguyen ly

Phuong phap dua vao tinh chét clia thu6c thir Nessler cho
phdn (ng mau voi ion amoni (NHU) dugc tao thanh sau
khi vd co hoa cac protein.

Phuong phép tién hanh

Chu&n hi méu thtr

Cho 1ml ché pham va 1 ml dung dich acid tricioroacetic
20 % (TT) vao mot ong ly tdm 10 mi, dé & nhiét do 4 °c
dén 8 "Ctrong 10 h dén 12 h. Sau do ly tam 3500 r/ifiin
trong 1h, loai bd phan nuéc. Rira tda bang 2 mi dung dich
acid tricioroacetic 5 %, liép tuc ly tm 3500 r/min trong
i h, loai bo phan nwéc. Thém vao cén 0.2 ml acid sulfuric
(TT) dem v6 co hda trén bép céat cho dén khi dung dich
mat mau. DE ting tdc dd phan (ng thinh thoang cho vai
giot dung dich oxy gia dam dac vao 6ng dét sau khi 1am
ngudi. Khi ché phdm da dugc vo co hda hoan toan, dung
dich mat mau, thém nudc cét 2 1an vira du b mi, thu duoc
dung dich A.

Lay 1ml dung dich A vao 6ng nghiém, thém 8,5 ml nwéc
cét 2 1an va 0,5 ml thudc thir Nessier /77), dugc mau thi.
Chuén bi mau trdng: Tron déu 9,5 mi nudc cat 2 1an va
0,5 ml thu6c thir Nessier (77).

Dung dwdng chuén

Hat dung dich amoni sulfat chuan c6 ham lwgng 0,05 mg
nito/ml vao cac dng nghiém theo thi ty sau: 0,1 ml; 0,2 ml;
0,3 ml; 0,4 ml; 0,5 ml; 0,6 ml; 0,7 ml. Thém nwéc cat 2 lan
vlra dd 9,5 ml va 0,5 ml thudc tht Messier (TT).

Lac ddu cac 6ng nghiém.

Do dd hdp thu (Phu luc 4.1) ¢ buéc séng 420 nm.

V& do thi deong chuan.

Lugng nito protein trong ché phdm dugc tinh theo cong
thirc sau:

a Xb X6,25

X (mg/mi) T,O i<

Trong dé:

a ialwgng nito tim dugc trén dwdng chudn (mg);

b lathé tich dung dich A (ml);

1.0 la thé tich miu sau pha foang dcm so mau (ml);

1.0 la thé tich mau dem tda rdi v co hoa (ml);

6,25 la hé s6 chuyén doi protein tir nilu.

Céchpha dung dich amoni sui/at chuén c6 ham lwgng nito
0,05 mg/mi:

Can 0,2375 g amoni sul/at (da dwgc sdy khd trong binh
hat &m bang silica gel dén khéi lwong khong déi), hoa tan
vlra da 500 mi bang nwéc cat 2 lan. Dung dich vira pha cd
ham lwong nio 0,1 mg/ml, tnréc khi dung pha lodng géap
déi bang nuwdc cat 2 lan.

Tiéu chuan cho phép
Ham lugng nito protein trong vac xin va sinh pham theo
qui dinh riéng.
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15.33 XAC BINH pH CUA VAC XIN VA SINH PHAM

Nguyén ly

Tri so pH clia mdt dune, dich vac xin hay sinh phdm duoc
xac dinh bang cach do thé hiéu gitra dién cuc chi thi nhay
cam voi ion hydrogen (thuong la dién cyc thiy tinh) va
mot dién cuc so sanh (vi du dién cwc calomel bao hoa). pH
la mét gia tri biéu thi quy wéc ndng do ion hydrogen cua
mdt dung dich. pH ctia mdt dune dich mau thir lién quan
vGi pH cuia dung dich mau chudn theo biéu thirc sau:

pH = pHg -

Trong do:

E ladiénthé, tinh bang von, clia pin chita dung dich mau thi,
Es ladién thé, tinh bang von, clia pin chira dung dich mau
chuan (da biét);

plis 1a pH clia dung dich mau chuén;

k la hd so cd gia tri thay d6i theo nhiét do duoc ghi o
bang duoi day:

Nhiét do Kk(V)
b 00572
2. - 0,0582
25 °c
30°c 0,0601
35 °¢ 1 0,0611

Phuong phép ti€én hanh

pli cua mot dung dich vac xin, sinh phdm dwoc do bang
may do pH (pH meter). May do pH la mét dién thé ké c
tré khane dau vao gép it nhat 100 lan trlir khang clia cac
dién cuc sir dune va thuong dwgc phan dd theo don vi pH
va c6 do nhay dé phat hién dugc nhitng thay déi c& 0,05
don vi pH hodc it nhat 0,003 V. Céc dién cuc thdy tinh la
pht hup va céc kiéu mav do pH, kb cd may do pH hién
s6, déu phai dap ng yéu cau trén. Van hanh may do pH
tly theo loai mav do pH va tly theo hwdng dan clia nha
san xudt. Tat ca cac phép do déu can phai tién hanh trong
cling mét diéu kién nhiét do khoang tr 20 °C den 25 °C,
trir trwong hop c6 quy dinh khac trong chuyén luén riong.
Trudc khi do pH clia mau thi, can chudn dinh may do pH
bang dung dich pH chudn do nha san xuét eune cép (ti
thiéu st dung 2 dung dich pH chuan ma pH cta dung dich
mau thir phai nam trong khoang d6). Vi du: dune dich mau
thr can do pH thudng ndm trong khoang pii 4 - 7, can st
dung 2 dung dich pil chuan la pH 4 va pn 7 de chuén dinh
may do pH; hoc néu dung dich mau thir can do pli thuong
nam trong khodng pH 7 - 10. can st dung 2 dung dich pH
chuan 1a pH 7 va pll 10 dc chuan dinh may do pH truéc
khi du pn ctra dung dich mau thi.

Trang dau dién cuc pH bang nudc cdt 2 1an, dung gidv
thdm mém chuyén dung dé thdm kho dau dién cuc va tién
hanh do pll cta dung dich mau thi. s6 lwgng mau thir
t0i ihidu ding dé kiém tra pH 1a 15 ml dén 20 ml va nén
dé o nhiét doé phong trwéc khi do. 1.Ac déu va rét mau thir
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vao coc dirng mau, nhing ngap dau dién cuc vao coc mau
thir va dé cho chi s6 pH hién trén man hinh 6n dinh thi
xac dinh pH cua méau thir. Sau khi do pH cla mau thi
xong, can trang dau dién cuc bang nudc cét 2 lan, ding
gidy tham mém chuyén dung dé tham kho dau dién cuc va
nhing ngap dau dién cuc clia may do pH vao dung dich
bao quan dién cuc, ngét dién clia méay do pH.

Tiéu chuén chép thuan
Tiéu chuén pH chép thuan theo yéu cau doi véi tirng loai
mau thi.

15.34 XAC PINH HAM LUONG PROTEIN TOAN
PHAN TRONG VAC XIN VA SINH PIIAM

Protein cd trong véc xin va sinh phdm duoc xéc (tinh theo
nhiéu phrong phap khac nhau, tiy theo tirng loai vac xin
va sinh pham.

Phuong phap Lo»TV

Nguyén iy;

Protein ¢ trong mau véc xin thir bi tua véi acid tricloroacetic
ndne. Xac dinh lvgng tla dé tinh ra lvgng protcin cd trong
véc xin, sinh pham.

Phuong phap tién hanh:

Pha lodng mau thir (néu can thiét) dé chinh ham lwong
protein clia mau thir trong khoang 20 pg/ml dén 120 pg/ml,
Thém 1 ml dung dich acid tricioroacetic 10 % vao mot
6ng nghiém c6 chita 1 ml mau thr. Bun néng & 80 °c trong
ndi cach thly trong 15 min. Lam ngudi & nhiét dd phong.
Ly thm & t6c dd 3500 r/min trong 30 min, loai bho phan
dung dich nuéc.

Thém vao phan lane can 2 ml dung dich acid tricioroacetic
5 %. Lac ky trén may lac va ly tam lai mdt 1an nita & toc
dd 3500 r/min trong 30 min, loai bo phan dung dich nuéc.
Thém 2,5 ml dung dich Alkalin vao mdi 6ng nghiém néu
trén va 0 & nhiét do phong (thdi gian U tly tirng loai mau
thlr) d6 hoa tan phan lang can.

Thém 2,5 ml nwéc cat va 0,5 ml thude ihirpoiin (pha lodng
1/2), G ¢ 37 °c trong 30 min. Ly tm v&i 16¢ do 3500 r/min
den 6000 r/min trong 30 min (v&i cac ché pham chia chat
hap phu nhém). Do mat d6 quang hoc & bwéc séng 750 nm
trén quang pho ko.

Song song tién hanh thir nghiém v&i mau trang: thay vao
1ml méu ther 1a 1 ml nwéc cat.

Dung duong chudn: Dung dwong chuan véi dung dich
protein chuan (dune dich albumin chuén & cac néng do
25 pg/ml; 50 pg/ml; 100 pg/mt; 150 pg/rnl). Dva vao
ham hrgng protcin tim duoc trén dwdng chuan tinh ra ham
lvgng protcin c6 trone mau th.

Cach pha dung dich Aikaiin (pha ngay trwéc khi dung):
Dung dich dong sui/at pentahydrat 2 %: Hoa tan 2 g dong
sui/ai pentahydrat vao vira di 100 m! nwéc cat.

Dung dich natri tartrat 4 %: Hoa tan 4 g nairi tartrut trong
vira du 100 m! nuwéc cét.
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Tron 1an 2 dung dich trén duoc dung dich A.

Hoa tan 0,8 g natri hydroxyd va 4 g natri carbonat trong
vira da 100 ml nwéc cat dugc dung dich B.

Tron 50 ml dung dich B va 1 ml dung dich A dwgc dung
dich ALKkalin.

Do dd hap thu thuc clha protein & buéc séng 280 nin
Nguyén iy:
Protein trong dung dich hédp thu tia t&r ngoai ¢ budc séng
280 nm, do sv ¢d mat cac amino acid day thom, chl yéu la
tyrosin va tryptophan trong céu tric protein.
Phuw(mg phap tién hanh:
Dung dich thir: Pha loing mau thir den ham lwong protein
trong khoang 0,2 mg/mi dén 2 ing/ml bang dung dich dém
thich hop.
Dung dich chuén: Pha lo&ng méu chuén béng cung dung
dich dém véi mau thtr va ¢6 ham lugng protein tvong (ng
vGi mau thir.
Gilt dung dich th&r va chuan & nhiét d6 phong. Po dd hap
thu cac dung dich nay bang cong thach anh & budc song
280 nm (Phu luc 4.7), dung nudc cat lam mau trang.
Ham lwong protein trong mau thir (Cu) duoc tinh boi
cong thtrc:

QI=Cs(ay/AY
Trong d6:
CS la ham lwgng protein trong dung dich chuén;
Au 1add hap thu cuia mau thir;
As la do hap thu clia dung dich chudn.

Phwong phap Bradford

Nguyén iy:

Dua trén su két hgp gilra thuéc nhudm Coomasie voi
protein trong mdi truwong acid.

Phuong phéap tién hanh :

Pha lo&ng mau thir bang nwdc cat dén ham lugng thich hop
trong khoang duong chuan.

Chuén bi dung dich chudn BSA (bovine serum albumin)
¢6 ham lugng trong khoang 0,1 me/ml dén 1 mg/ml.
Dung nuéc cat lam mau trang.

Thém 2,5 ml thuéc nhudm Coomasie 20 % vao 0,05 mi
mau trang, mau chuan va mau thi, 1ic déu. De yén 10 min
o nhiét do phong. Do dd hap thu (Phu luc 4.1) & budc séng
595 nm (khodng duing céng thach anh do sé bi thuéc nhuém
gén vao).

Ham lwong protein trong mau thir dugc tinh toan dwa vao
dwong chuan.

Phuong phap déng/add bicinchoninic

Nguyén Iv:

Dua vao sy khi ctia ion CiiH thanh Q p do protein, dung
acid bicinchoninic (BCA) dé xac dinh Cu+

Phwong php tién hanh:

Pha lodng mau thir bang nudc, cat dén ham luong thich
hop trong khoang dwdng chuén.

Pha dung dich chuan bang nudc cat (khéng it hon 5 ndng
dd) c6 ham lwgng trong khoang 10 pg/mt dén 7200 pg/tnl.
Dung livtre ¢t 1dm mau trang.
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Thém 2 ml thudc thir dong-BCA vao 0,1 ml mau tring,
mf?luo chudn va mau tht, l&c déu. & trong ndi cach thay
37 “Ctrong 30 min. Lam ngudi & nhiét do phong trong
60 min, do mat do quang (Phu luc 4.1) & buéc song 562 nm,
dung cong thach anh.

Duwa vao duong chuan tinh ra ham lwgng protein cé trong
mau thi.

Pha thudc thtr BCA: Hda tan 10 g dinatri bicinchoninat,
20 g natri Carbonat monohydrat, i,6 g natri tatrat, 4 g
nairi hydroxyd va 9,5 g natri hydrogen Carbonat vao nuéc
cét. Didu chinh dén pH 11,25 néu can bang dung dich natri
hydroxyd hodc dung dich natri hydrogen carbonat. Thém
nudc cat vira dd 1000 ml, 14c déu.

Pha thuéc thir ddng-BCA: Tron i ml dung dich ddng Sulfat
40 g/i v6i 50 ml thudc thir BCA.

Phuwong phap biuret

Nguyén ly:

Dua vao su tuong tac cltia ion Ou2+véi protein trong dung
dich alkaiin, san pham thu dwoc cé do hap thu cuc dai o
budc séng 545 nm.

Phuemg phéap tién hanh:

Pha loing mau thir bang dung dich nudc mudi sinh ly dén
ham lugng thich hop trong khodng duong chuan.

Pha dung dich chuan bang dung dich nudc mudi sinh ly
(khéng it hon 3 ndng dd) cé ham lwgng trong khoang tir
0,5 mg/ml dén 10 mg/ml.

Dung dung dich nuéc mudi sinh Iy 1am mau trang.

Ldy mot thé tich dung dich méu thir, thém dbng lugng
dung dich natri hydroxyd 60 gi7, i&c déu. Ngay lap trc cho
thudc thir biuret véi lvong bang 0,4 1an thé tich dung dich
mau thir va l&c nhanh. Bé yén & nhiét do phong 15 min.
Trong vong 90 min sau khi cho thudc thr biuret, do mat
dd quang (Phu luc 4.1) ctia mau thir & brdc song 545 nm.
Song song tién hanh véi mau trdng va mau chuén.

Duva vao dutng chuan tinh ra ham lugng protcin cé trong
mau thi.

Pha thudc thi biuret: Hoa tan 3,46 g dong Sulfat (TT) trong
10 ml nwéc cét néng, dé ngudi (dung dich A). Hoa tan
34,6 g natri citrat (TT) va 20 g natri carbonat khan (TT)
vao 80 ml nuwdc cat néng, dé ngudi (dung dich B). Tron
dung dich A va B, thém nuéc cat vira da 200 ml. Dung
trong 6 thang, khong diing néu thay van duc hoac c6 tla.

Phwong phap quang phé huynh quang

Nguyén ly:

Dwa vao dan xuét cla protein véi o-phthaldehyd do chét
nay phan rng véi cac amin chinh cua protein (N-tcrmina)
amino acid va nhéin £-amino cta lysin ton dw).

Phuong phép tién hanh:

Pha lodng mau thir bang nudc mudi sinh iy (iT) dén ham
lvgng thich hgp trong khoang dudng chudn. Biéu chinh
pH tir 8 dén 10,5 trudc khi thém thude thirphthaidehyd.
Pha dung dich chudn bang nwéc mubi sinh ly (TT) (khéng
it hon 5 ndng dd) cé ham lugng trong khoadng tr 10 pg/ml
dén 200 pg/ml. Diéu chinh pH tlr 8 den 10,5 tnréc khi thém
thudc thir phthaldehyd.
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Dung nwéc mudi sinh Iy (TT) 1am mau Iréng.

Tron 10 wi cac dung dich mau thir, mau chudn, mau tring
vGi 0,1 ml thudc thirphthaidehyd, d€ yén & nhiét do phong
trong 15 min. Thém 3 tnl dung dich natri hydroxyd 0,5 M
va lac déu. Po cuong do huynh quang cac dung dich mau
chufin va rnau thir & brdc song kich thich 340 nm va budc
song phat xa gitra 440 rm va 445 nm.

Dua vao dudng chudn tinh ra ham lwgng protein cd trong
mau thir.

Pha dung dich dém horat: Hoa tan 61,83 g acid boric
trong nudc cai va diéu chinh pH 10,4 béng dung dich Kaii
hydroxyd, thém nudc cat vira da 1000 ml, lac déu.

Pha dung dich gbéc phthaidehyd: Hoa tan 1,20 g
o-phthaidehyd trong 1,5 ml methanoi (TT), thém 100 ml
dung dich dém horat 0 0, l4c déu. Thém 0,6 ml dung dich
macrogol 23 lauryl ethcr va lac déu. Bao quan & nhiét do
phong s dung trong 3 tuan.

Phathudc ihirphthaldehyd: Thém 15 pl 2-mercaptoethanol
vao 5 ml dung dich géc phthaldchyd. Chuan bi dung dich
nay truéc khi dung 30 min. S dung trong vong 24 h.

Tiéu chuan chap thuan
Theo quy dinh trong chuyén luan riéng.

15.35 XACBINH DO AMTON nuv TRONG VAC XIN,
SINH PHAM BDONG KHO

Nguyén [y

Str dung phurong phap Karl Fischer de xéac dinh do am ton
du trong véc xin dong khd theo nguyén ly chung ia dua
tron phan (ng toan lwgng cta nwéc véi ivu huynh dioxyd
va iod trong st c6 mat cta alcohol va mot chat base hiru
co thich hop.

Hién nay co nhiéu thiét bi dé do do am t6n dw trong cac
vac xin, sinh phAm déng khé, tuy nhién nguyén tic ctia cac
thiét bi nay déu phai cau tao sao cho thao tac thuan tién va
tranh am.

Phirong phap tién hanh

Tuy theo thiét bi cla cac hang khac nhau nén thao tac theo
hwéng dan van hanh clia hang do.

Phuong phap phd bién hién nay dé do d6 am ton du cla
cac vac xin va sinh pham dong khd la phuong phap Karl
Fischer. Van hanh may do do dm ton du theo huéng déan
slr dung. R4t dung dich chuén anod va cathod vao khoang
tvong tng dén ding mic quy dinh, can lwu y qua mot
thoi gian nhét dinh, methanoi trong dung dich cathod cé
thé thdm qua mang trao d6i ion bang cach thdm thiu. De
gidm bd1 tinh trang nay khong ncn rét héa chat day qua
muc quy dinh.

Bat may va cai dat phuong phép Iya chon. Néu may do
dd am ton du khéng hoat dong trong vong 3 tuan thi van
nen bat may vai gio trong khoang thoi gian nay du khéng
tién hanh kiém tra mau gi d6 nap pin va dam bao tét ca cac
thong tin cta chwong trinh van dwoc duy tri. can dam bao
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triegc khi nap mau thir ty 1& % do dm trén man hinh phai 6n
dinh va & mirc do thap dé di dat dugc két qua theo yéu cau.
Can chinh xac khéi lvong t6ng clia cd mau thir va vat
chtra mau.

Nhap khéi luong t6ng clia ca mau thir va vat chira mau vao
may, sau dé nhap khdi lvong cla vat chira mau. Bua mau
vao khoang bén ngoai qua duong bom mau (néu van hanh
trong diéu kién do 4m cao va sang thi nén dong kin nép
khoang chira mau thir khi van hanh).

Khi thyc hién xong th®* nghiém, may in sé ty dong in ra két
qua do 4m ton dw clia mau thir.

Tiéu chuan chép thuan

D06 4m ton du trong vAc xin va sinh phdm déng kho khong
dugc vugt qua 3 % (< 3 %), trr khi ¢6 qui dinh trong
chuyén luén riéng.

15.36 PHATHIEN MYCOPLASMABANG PHUONG
PHAP NUOICAY

Nguyén vat liéu

Mau thir nghiém: Nwdc néi nudi té bao, hén dich virus,
véc xin ban thanh phdm va thanh pham.

Mbi truong nudi cdy: Moi trvong long 1 LM1 (pH 7,6 dén
7,8; mdi truong ¢6 mau dd) va moi trwong léng 2: LM2 (pH
7,2; mdi tredng c6 mau vang cam), dwdi dang 100 ml/chai
hodc 10 ml/ong.

M6i trieong rira loc: M6i trudng PPLO léng.

M®di trvdng dac: Mai tredng thach PPLO.

Mang loc 0,1 lim, xy lanh 10 mi va dung cu can thiét du
cho tién hanh th* nghiém.

Céc biréc tién hanh

Chuan bi méi treong

Pha méi trudng LMI (pH 7,6 dén 7,8): 500 mll.

Nuwéc cét pha tiém: 375 ml.

Mai truong PPLO léng: 8 g.

Do phenol 0,4 %: 2,5 ml.

Hép & 121 °c trong 15 min, sau dé thém 75 nil huyét thanh
ngua, 50 ml Yeast Extract 25 %, 6 ml glucose 25 % va 1,25 ml
penicilri G. Tron déu, ra chai 100 mi va 6ng thie 10 ml.

Pha moi truong LM2 (pH 7,0 dén 7,2): 500 ml.

Nuwdc dé pha thude tiém: 375 inl.

M@i trwong PPLO léng: 8 g.

L-Arginin: 15 g.

D6 phenol 0,4 %: 2,5 ml.

Hap & 121 °c trong 15 min sau d6 thém 75 mi huyét thanh
ngua. 50 mi Yeast Extract 25 %, va 1,25 ml penicilin G,
1m! acid hydrocloric. Tron déu, ra chai 100 ml va 6ng thtr
10 mi.

Pha moi trwong thach PPLO: 500 ml.

Thach PPLO: 13,5 g.

Nuéc dé pha thudce licm: 375 ml.

Hép tai 121 °c trong 15 min sau d6 thém 75 ml huyét
thanh ngwa, 50 ml Yeast Hxtract 25 % va 1,25 ml penicilin
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G. Tron déu, sau d6 d6 thach ra phién 6 giéng: 8 ml/giéng,
bao quan 37 ~Ctrudc khi thir do nhay 1 ngay.

Pha mo6i tncofig rira mang ioc:

M6i trwong PPLO long: 2,1 g.

Nudc dé pha thudc tiém: 100 ml.

Hép & 121 °c trong 15 min.

Tién hanh

Loc mau: S dung xylanh 10 mi hit 6 mi méu thir vao gia
loc 0,1 pm va boin mau qua loc cho dén hét.

Rira loc: St dung 30 ml méi trwong rira loc va xylanh
10 ml, bd kim, sau d6 bom ti tir cho dén khi mdi truong
rira qua hét loc.

Théo loc, 18y gidy loc cho vao dia petri vo tring, ct doi
gidy loc, cho mdi nira gidy loc vao mdi chai méi trudng
LM1 va LM2 da chuan bi san.

Chai méi truong sau gay nhiém dugc nudi & 37 °c trong
28 ngay.

Céy truyén trén moi truong 16ng: sau gay nhiém 14 ngay,
lay mau tir chai mdi tredng nudi cay chuyén sang 6ng moi
treong nudi cdy cung loai: 0,2 ml/éng thi, 3 ong thir moi
loai méi trwdong va dat tai 37 °c trong 14 ngay.

Cay truy@n trén méi truong dac: Thach dwoc chuan bi trén
phién 6 giéng, gay nhiém 10 Jil tir ng thir nghi ngd 1én
chinh gilta mat thach, dan kin phién va nu6i tai 37 °c trong
10 ngay.

Doc két qua

Doc két qua 1an gay nhiém dau tién: Ngay thi 28.

DPoc két qua lan cay truyén: Ngay thx 14 trén moi trwdng
I6ng va ngay th* 10 trén méi treong thach;

Ket qua duong tinh khi mau méi treong LM1 chuyén tir
mau dé sang mau vang cam; mau mdi truong LM2 tir mau
vang cam sang mau do anh tim va cd khuén lac giéng hinh
triing Op Icp trén méi trwedng thach.

Két qua am tinh khi mau madi trvong cla 2 loai moi truong
long khong thav doi giéng nhu dng thir doi chirng va khong
6 khuén lac moc trén mai trwong thach.

15.37 XACBHINHHAM LUONG Vi POLYSACCHARID
CUAVAC XIN THUONG HAN Vi POLYSACCHARID

Nguyén ly
St dung phan (ng dién di mién dich rocket dé xéc dinh
ham lwgng Vi polysaccharid trong vac xin thweng han V.

Phuong phap tién hanh

Pha dung dich dém va thach agarose

Dung dich dém harbitai » : Dung dng dong 500 ml dong
200 ml nuwéc cat 3 1an cho vao chai thiy tinh loai 1000 ml,
thém 1,84 g acid bachituric vao chai thdy tinh, dun troné
cach thuy va iic déu cho dén khi hoa tan hoan toan. De
ngudi den nhiét do6 phong. Thém tiép 10,3 g natri bacbital
vao chai thly tinh, lac cho tan. Chuyén dung dich thu dugc
vao binh dinh mirc 500 ml, thém nwéc cat 3 1an vira du dén
vach, lac déu.
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Digu chinh dén pH 8,6 bang dung dich acid hydrocioric.
0,i M (TT) hodc dung dich natri hydroxyd 5 M (TT).

Bao quan dung dich thu dugc & nhiét do phong, trong chai
€6 nat van kin. St dung trong thoi gian khéng quéa 30 ngay
ké tir ngay pha ché.

ROt dung dich dém barbital i vao bé dién di.

Thach agarose: Thém 0,5 g thach agarose vao 40 ml dung
dich dém barbital \¢, dun cach thuy hodc dun trén may khuay
tlr gia nhiét cho dén khi thach tan chay hoan toan.

e thach ngudi dén khoang 56 °c, cho 1 ml huyét thanh
thd khang Vi vao va lac nhe tron déu chai thach sao cho
huyét thanh thé khang Vi hoa tan déu vao thach nhuwng
khéng bi tao bot.

Tao ban gel va duc 16 thach

D0 thach trén khuén, cho thach ngudi hoan toan.

Buc 15 thach bang bd duc 16 chuyén dung sao cho cac giéng
trén ban gel phai cach mép ban gel it nhat 2 cm va cach nhau
ftnhat 1cm. S6 lvgng giéng trén ban gel phai dugc tinh toan
sao cho ¢6 da 5 giéng cho cac ham lwgng khang nguyén Vi
chuén, 2 giéng (1am kép) cho mbi mau tht,

Pha mau khang nguyén Vichuan

Pha lofing khang nguyén Vi chuén bang dung dich PBS &
céac do pha lodng nhv sau: 100 lig; 50 pg; 25 iig; 12,5 fig;
6,25 pg Vi polysaceharid /ml.

Lan lugt nho mau chuén & cac do pha lodng nhu trén vao
tirng giéng trén ban gel (5 iil/giéng); cho vao 2 giéng tiép
theo moi giéng 5 lil vic xin mau thi.

Chay dién di mién dich Rocket

Dit ban gel vao may dién di theo hudng mau di tr circ &m
sang cuc duong.

Bat ngudn, cai dat cac thong s6 thich hop vé hiéu dién thé,
cwdng do dong dién va thoi gian chay dién di clia mau.
Dung gidy ioc Whatman lam cau ndi tir b€ dung dich dién
di t&i ban gel & ca 2 dau ban gel.

Bam nGt ”Run” dé chay dién di.

Rlra ban gel

Sau khi chay dién di xong, tat ngudn, 1dy ban gel ra khoi
may dién di, cho vao hop nhua trong cé nap kin.

Cho nuéc mudi sinh Iy ngap ban gel va ngam, i&c nhe béng
may l&c trong 3 h (thay nudc mudi sinh ly 1h/Ian).

Hut hét nuedc mudi sinh 1y ra va thay bang nudc cat. Ngam
va lac hop nudc cat cd chira ban gel lién tuc. Sau khi ngam
duoc 1 h, thav nwdc cat 30 inin/ian.

0 bangel

D6 toan bd nuwdce cat ra khéi hop.

Phii mét I6p gidy loc 1én mat ban gel dé tranh cho ban gel
khong bi kh6 khéng dong déu.

U ban gcl qua dém trong ta 4m 37 °c.

Nhudm va tay ban gei
Béc bd 16p gidy loc trén mét ban gel.
Nhudm ban gel bang dung dich nhudém mau trong 15 min.
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IVong qua trinh nhudm, l4c déu hdp dung dich nhuém mau
c6 chira ban gel bang may lac.

Hat bé toan bd dung dich nhudém mau va bom dung dich
tdv mau vao hop chira ban gcl; ngam, l&c lién tuc cho dén
khi nhin ro nhitng cot tén Itra trén ban gel. Ncu ban gel van
con xanh dam, cd thé thay dung dich tay mau mé&i nham
rat ngan thoi gian tdy mau cla ban gel.

Doc va tinh két qua

Ban eel dugc dua ra khoi hdp nhya va dt trén phién kinh trong.
Duing thwéc do chuyen dung dé do chiéu cao céc cot tén ilra
trén ban gel, tir cac giéng khang nguyén chuan va mau thir.
Duva vao chiéu cao cac cot tén Ilra, xay dung duoc dudng
chudn va tinh két qua ham lwong khang nguycn Vi tir mau
th®* bang chuong trinh Excel].

banh gia két qua

Loat vic xin thuwong han Vi polysaccharid dwoc coi la
dat yéu ciu vé chi s6 ham lwvgng Vi polysaccharid khi
tht nghiém c6 gia tri (vaiid) va dat 35 pg dén 65 gg
poiysaccharicii\ .0 mi véc xin.

Ncu thu nghiém x&c dinh ham lwgng Vi polysaccharid
khong c6 gia tri (invalid) vi mét Iy do nao d6 thi phai nhac
lai thir nghiém véi s6 legng mau bang lwvong mau cla lan
kiém tra thir nhét.

NEu thtr nghiém xac dinh ham lwgng Vi polysaccharid cé
gia tri (valid) nhung khong dat yéu cau vé ham lvgng nhw
quy dinh thi nhac lai thir nghiém véi s6 lwvong mau gap doi.
O lan kiém tra thi* hai néu ham lwong Vi polysaccharid
dat yéu cau (ndm trong khoang cho phép cua tiéu chuén
chdp thuén thi loat vac xin d6 duoc coi la dat ycu cau vé
ham lwong Vi polysaccharid. Neu két qua ham lwgng Vi
polvsaccharid khong dat véu cu thi loat vac xin d6 phai
huy b, khong dwoc phép xuat xuwéng duwa vao st dung.

Tiéu chuén chap thuan
(25 |ig £ 30 %) Vi polysaccharid/liéu don vac xin dung
cho ngudi (0,5 ml).

15.38 XAC BINH HAM LUONG POLYSACCHARID
TRONG VAC XIN VA SINIT PHAM

Nguyén v

Polysaccharid c6 trong mau thtr dwoc chuyén thanh dudng
don, sau dé phan (*ng v6i anthron tao thanh hop chat mau.
Do hop chat mau nay & budc séng 620 nm, tir dé xac dinh
ham lwgng polvsaccharid trong mau thi.

Tién hanh

Pha lodng dung dich glucose chudn 500 lig/ml bang nuéc
cai thanh céc néng do 2,5 Lig/ml; 5,0 pg/ml; 7,5 pg/ml;
10,0 pg/m); 125 pg/ml. Mau thr dwoc diéu chinh bang
nuwéc cat dé cd ndng do protcin khodng 200 pg/mi.

HUI 1 ml mau thir va mdi dung dich glucose chuén vira pha
loang U trén vao édng nghiém, thém 4 tn) dttnq dich anthron
0,2 %: lac déu, dun cach thiy 100 fIC trong 15 min. Lam
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ngudi nhanh trong mréc da va dé o nhiét dé phong trong
60 min.

Do mét dé quang (Phu luc 4.1) ¢ budc song 620 nm, dyng
dwong chuan, tir dé tinh ra ham lwgng polvsaccharid trong
mau thir.

Don vi tinh: 1.ig/100 ltg protcin.

Céach pha céac dung dich:

Dung dich giucost' chudn 500 lig/nrl: Hoa tan 500 mii
glucosc béng nudc cét trong binh dinh mic 100 inl, thcm
nuéc cat vira du. Trrrée khi dung, pha foang 10 lan bang
nuwoc cat.

Dung dich unthron 0,2 %: Céan 0,2 g anthron chuyén vao
binh dinh mic 100 ml, thém acid sui/uric 95 % vira dir
100 mi.

Bao quan dung dich r 2 °c dén 10 °c trong chai thay tinh
mau, str dung trong vong 2 tuan sau khi pha.

Tiéu chuén chap thuan
Tuy tung loai véc xin va sinh phdm. B6i v6i ban thanh
phdm viém gan B, ham lwgng polysaccharid khong I6n
hon 10 peTOO pg protein.

15.39 XAC PINH D6 TINH KHIET KHANG
NGUYEN HBsAg

Thir nghiém xac dinh dd tinh khiét khang nguyén HBsAg
duoc thuc hién trong giai doan ban thanh phdm clia vac
xin viém gan ti.

Do tinh khiét khang nguyén HBsAg duoc xac dinh bang
phuong phép sic ky long (Phu luc 5.3).

Pha déng: Dung dich tiém PBS pH 6,8.

Cach pha dung dich dém PBS pH 6,8: Can 3,48 g natri
phosphat monohasic; 9,75 g natri phosphat dibosic; 23,38 g
natn cioridva 0,1 gnatri aiici, hoa tan trong vlra du ] l.nuéc
khtt ion. Biéu chinh pil bang 6,8 bang acidphosphoric (Tu.
Loc qua mang luc 0,45 pm.

Diéu kién sic &t

Cot TKgei G3000SW, Nhat Ban.

Nhiét d& phong

Téc do dong: 0,6 ml/min.

Detector quang pho tir ngoai dat & bwéc song 280 lim.
Thé tich tiém: 50 iu.

Loc méu thr qua mang loc 0,45 pm trwdc khi cho mau
vao cot.

Tién hanh sic ky véi dung dich thi.

Tiéu ciutdn chdp thuan: Tv I& dién tich pic HBsAg so V6i
tdng so cac pic khéng nhd hon 95 %.

15.40 XAC NINH 1AM I.UONG LIPID TRON (i
VAC XiN VA SINH PHAM

Nguyén ly
Dua trén phan (ng cla lipid véi vanilGi trong méi trudng
acid sulhiric va acid phosphoric tao thanh hgp chiu mau.
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Do hop chat mau nay ¢ budc song 540 nrn, lir do xac dinh
ham tuong lipid trong mau thtr.

Tién hanh

Mau thir dwoc digu chinh bng nuéc cat de c6 ndng dd
protein khoang 200 gg/ml.

Hat dung dich dau 6 liu (olive oil) chuan 500 pg/ml vao
cac 6ng nghiém lan lwgt 0,1 ml; 0,2 ml; 0,3 ml; 0,4 ml;
thém nuoc cat vira du 1 ml.

HGt 1 ml mau thir vao 6ng nghiém, 1 ml nwoc cét vao
mau trdng. Thém 3 ml acid sulfuric. 95 % vao moi one
nghiém, 1ac manh bang mav lac. Bun cach thuy 100 °c
trong 10 min, lam lanh bang nudc da trong 5 min. Thém
I3 ml dung dichphosphovaniiin (TT) vao moi éng nghiém,
l&c k§. Bun cach thily 37 °c + 2 °c trong 30 min, lam lanh,
dé yén & nhiét do phong 30 min.

Do dd hap thu (Phu luc 4.1) & bwéc song 540 nm, dung
duong chuan, tir d6 tinh ra ham lwvgng lipid trong mau th.
Pon vi tinh: pg/100 |ig protein.

Céch pha céc dung dich:

Dung dich dau 6 liu (olive oil) chuan 5000 pg/ml: Céan
0,25 g olive oil vao binh dinh mc 50 ml, thém ethanol
(77) vira da, 1ac kv. Bao quan dung dich & 4 °c dén 7 °c,
dung trong i thang. Trwéc khi dung, pha lodng 10 lan bang
nuwoc cat.

Dung dich vanilin 0,6 %: Hoa tan 6,0 g vaniitn (77) trong
6 ml dén 7 ml ethanol (77), chuyén vao binh dinh mic 1L,
thém nwéc cat den dinh mic.

Dung dich phosphovanilin: Cho 350 ml dung dich vaniiin
0,6 % va 50 ml nwéc cat vao coc thly tinh, khudy déu.
Thém 600 ml acid phosphoric 85 % (77) trong khi dang
khudy t.

Tiéu chuédn chap thuan

Tuy tirng loai vac xin va sinh pham.

Doi véi ban thanh phdm viém gan B, ham lugng lipid
khong Ién hon 100 pg/100 pe protein.

15.41 XAC DINH HAM LUONG CESI TRONG
VAC XIN VA SINH PHAM

Nguyén ly
Cesi ton duv trong qua trinh tinh khiét HBsAg duoc xac
dinh bang phuone phéap sic ky trao déi ion.

Tién hanh

Mau chuan’. 11t 1 ml nwéc khi ion vao 3 6ng nghiém,
thém Ian lwot 0,2 ml; 0,4 ml; 0,6 mi dung dich cesi chuan
0,001 %.

Mau thtr : Hat 1 ml mau da pha lodng 5 lan bang nuéc khir
jon vao 6ng nghiém, thém 0,4 ml dung dich chuan. Loc cac
dung dich mau chuan va mau thir qua mang loc 0,22 |im.
Dbiéu kién van hanh may sac ky ion: Cot lonPac Cs-12,
detector do dd dan dién 5 mcS dén 10 mcS, toc dé dong
1,0 mbmin. the tich mau thtr: 100 pl, nhiét do phong.
Dua vao dién tich pic d6 tinh ra ham lwong ccsi trong mau thi.
Bom vi tinh: pg/20 pg protein.
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Céach pha cac dung dich
Dune dich aeid hvdroclorie 0,04 M (dung dich rira gidi):
Loc 1,5 L nuéc khir ion qua mang ioc 0,45 pin, hat 3,3 ml
acid hydroclorie (77) pha trong vlra du | L nwéc khir ion
vlra loc trén.
Dung dich tetrabutyl amoni hydroxyd (TBAOH) (dung
dich téi sinh): Hat 66,67 ml TBAOH vao 6ng dong 2 L,
thém nuéc khi ion vira du 2 L, khudy déu.
Dung dich cesi chudn 0,01 %: Can chinh xac khoang
10 mg () cesi ciorid, chuyén vao binh dinh mc 100 ml,
thém nudc khir ion vira du, 1ac déu.
Pha lodng 10 Ian dung dich ccsi chudn 0.01 % béng nudc,
khtt ion treéc khi dung. Ham lwgng cesi thuc co trong
dung dich thu dwgc (X) duoc tinh bang cong thic:
132,9 a 1

XBL™ = 1684 ¥ 100 ¢ 0o
Trong do:
132,9 la phan t& lugng cla Cs;
168,4 laphan tir lwgng cua CsCl;
10  1a hé so pha lodng dung dich chuén;
1000 chuyén tu mg sang pg.

Tiéu chuén chap thuan
Khéng 16n hom 5 pg/20 pg protcin.

15.42 XAC BINH HAM LUONG SACCHARI1D
TONG SO BANG PHUONG PHAP ORCINOL

Nguyén tac

Phuvong phép cho phép dinh lwgng polyribosylribitol
phosphat (PRP), polysaccharid nay dwgc xem la thanh
phan hoat déng chinh cda vac xin Haemophiius influenza
tvp b. Phrong phép dwa trén sy hinh thanh phirc hgp mau
xanh va hoa tan trong nuéec.

Chuéan bi dung dich

Cac dung dich sau day dwoc phangay trudc khi thir nghiém.
Dung dich chuén ribose: IToa tan 5,0 mg ribose chuan
trong binh dinh mirc 10 mi bang nuéc cat, them tiirde cat
dén vach. Lac déu.

Dung dich sat (Iii) clorid trong acid hydrocioric: Can 1g
sat (Hi) clorid (77) va hoa tan trong 10 ml nuéc cat. Pha
0,25 ml dung dich thu dwgc voi 50 mi acid hydrocioric
(TY).

Dung dich orcinoi: Can 230 mg orcinui (TTi va hoa tan
trong 5 ml ethanoi (77), chuén bi xong phai chira dung
dich trong chai thdy tinh mau.

Dung dich nutri azid 0,02 %: Céan 0,02 g nutri Lizid (TI) va
pha lodng vgi 100 ml nwéc cat.

Chuan bi dung dich dé lap dwong chilan: TUr dung dich
chuan ribose pha v& cac nong do 1 ILigm, 4 pg/ml,
12 pg/ml va 20 pg/ml.

Chuan bi mau kiém tra:

D6i voi mau cong hop (ARM): 50 pl mau pha lodng vai
450 pl nuéc cat.

Néu mau la san pham cuoi cung thi khéng can pha loang.
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Tién hanh

Xac dinh ham lwrong saccharid tdng so

Lav vao moi 6ng 500 [il dung dich chuén ribose d4 pha
(ndng do 1, 4, 12, 20 pg/ml).

L&y 500 gl mau vac xin can kiém tra vao mot 6ng khéc.
Thém nwac vao tat ca cac dng dé dwoc 2000 gi.

Thém 1000 pl dung dichs&t (Hi) cioridtrong acidhydrocioric
vao cac ong.

Thém 80 pl dung dich orcinol vao céac ong.

Gilr 80 °c tronsfl5 min.

D0 ngudi, do mat do quang clia cac dung dich & 670 nm
(OD 670 nm) va & 580 nm (OD 580 nm) va tinh két qua.

Xac dinh ham lugng saccharid ty do
Chay: Truwoc khi st dung onif ly tdm Centricon v6i mang
loc Uitracel YM-30, phdi rira 6ng ly tam lai véi nuwéc va
sau d6 thém 500 gl nwéc cat va ly tam trong 5 min.
Thém 500 pl mau vao phén trén clia 6ng ly tam Centricon.
Ly tdm & 3500 r/min trong 20 min.
Str dung phan dich duoc loc ra (phan dich nam bén dudi)
va tién hanh cac budc theo phan xac dinh ham lugng
saecharid tong so.
Rira hé thdng 6ng ly tam Centricon v&i mang loc Ultracel
YM-30 bang nudc va thém dung dich natri azid 0,02 %.
Bao quan & 4 °c cho dcn khi dung tré lai.
Tinh ham lugng saccharid cudi cling clia mau thix (Cf) theo
cong thic sau:

cr cmx 10'3x 2,45
Trong dé:
cm lagiatri trung binh ctia ham lugng ribose trong mau thi;
2,45 ia hé so biéu hién moi twrong quan vé khoi lwong phan
Ci cla polymer (saccharid) va D-ribose;
10"3 la hé sb chuyén doi tir don vi pg/ml thanh mg/ml.
Két qua dugc tinh theo don vi mg/ml (mg carbonhydrat/mi
mau can kiém tra).

1543 QUY TRINH THUNGHIEM CONG HIEU
(iN Vivo) CUAVAC XIN VIEM GAN B TAI TO HOP

Sinh vat phdm

Chudt nhét cai giéng BALB/c thuan ching tr cing mot
dan thy loai 213 hodc 2K tlr 5 dén 6 tuan tudi, can nang toi
thiéu 6 g duoc lwa chon, van chuycn va chdm sdc trong
diéu kién cach ly.

V&c xin viém gan B mau chuén qudc té tir WHO.

Chuén tht cdp (dia phrong) vac xin viém gan B téi t6 hop.

Chuén bi dung dich

Dung dich dé pha lodng méu: Hoa tan nhdm hydroxyd (TT)
trong dung dich nath clorid 0,9 % (TT) dé dugc dung dich
c6 nbng d6 1,5 g/l

Gci phai c6 ndng do AlJi nhu trong mau vac xin (0,5 mg
Al13yml); 0,5 mg Ap' tvong duong véi 1,44 mg AI(OH)3
l1ap tiét trung dung dich da pha & 121 °c trong 30 min.
Bao quan & 4 °c.
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Tién hanh

Chuén bi cac do pha cla vac xin:

Tién hanh trong Laminar.

Céc do pha clia mau vac xin hép phu duoc pha lodng bang
dung dich pha lodng mau, moi do pha twong (ng v&i mot
nong dd ctia vac xin. Chi chuén bi 1 1o cho mdi dd pha mau
hodc chuan.

Trude khi 18y du lwvong vac xin can thiét (1 ml) phai lac
déu lo dé dong nhét mau.

DE chufn bi cac do pha véc xin tir néng do khang nguyén
20 pe/ml can tién hanh theo huéng dan trong Bang 15.43.1.
Song song lam twong tw v&i mau chuan quéc té cia WHO
hodc chudn thir cap clra phong thi nghiém (chuan qudc té
duwoc dung dé chuadn hoa chudn thi cap).

Sau khi chudn bi xong céac do pha, day nit cao su va nap di
tiét trung. Chuyén cac lo mau pha lodng dén nha chin nudi
stic vat thi nghiém dé gay nhiém trén dong vat.

Bang 75.43.]: Chuén bi cac dd pha lodng cla véc xin

1 MA4u véc xin Dung dich pha Do pha HBsAg
(ml) lodng (tnl) lodng  (pg/ttil) .

1;#;’?2;';) khong 15 i Ul 125 1

4 (vic xin 1/16) 12 1/64 0,312 .

4 (vac xin 1/64) 12 1/256 0,078 -«

4 (vac xin 1/64) 28 i 1512 0,039

4 (vac xin 1/256) 12 m 171024 0,019

Gia dugc (Piacebo) 12

Gay nhiém trén dong vat:

V&i mbi do pha ciia vac xin gay nhiém trén 10 chudt nhat
(1 ml/con) béng dwdng tiém mang bung, Sau khi tiém theo
doi trong vong 28 ngay & ving cach ly bao vé.

Ldy mau: Tién hanh 18y mau sau 28 ngay gay nhiém trén
chudt. Ldy méu riéng timg con vao 6ng nhya, dan nhan
ghi s6 16 va do pha. C6 thé Ty tam ngay khi ldy mau tai nha
chuét hodc gilr & nhiét d6 phong khong qua 24 giv dé iy
tdm sau do.

Ly tam, tach huyét thanh can than bang pipet (khdng duoc
lam 1an huyét thanh gitta cac 6ng khac nhau) sang mot
ong nhua khac. Neu chua tién hanh dinh luvgne khang thé
anti-HBs Ag ngay, bao quan cac mau huyét thanh & “20 °c
dé kiém tra sau.

Pinh lvong khang thé khang HBsAg bang phwong phéap
EL1SA voi bo kit cua BIO-RAD,

Tinh két qua: Sau khi xac dinh duoc cac mau huyét thanh
duong tinh (co chira khang thé), tinh phan trdm s6 chudt
c6 dap (ng mién dich trén mdi do pha tirc 1a trén tng s6
chudt gay nhiém c6 bao nhiéu chudt c6 dap rng mién dich
cua dd pha do. Lam tuong I véi mau vac xin chudn.

Cha y: Chudt c6 dap tng mién dich 14 trong huyét thanh co
chira khang thé khang HBsAg.

Tinh phan trdm s6 chudt co dap (ng mién dich vai moi do
pha nhu sau:
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Ni
% chu6t c6 dap tng = N—X 100

Trong do:

Ni la s6 chudt co dap (ng mién dich clia mot do pha;

N 1as6 chudt gay nhiém trén do pha do.

Sau khi tinh phan tram s6 chudt c6 dap tng mién dich, tinh
ED(Liéu véc xin gay nhiém 50 % chudt c6 dap (ng mién
dich) va cdng hiéu bang chuong trinh Potency.

15.44 MOT SO PHUONG PHAP MIEN BICH st
DUNG TRONG KIEM BINH VAC XIN

Giéi thiéu chung

Phuong phap mién dich 1a phuyong phap dua trén céc
lién két dac hiéu, thuan nghich va khong cong hoa tri cla
khang nguyén va khang thé. Phuong phap nay dugc st
dung dé phat hién hodc dinh lwong khang nguvén hodc
khang thé c6 ban chat la protein, Polysaccharid, virus, vi
khuan, ADN hodc ARN trong do6 cha yéu la protein. Sy
hinh thanh phitrc hgp khang nguyén-khang thé co thé duoc
phat hién va dinh lugng bang nhiéu k¥ thuat.

Céc két qua cla phuwong phap mién dich phu thudc vao
diéu kién thuc nghiém, ban chét va chét lwgng clia cac héa
chét st dung. Do dé viéc chuln hda cac thanh phan cla
mat thir nghiém mién dich voi chat chudn quéc té 1 diéu
rat can thiét. Hién nay cac héa chét st dung cho phwong
phdp mién dich dd dwoc thuvong mai héa qua cac bd kit
chuyén dung. Trong mdi bd kit d& c6 di cac thanh phan
cén thiét va hudng dan st dung di kém dé dinh lugng,
nhan dang mot loai khang nguyén hodc khang thé nhat
dinh. Mbi loai kit déu c6 mot gidi han phat hién, quy trinh
va ticu chuén riéng, Do vay, khi sir dung kit cho mai thi
nghiém phai tuan thd theo dirng hwéng dan cua kit dé dam
bao két qua dugc chudn xac va cd y nghia.

Phuong phap mién dich c6 rét nhieu k¥ thuat khac nhau va
s& cho ra cac két qua khac nhau (do mdi ky thuat c6 mot
don vi tinh riéng, tiéu chuén riéng...), vi thd mudn biét két
qua kiém tra c6 dat hay khdng, can so sanh voi tiéu chuan
chdp nhan ap dung cho Irng k¥ thuat, tirng don vi tinh,
khong nén dung két qua cta cac kv thuat khac nhau dé so
sanh, danh gia.

Hién tai phwong phap mién dich chia thanh 2 dang: Dane
st dung khang thé hodc khang nguyén cé danh diu va
khong danh dau.

Phuwong phap st dung khang nguycn hodc khang thé
danh dau

C6 nhiéu phuong phap mién dich danh dau khéac nhau va
duoc phén ra nhw sau:

Phuong phap mién dich phong xa, dung dong vi phong xa
nhu 115 Viét tat la RIA (Radio Immuno Assay), IRMA
(Immuno Radiometrie Assay).

Phuong phap mién dich gan men (EIA - Enzyme Immuno
Assay hay ELISA - Enzym Linked Immuno Sorbent Assay).
Phuong phap mién dich khéc nhu: Mién dich huynh quang
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(FIA - Fluoro Immuno Assay); phuong phap mién dich hoa
phat quang (CLIA - Chemiluminescence imnnmo Assay).
Tuy nhién trong kiém dinh vac xin va sinh phdm y té chi
yéu s dung phwong phap ELISA (EIA) trong thir nghiém
cbng hiéu, nhan dang cac vac xin Viém gan B, Viém gan
A, HPV (véc xin phong ung thu ¢6 t&r cung), IPV (Vac xin
bai liét tiém trong céac vac xin don va phdi hop 5 hoic 6
thanh phan); Nhan dang, dinh lvgng khang nguyén cla
virus viém ndo nhat ban; Th& nghiém nhan dang thanh
phan Hib trong véc xin Hib cdng hop udn véan va Hib cong
hop giai doc t6 bach hau (Vac xin vi khuan); dinh lvong
ham lwgng cac chét ton du trong véac xin ¢ ban chét la
protein: BSA, ovalbumin, gentamicin, neomycin.

Phwong phap str dung khang nguvén hoéc khang thé
khéng danh dau

Phuong phap khuéch tan mién dich ty phat bao gém:
Khuéch tan mién dich don (SR1D hay con viét la SRD -
Single radial immunodiffusion).

Khuéch tan mién dich kép (DID - double immunodiffusion).
Phuong phap khuéch tan mién dich duéi anh hwéng cla
dién truong gom:

Phwong phép dién di miéndich (TE-Immunoelectrophoretic
method): La sy két hop gitta 2 phuong phap dién di trén
gel va khuéch tan mién dich.

Phuong phap dién di mién dich d6i lvu (CIE - Crossed
Immunoelectrophoresis): La phwong phap IE cai tién.
Trong kiém dinh véc xin va sinh phdm y té chd yéu st dung
phuong phap SRD va DID. Phwong phap SRD thwong st
dung dé nhan dang, dinh lvgng ham lwgng khang nguyén
HA, NA cla virus cim (thr nghiém kiém tra conli hiéu,
nhan dang véc xin cm); Kiém tra ham lugng glycoprotein
(khang nguyén cla virus dai) trong vic xin dai hay thir
nghiém cbng hiéu vac xin thuong han Vi (vic xin vi
khuén)... Phrong phap DID chil yéu chi sir dung trong
thir nghiém nhan dang mét s6 vac xin vi khuén nhu: Hib,
thuong han Vi, phé cau...

Phwong phap IE va CIE chl yéu st dung kiém tra trong
quéa trinh san xudt (IPC-in process control) vac xin dami
ban thanh pham (bulk).

Déanh gia két qua

Tiéu chuan danh gia

Phrong phap dinh lwong co gia tri khi: Cac khang thd hodc
khang nguyén clia mau thir va mau chuén phai khong co su
khac biét dang ké vé ban chat va thar.h phan.

Phuong phap mién dich bi anh hwéng boi cac yéu t6 gay
nhiéu trong san pham kiém tra nhw: Protein tap, cac mudi,
chat bao quan, ta dwgc (mudi nhém, MPL...)... déu co thé
gay anh hudng dén su phan giai clia protein kiém tra. Do
do khi st dung phrong phap héa mién dich déu phai thdm
dinh va ching minh sv khéng carh hwdng clia cac chat gay
nhiéu trong san phdm den két qua thir nghiém.

Gidi han dinh Urgng cta phuong phap phai nhd hon gidi
han V& tiéu chudn chdp nhéan cho tirng loai chi tiéu kiém
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tra. Vi du: Tiéu chudn vé ham lwong endotoxin cho véc
xin Gardasil (HPV) khdéng dugc qua 10 EU/mI thi phuong
phap sir dung hodc kit str dung phai c6 gi¢i han phat hién
thiphon IOEU/mI.

M6i phuong phap mién dich phai dua ra duoc dd chinh
xac cla phuong phap va sy thay doi vé két qua kiém tra
gitra cac lan phai dap ng dwoc cac yéu cau (tiéu chuan)
quy dinh cho timg loai mau theo chuyén luan riéng. Ket
qua kiém tra cac mau sinh hoc thuong phai nam trong giGi
han GMT - 2SD.

Qua trinh tién hanh thir nghiém khong duwgc lam phat sinh
16i hé thdng. Khong nén c6 qua nhiéu brdc trung gian do
tranh gay sai s6t hé thdng.

Phuongphap danh gia

Xac minh, danh gia céac tiéu chuan trén sé bao gom cac
yéu 10 sau:

Thi nghiém phai dugc tién hanh it nhat ba lan.

Th& nghiém phai sir dung it nhat ba do pha lodng khac
nhau clia mau kiém tra va mau chudn. Mau chuin va mau
kiém tra phai duoc tién hanh song song trong cliing mét
diéu kién.

Viéc b6 tri thir nghiém dwoc phan bd ngau nhién.

Thanh phan, ham lvong va ban chat ciia mau chun phai
trong déng voi mau kiém tra. Vi du mau kiém tra la dang
huyét thanh hay duoc két hop voi thanh phan khéac thi mau
chuén cling phai dwgc chuan bi dé c6 thanh phan trong tu.
Trong thir nghiém kiém tra phai xac dinh ca tinh déc hiéu
clia chat phan tng danh dau. Vi du trong thir nghiém kiém
tra ham lvong khang nguyén HPV trong véc xin Gardasil
(c6 4 lyp: 6, 11, 16 va 18), néu dinh lugng typ 6 gan khang
thé d&c hiéu cho typ 6 thi van phai kiém tra sy dac hiéu cla
khang thé bang cach nho khang nguyén khac typ (typ 11
hodc 16 hodc 18). Neu dac hiéu thi chi ding typ méi cho
phan rng, khac typ khéng cho phan &ng.

Thay thé thir nghiém

Thay thé thir nghiém mién dich khi c6 yéu t6 sau:

Su két hop t6i da (khong cé su thay doi) dwoc xac dinh;
Cac do pha lodng da bao quat dwgc toan bd gi¢i han phan
tng tr ndng do co sw gan két t6i da dén khong co sy gan
két clia c& mau thlr va mau chudn.

Tinh toan théng ké

DE tinh toan két qua, cac dudng cong phan ng cho mau
thtr va mau chudn duoc tinh toan theo cac phwong phap
mo ta trong Phu luc 13.10 Phan tich théng ké cac két qua
thir nghiém sinh hoc.

Truong hop thay thé thir nghiém mién dich la khi két qua
thu dwoc khong co sw khac biét dang ké tir ndng do cao
dén ndng do thap ctia mau kiém tra va mau chudn. Sy khac
nhau c6 thé cho thdy si anh hwdng ctia chat nén hodc chat
e ché su lién két hodc suy giam sw nhan biét danh dau
¢6 chon loc. Vi du trong thir nghiém kiém tra ham lwgng
endotoxin trong vac xin HPV tiéu chudn khong duoc quéa
10 EU/mI, st dung bo hda chét chudn endotoxin cd do
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nhay 14 0,0625 thi do pha lodng t6i da cho mau nay khoang
160 1&n. Kiém tra mau tir o pha gc dén dd pha 160 Ian
ma két qua thu dugc khong c6 sw thay déi, mau ching
dwong déu cho két qua am tinh thi c6 nghfa la trong mau
kiém tra c6 chat gay nhiéu.

15.45 XAC BINH BSA TON DU TRONG VAC XIN

BSA (Bovine Scrum Albumin) la mét loai protein dudi
danti huyét thanh bao thai bo (FBS - Fetal Bovine Serum)
hodc huyét thanh bao thai bo (FSC - Fetal Calf Serum)
duoc bo sung trong qua trinh nudi cay té bao dé san xuét
vac xin. Theo Khuyén cdo cia WHO, I4t ca cac dang
protein c6 ngudn goc. tir dong vat néu st dung trong san
XUt vé&c xin deu phai duoc kiém soat dé han ché cac phan
(*rng phu.

C6 thé sir dung phwrong phép dién di mién dich d6i luu
hodc cac kit thwong phdm (hodc tu gén) dé xac dinh BSA
ton du trong véc xin.

PHUONG PHAP DIEN DI MIEN DICH BOI LUU

Nguyén ly

Pién di mién dich déi lvu 1a ky thuat dua trén sy ngwng két
dac hiéu gilra khang nguyén va khang thé xay ra khi cho
khang nguyén va khang thé & nong do di dé xay ra phan
ting ngung két di chuyén trén gel agarose. Neu khang thé
va khang nguyén ngung két dac hiéu sé cho cung két tlia va
nguoc lai, sé khdng cé cung két lua néu khang nguyén va
khang tho khong ngung két dac hiéu. Trong k¥ thuat nay,
duwéi tac dung cla cwong dd dién truong, khang nguyén va
khang thé gdp nhau va két hop déc hiéu véi nhau nhanh
hom trén ge) agarose.

Thiét bi, dung cu

Bubng dién di nam ngang.

Téam thay tinh (85 X85) mm.

Ban can bang voi dung cu do giot nudc.

Ampe kc.

Duc giéng thach duong kinh 3 rnm.

Khay gilt am.

Khay thav tinh diing dé nhuém va riva tiéu ban.
Gidy Whatman No. 1va No.3.

Vi gac loc Agarose.

Héa chét, dung dich thi

Agarose.

Dung dich dém barbital 0,1 M pH 8,6.

Dung dich natri ctorid 0,85 % hodc dém PBS pH 7,2.
Dung dich nhuébm mau Amido Black 10B 0,1 % hodc dung
dich thuéc nhudém Coomassie Brilliant Blue R25U.

Dung dich tdy mau: Dung dich acid acetic 2 % ho&c hon
hop ethanol/acid acetic (gdm 100 ml ethanol, 70 mi acid
acetic va nwéc cat vira da 1000 ml).

Huyét thanh thd khang BSA (Anti-Bovine Albumin
antibodv produced in rabbit) dac hiéu.
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Chiing dwong (BSA) gom 3 ndng do: 0,005 %; 0,0005 %
va 0,0001 %.

Céch tién hanh

Chuén bi tiéu ban

Hoatan 1,5 g agarose trong 100 ml dung dich dém barbital
0,1 M, pH 8,6. Bun s6i nhe cho dén khi agarose tan hoan
toan. Loc dung dich trén bang miéng vai gac, tinh lugng
ding vira da, dung pipet dé thach lén tdm thidy tinh
(85 x 85) mm véi thé tich khoang (12-14) ml/i tdm kinh.
Dé 30 min cho agarose dong cing.

Dung dung cu duc triach thanh 2 ddy va so lugng giéng tuy theo
mau kiém tra. Khoang céch gitra cac giéng khoang 10 mm.

Cho mau vao tiéu ban

Hat 16 pl dén 18 fil mau vac xin can kiém tra cho vao dav
6 cOt thir nhét.

Day 16 c6t thir 2 d6i dién cho huyét thanh thd khang BSA
voi lvgng tuong duong.

Chirng duong cho tuong tu.

Chay dién di

Dit tiéu ban d& c6 vac xin can kiém tra va huyét thanh thd
khang BSA trén vao budng dién di ndm ngang cé chira
dung dich chay dién di (dung dich dém barbital 0,1 M
pH 8,6). Day c6 vac xin nam vé phia cuc dwong, diy co
huyét thanh thd khang BSA nam vé phia cwc am.

Duing 2 miéng gidy Whatman thdm néi tiép gilra bé mat tiéu
ban véi dung dich chay dién di & 2 canh bén cla tiéu ban.
Cho dong dién chay vao véi dong dién cé hiéu dién thé 1a
125 V (c6 thé 140 hodc 170 V) va cwong dd khong vuot
qua 90 mA. Thoi gian chay tir 30 - 60 min.

Rita va nhudm tiéu ban

Sau khi két thic chay dién di, tiéu ban dugc lay ra va ngam
trong dung dich PBS pH 7,2 hoac dung dich natri clorid
0,85 % tir 16 h dén 24 h. Trong giai doan nay, nén thay
dung dich 3 lan.

Rira tiéu ban lai bang nwdc cit va ngam tiéu ban trong
nwéc cat khoang 30 min.

Dat tiéu ban vao khay gitr am.

Lam kho tiéu ban: Lam kho tu nhién ho3c c6 thé bang théi hoi.
Rira lai tiéu ban bang nudc cat va dat tieu ban vao khay
¢0 chtra dung dich nhudom Amido Black tir 5 dén 10 min.
D0 thudc nhudm di va tdy mau tiéu ban bang dung dich
acid acetic 2 %. C& nhw vay, nhuém va tdy mau 3 lan.
NEu dung thuéc nhudém Coomassie Brilliant Blue thi cling
nhudm va tdy mau teong tv nheng ding dung dich tdy
mau 1a hén hop ethanol/acid acetic.

Dé tiéu ban kho tw nhién.

DPoc két qua

Trén tiéu ban, gitta hai day giéng cot 1va 2 sé xuét hién
duong tla mau xanh. Buong tda to va dam ty I thuan voi
lugng BSA c6 trong mau thir.

Giéng mau vac xin phai khong tao dwong tda voi huyét
thanh tho khang BSA ddc hiéu hodc dwong tla rat nhat.
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nhé hon duong tla chudn ¢d ndng do 0,0001 % bovirte
albumin. Diéu nay dwoc cho la lugng BSA trong véc xin
thap hon 50 ng trong 1 liéu vac xin.

Giéng chirng duvong cé ndng dd c6 dwong tda ttr dam dén
rat nhat (vét) theo ndng do twong tng 0,005 %; 0,0005 %
va 0,0001 %BSA.

PHUONG PHAP DUNG KIT THUONG PHAM

Yéu cau thu nghiém: Phai tuan thl day dd cac bwéc co ban
clia quy trinh thuc hién theo huéng dan st dung, danh gia
thir nghiém cua tirng b Kit.

Mau kiém tra can dwoc I13p lai it nhat 2 giéng/do pha.
Tinh két qua: Theo phan mém chuyén dung.

Ghi chi: Néu ham lugng; BSA trong mau can kiém tra
tinh duogc Ién hon gigi han phat hién trén cla kit thi phai
tiép tuc pha lodng tiép mau va lam lai thir nghiém. Trudng
hop pha lodng méu qué nhiéu ciing dan téi két qua am tinh
hodc cho gia tri nhé hon gidi han phat hién cta kit, can
phai tinh toan lai dd pha (tham chi khdng pha lodng) mau
roi lam lai tht nghiém.

TIEU CHUAN CHAP THUAN

Ham lugng BSA ton du trong mau phai nam trong gi¢i han
cho phép ddi vai tirng vac xin hodc ndm trong giGi han nha
san xudt dang ky.

15.46 CAC KY THUAT EL1SA (PHUONG PHAP
MIEN DICH GAN MEN, PHUONG PHAP ELISA)

Nguyén tac

Nguyén tic. chung: Cac k¥ thuat EL1SA dbi khi con duoc
goi la E1A rét da dang va dac diém chung la dua trén sy két
hop dédc hiéu gitra khang nguyén va khang thé, trong do
khang thé dwoc gan voi mdt enxym. Khi cho thém co chét
thich hop (thwdng 14 nitrophenol phosphat, TMB, ABTS)
cnzym sé thiy phan co chat thanh mgt chét cé mau. Sy xuat
hién mau hodc tin hiéu cua chat phat quang ching to da xay
ra phan (rng ddc hiéu gira khang thé véi khang nguyén va
thong qua (tam d6 mau va cwong dd sang phat ra ma biét
dwgc nbng dd khang nguvén hay khang thé can phat hién.
Céc k¥ thuat ELTSA c6 do nhay kha cao va don gian, cho
phép ta xac dinh khang nguyén hodc khang thé & mdt nong do
rat thap (khoang 0,1 ng/ml). So véi Ki thuat mién dich phdng
xa (RLA) thi ky thuat nay ro tién va an toan hon ma van dam
bao do chinh xac nhw nhau. EL.ISA dugc dirng dé phét hién
va dinh luvgng nhiéu tac nhan gav bénh nhw virus. vi khuén,
nam, ki sinh va cac chat c6 ban chat la peptid, protein, khang
thé, hormon,... va dugc st dung réat nhiéu trong kiém tra
cong hiéu, nhan dang véc xin va sinh phdm; dinh lvgng ham
lwgng céac chét ton du trong vic xin c6 ban chét la protein
nhuw: BSA, ovalbumin, gentamicin, ncomycin...

KT thuat EL1SA gdm ba thanh phan tham gia phan Gng la
khang nguyén, khang thé va chét tao mau, phan ng can
¢6 hoat tinh xtc tac clia enzym; thuc hién qua hai buéc:
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Phan (*ng mién dich hoc: La su ket hop giita khang nguyén
va khane thé.

Phan (rng héa hoc: Thong qua hoat tinh x(c tac cua enzyin
lam gidi phdng oxv nguyén twv (oxygen) t& IT(L dé oxy
hoa co chat chi thi mau, do dé lam thay d6i mau clia hén
hop trong dung dich thir nebiom.

Nguyén tac thuyc hién thir nghiém:

Str dung kit KLTSA chuyén dung: Phai tuan thir day dd cac
budc co ban cua quv trinh theo hwéng dan siv dung, danh
gia thir nghiém cua trng bg kit:

Quy trinh ELISA tw gan kil: Theo Quy trinh thao tac chun.
Cac buoc co ban bao gom: Pha hoéa chét (khang the hoac
khang nguyén) dé gan phién; Nho Ién phién chuyén dung;
& phién; X ly phién sau gan rdi cting pha mau va lam céc
buéc twong tw nhu quy trinh cta kit thwong mai. Tuy nhicn
Kit tw g&n thi budc ria nén rira bang tay do han ché sw bong
tréc cac khang nguyén/khang the da gan Iren giéng.

Tinh két qua: Theo phan mém chuycn dung dwoc cong nhan.

Cac ky thuat ELISA

ELISA tryc tiép

bav la dang don gian nhét trong cac k¥ thuat ELISA. Trong
d6, khang nguyén can phat hién SCduoc gén true tiép Ién
b& mat phién va sé duoc phat hién bang mot khang thé duy
nhat (khang the nay da dwoc gan enzvm). Cac budc thuc
hién dugc mo ta khai quat trong So d6 15.46.1. Chi tiét
xem QUY TRINH 1.

Gén khang nguyén vao phién ELiSA

o1

u, ra
!

Thém khang the c6 gan cnzvm

i

U, rra
1

Thém co chat tao mau
i
u, thém dung dich dirng phan (*ng
i
Doc két qua

So do 15.46.1 - Cac budc thuc hién trong ky thuét
ELISA truc ticp

wu diém: Don gian (chi can khang thé gan en/.ym, cu chat
Va dung dich dirng phan (ng); Nhanh (chi vai butc da co
kct qud); Han ché xay ra phan ting chéo vi chi sir dung mot
loai khang thé duy nhat.

Nhuoc diém:

D0 déc hiéu bi gidi han vi thong thuong khang nguyén co it
nhat la 2 epitope (vi tri trinh dién khang nguyén) ma phutme
phéap nay chi st dung mdt khang thé gan vao mdt epitope.
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Phan (tng mién dich cua khang the SOcép bi han che boi co
gan véi cn/ym danh dau hodc céac dubi.

Phai danh dau cho tirng khang thé chuyén biét véi tirng doi
twong nén méat thoi gian va tén kém... Khong phu hgp cho
cac vac xin da typ.

T nhwng wu va nhugc diém trén nen phwong phap nay
thudng dugc dung dé phat hién nhanh khang nguyén
trong mau xét nghiém va rét it dvoc lya chon trong viéc
dinh luvgng.

ELISA gian tiép
Trong ky thuat nay khang the két hgp khang nguyén khong
dwoc gan cn/vm ma né 1a muc liéu gan dac hiéu ctia mot
khang thé khac (khang the nay mai la khang thé dugc gan
véi cnzym). Cac budc thuc hién dwgc mo ta khai quat
trong So' d® 15.46.2, Chi liét xcin QUY TRINH I1.

Gan khang nguycn vao phién ELISA

i
Lk rira
i
Them khang thé so cip
1

u, rtra
i
Thém khang thé thir cdp c6 gan enzym
i
r, ra
i
Thém co chét tao mau
i
U, thém dung dich dume phan (ne
i
DBoc két qua

So dd 75.46.2 - Tién trinh thuc hién phan (ng ELISA gian ti€p
Uu diém:
Khang thé gan enzym c6 thd st dung d6 danh ddu cho
nhiéu loai khang nguyén (nhét 1a cac véac xin da typ) nén
tién loi va kinh t& hon, do dang thwong mai hoa.
Phan (ng mién dich cla khang thé so cdp khong bi han
ché boi n6 khdng gan véi enzym danh dau hodc cac dudi.
D0 nhay/do dac hiéu dwoc tang lén vi moi khang thé so
cdp c6 chira mdt s6 epitope c6 thé gan véi khang thé thi
cép dwoc danh dau enzym.
Nhuoc diém:
PO dac hiéu cuia tirng khang thé 1a khac nhau. Diéu nay
dan den két qua khac nhau gilta cac thr nghiém va do do6
can phai thir nghiém v6i nhigu khang the khac nhau dé két
qua c6 thé tin twong duoc.
Phan irne chéo c6 thé dién ra voi khang thd tht cdp tao
phan (ng khong déac hiéu (duvong tinh gia cao).
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Quy trinh kéo dai thém 1 buéc u.

T nhitng wu-nhirge diém trén nén phuong phap nay
thuong duge ding dé phat hién (nhanh) khang nguyén
trong mau xét nghiém va rét it dugc lva chon trong viéc
dinh lvgng. Néu dinh lvong nén str dung ELISA sandwich.

ELISA Sandwich

Pay l1a mot dang ELISA dwoc sir dung phd bién nhat trong
thic tién do né cho phén Gng manh va nhay. Bugc goi la
“sandwich” la do két qua thir nghiém dugc danh gia thong
qua su két hop cla hai loai khang thé 1a khang thé bt
gitr (capture antibodies) va khang thé phat hién (detection
antibodies). Ky thuat nay cling dwgc phan lam hai dang
la ELISA sandwich truc tiép (DAS-ELISA) va ELISA
sandwich gian tiép (TAS-ELISA).

1) ELISA Sandwich truc tiép (DAS-ELISA)

DAS ELISA gom su dinh thu dong clia khang thé vao
pha ran (day giéng). Sau 0, rira, cac giéng dugc bd sung
dung dich bao hoa phién (blocking buffer hay saturation)
thich hgp d& phu kin cac vi tri con tréng trén giéng sau khi
gan khang thé. Dung dich bdo hoa phién thwang la PBS
10mM - | % BSA - 0,05 % tween 20; hodc PBS 10 mM - i
% Casein - 0,05 % tween 20; hodc PBS 10 mM - 0,025%
Tween 20 - 2 % skim milk; hodc PBS io mIM - 0,05 %
Tween 20-2 % gelatin cAd. Nhi*ng thanh phan cua dung
dich bdo hoa phién khong dugc chira bat kv khang nguyén
nao co thé két hop véi khang thé bat gitk. Sau do, cho mau
thir chira khang nguyén vao va dé phan ng khang nguyén-
khang thé xay ra. Nhirng khang nguyén dwgc pha lodng
trong dung dich bdo hoa phién nham ngan sw dinh khong
chuyén biét clia chiing vao pha ran. Sau khi 0 va rira, chi
con phirc hgp khang nguyén - khang thé dinh vao pha ran.
Khang thé bét gilr cd gan enzym sau dé duoc thém vao sé
két hop truc ti€p vai khang nguyén dich. Khang thé thi hai
nay co thé giong khang thé th nhat (khang thé phat hién)
hodc khac vé ngudn dong vat hay loai dong vat san xuat
khang thé. Sau kill 0, r&ra, thém co chét vao va doc két qua
trén may do quang pho.

Chay: Neu st dung khang thé bét gilr va khang thé phat
hién giéng nhau c6 the dan dén van dé néu cé s aidi han vi
tri két hop san co de phat hién. M&i quan hé vé kich thudc
va vi tri khdng gian ctia c&c epitope cling c6 anh huéng dén
thir nghiém. Chi tiét xem QUY TRINH HI Ava Il B.

Céc buoc thwc hién dwgc mo ta khai quat trong So do
15 46.3.
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Gé&n khang thé tht | vao phién ELISA
N
u, rtra
i
Thém khéang nguyén

1
a, rtra
i
Thém khéng thé c6 gén enzytn
i

¢, ria

Thém co chat tao mau
i
U, thém dung dich dirng phan tng
i
Poc két qua
So dd 15A6.3 - Cac budc thuc hién ELISA Sandwich truc tiép
Trong so dd 15.46.3, ¢ thé thay khang thé bang khang
nguyén, lic dé sé st dung khang khang thé gan enzym.
Biotine dugc st dung nhi mét khang khang thé chdng lai
khang nguycn dich. Llc d6 dé phat hién Biotin thudng ding
streptavidin ho3c avidin gin enzym tao phirc hop: Khéang
thé-Biotinylate-Streptavidin-Enzym. Phuong phap nay
duoc ap dung trong san xuét cac kit chan doan 111V, HCV ...
M6t s6 loai kit thuong phdm dé rat ngan thoi gian, sau
budc nhd khang nguyén s& nhd ludn khang thé co gan
enzym vao roi G. Nhuw vay sé giam bét dwgc mot budo C.
Phuong phéap nay dwgc tng dung trong san xuét céc kit
throng pham dé dinh lvgng BSA, Ovalbumin ton dw trong
véc xin hav trong thir nghiém kiém tra ham lvong HBsAg
trong cac vac xin viém gan B (thir nghiém kiém tra cong
hiéu, nhén dang in vitro).
wu diém: Co thé phat hién su khac biét nho gilra cac khang
nguyén néu st dung khéng thé bat va khang thé phét hién
khac nhau.
Nhuoc diém: Vi st dung mot khang the gén két véi enzym
nén hé thdng bi ei¢i han vé tinh chuyén biét va nhiing
thanh phan gén lién voi khang thé chuyén biét. Digu nay
gi¢i han sy linh hoat clia phuong phép, vi du nhy moi
khang thé dugc st dung phai dwoc danh dau riéng (cho
nhitng khang nguyén khac nhau). Theo cach nay, DAS-
ELISA bi gi6i han vé su chuan bi khang thd. HO théng
cling bi gi¢i han & chd khang nguyén phai cd it nhét hai
epitope Vi ca hai khang thé bat gitt va phat hién déu két
hop trurc ti€p vai khang nguyén.
Khéng thé bat gilr trén pha ran va khang thé phéat hién
6 thé ciidng lai nhitng epitope khac nhau trén phirc hop
khang nguyén. Do dé, thuan lgi khi khao sat sw khac biét
nhd gitra nhi'ng khang nguyén néu str dung khang thé phat
hién va khang thé bat gitr khac nhau.
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2) ELISA Sandwich gian tiép: &rng dung trong thtr nghiém
kiém tra vac xin da typ nhu vac xin phong papiliomavirus
(Gardas!!, Cervarix), IPV (bai liét bat hoat). Cac budc thuc
hién dwoc tno ta khai quat trong So do 15.46.4.
Biotin dwoc sir dung nhu moét khang khang thé thi 1I.
Khéng khiing thé thir hai nay c6 vai trd bat gitr khéng cho
khang thé thit Tl c6 gdn emzym bi ria trdi. DE phét hién
cac protcin duoc biotinylated nguoi ta thuwong st dung
streptavidin hodc avidin Ia hai loai protein cd phan ¢ng tao
ai luc cao voi cac phan tir protein duoc biotinylated hda.
Enzym HRP thuong dugc gan cong hop voi streptavidin
hodc avidin. Viéc st dung biotin nhu mét khang khang
thé tht If chung cho cac véc xin/ching virus, vi khuén
da tvp c6 nhiéu lgi ich 1a giam kinh phi va thoi gian cho
viéc tao lién kot gitra enzym vai tirng khang thé 11 chuyén
biét. Ngoai ra phvong phap nay chuyén biét hon ELISA
sanwich tryc tidp do khang thé duoc gdn cnzym khong
phan img v&i khang thé bat khang nguyén.
Phrong phép nav c¢é uu diém hon han nhitng phuong phap
khac nén thuong duoc chon dé dinh tinh cac typ trong cac
vac xin da gia hodc bénh virus, vi khudn dang nghién ctu
(chua rd typ nao).
Gén khéng thé tht | vao phién ELISA
i
U, rta
i
Thém khang nguvén
i
U, rira
i
Thém khang thé thi 1
J
a, rira
i
B6 sung khang thd thir 11 ¢6 gan enzym
i
a, rka
i
Thém co chéat tao mau
i
0, thém dung dich dirng phan (ng
i
DPoc két qua
So d0 i5.46.4 - Céc budc thuc hién ELISA Sandwich gién tiép
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EL1SA (rc ché hodc canh tranh

EIJSA canh tranh (compctition ELISA) la thir nghiém
ELISA, trong d6 hai chat tham gia phan (ng cung ai luc
bat cdp voi chat thir ba. Trong phép thir ELISA canh tranh
(phan *ng canh tranh) thi hai chét canh tranh phai dwgc
dua vao dong thoi.

Su khéc biét gitta tic ché va canh tranh: CA& hai phan (ng
déu cd sv tham gia clia hai khang thé phan (&ng voi khang
nguyén. Néu mot khang thé dwgc U trwdc phan tmg do
duoc goi la e ché (biocking/ inhibition assays). Phan (ng
canh tranh mang nghia ca hai khang thé dwgc thém vao
dong thoi voi nhau (Hinh 15.46.1).

ELISA canh tranh

ELISA trc ché

+ Rbra +

Khoéng rira

Hinh 715.46.1 - Su khéc hiét gitta rc ché va canh tranh

i) ELISA canh tranh truc tiép (Direct C-Efisa) kiém tra
kh&ng nguyén

Trong ho théng truc ti€p, lugng khang nguyén trén bé mat
phién va luong khang thé gdn cnzym da dugc chudn do dé
t6i vu. Khang nguyén va khang thé gan enzym duoc thém
vao phién cling mot lGc dé tao wu thé canh tranh.

Neu khang nguyén twong tw hoac cung loai nhv khang
nguyén da duoc gan tron phién thi khang thé gan enzym sé
géan I1én khang nguyén nay. Khi néng do ctia khang nguyén
canh tranh cao sé ngdn can bét ky su két hgp cla khang
thé gan enzym va&i khang nguyén trén bé mat phién (canh
tranh 100 %). Néu ndng dd khang nguyén canh tranh giam
(vi du do pha loéng) sw canh tranh sé giam. Nhw vay nong
d6 khang nguyén canh tranh cang cao thi do hap thu mau
cang giam.



DUQC BIEN VIET NAM V

Kliang nguyén canh tranh co thé chrgc thém tryc tiép vao
dia néu né dugc pha lodng trong dung dich bdo hoa phién
trudc khi thém khang (hé gén enzvin.

Mtrc do canh tranh theo thoi gian phu thudc vao moéi tuong
quan clia nong dd phan tir can kiém tra va khang nguyén trén
bé mdt phien (va mirc do twong déng clia khang nguyén).
Sau khi U va rira, lwvgng khiing tho c6 danh dau dwoc dinh
lvgng sau khi thém co chét, Khi khéng cd khang nguyén
trong mau kiém tra hay khong cé su trong dong clia khang
nguyén thi khéng c6 sw gan két v6i khang thé duoc danh
dau va khong c6 su canh tranh véi khang nguyén nay. Két
qua la mu cé chira khang nguyén thi sw canh tranh lam
gidm cwong do mau con ddi chiing am thi khong.

ELISA canh tranh tryc tiép kiém tra khang nguyén dugc
mo ta & So do 15.46.5.

Ag: khang ngnyén; Ab: khing lhe; **Enz: Enzym gan cong hop;
S: co chét

So do 15.46.5 - EJJSA canh tranh truc tiép kiém tra
khane nguyén

2) ELISA canh tranh truc tiép (Direct C-Efisa) kiém tra
khang thé

Direct C-HI.ISA kiém tra khang thé tvong tw vgi Direct
C-ELISA kiém tra khang nguyén. Su canh tranh ¢ day la
gitta khang the trong mau va khang thé dugc danh dau
vOi cAc vi tri trén khang nguyén gan san trén phién. Mau
va khang thé danh dau dugc tron véi nhau trude khi thém
vao phicn.

Phuong phdp ndy dugc (ing dung trong san xudt cac kit
thwong pham dinh lugm» ham lwong khang tho cua vi
rat viém gan A, viém gan B trong huyét thanh. St dung
nhiéu trong kiém tra cdng hiéu vac xin vient gan A, B theo
phuong phap in vivo.

PHU LUC 15

Direct C-ELISA kiém tra khang thé dwgc mo ta chi tiét &
9rd6 15.46.6.

Ag: khang nguyén; Ab: khang thé; AB: khing thé khac
loai hodc khac ngudn géc vai Ab; **Enz: Enzym gan cong
hop; S: co chat
S do 75.46.6- ELISA canh tranh truc tiép kiém tra
khang tho

T) ELISA canh tranh gian ti€p (Indirect C- ELISA)
Nguyén ly: Pau tién gin mot lvgng khang nguyén tring
véi khang nguyén can kiém tra len phién. Sau d6 thém
khang nguycn can kiom tra (pha ra mét so nong dd) va
khang th6 dac hiéu. Khang nguyén can kiém tra sé phan
img canh tranh v6i khang nguyén da gan trén phién. Sau
d6 thém khéang thé tht hai cd gén enzym, 0, rira va thém
co chat. Thém dung dich dirng phan (ng vao va doc két
qua OD. Luc do gia tri OD sé ty 1é nghich v&i ham lugng
khang nguyén c6 trong mau téc mau c6 ndng dd khang
nguyén cao sé cho gid tri OD thap va ngugc lai vi thuong
thi phan (ng gitta khang nguyén tv do vo&i khang thé xay
ra trwdc rdi mai den phan (rng gitra khang nguyén gan ban
V@i khéng thé.

Phuong phap nay dwgc ap dung trong quv trinh xac dinh cong
hiéu thanh phan HBsAg cuia vac xin viém gan A-B phdi hop;
Mot so kit thuvong pham trong dinh luwgng ham lvong khang
sinh ton du trong véc xin nhi gentamicin, neomydn...
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HUGNG DAN XU TRI CAC VAN DIi: THUONG GAP TRONG THU NGHIEM KUSA(xem Bang 15.46.1)

STT

Céc van iié
thwong gap
Tin hiéu nén
cao hodc qua
cao(duwng
tinh gid)

i Khong co tin

Thiéu qua thap

PL-406

hiéu hoac tin

Bang 15.46. 7 - Clc van dé thuong gap, nguyén nhan va huéng dan xi tri

Nguyén nhan HuGug dan xt tri
Rira phién chua dal I- Xem lai buoc rira.
| - B3 sung chét tdy rita (Tween 20 hodc Triton X-100) vao dém rig;
- Tane so lan ria;
- Thém 5 min dé ngam gita cac lan ria.
- Thém cac protein bao hoa vao dung dich ria.
Ham luwong cnzym cong hop quad cao  Kiém tra lai khau pha lodng, chuan dinh lai néu can
Giai doan b&o hoa phién chua du Tang ham lugng protein bdo hoa;
Thay loai protein béo hoa khac;
' Téng thoi gian bdo hoa.
Thoi gian 0 qua lau | Gidm thoi gian U
C6 chét gay nhiéu trong mau kiém tra ' - Thém mau chiting (control)
- Tién hanh thir nghiém thu hdi (recovery assay) dé xac dinh mic
dd ai hudng clia you td gay nhiéu.
- Thay phuong phap khéc pht hgp hon néu can (phuwong phap
in vivo....)
Cac dém st dung bi nhiém (déin gan Pha lai cac dém
phién, dém bao hoa, dém rlra va dém
_pha loéng...)
Gidy dan phién hodc cac héa chét st - Slr dung gidy dan phicn riéng biét & ting budc U;
dung bi nhiém - Kiém tra lai héa chét va pha lai hodc thay loai dam bao chét tuong,
Céc hoa chét thém vao khdng ding i - Nhac lai thir nghiém;
VGi yéu cau hodc pha sai I- Tinh todn lai va pha mgi cac hda chét (cac dém, chat chuén,
i mAu)_sir dung trong thir nghiém.

Emzym bi nhiém chat Gc ché (azid Pha lai hoa chét
clia HRP hay phosphat clia PA)
Khang thé str dung khdng du tugng ! - Tang ham luong;
1- Kiém wva lai chuén;
S dung mau mai.
Khang thé gin phién (hodc chdt - Kiém tra lai diéu kién chudn/pht hop cho gén phién;
phan tich) gan Ién qua it hoic - Tang ham luong khéng thé/chét phan tich khi gén phién;
khong gan 1én phién - Pha khang the/chét phan tich trong dém phosphat dé dam bao
khong bi nhiém protein tap;
- Thay doi loai phién gan t6l hon;
: - Thir st dung cac phién gan dang lién két cong hoa tri.
- Téng thoi gian gan phién.
Cac d&m bi nhiém Pha lai
Mau kiém tra hodc chudn cd chét - X ly cht gay nhiéu béng phwong phap phi hop;
lrc ché (cac ta chét (AI3~ ion kirn , - Thay d6i phwong phap khac (in vivo) hodc mot phwong phap
loai nang,...) - hda mién dich pht hop hon.

-L
Gidy dan phién khong dat yéu cdu S dung loai gidy dan phién chuyén dung va thay mai & tiing
hodc do st dung lai qua nhiéu lan  budc 0.
Thoi gian U co chat khéng du Tangthori gian 0 AJchat
Phién sau g&n bao quéan bi hons - Gan lai;
- Ngam phion trong dung dich duong sucrose 2 % tir 5 min
dén 10 min trwede khi lam kho phién.
Nhiét do t khong dam bao - Céc héa chat tridc khi 1am phai dugc dua vé nhiét do phong
hodc nhiét do U trwdc khi thém vao giéng.
- Sl dung cAc thiét bi kiém soét nhiét do 0 chuyén dung trong cac
budc i (may U phién; td dm. tu lanh, ti mét).
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| Céacvan dé

STT |

| thudng gap

1Buong chudn
[én nhung

I lai c6 su sai
khac gilra cac
diém (cac do
pha cho két
qua khéng
tuyén tinh
hoéc khéng
tao do tuyén
tinh)

I Sai 6 V& gia

I'tri OD cla

mcéc giéng lap

i lai qua lon

Nguyén nhan

PHU LUC 15

Huwong dan X tri

Nong db enzym cdng hop khong dii 1Kiém tra lai cach pha, chuén dinh lai néu can
Khéang thd gén phién hodc chét phan i- Pha khang thé/chat phan tich trong dém phosphat dé dam bao

tich gan 1én khong déu

Khéng tho phét hién khong du

Thoi gian cho enzym phan hlv co
chét khéng d

Quy trinh lam bij sai

khéng bi nhiém protein tap;

- Thay ddi loai phién gan t6t hon.

Kiém tra lai cach pha, chuan dinh lai néu cau
lang thoi gian .

I Kiém tra lai va chuén thuc hoa lai.

Tinh va xay dung dudng chudn clia ~ Tinh tai va dung dudng chun mai.

chun sai
RUra phién chua dat

L6p khang thé (hodc chét phéan tich)
gan khong dong déu do quy trinh
lam bi 16i hoac phién gan khong t6t

| Gidv dan phién khong dat yéu cau

hodac do st dung lai qua nhiéu lan

1Céc dém st dung bi nhiém

D0 13p lai két Rlra phién chua dat

qua gilra cac
[an am thiy
nghiém qua
thap

Khdng co tin
hiéu ¢ nhiing
mau mong
dgi nhung
chuan van tét

Thay d6i trong nhiét do u

Do thay d8i quy trinh

Gidy dan phién khong dat yéu cau
hodc do st dung lai qua nhiéu lan
Tinh toan sai duong cong chuén

Chét phan tich khong c6 trong mau;
hodc ham lugng qua thdp hodc co
chét tc ché hodc méau phan tich va
chuan khdng trrong thich. Hodc chat
nén clia mau lam che di sy phat hién.

I - Xem lai quy trinh rla.
I - Neu rira bdng may thi kiém tra lai hé thong rira (thong rira cac
- dwong 6ng hit/nha);

- Thém 5 min dé ngain gilra cac lan rira.

- Pha lai khang thd gén trong dém khéng l1an protein tap;

- Kiém tra cac dém pha gén phién tai cac pH khéac nhau;

- Kiém tra lai thé tich, thoi gian, phuong phap gén; bdo hoa clia
céc hoa chét str dung dé phu hop chua.

- Chon thoi gian U phién gén qua dém;

- Tang thoi gian bdo hoa phién;

- Slr dung cac phién, dung cu lam ELISA chuyén dung.

- St dung loai gidy dan phién chuyén dung va thay méi & tirng
buéc 0.*

Pha lai.

- Xem lai quy trinh ria.

- Ncu ria bang may thi kiém tra lai hé théng rira (thong nia cac
dwong 6ng hit/nha);

- Ngam thém 5 min gitra cac lan rira.

- Céc héa chét trwdc khi lam phai duge dwa vé nhiét do phong
hodc nhiét do U truéc khi thém vao giéng.

- Str dung céc thiét bi kiém soat nhiét do 0 chuyén dung trong
cac bwdc U (may U phién; t0 dm, td lanh, t mat).

Dam bao tuan thu theo dding quy trinh chuén

S dung loai gidy dan phién chuycn dung va thay méi & tirng
bugc 0.

- Tinh lai;

*Xay dung duong chuan mai;

~Sir dung mau chiing ndi bd (inlemal control) dé kiém tra lai
quy trinh va chét chuan

- Kiém tra lai sw pht hop clia chu&n va mau;

- Tinh lai ham lwong chét phan tich trong mau va pha lai;

- Kiém soat k¥ lai quy trinh va I3p lai thir nghiém ;

- Tim va xt ly chét trc ché;

»Thay do6i phuong phap khac.

- Xem lai ‘Vccovery assay” dé xac dinh y6u to chc phdi.

PL-407
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Iliio ns dan x@ tri

" Ham lwong chét phan tich qué cao i Pha lai mau va lam lai

ikét quJ(ﬁeO | Ham qung chéat fan Ehien fyia cao 5T|nh toén va pha lai.

khéng thay
doi gittacac i
do pha)
8 Mau lén i Chon sai hugc séng
nhung doc bi
thap
9 'Két qua bi Docquathdi gian quy dinh
nguuc  hoac : £)¢Csaj budc song
; sal

(¢ co chat qua lau

- Kiém tra lai dai budc séng t6i da phd hop véi tirng loai cu chét
str dung (*).
- Kiém tra lai filter doc

- Lam lai va kiém tra lai thoi gian doc phu hop

- Kiém tra lai dai bu6c sting 16i da phu hop witi tirng loai co chat
str dung (*)
- Lam lai va kiém tra lai thoi gian 0 phu hop

- Kicm tra lai cu chét va thoi gian 0.

(*): Céc loai co chéat va buéc séng phu hop:

ABTS
pNPP (acid 2,2-Azino-  UrEBMETMB
" : ) (3,535~ , SureBlue
Co- chat (p- nitrophenol ~ BluePhos/BCIP di (3-ethyl- ™
A Tetramethyl Reserve
phosphat) benzathiazolin) .
. benzidin)
sulphonic) 1
AP HRP !
Enzym (Alkalin- AP (Horseradish HRP ! HRP
phosphat) \ Peroxidase) 1
l\{léu 'Eru(’yc Khi ,cho dung Vang Xanh Xanh la cay Xanh Xanh
dich dirtng phan tng
Buéc song hdp thu toi da
trwéc khi cho dung dich (405 -410) run (595 - 650) nm (405 - 410) nrn 650 nm { 650 nm
dirng phan (ng
. a1 L Dung dich Dung dich Dung dich ! Dung dich
162 chat dung phan (g S%EDTA | BjycPhos STOP  ABTSSTOP ~ TMBSTOP  TMB STOP
Mau sau‘ kh! cho dung dich Vang | Xanh tia Xanh la cay Vang Vang
dirng phan trng .
Budc song hap thu t6i da , '
sau khi cho dung dich dirng ! (405 -410) nm ! (595-650)nm 1 (405 -410) nra 450 mn 450 nm

phan (rng

Ngoai ra dé dam bao két qua LLISA duoc chuan xac va it
bi nhiéu thi can phai dac biét chi Vdén cac van dé vé dung
cu, thiét bi, thao tac trong thr nghiém.

Yéu cau doi véi dung cuy thiét bi s&¢ dung trong thir
nghiém ELTSA

Dan mav HLISA phai dwoc hiéu chudn, bao dwdng dinh ky.
Dung cu lam F.L1SA c6 rat nhiéu, trong dé dac biét chd y 1a
Pipetman (cac loai don va da kénh) phai dwoc hiéu chuin
dinh ky. Cach hiéu chudn nhu sau: Moi loai pipetman,
chon 3 khodang thé tich do hiéu chuan (thdp nhat, ¢ gitra va
cao nhat), vi du pipet loai (10 - 100) pl thi s& chon thé tich
dé chuan dinh & 10 pl, 50 ul va 100 pl. Tai mdi thé tich s&
do 10 Ian rdi tinh d6 léch chudn ov (%}. Tiéu chuén cho

PL-408

pipet duwgc phép st dung lam ELISA: tai dd tin cay 95 %,
CV < (2 - 3) %. Ngoai khoadng nay khéng dugc phép st
dung. V6i pipei da kénh viéc hiéu chuén ciing tién hanh
twong tv trén tirng kénh. Pipct da kénh chi dwoc st dung
khi tat ca cac kénh déu dat yéu cau vé do léch chuan quy
dinh (tai do tin cdy 95%, CV <2-3 %).

Céc dung cu dwng héa chat (chai lg, tuyp pha lodng hodc cac
mang nhya...): Phai dwgc danh dau va tach ricng mét bo.

Céach thao tac khi hat mau st dung pipetman (Anh
huéng truc tiép dén két qua thir nghiém)

Gan that chdt cac dau con vao pipet. Nén st dung pipct va
dau con ding chting loai, tranh tinh trang dau ddu con cla
mdt hang, pipe! cua mét hang khac...
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Trang dau con vai 1an bang céach hit Ién xudng dé tranh sai
s do stic cang bé mat cua nudc.

HUat 2 ky, nha 1ky. HGt phai tir tlr (t€ chét 1ng 1én déu dat
trang thai can bang vé thd tich va khdng tao bot khi ¢ gitra.
Nha tlr ti vé 1 ky. Khi nha nghiéng dau dau con vé vi tri
clia giéng, khong cham sat dung dich c6 san trong giéng
hodc day giéng dé tranh lvong chat ldng cé trong giéng
bam vao bén ngoai dau con gay sai so.

Thay doi dau cén khi thay déi d6 pha hodc héa chat.

St dung pipet trong gi¢i han khuyén céo. Vi du: gi¢i han
clia pipet la (10 - 100) pl thi khdng st dung dé htt cac tho
tich < 10 iil hodc > 100 iil.

Neu hoda chat c6 do nhat thi hat tir tir d€ thé tich vé trang
thai can bang méi nhéc ra khoi dich Iéng.

Trong khi hat neu thdy c6 bot khi thi phai hat lai. Hat lai
vai 18n van con bot khi thi phai thay dau con mai.

Céch pha lodng mau dé eiim sai s

Tranh pha lodng nhiéu budéc.

Vi dy, néu pha 1/1000 chi nén pha 2 buéc:

Budc 1: Pha 1/100 (1 mi mau + 99 ml dung dich pha loang);
Buéc 2: Lay 1ml ctiadd pha 1/100 + 9 ml dung dich pha loéng.
Tranh str dung thé lich mau qua it khi pha lodng mau.
Mau phén tich neu c6 ham luvgng khéng qua cao & murc
nguyén chét hodc dam dic; mau cé nhiéu thanh phan ta
chét, ta duoc, chét bao quan, protein tap khac nhu vac xin,
sinh pham thi nén st dung lwgng thé tich theo don vi ml.
Vi du: Mau can pha 1/100 thi khong nén pha: 1 ml mau
+ 99 ml dung dich pha lodng ma nén pha lwgng thé tich
nhidu hon: 5 mi mau - 495 ml dung dich pha loang.

Cac mau c6 do tinh sach va nong do dam dac cao, ham
lrgng hang tram dén hang nghin pg/ml: Nong do mau can
dung chi 1 pirml thi khi pha khéng nén ldy the tich dudi
2 pl (<2 pl), nén lay tir 10 pl tr& lén.

Pha lodng mau trén tuyp nhwa hodc tuyp thdy tinh: Dung
cu pha phai that sach; tron, lac k¥ trede khi hat; thay dau
con khi chuvén do pha hodc hda chat...

Pha lodng mau trén phién 96 giéng: Phai st dung pipet da
kénh dat chuan. Thao tac nhw sau: Tron mau bang hat Ién
xudng Vvai lan (4 dén 5 lan) roi hat lugng hoéa chét can ldy
va chuyén sang do pha lodng cao hon ké tiép.

Luuy

Thao tac déu tav, tranh bot khi, tranh thé tich khong déu
gilra cac kénh va khéng dong déu vé s6 1an tron... dan don
sai s0 hé théng hodc sai s6 @ mot hodc mot sd do pha.
Trong thoi gian tron cd thé xay ra: hodc phan (ng gitta
khang nguvén, khang thé; hodc phan (ng hip phu ién phién
pha mau dan den lam mét (thiéu) di mot luvong chat phan
(rng nhét dinh. B0 tranh diéu nay nén st dung cac dung
cu pha lodng c6 kha nang hap phu kém nhu polypropylcn
hoac thly tinh hodc khi chuyén dé pha thi hit dong thoi
vao phién thtr nghiém ludn. Vi dy: can pha lodng bac 5ra
10 dd pha, khi pha méu tr d§ pha 5'1sang 5'2ma do pha
5 ' cling st dung trong thir nghiém thi khi hat mau tir 5'1sé
hat ludn c& mau vao phién thir nghiém. Céch lam sé tuong
ty trong SUJ (W trinh pha loang...
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Vi du vé mot sé quy trinh thuc hién ky thuat ELISA

Nguyén vat liéu, dung cu va thiét bi
Khéng nguvén.

Khéang thé cong hgp gan enzym.

Dung dich dém pha lodng khang nguyén.
Dung dich bloek (c6 dinh) phién.

Dung dich rtra.

Dung dich co chét.

Dung dich dirng phan ng.

Gian may EL1SA.

Pipetman céc loai.

Dau cdn céac loai tir 10 pl dén 1000 pi.
Maéng nhya.

Phicn ELISA chuyén dung:

Phién 96 giéng day tron (dé pha lodng mau).
Tuyp effendorf 1,5 ml dén 2 ml.

Chai thay tinh cac loai 100 ml dén 1000 ml.
Gidy dan phién.

T lanh.

Tu am 37 °c.

Cac quy trinh

QUYTRINH I: ELISAtruc tiép (Direct ELISA Representative
Protpcoi), quy trinh tw gan phién

i. Gan phién

Nhoé 100 |il khang nguyén da pha loédng (c6 ham lwgng tir
1 pg/ml dén 20 pg/ml) trong dung dich dém phu hgp vao
moj |eng cla hlen gan ELISA chuyén dung,

u 0°2°C dén °C qua dém (khoang 16h dén Bh).

I. Co dinh phién sau gan

D06 hét dung dich trong phién.

Thém 300 |il dung dich bao hoa phién vao céc giéng,

G 1h den 2 h & nhiét do phong Truong hop lam ngay va deé
rat ngan thoi gian, 4 & 37 °Ctrén may l4c nhe trong 15 min
la cd thé 1am duoc. Neu chuwa lam ngay ¢6 thé ngam lau hon.
Rira sach phién béng dung dich rira (thuong la PBS 0,05 %
Twveen 20) 3 Ian dén 5 Ian, moi 1an khoang 300 - 500 pl/giéng.
Lan r&ra cudi ngam 10 min.

[il. Thém khang thé cong hop gan cnzym

Thém 100 |il khang thé cdng hop gén enzym vao tat ca
céc giéng.

Dan phién va 0 & nhiét d6 phong 1h (t6t nhat i & 37 °C).
Mot s6 phan (rng c6 thé phai 0 3 h dén 4 h phan &ng moi
dat t6i wu.

D6 hét dung dich cd trong giéng va rira phién bang dung
dich rira 3 1an dén 5 1an, mdi lan khoang 300 - 500 iil/giéng.
Lan rtra cudi ngdm 10 min.

IV. Thém co chéat

Nhé 100 pl dung dich co chat vao moi giéng,

0 & nhiét d6 phong 25 °c dén 28 cc trong 10 min dén 20 min.
Thém 100 lil dung dich dimg phan t&ng vao mdi giéng.
Boc ket qua OD trén may doc ELISA chuycn dung. Thoi
gian doc khéng qua 30 min tir khi nho dung dich dirng
phén (ng.

Tuy theo loai co chét stv dung trong thr nghiém de chon
bwéc song phu hop.

PL-409
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Ol JYTRINHII: ELISAgian tiép (Indirect ELISA Representative
Protocol), quy trinh /igan phién

i. Ganphién

Nhoé 100 pl khang nguyén da pha lodng (cd ham lugng ti
1-20 pg/ml) Irong dung dich dém phu hop vao méi giéng
clia phién gén FUSA chuyén dung.

U &2 °c dén 8 °c qua dcm (khoang 16 h dén 18 h).

/. C6 dinh phién sau gén

D0 hét dung dich trong phién.

Thém 300 pl dung dich bdo hoa phién vao cac giéng,

0 1hdén 2 h o nhiét dé phong. Trwong hop lam ngay va
dé rat nean thoi gian, 0 & 37 °c trén may lac nhe trong
15 min la c6 thd lam dwoc. Neu chua lam ngay c6 thé
ngam lau hon.

Rira sach pifién bang dung dich rira (thudng 1a PBS - 0.05 %
Tween 20) 3 lan dén 5 lan, mdi Ian khoang 300 - 500 pl/giéng.
Lan rira cudi ngdm 10 min.

Ul. Thém khan« thé T (primary antibody).

Them 100 pl khang thé cong hop khong gan enzym vao
tdt ca cac giéng.

Dan phién va u & nhiét d6 phong 1h den 2 h (t6t nhat u &
37 C).

D0 hét dung dich co trong giéng va rira phién bang dung
dich rira 3 1an dén 5 Ian, moi 1an khoang 300 - 500 iii/gieng.
Lan rtra cudi ngam 10 min.

V. Thém khang thé 2 cong hop gan enzyrn

Thém 100 ul khang the cdng hop gan cnl.yin vao tat ca
céc giéng.

Dan phién va u ¢ nhiét dd phong lh (t6t nhat G & 37 °C).
M6t sd phan (rng c6 thé phai U 3 h dén 4 h phan tng mai
dat t6i wu.

D6 hét dung dich c6 trong giéng va rira phién bang dung
dich rira 3 1an den 5 1an, moi 1an khoang 300 - 500 pl/giéng.
Lan rtra cubi ngam 10 min.

V. Thém co chét

Nho 100 pl co chat vao mdi gibng,

u & nhiét d6 phong 25 °c dén 28 °c trong 15 min dén
30 min, tranh anh sang.

Thém 100 p! dung dich dirng phan (rng vao mdi giéng.
Boc két qud OD trén may doc HLISA chuvcn dung. Thoi
gian doc khdéng qua 30 min tir khi nhd dung dich dirng
phén ime.

Tly theo loai QUJchat st dung trong thw nghiém dé chon
bwéc song phu hgp.

QUY TRINH I A: ELISA Sandwich truc tiep (direct
sandwich/capture ELISA Representative Protocol), quy
trinh tw gan phién,

i. Ganphién

Nhd 100 pl khang thé 1 (capture antibody) da pha lodng
(c6 ham lweng tir 1- 15 gg/ml) trong dung dich dém phu
hop vao mdi gidng ctia phién gan ELISA chuyén dung,

U 0 2°c dén 8"C qua dém (khoang 16 h dén 18 h).

/[. Cé dinh phién sau gan

Do hét dung dich trong phién.

Them 300 pl dung dich b&o hoa phién vao cac giéng.
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U 1h den 6 h & nhiét dd phong. 1ruong hop lam ngay va
do rut llgdn thoi gian, 0 & 37 °c trén may lac nhe trong
15 min dén 60 min la c6 thé lam dugc. Neu chra lam ngay
c6 thé ngam lau hon.

Rra sach phién bang dung dich rim (thuong la PBS - 0,05 %
Tween 20) 3 Ian dén 5 lan, moi 1an khoang 300 - 500 phgicng.
Lan rtra cu6i ngdm 10 min.

fU. Thém khang nguyén ctia mau

Thém ]00 pi khang nguyén clia mau thir vao tat ca cac giéng.
Dan phién va 0 & nhiét d6 phong 1h dén 2 h (t6t nhat 0 &
37 °C).

D6 hét dung dich co trong giéng va rira phién bang dung
dich rira 3 1an dén 5 lan, méi 1an khoang 300 - 500 pLgiéng.
Lan rra cubi ngdm 10 min.

IV. Thém khang thé 2 cong hop gan Enzym.

Thém 100 gi khang thd 2 vao tat ca cac giéng.

Dan phién va u & nhiét do phong 1h dén 2 h (tot nhat i &
37 X).

D6 hét dung dich cd trong giéng va rira phién bang dung
dich ria 3 1an dén 5 Ian, mdi Ian khoang 300 - 500 jihgiéng.
Lan rta cubi ngdm 10 min.

V. Thém co chat

Nhé 100 pi dung dich co chat vao mai giéng.

U & nhiétdd phong 25 °c dén 28 °c trong 15 mill dén 30 min,
trnh &nh sang.

Thém 100 pl dung dich dirng phan (ng vao mdi giéng.
DPoc két qua OD tréu may doc ELISA chuyén dung. Thoi gian
doc khdong qua 30 min hr khi nho dung dich dirng phan tng.
Tuy theo loai co chat st dung trong thr nghiém dé chon
buwéc song phu hop.

QUY TRINH ill B: ELISA Sandwich gian tiép (indirect
sandwich/capture ELISA Representative Protocol), quy
trinh tw gan phién

I. Gan phién

Nhé 100 pl khang nguycn da pha loang (c6 ham lwgng tir
1-20 lig/ml) trong dung dich dém phd hup vao mdi giéng
clia phién gan ELISA chuyén dung,

0 ¢2:c dén 8°c qua dém (khodng 16 h dén 18 h).

1i. Co dinh phién sau gan

D0 hét dung dich trong phién.

Thém 300 pl dung dich bdo hoa phién vao céc giéng.

U 1hden 6 ho idiiét dd phong. Trudne hop lam ngay va dé rit
ngan thoi gian, G & 37 X trén may I&c nhe trong 15-60 min.
Neu chua iam ngay cé thd ngam lau hon.

R®a sach phién bang dun. ' dich tla (thwong la PBS - 0,05 %
Tween 20) 3 Ian dén 5 lan. m@i 1an khodng 300 - 500 pl/giéng.
Lan Ira cu6i ngdm 10 min.

/11. Thém khang nguyén ctia mau

Them 100 pl khdng nguyén clia mau thr vao tat ca cac giéng.
Dan phién va u ¢ nhiét do phong | h dén 2 h (tot nhat G &
37 °4.

D0 hét dung dich cd trong giéng va rra phién bang dung
dich rira 3 Ian dén 5 1an, mbi Ian khoang 300 - 500 pl/giang.
Lan I¥a cu6i ngdm 10 min.
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I Tham khang thé so cap

Thém 100 pl khang thé 2 vao tat ca céc giéng.

Dan phién va 0 r nhiét d6 phong ] h dén 2 h (tot nhat 4 &
37 ).

D0 hét dung dich co trong giéng va rra phién bang dung
dich rra 3 14n dén 5 1an, mdi 1an khoang 300 - 500 ubgiéng.
l.an rtra cu6i ngdm 10 min.

V. Thém khang khuing thé 2 cong hgp gan enzym

Thém 100 pl khang thé cong hop gan enzym vao tit ca
céc giéng.

Dan phién va 0 & nhiét do phong | h (t6t nhat G ¢ 37 °C).
Mot s6 phan (rng c6 thé phai G 3 h dén 4 h phan ng méi
dat t0i tru.

D06 hét dung dich c6 trong giéng va rira phién bang dung
dich r¥a 3 lan den 5 lan, méi lan khoang 300 - 500 pl/gicng.
Lan rtra cudi ngam 10 min.

Vi. Thém co chat

Nhé 100 pl dung dich co chat vao moi giéng.

U & nhiét dd phong 25 °c dén 28 °c trong 15 min dén 30 min,
tranh &nh sang.

Thém 100 M dung dich dirng phan (ng vao méi giéng.
DPoc két qua OD trén may doc ELISA chuyén dung. Thoi
gian doc khong qua 30 min tlr khi nhd dung dich dirng
phén tng.

Tuy theo loai co chdt s dung trong thtr nghiém dé chon
bwéc séng phu hop.

1547 KIEM TRA MYCOPLASMA TRONG VAC XIN/
SINH PHAM (Phuong phap nudi cdy hoc dung chi thi
té bao)

Chi Mycoplasma c6 hon 120 loai, ching la mot nhém cac
vi khuén ¢ kich thrdc nho, khdng c6 thanh té béao, ¢o kich
thudc va hinh dang khac nhau, khéng bat mau Gram.
Mycoplasma thuong gay ra cac nhiém tring nang cho te
bao va md. Nhiém Mycoplasma trong t€ bao nudi trong
mgt thoi gian dai ma khong hé cé biéu hién tén thwong bén
ngoai té bao, nd anh hwdng tdi chuyén hoa va sy phat trién
binh thwong cla té bao. Nhiém Mycoplasma trong té bao
nubi thuong khong gay duc moi truong.

Kiém tra Mycoplasma la mot phan clia kiém tra cac tdc nhan
ngoai lai ¢ nguon goc tir chling virus san xuat vac xin/sinh
pham ma trong qua trinh san xuat str dung te bao nuoi.

Pham vi ap dung

Ap dung dé kiém tra:

Té bao gbc gidng, te bao san xudt, chdng virus gdc giong,
chling virus san xuat, t& bao st dung lam chiing;

Mé gt virus, vac xin ban thanh pham, vac xin ban thanh
pham cudi cuing, vac xin thanh phdm ma theo To chic Y t&
Thé gii can phai kiém tra Mycoplasma.

Céac phuong phap
Thir nghiém kiém tra Mycoplasma tron2 vac xin'sinh
pham c6 thd dwoc thuc hién bang cac phuong phéap sau:
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Phuong phap nubi cdy trong mbi trwong long va moi
truong dac.

Phuong phap dung chi thi té bao.

Ca hai phuong phap nudi cdy va phwong phap dung chi thi
té bao déu duoc st dung dé kiém tra Mycoplasma trong
t€ bao gdc gidng, t€ bao san xudt, chling vius goc giong,
chling virus san xuat, t€ bao sw dung lam ching.

Khi ki6rn tra Mycoplasma trong mé gt virus, vac xin ban
thanh phadm hodc véac xin ban thanh phdm cudi clng thi sty
dung phuong phép nudi cdy. Phuone phéap dung chi thi 16
bao c6 thd cling dugc si dung.

Kv thuat khuéch dai acid nucleic (Nucleic acid amplification
techniques: NAT) @ the dung dé thay the mét trong hai
phucmg phap trén. Tuy nhién, nén tham dinh trwdc khi ding
vé it nhat hai chi s6: B9 ddc hiéu va gigi han phat hién.
Phrrong phap dva trén hoat dong clia enzym ciling c6 thé
str dung nhung phai thdm dinh dé chitng td né cé khéa nang
phéat hién Mycoplasma twong dwong nhu phuong phéap
nudi cdy va phuong phéap dung chi thi té bao. Cac phuong
phap khac cd thé dugc sl dung néu cu quan Kiém dinh
Quoc gia da chdp thuan.

Phuong phap nudi cay

Mai trvong st dung: Str dung ca hai loai moi trieong dac
va moi truong long véi sé lugng di 1on d6 dam bao phat
hién dwoc s6 lwvong nhd Mycoplasma c6 thé c6 trong vac
xin/sinh phadm. Moi loai m6i truong (long, dac) nén st
dung it nhét hai méi truong, mot dé danh gia tinh chat lén
men glucose, mot dé danh gia tinh chét thuy phan arginin.
Moi trwong long can chira do phenol.

Kiém tra dinh dwdng moi trwong: can kiém tra kha nang
cung cdp chét dinh dwong cho chung phat trién (kiém tra
dinh duéng) cla tirng loat mdi trwong.

Céc loai Mycoplasma st dung cho kiém tra dinh dw&ng
mdi trvdng nhu sau:

Acholeplasma faidlawn (néu trong qua trinh san xuat véc
xin/sinh pham ¢6 st dung khang sinh); Mycoplasma orale,
Mycoplasma pneumoniae (hodac nhitng loai Mycoplasma
6 1én men D-glucose kh&c).

Nén st dung it nhat hai chung: Mt chiing 1én men glucose,
mot chung thuy phan arginin. Cac chung nay khéng dugc
cay chuyén qua 15 lan.

Qui trinh thuc hién:

Cdy chling vao m6i trieong theo ty 1é khéng qua 100 CPU
cho mét dia dwdng kinh 60 mm c6 chi*ta 9 ml mdi trwong
dac hodc mdt chai chira 100 ml méi trwdng 1dng,

U cac chai va dia mdi trvdng nay ¢ nhiét do twong tv nhu
trong thr nghiém kiém tra vo triing véc xin/sinh pham déi
voi Mycoplasma.

Ldy 0,2 ml tlr mdi chai mdi truong léng, cdy chuyén sang
mdi tnrong dac & cac thoi diém giong nhw trong thir nghiém
kiém tra vO tring véc xinAinh pham d6i vi Mycoplasma.
Moi truong 1dng dat yéu cau vé dinh duong néu moi chung
déu co6 khuan lac moc trén dia thach cua it nhat mét lan ciy
chuyén. Mai trwong dac dat yéu cau vé dinh dudng TIQ
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moi chung c6 s lwgng khudn lac tinh trung binh trén cac
dia it hon khéng qua 1/5 sb lwgng dua vao.

Kiém tra anh hwdng ctia chat (rc ché (thr nghiém ¢ ché)
Thir nghiém nay nham xac dinh trong san phdm c6 chira chat
tric ché ma anh hwong dén sv phét trién ciia Mycopiasma
hay khong. Néu co, can phai loai bd anh hwéng cua chat
tc che trudc khi kiém tra Mycoplasma trén vac xin/sinh
phadm bang cach thich hgp nhu trung hoa, pha [oang hodc
cdy chuyén khong dung chét tc cho,...

Thuc hién lai thér nghiém ¢ ché sau khi da st dung cac
bién phap trén. Néu str dung bién phap pha loang, phai sir
dung thé tich I6n mai trudng hocic chia vac xin/sinh pham
vao nhiéu chai mdi treong dung tich 100 ml.

Nguyén iy: Thir nghiém Gc che dugc thyc hién hang cach
cho san pham can kiém tra vao moi truong voi lugng giong
nhuw thir nghiém kiém tra Mycopiasma trong san pham, sau
do6 cdy chung th® thach vao mdi trwdng véi lugng gidng
nhuv thu nghiém kiém tra ciinh dwong méi truong. Thuc
hién thir nghiém kiém tra dinh dwong moi trwong dé lam
chlrng dwong cho thir nghiém nay.

Panh gia két qud: Chat c ché anh huwéng den sy phat
trién cla Mvcoplasma néu c6 it nhat mot trong hai truong
hop sau:

Moi tnronc 16ng: MOt chang thir thach trong cac chai moi
tredng cd vac xin/sinh phdm moc cham hon céc 6ng khdng
c6 véc xin-sinii phdm tir hai 1an cdy chuyén trg Ién.

M@i trwong ddc: Mot ching thir thach co6 so lvgng khuan
lac & cAc dia chita vac xin/sinh phdm it hon s6 lwong khuén
lac & cac dia khong cd vac xin/sinh phdm tir 1/5 s6 luong
khuén lac clia cac dia khong co6 véc xin/sinh pharn tra 1én.
Moi san phdm ncn thyc hién thr nghiém (¢ ché mot 1an
trwéc khi thyc hién thir nghiém kiém tra Mycopiasma
trong san pham. Chi phai lam lai thir nghiém Gc ché khi
thay doi phuong phap san xuét lam anh huéng t6i viéc xac
dinh Mycopiasma.

Kiém tra Mycopiasma trong vac xin/smh ph&m

Cay lan dau:

Moi trwong 16ng: Moi loai méi trudng cdy it nhat 10 ml
vac xin/sinh phdm vao mot chai 100 ml. Neu c6 sy doi
mau clia mdi treong sau cdy vac xin/sinh phatn, chinh
pil cla mdi truong vé pH ban dau bang dung dich natri
hydroxyd hodc acid hydrocloric.

Moi truong dac: cdy 0,2 mi vac xin/sinh phdm vao moi
dia, mdi loai moi truong dung it nhat hai dia.

Cay chuyén:

Thoi diém cdy chuyén nhu sau (ké tlr ngay cay dau tién):
Lan ]: Vao khoang tir ngay thiv 2 dén ngay thi 4.

Lan 2: Vao khoang tlr ngay thit 6 dén ngay thi 8.

Lan 3: Vao khoang tir ngay thx 13 dén ngav thi¢ 15.

Lan 4: Vao khoang tir ngay thvr 19 dén ngay thir 21.

Cach cay chuyén: Tir mbi chai mdi truong cdy chuyén
0,2 ml/dia, moi loai moi trvdng dac cdy it nhat mot dia.

U, theo ddi méi trwong sau cay:

Nhiét do u: 35 °c dén 38 °c.
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Thoi gian G: Cac chai moi trvong U 20 *21 ngay. Cac dia
mai treong U it nhat 14 ngav, riéng cac dia cdy chuyén vao
ngay thtr 19-21 theo ddi 7 ngay.

0 dong thoi mot chai 100 ml moi loai mdi truong khong
cdy Vvac xin/sinh phdm va mdt dia thach khong cdy vac
xin/sinh phafii cling loat v&i dia thach cdy chuyén dé lam
chirng am.

Két qua kiém tra dinh duvng modi trwang lam chirng duong.
Diéu kién nudi cdy: MOt nlra cac chai va dia 0 ¢ diéu
kién vi hiéu khi (khi treong chta 5-10% C02va do dm
thich hgp), moét nira & diéu kién ky khi (khi treong chira
nitrogen, 5-10 % CO? va do am thich http).

Theo d&i cac chai moi trwong 2 - 3 ngay/lan. Neu c6 sw
ddi mau cta moi truong, cdy chuyén sang méi trudng dac
(xem phan cay chuyén o trén).

Theo (16i cac dia moi trwdng 7 ngay/lan bang kinh hién
vi quang hoc dé kiém tra xem c6 khuén lac Mycoplasma
hay khéng.

Khuan lac dugc cho la clia Mycoplasma néu cé hinh dang
didii hinh nhw sau: Trung tam khuan lac t6i va day, moc lan
xudng thach; ria khuan lac méng. bet. Khuén lac cd dang
trirng 6p ma trung tam khuan lac la phan long doé dé nguyén.
Danh gia kct qua:

- Vac xin/sinh phdm dat yéu cau vé vo tring déi voi
Mycoplasma néu sau nudi cdy khong c6 dau hiéu phat
trién ctia Afycoplasma trong cac dia mdi treong cay Vac
xin/sinh pham.

- Véc xin/sinh phdm khong dat yéu cau vé vo trung doi
vGi VAc xin;'sinh phdm néu sau nudi cdy c& ddu hiéu phat
trién clia Mycoplasma trong cac dia méi trwong ciy véc
xin/sinh pham.

- Thir nghiém khong cé gia tri néu c6 mdt hodc nhiéu hon
cac truong hop sau xay ra:

Moi trwong st dung khong dat yéu cau cta thir nghiém
Kiém tra dinh duang.

C6 ddu hiéu moc ctia Mycoplasma trong chirng am.

Co s phat trién cua vi khudn khac hodc ndm trong cac
chai méi tnrirng,

V& it nhat hai dia m6i truong,

C6 it nhét hai dia mdi tredng nhiém vi khudn khac va ndm.
Truwong hop sau nudi cdy trén 7 ngay ma chi ¢cd mot dia
moi tredng nhiém vi khudn/ndm hodc chi vé mot dia moi
tredne thi cac dia nav cd thd bo qua khi khdng cé dau hiéu
moc cla Mvcopiasma.

- CAc treong hop thir nghiém khong c6 gié tri: Nhéc lai
thir nghiém voi s6 mau nhu 1an 1 Danh gia két qué cua lan
tha nghiém lai cling giébng nhu danh gia lan dau.

- Céc tnrone hgp thr nghiém c6 gia tri, c6 sy xuat hién
clia Mycoplasma nhdc lai thir nghiém v6i s6 mau va moi
truong gap doi lan 1 DBanh gia két qua thi nghiém lai cling
giong nhw danh gia lan dau.

Phuwong phap dung chi thi té bao

Nguyén Iy: Te bao dwoc nhudm béng thudc nhuébm huynh
quang. Neu bi nhiém Mycoplasma, trén bé mat té bao
€6 cac hat hodc cac sgi dac trung. Cac hat, sgi dac trung
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nay tham chi con c6 ca & vuing gian bao néu bi nhiém ning.
Te bao 9Tdung: Vero hoic t€ bao khac co hiéu qua tmmg
duong trong viéc x&c dinh Mycopiasma, VD: Cac dong té
bao san xuat.

Kiém tra chét lugng cua té bao bang cach ap dung qui trinh
eiéng nhu qui trinh kiém tra vac xin/sinh pham, sau do6 cay
vao té bao khéng qua 100 CFU cac chdng thich hop cua
M. hyorhinis va M. oraie. Te bao dat yéu cau néu ca hai
chling trén déu moc dugrc.

Can cdy chuyén té bao ma khong dung khang sinh trwéc
khi str dung vao thir nghiém.

Pha cac dung dich

Dune dich kali dihydropho.sphat 2 M: Hoa tan 13.61 g kaii
dihydrophosphat khan (TT7) trong 50 ml nwéc.

Dung dich kali hydrophosphat 2 M: Hoa 17,42 g kaii
hydrophosphat khan (TT) trong 50 ml nuéc.

Dung dich dom phosphat (pH 7,4): Tron déu 3,6 mi dung
dich kaii dihydrophosphat 2 M; 14,6 ml dung dich kaii
hydrophosphat 2 M; 8 g natri ciorid véi 1 L nwéc. Diéu
chinh pH néu can bang dung dich natri hydroxyd ho&c acid
hydrocloric.

Dung dich bisbenzimid gbc: Hoa tan 5 mg bisbemimid
(TT) trong mot it nwéc, them nwéc vira du 100 ml, bao
quan tranh anh sang.

Dung dich Iam viéc bisbenzimid: Pha lodng 100 pL dung
dich bisbenzimid géc bang dung dich dém phosphat
(pH 7,4) dé dugc 100 ml hdn hop dung dich.

Dung dich natri hydrophosphat: Hoa tan 28,4 g natri
hydrophosphat khan (T1) trong 1L nuéc.

Dung dich acid citric: Hoa tan 21 g acid citric (Ti) trong
1L nuéc.

Dung dich dém phosphat-citrat (pH 5,5): Tron déu 56,85 ml
dung dich natri hydrophosphat va 43,15 ml dung dich
acid citric.

Phuong phap thuwc hién

Nubi té bao & ndng do thich hop (Khoang 2.i04- 2.105té
bao/mi, 4.103- 2,5. 10410 bao/em2.

Céy T ml vac xin/sinh pham vao chai t& bao.

U 0 nhiét do 35 °c dén 38 °c%

Sau it nhat 3 ngay, cdy chuyén Ién mot l1a kinh. Té bao
dwoc nubi & mat do thap dé chi phl kin khoang 50 % bé
mat sau (3 - 5) ngav. Té bao phu kin hoan toan lam khd
guan sat Mycoplasma sau khi nhuém.

Bo méi truong, rira t€ bao bang dém phosphat, ¢6 dinh té
bao [c6 thé str dung hén hop dung dich acid acetic bang:
methanoi (1 :3)]

B0 dung dich ¢6 dinh, rira t& bao bang nudc vo tring, dé kho.
Phi té bao bang dung dich 1am viéc bisbeny.imid hoic
thuéc nhudm thich hop khac. Be trong khodng 10 min.
B6 thudc nhudm va rira té bao bang nwdc v tring.

Phi mdi 1a kinh bang mdt giot hén hgp cla glycero! va
dung dich dém phosphat-citrat véi luong bang nhau.

Soi dudi kinh hién vi huynh quang vat kinh ¢6 d& phéng
dai tlr 400 fan tré 1én.

I-am song song v&i chirng am va chirng (Ivong.

PHU LUC 15

Danh gia két qua

V&c xin/sinh pham dat véu cau néu khdng co hinh dang
dién hinh clia Mycoplasma (Cac hat hodc sgi dac trung
dudi kinh hién vi huynh quang khip bd mat t& bao hodc &
khoang gian bao).

Thir nghiém khong c6 gia tri neu xay ra mot trong hai
tredng hop sau:

Chiing duong khdng cé hinh dang dién hinh clia Mycoplasma.
Chirng am c6 hinh dang dién hinh ctia Mycoplasma.

PL-4U



