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HƯỚNG DẰN ĐẢNH GIÁ SINH KHẢ DỤNG VÀ 
TƯƠNG ĐƯƠNG SINH HỤC /V VỊ v o  TIIUÓC 
GKNCRIC:

Thuốc phát minh ỉà thuổc được cấp phép lưu hành đau 
tiên, trên Cỡ sờ đã có đầy đủ các số liệu về chất lượm», 
an toàn và hiệu quá. Thuốc generic là một thuốc thành 
phẩm nham thay thế một thuốc phát minh được sản xuất 
không cỏ giấy phép nhượng quyền cùa công tv phát minh 
và được dưa ra thị trường sau khi bằng phát minh và các 
bím quycn dà hết hạn. Theo quy định trong đăng ký thuốc 
của Việt Nanì cũng như của nhiều nước khác, đổi với các 
thuốc generic có tác dụng toàn thân mả bản thân dược chất 
và dạng bào chế không chứng minh được sinh khà dụng 
tương tụ nhu thuốc phát minh hoặc thuốc đối chứng (đối 
với các trường hợp không xác định được thuốc phát minh) 
thi phải có các sổ liệu chứng minh thuốc generic có tương 
đương sinh học so với thuốc phát minh hoặc thuốc đối 
chứng. Hiện nay, Bộ Y lc ban hành thông tư (được cập 
nhật định kỳ) quỵ định danh sách các thuốc eeneric phải 
nộp hồ sợ chứng minh tương đương sinh học khi nộp hồ sơ 
đăng ký sàn xuất, lưu hành.
Trong đánh giá Tương Dương Sinh IIọc (TĐSIỈ) in vi vo 
thuốc gcneric thì khái niệm sinh khả dụng dược định nghĩa 
là tốc độ và mức độ hấp thu dược chất từ chế phẩm thuốc 
vào hệ tuần hoàn chung. Các đại lượng được sử dụng đc 
biêu thị tốc độ và mức độ hấp thu dược chất vào hộ tuẩn 
hoàn chung dược ứng dụng trong nghiên cửu TĐSH bao 
gôm: Cmx (nong độ đình); TIIUX (thời gian từ khi bắt đầu 
dùng thuốc đến khi đạt đốn nồng độ đỉnh) và AUC (diện 
tích dưới đường cong nồng độ - thời gian). Hai chế phẩm 
thuốc được coi là tương đương sinh học neu sinh khá dụng 
cùa chúng khác nhan không đáng kể khi dùng cùng mức 
liều trong cùng điều kiện thử nghiệm.
Hướng dẫn này đưa ra một số nguyên tác cư bản trong 
dánh giá tương đương sinh học đê thu được két quả tin cậy.

Những yêu câu cơ ban đối vói phu ong pháp phân 
tích xác (tịnh nồng độ dưọc chất và/hoặc chất chuyển 
hóa có tác (lụng trong mẫu sinh học
Các phucmg pháp sắc ký, như sac ký khí, sác ký lỏng hiệu 
năng cao sư dụng các đetector khác nhau như quang pho 
tư ngoại - kha kiến, huỳnh quang, phô khối thường được 
sử dụng trong nghiên cứu đánh giá tương đương sinh học 
đe xác định nồng độ thuốc (được chất và/hoặc chất chuyển 
hóa - chất cân phân tích) trong các mẫu sinh học (thường là 
các mầu máu. huỵêt tương, huy ốt thanh hay nước tiêu) cũa 
người tinh nguyện tham gia nghiên cứu. Những phương 
pháp này cỏ tính đạc hiệu cao: co khả năng tách và định 
lượng trẽn cùng một hệ thòng và cùng thời diêm. Trong

một sỏ trường hợp, cỏ thô sử dụng phương pháp phân tích 
sính hỏa và sinh học nốu phương pháp có đủ độ đúng, độ 
chính xác, độ đặc hiệu để xác dịnh dược nồng độ thuốc 
trong các mầu sinh học.
Do quả trinh phân tích mẫu sinh học bị ảnh hường bôi 
nhiều yểu tố như lượng mẫu ít, nồng độ thấp, lẫn nhiều 
tạp chất lả các chất nội sinh (lipid, protein, chất nội sinh, 
chất chuyển hóa...) và sự khác nhau giữa các cá thê, nên 
phương pháp phàn tích phải được thiết lập và thẩm định de 
đảm bảo độ tin cậy.
L Tinh đặc hiệu: Phái chửng minh được rang chất xác 
định được là được chất hav chất chuyền hóa có tác dụng. 
Sự phân tích mẫu không bị ảnh hướng bời các chất nội 
sinh và chất chuyên hóa cỏ liên quan. Báo cáo két quả phải 
bao gồm cà sac ký đồ của mầu trang (dịch sinh học), mẫu 
chat chuân pha trong dịch sinh học và mầu thư thu được 
sau khi dùng thuốc. Trong nghiên cứu tính đặc hiệu, phài 
thực hiện phương pháp them chất chuẩn để loại bò sai so 
do nền mầu. Khi xác dinh nồng độ chat phân tích trong 
mầu sinh học bằng phương pháp sắc ký lỏng -  khối phô 
cần phải cỏ các nghiên cứu ảnh hường của nền mầu.
2. Đường chuẩn và khoáng tuyến tinh: Mối quan hệ giữa 
đáp ứng với nồng độ của chất phân tích phải được đánh 
giá bàng phương trình toán học phù họp. Phương trình này 
phải được xác định bang các phương pháp phân tích hôi 
quy phù hợp (như phương pháp binh phương nhỏ nhất). 
Khoảng tuyến tính là khoảng nông độ từ thấp nhất đến cao 
nhất của đường chuân có mối quan hệ tuyến tính giữa đáp 
ứng (xác định bằng các thiết bị phân tích phù hợp) và nồng 
độ dược chất có trong mẫu. Trone khoảng này, phép phân 
tích phải thoà mãn các yêu câu về độ đúng và độ chính xác 
theo qui định.
Đường chuẩn phải cỏ ít nhất 6 nồng độ của chất chuẩn pha 
trong cùng một mẫu dịch sinh học (không bao gồm mẫu 
điểm 0 -  mầu có nồng độ hoạt chất can phân tích bang 0). 
Đường chuẩn hay khoáng tuyến tính phải bao gồm toàn 
bộ khoảng nồng độ của các mau can phân tích. Không xác 
định nồng độ chất cần phân tích cỏ trong mẫu thừ bàng 
phương pháp ngoại suy.
3. Độ đủng vờ độ chinh .vức: Độ đúng và độ chính xác 
được xác định cùng lúc bang cách sừ dụng toi thiểu 3 nồng 
độ của mẫu chuân kiêm tra. 1 nồng độ gần với giả trị nhò 
nhất cùa đường chuẩn (LLOQ); 1 nồng độ gần với điểm 
giới hạn trên của đường chuẩn và ] nồng độ ớ gần điểm 
giữa. Mỗi nồng độ phải được xác định trên ít nhất 5 mẫu. 
Độ chính xác có thê được biểu thị bằng hộ số biến thiên 
(CV) trong ngày và giữa các ngày, được xác định trên mẫu 
chuẩn kiểm tra. Nói chung, c  V không ncn vượt quả 15 %, 
riêng điểm gần giới hạn định lượng dưới cho phép không 
vượt quá 20 %.
Độ dứng được biếu thị là khả năng tiến tới gần nồng độ 
thực nhất của chất phân tích trong mẫu sinh học được xác 
định bàng phương pháp đặc biệt. Dieu đó có thề được bicu 
thị bằng khá năng tìm lại tương đối. và phải nằm trong 
khoảng 85 % đến 115 %, nhimg có thẻ chấp nhận 80 % đến 
120 % đối với điểm sẩn giói hạn định lượng dưới.

DƯỢC ĐÍẺN VIỆT NAM V

PL-358



4. Giới hạn định lượng dưới: Giới hạn định ỉượng là nồng 
độ thấp nhẩt cùa đường chuẩn cổ thể xác định được với độ 
đủng và độ chính xác cho phép. Giới hạn định lượng dưới 
ít nhất phải thỏa mân khả năng phân tích nồng độ của mẫu 
thử ỉây ở thời điêm bãng 3 đèn 5 lân thời gian bán thải 
hoặc bằng 1/20 đến 1/10 giá trị Cmax của chất phân tích.
5. Độ ổn định cùa mẫu thử: Độ ổn định của mẫu sinh học 
có chửa chất phần tích cần được khảo sát khi bảo quản ở 
nhiệt độ phòng, đông lạnh trong khoảng thời gian khác 
nhau để xác định điều kiện bảo quản và thời gian bảo quán 
mẫu sau khi lấy.
6. Tỷ ỉệ thu hồi: Khả năng tìm lại sau khi chiểt được đánh 
giá với ít nhất 3 nồng độ: Cao, trung bỉnh và thấp của 
đường ehuân. Giới hạn của chỉ tiêu này có thê tham khảo 
những tài liệu liên quan.
7. Mâu chuân kiểm tra (QC): Mầu chuân kiêm tra được 
dùng để so sánh khi định lượng lả những mlu tự tạo biết 
trước nồng độ, chuẩn bị bằng cách pha chất chuẩn của chất 
cần phân tích trong mẫu sinh học trắng,
8. Phân tích mẫu thi}: Định lượng các mẫu thử bằng 
phương pháp phân tích đã được thẩm định. Mỗi mẫu thử 
có thể phân tích một lần hoặc lặp lại nếu cần. Toàn bộ các 
mẫu thử của mồi người tình nguyện phải được phân tích 
trong cùng một điều kiện. Một ỉô mẫu phân tích (các mẫu 
phân tích trong cùng một điều kiện - trong thời gian một 
buối hoặc một ngày) bao gồm toàn bộ các mẫu thử của 
một hoặc một sổ người tinh nguyện; các mẫu cùa đường 
chuẩn/ khoảng tuyến tỉnh và các mẫu QC - với tối thiểu 3 
mức nông độ tương ứng với khoáng nồng độ thấp, trung 
binh và cao của đường chuẩn/khoảng tuyến tính và tương 
ứng với mỗi mức nồng độ phải có tổi thiểu hai mẫu. số 
lượng các mẫu QC của một lô phân tích không được ít hơn 
5 % tổng số mẫu thử và cũng không được ít hơn 6 mẫu. 
Nồng độ chất cần phân tích trong mồi mẫu thử và các mầu 
QC được xác định dựa trên két quả phân tích các mẫu của 
(tường chuân trong lô phân tích. Chỉ chẩp nhận kết quả cùa 
một lô mẫu phân tích khi; Các mẫu đường ehuẩn/khoảng 
tuyên tỉnh đạt yêu câu vê độ đúng, chính xác và độ lệch 
giữa kết quả xác định nồng độ chất cần phân tích trong 
các mẫu QC phải sai khác không quá ± 15 % so với giá 
trị nông độ lý thuyêt tương ứng. Tiêu chuẩn châp nhận kết 
quà lô phân tích được qui định bởi các hưóng dẫn cụ thể 
của Cơ quan quản lý.

Qui định chung đối với một nghiên cứu đánh giá 
tưoìig đương sinh học

Lụa chon dôi tượng tham giữ nghiên cứu
Tiêu chuẩn: Đối tượng tham gia nghiên cứu phải tự nguyện 
tham gia vào nghiện cửu và được lựa chọn theo những tiêu 
chuân phù họp nhầt định. Trong nghiên cứu tương đương 
sinh học, đa số trường hợp thường chọn đối tượng tham 
gia nghiên cứu là nam giới khỏe mạnh. Một số trường hợp 
cân thiêt chỉ sử đụng đối tượng là phụ nữ, khi đó cần giải 
thích rõ. Với thuốc dùng cho trẻ em, vẫn nên chọn người 
lớn đe thử nghiệm. Các tiêu chuẩn cụ thể của đổi tượng 
tham gia nghiên cứu như sau:
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a. Giới tính: Nam hoặc nữ.
b. Tuổi: Thông thường từ 18 tuồi đến 55 tuồi. Trong cùng 
một nhóm nghiên cửu, giữa các cá thể, khác nhau không 
quá 10 tuổi.
c. Cân nặng, chiều cao cơ thể: Chi sổ khối lượng cơ thê 
(Body mass index - BMỈ) được tính bằng thương sổ giữa 
cân nặng cơ thê (đơn vị tính kg) và bình phương chiêu cao 
cơ thể (đơn vị tính m2) của đôi tượng tham gia nghiên cứu 
và phải nằm trong giới hạn trung bình từ ỉ 8,0 đến 25,0 (có 
thể mở rộrtg đển 30 trong một số tnrờng hợp và do cơ quan 
quản lý qui định). Cân nặng cơ thể của các cả thổ trong 
cùng nhóm nghiên cứu nên gần giống nhau.
d. Người tình nguyện phải C-Ó đủ năng lực hành vi dân sự, 
khỏe mạnh, không cỏ tiền sừ về bệnh tim mạch, bệnh gan, 
bệnh đường tiêu hóa, bệnh chuyển hóa không bình thương 
hoặc bệnh về hệ thân kinh.
c. Không có tiền sử về dị ứng và hạ huyết ảp tư thế.
f. Không dùng các đôi tượng nghiện ma túy, nghiện rượu, 
nghiện thuốc lá,
g. Trong quá trình thử nghiệm không được sử dụng thuôc 
lá, rượu và nhừng thức uống khác cỏ chứa cafein.
h. Không dùng thuốc có chứa dược chất cùng với thuốc 
nghiên cứu trong vòng 2 tuần trước vả trong quá trình thừ 
nghiệm.
i. Chấp thuận tự nguyện ký vào bản cam kết tự nguyện 
tham gia nghiên cứu.
Đôi tượng tham gia nghiên cửu phải được kiểm tra sức 
khoẻ bao gồm các chỉ tiêu: khám lâm sàng tổng quát, 
huyêt áp, nhịp tim, chức năng gan, thận, phôi và công thức 
máu. Các kêt quả xét nghiệm phải trong giới hạn bình 
thường. Khi thừ những thuôc đặc biệt, có thê phải kiêm tra 
thêm một sô chì tiêu khác, ví dụ như đường huyết khi thử 
nghiệm những thuôc có ảnh hường đên đường huyêt bay 
điện tím đôí với các thuôc ảnh hưởng đên hoạt động của 
tim... Neu đoi tượng lả phụ nữ thì phải tiến hành làm các 
xét nghiệm và đảm bảo không mang thai trong quá trình 
tham gia nghiên cứu.
Sô lượng: số lượng người tình nguyện phải đủ theo các 
yêu câu, quy định liên quan của Cơ quan quản lý và được 
tính theo nguyên tắc dùng với số lượng nhỏ nhất có thế 
được để đảm bảo yếu tố đạo đức trong các nghiên cứu y 
sinh học nhưng vẫn đảm bảo vêu cầu, mức độ tin cậy thống 
kê cùa phép thử. Trong nghiên cứu tương đương sinh học, 
sổ lượng người tình nguyện tham gia nghiên cứu được tính 
trên các dữ liệu: mức độ tin cậy thông kê cùa phép thử 
(thường a = 0,1); khoảng giới hạn tương đương sinh học 
ycu cầu (thường là 80 % - 125 %); mức độ dao động các 
thông so dược động học trên đối tượng tham gia nghiên 
cứu và tỷ lệ trung bình thông số dược động học giữa thuổc 
thừ và thuốc đối chứng. Với mỗi nghiên cứu tương đương 
sính học, cần xác định cụ thê và nêu rõ số lượng người tình 
nguyện trong đề cương nghiên cứu tương đương sinh học 
trình Hội đồng đạo đức trong Tìghiên cứu Y sinh học phê 
duyệt theo quy định, số lượng người tình nguyện tham gia 
nghiên cứu có thể thay đối tùy từng thuốc, từng nghiên 
cứu và các quy định liên quan nhưng không được ít hem 
12 người.
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Thuốc nghiên cú n
Thuốc đồi chửng: Thuốc (chế phẩm) đổi chửng dùng trong 
nghiên cứu tương đương sinh học phải là sản phẩm đã 
được cấp phép sản xuất, lưu hành dựa trên các số liệu an 
toàn, hiệu quà điều trị của sản phẩm và được lựa chọn theo 
các nguyên tắc với thứ tự ưu ticn lần lượt sau:
-  Thuốc phát minh đang lưu hành tại Việt Nam;
-  Thuộc danh mục thuốc đổi chứng của tổ chức Y tể thế giới;
-  Thuốc phát minh đang được lưu hành tại một trong các 
nước thành viên của Hội nghị hòa hợp quốc tế và các nước 
liên kết (gồm các nước thuộc RƯ, Mỹ, Nhật Bản, Canada, 
Ausíralia, Thụy Sỹ);
-  Trong trưòng hợp không xác định được thuốc phát minh, 
lựa chọn thuốc đổi chung là thuốc đã được cấp phép và 
đang được hu; hành tại một trong các nước thành viên của 
Hội nghị hòa hợp quốc tế và các nước liên kết hoặc thuốc 
đã được đánh giá chất iưọng bời Tổ chức Y tể The giới. 
Quy định cụ thề thuốc đối chứng dùng trong một nghiên 
cứu tương đương sinh học do Bộ Y tế ban hành. Thuốc 
đối chứng được lựa chọn phải đạt tiêu chuẩn chất lượng 
và phải có nguồn gốc, xuất xử rõ ràng mới được sử dụng 
trong nghiên cứu tương đương sinh học. Trong nghiên cứu 
tương đương sinh học nên lựa chọn thuốc dối chứng có 
dạng bào chế phù hợp với dạng bào chế của thuốc thử. 
Thuốc thử: Thuốc (chế phẩm) thử trong nghiên cứu tương 
đương sinh học phải được nghiên cửu, sản xuất theo tiêu 
chuẩn thực hành tốt sản xuất thuốc (GMP) và các quy định 
liên quan của Cơ quan quản lý với cỡ lô phù hợp. Chi được 
sử dụng lô thuốc thử dược sản xuất với cỡ lô đủ lớn, có đầy 
đủ hồ sơ chế biến và đạt các yêu càu chất lượng theo tiêu 
chuẩn đồng thơi có hàm lượng dược chất so với hàm lượng 
ghi trên nhãn sai khác không quá 5 % so với lô thuốc đổi 
chứng trong nghiên cứu tương đương sinh học.

Thiết kế và phê duyệt để cương nghiên cứu
Theo quy định, lất cả các nghiên cửu tương đương sinh học 
đều phải xây dựng đề cương nghiên cứu. Đe cương nghiên 
cứu trình bảy rõ mô hình/thiết ké nghiên cứu; phương 
pháp, nội dung nghiên cứu; phương pháp thong kê/đánh 
giả kết quả nghiên cửu... Đe cương nghicn cứu đều phải 
được Hội đồng đạo đức trong nghiên cứu Y sinh học phô 
duyệt chấp thuận tnrớc khi tiến hành triển khai nghicn cứu. 
Lựa chọn mó hình nghiên cứu: Kiểu nghicn cửu phô biến 
nhất trong nghiên cứu tương đương sinh học, so sánh sinh 
khả dụng giữa một thuốc thử và một thuốc đối chứng là 
nghiên cửu đơn liều, chéo 2 X 2 (2 thuốc, 2 giai đoạn, 2 
trình tự thừ thuốc). Để hạn chể ảnh hường của sự khác biệt 
giữa các cá thể và giai đoạn thử nghiệm, các đối tượng 
nghiên cứu được chia ngẫu nhiên thành 2 nhóm. Một 
nhóm sẽ dược sử dụng thuốc thử trước và thuốc chứng 
sau; ngược lại, nhóm kia sử dụng thuốc chứng trước và 
thuôc thử sau. Giữa 2 giai đoạn thử, cần có một khoảng 
thời gian đê đảm bảo cho thuổc cùa lần thử trước loại hết 
ra khỏi cơ thể (thường từ í đển 2 tuần, gấp khoảng 5 - 7 lần 
thời gian bán thài ị 1/2 của thuốc). Đối với các thuốc có thời 
gian bán thải kéo dài, có thể áp dụng thiết kế nghiên cứu

song song. Trong nghiên cứu song song, đối tượng tham 
gia thử nghiệm được chia thành 2 nhóm, một nhóm uống 
thuốc thử và nhóm còn lại uống thuốc đối chứng. Ngoài 
mô hình nghiên cửu kể trên, trong một số trường hợp có 
thể áp dụng các mô hình nghiên cứu khảc như: Nghiên cửu 
đa liều (xác định các thông số được động học của thuốc ở 
trạng thái ổn định - sau khi dùng thuốc từ 5 đến 7 liều); 
nghiên cứu lặp lại (sử dụng thuốc thử và/hoặc thuốc đối 
chứng ỉặp lại). Nghiên cứu đa liều có thể được áp dụng 
trong nghiên cứu tương đương sinh học khi:
a. Mức độ hấp thu dược chất từ dạng thuốc tương tự nhau, 
nhưng khác nhau về tổc độ hấp thu.
b. Sinh khả dụng giừa các cá thể khác nhau nhiều.
c. Sau khi uống liều đơn, nồng độ cùa thuốc dưới dạng tiền 
chất của thuốc hoặc chất chuyển hóa thấp, không thể xác 
định được bởi phương pháp phân tích thích hợp.
d. Thuốc giải phóng có kiểm soảt, tác dụng kéo dài.
Đổi với các nghiên cứu so sảnh sinh khả đụng/tirơng 
đương sinh học của 2 thuốc thử so với 1 thuốc đổi chửng 
(trường hợp thuổc thừ có nhiều hàm lượng) hoặc nghiên 
cửu ảnh hường của thức ăn/ đồ uống tới sinh khả dụng 
của thuốc thử dạng ran đùng đường uống đồng thời đánh 
giá tương đương sinh học của thuốc thử so với thuốc đoi 
chứng, người ta thường sử dụng thiết kế nghicn cứu chéo 3 
X 3 (3 thuốc, 3 giai đoạn, 3 hoặc 6 trình tụ/phác đồ sử dụng 
thuốc -  tùy theo mô hình nghiên cứu). Tương tự như thiết 
kể nghiên cứu chéo 2 x 2 ,  giữa mồi giai đoạn cần có thời 
gian nghi đổ đảm bảo cho thuốc sử dụng ở giai đoạn trước 
được thải trừ hết khỏi cơ thể. Thời gian nghỉ (thời gian thải 
trừ thuốc) giữa mỗi giai đoạn thường gấp khoảng 5 - 7 lẩn 
thời gian bán thải của thuốc. Tất cả các nghiên cứu tương 
đương sinh học có thiết kế nghiên cứu khác với mô hình 
nghiên cứu phổ biển đều phải nêu rõ lý do giải thích cho 
thiết kế nghiên cứu và thiết kế nghiên cứu phải được trình 
bảy rồ ràng, chi tiết trong đề cương nghiên cứu trình Hội 
đồng đạo đức trong nghiên cứu Y sinh học phê duyệt.
Xác định liều thử: Liều thừ trong nghiên cửu tương đương 
sinh học phải giống với liều dùng trong lâm sàng và nên sử 
dụng mức liều thấp nhất có thể được mà vẫn xác định được 
chính xác các thông số dược động học trên đổi tưọng tham 
gia nghiên cứu khi sử dụng mức liều dó. Trong nghiên cứu 
tương dương sinh học tốt nhất là liều thừ của thuốc thử 
phải giống với liều thừ của thuốc chứng. Trong trường hợp 
phải sừ dụng liều khác nhau, cần nêu rõ lý do và phải hiệu 
chỉnh các giá trị dược động học thu được một cách phù 
hợp theo tỷ lệ mức liều dùng.
Thời điểm lầy mầu: Sau khi sử dụng thuốc, tiến hành lấy 
các mẫu sinh học (thường là mẫu máu) của mỗi người tỉnh 
nguyện tại những thời điểm xác định đê xác định nồng độ 
thuốc/dược chất cỏ trong các mẫu. Tiến hành xác định các 
thông số dược động học dựa trên kết quả xác định nồng độ 
thuốc/dược chất có trong các mẫu. Do vậy, thiết kế thời 
điềm lấy mầu trong nghiên cứu tương đương sinh học rất 
quan trọng để thu được kết quả nghiên cứu tin cậy. Một 
dường cong nồng độ thuốc trong máu người tình nguyện
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theo thời gian hoàn thiện phải bao gồm cả các pha: Hấp 
thu, phân bố và thài trừ của thuốc.
(ỉ) Nghiên cứa đơn liều', cần phải lấy một điểm trước khi 
dùng thuốc (mầu trắng, thời điểm 0) và ít nhất ] I điểm khác 
sau khi sử dụng thuốc bao gồm nên có ít nhất 3 -4  điểm lấy 
mẫu trước khi đạt tới đỉnh của đường cong nồng độ - thời 
gian (pha hấp thu), khoảng 3 điểm lấy mẫu xung quanh giá 
trị đỉnh và không ít hơn 4 -6  điểm sau giá trị đỉnh (pha thải 
trừ). Tổng số điểm lấy mẫu của đường cong nồng độ - thời 
gian không ít hon 12. Thời gian lấy mẫu nên kéo dài tới 
khoảng 3 đen 5 lần thời gian bán thải cùa dược chất hoặc 
khí nồng độ dược chất trong mẫu máu bằng khoảng 1/10 
đến 1/20 giá trị nồng độ đỉnh. Đối với các thuốc có thời 
gian bán thài quá dài, có thể kết thúc lấy mẫu ở thời điểm 
sau khi uổng thuốc 72 h.
(2) Nghiên cửu đa liều: Sau khi người tình nguyện đã sử 
dụng được một số liều trong tổng số liều cần phải sừ dụng 
trong nghiên cứư (thường là từ liều thứ 3 - 5 trong tổng 
số 5 - 7 liêu dùng), trong một khoảng thời gian bang 7 lần 
thời gian bán thài của thuốc cần phải lấy 3 mẫu tại 3 thời 
điêm (dự đoán có nồng độ cực tiểu) liên tiếp, xác định 
nồng độ thuổc có trong mỗi mẫu để đảm bào răng nồng 
độ thuốc trong máu người tình nguyện đà đạt đến trạng 
thải ốn định. Nên lấy mẫu máu vào cùng một thời điếm 
(thường là buổi sáng) của những ngày khác nhau (phù họp 
nhất là lấy mẫu ngay trước khi sử dụng thuốc liều kế tiếp) 
để có thê so sánh được và hạn chế những ảnh hường của 
thời gian tới dược động học. Sau khi nồng độ thuốc đạt 
đến trạng thái ổn định, tiến hành cho người tình nguyện 
sử dụng liêu cuối trong tổng số liều dùng của một giai 
đoạn nghiên cứu và tiến hành lấy các mẫu máu của người 
tình nguyện trong khoảng thời gian dùng liều cuối theo các 
thời điểm xác định. Đường cong nồng độ thuốc trong máu 
theo thời gian của người tình nguyện ở trạng thái ổn định 
(AUCsso-x) tương tự như đường cong nồng độ - thời gian 
khi sử dụng đơn liều (AƯC0.t) bao gồm các thời điểm ở 
pha hâp thu, các điểm xung quanh giá trị đình của đường 
cong và các thời điẻm ở pha thải trừ. Khoảng thời gian từ 
điêm 0 (sử dụng liều cuối) đển điểm lấy mẫu cuối cùng 
trong suốt khoáng liều ở trạng thải ổn định bằng T chính là 
khoảng thời gian giữa các lần dùng thuốc.
Các mẫu máu (huyết tương, huyết thanh hay máu toàn 
phần) phải bảo quản đông lạnh ngay sau khi lấy để chờ 
phân tích. Khi không thể xác định được nồng độ thuốc 
trong huyết tương, có thể thực hiện trên một mẫu sinh 
học khác như nước tiểu, nhưng chất xác định được và 
phương pháp phân tích phải phù hợp đàm bảo kết quả 
xác định nông độ thuôc trong các mâu đủng, chính xác 
và tin cậy được.

Tiến hành nghiên cứu
Nghiên cứu đun liều: Người tình nguyện nhịn ăn qua đêm 
(ít nhất là 10 h trước khi uống thuốc). Sáng hôm sau, mỗi 
người sẽ được cho uổng một liều thuốc thử hoặc thuốc 
đôi chứng với 240 mỉ nước arn. Người tinh nguyện không 
dược uổng nước trong vòng 1 h trước và sau khi uống
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thuốc, trừ lượng nước sử dụng khi uống thuốc. Đối với 
các nghiên cửu ảnh hưởng của thức ăn tới sinh khả dụng 
của thuốc hoặc nghiên cứu tương đương sinh học ở tình 
trạng no, sau khi nhịn ăn qua đêm, người tình nguyện ăn 
một bữa ăn tiêu chuẩn và uống thuốc với 240 ml nước ấm 
sau khi ăn 30 min. Bữa ãn tiêu chuẩn trước khi uống thuốc 
của người tình nguyện thường là bữa ăn giàu năng lượng; 
nhiều chất béo, tuân thủ theo đúng các quy định liên quan 
và phải được quy định cụ thể trong để cương nghiên cứu. 
Nếu không cỏ yêu cầu gỉ đặc biệt, ngưòi tình nguyện dùng 
bữa ăn tiêu chuẩn 4 h sau khi uống thuốc. Khẩu phần ăn 
được qưi định giống nhau cho tất cả người tình nguyện và 
cho các giai đoạn của mỗi nghiên cứu. Tiên hành lấy mẫu 
máu tĩnh mạch theo thời điểm lấy mẫu đã thiết kế.
Nghiên cứu đa liều: Với các nghiên cứu có nhịp dùng 
thuốc là 24 Ỉ1 (dùne thuốc 1 lần/ngày), nên uống thuốc 
vào mồi buổi sáng sau khi đã nhịn ăn ít nhất 10 h, sau đó 
không ăn gì trong vòng 2 h đén 4 h sau khi uống thuốc. 
Với các nghiên cứu có chế độ dùng thuốc 2 lầrứngày, liều 
thuốc đầu tiên nên cho người tình nguyện uống vào buổi 
sáng sau khi đã nhịn đói ít nhất 10 h, sau đó không ăn gì 
trong vòng 2 h đến 4 h; liều thứ 2 được uổng trước hoặc 
sau bữa ăn 2 h và tiếp tục nhịn ăn trong vòng 2 h sau khi 
uống thuốc. Mỗi liều được uống với 240 ml nước ẩm. Nói 
chung, người tỉnh nguyện có thô uống nước sau khi uống 
thuốc 1 h đến 2 h. Khi thuốc đối chửng là chế phẩm qui 
ước, nên thử theo mức liều và cách dùng thông thường đã 
sử dụng trên lâm sàng, nhưng nên chọn mức liều tương 
đương với liều của thuốc thử dạng giải phỏng có kiểm soát 
hoặc kẻo dài.
Theo qui định, các mẫu sinh học (máu, huyết tương, huyết 
thanh) sau khi lấy sẽ được bảo quản đông lạnh ngay để 
chờ phân tích. Sau khi uống thuốc, người tình nguyện nên 
tránh các vận động phải gắng sức. Quá trình lấy các mẫu 
máu của người tình nguyện phải được thực hiện tại cơ sở y 
tế có đủ nhân viên y tể (bác sỳ, điều dưỡng); đủ điều kiện 
chăm sóc sức khỏe và xừ lý các biến cố bầt lợi, các tai biến 
y tế nếu xảy ra. Các biến cố bất lợi, các tác dụng phụ xảy ra 
cấn phải xử trí và điều trị kịp thời. Trường hợp xảy ra biến 
cố bất lợi nghiêm trọng, cần phải ngừng ngay nghiên cửu 
và báo cáo các bên liên quan theo đúng quy định.

Phún tích dược động học
Lập các bảng và hình đê biểu thị các dữ liệu nồng độ thuốc 
trong huyết tương vào những thời điểm lấy mẫu khác nhau 
của từng cá thể, giá trị trung bình và độ lệch chuẩn. Sau 
đó tính các thông số dược động học tưong đối của mỗi cá 
the, giá trị trưng bình và độ lệch chuẩn cho mồi thông số. 
Nghiên cứu đơn liều: Những thông số dược động học 
chính cần phải xác định trong nghiên cứu tương đương 
sinh học với thiết kể nghiên cứu đơn liều bao gồm: Nồng 
độ đinh trong máu (Cmax), diện tích dưới đường cong nồng 
độ - thời gian (AUC), thời gian bán thải của thuốc (t]p) 
vã thời điểm đạt tới nông độ đinh trong máu (Tm.,x), Giá 
trị Cnm và Tm„  biểu thị bang sổ liệu thu được trực liếp từ 
thí nghiện. và không phải tính toán. Giá trị AUC(j.tli (diện
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tích dưới đường cong nồng độ - thời gian từ thời điềm 0 
đến thời điếm t) dược tính theo phương pháp hình thang, 
với tn là thời điểm lấy mẫu cuối cùng có thể định lượng 
được. Giá trị AUC0..® (diện tích dưới đường cong nồng 
độ - thời eian từ thời điểm 0 đến vô cùng) được tính toán 
theo công thức:

AƯCVJ; = AUCộ-tn+ Ctr/Ằz
Trong đỏ: c ,n là nồng độ cùa thuốc tại thời điểm lấy mẫu 
cuối cùng có thể xác định được bằng phương pháp phân 
tích thuốc trong dịch sinh học được sử dụng trong nghiên 
cứu; }jz lả hang số tốc độ thải trừ.
Giá trị Í Ị / 2  có thể được tính bàng công thức:

Ti,,, = 0,693/Xz

Trong đó: ià hàng số tốc độ thải trừ được tính tìr độ dốc
cùa đoạn tuyến tính trên đường biêu diễn logarií nồng độ 
- thời gian.
Thông thường, một nghiên cứu tương đương sinh học có 
thời điểm lấy mẫu phù hợp thì tỷ số:

(ÀƯC0VAUC0.*) x ỉ 00 % > 80 %.
Nghiên cíni đa ỉiều: Sau klií uống đa liều (thông thường 
từ 5 -  7 liều) với khoảng cách thời gian giữa các liều dùng 
như nhau, thì thuốc có thê đạt tới trạng thái ổn định. Tiền 
hành lấy mầu máu sau khi đạt đến trạng thái liều ổn định, 
phân tích xác định nồng độ thuốc trong cảc mẫu máu và 
tính giá trị các thông số dược động học cơ bản của thuốc 
trạng thái ổn định như nồng Cmax, Tmax, AUCsVt hay giá trị 
nồng độ trung bình ở trạng thái cân băng (Cav), khoảng dao 
động nồng độ thuốc trong máu (DF).-, Các giá trị c ssmax, 
p smax; AƯCsso-t ở trạng thải cân băng được tỉnh toán bằng 
phương pháp tương tự tương ứng như thử nghiệm đơn 
liều. Nồng độ thuốc trung bỉnh ờ trạng thái cân bằng (Cav) 
có thể được tính như sau:

Cav = (AUCSỉo,)/x
Trong đó: AUCsVt là diện tích dưới đường cong nồng độ 
thuốc - thời gian từ thòi điểm 0 đến thời điếm ĩ  trong suốt 
khoảng liều ở trạng thái ồn dịnh và T là khoáng thời gian 
giữa các lần dùng thuốc.
Khoảng dao động của nồng độ thuốc trong máu có thê 
được tính theo biêu thức:

DF = 100 % X (Cssmax - c min)/cav
Trong đó: c ssmax là nồng độ đinh, thu được từ các số liệu 
thực, sau khi dùng liều cuối cùng ở trạng thái ôn định và 
Cmin là nồng độ cực tiểu ờ thời điểm cuối trong khoảng 
thời gian dùng liều cuối cùng ờ trạng thái cân bang. Neu 
thuốc đối chứng cùng là thuốc giải phóng chậm hay thuốc 
tác dụng kéo dải, DF/ĩ của thuốc thử phải không lởn hơn 
143 % giá trị của thuốc đối chứng.
Ngoải các thông số dược động học cơ bàn trong nghiên 
cứu tương đương sinh học kể trên, tùy theo mục đích cũng 
như các mô hình nghiên cứu cụ thổ còn có thể xác định 
thêm các thông số dược động học khác như giả trị tì/2 hấp
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thu; thời gian lưu trú trung bình (mean retentỉon/resỉdence 
time -  MRT)\ diện lích dưới đường cong nồng độ tích lũy - 
thòi gian (area under (he momertí curve — AUMC) ...

Tỉnh toán sinh khả dụng
Nghiên cứu đơn liều: Sinh khả dụng F được tính toán lần 
lượt bằng cách sử dụng AƯQi.tn và AƯCq.-o cửa mỗi cá thể, 
đồng thời tính giá trị trung bình và độ lệch chuẩn. Khi liều 
cùa thuốc thử (T) giống với liều của thuốc đối chứng (R): 

F-(AUC0, n)T/(AUCV,n)Rx 100%

F= (AUC0.»)t/(AƯCo-^r X 100 %
Khi liều thuốc thử khác với liều thuốc đối chứng và chất 
được, phân tich đặc trưng cho dược động học tuyến tính, 
chỉ số F có thổ thay đổi phụ thuộc vảo liều và được thể 
hiện dưới đây:

F= [(AUC„,n)Tx DR/(AƯC0, n)Rx d t ] X 100 %

F= Ị(AUC0.x)t x Dr/(AUC„^)r* DrỊ X 100 %
Trong đó: DR và Dy là liều uống của thuổc đối chửng và 
thuốc thử.
Phân (ích các chắt chuyển hỏa: Một vài thuốc )à dạng tiền 
chất của thuốc không thể định luợng được trong máu vì 
dạng tiền chất của thuốc chuyển hóa rất nhanh trong cơ 
thể. Sinh khả dụng của những loại thuốc này có thể được 
đánh giá qua đáp ứng thích hợp của chất chuyển hóa có 
hoạt tính.

F = [(A U C o.JV  Dr/ (AƯC0-tn)mR X D,] X 100 %

F = [(AUC0.«.)mT X Dr / (A Ư C o^nx  Dt ] X 100 % 
Trong đó: m là ký hiệu cho chất chuyển hóa.
Đánh giá kcl quả chủ yếu dựa vào số liệu AƯCo.tn và AUCo-or, 
được dùng lứiư một số liệu để tham khảo.
Nghiên cừu đa liều: Sinh khả dụng F được tính toán dựa 
trên số liệu ÀUCsso_tcủa mỗi cá thể. Khi liều của thuốc thử 
(T) giống với liều cùa thuốc đối chứng (R), sinh khả dụng 
ở trạng thái ôn định được xác định bằng công thức:

F -  (AUCsso.t)i-/(AUC*o-i)R * 100 %
Trong đó: AUCsVt là diện tích dưới đường cong nồng độ 
thuốc - thời gian từ thời điểm 0 đến thời điểm T trong suốt 
khoảng liều ở trạng thái ổn định.

Đánh giá tucmg đương sinh học (phân tích thống kê các 
số liệu dược động học): Phân tích thống kê và đánh giá 
tương đương sinh học nên tập trung vảo các thông sô dược 
động học chính (AƯC, Cinax và Tmax). Các giá trị Cn,ax và 
AUC phải chuyển đổi sang giá trị thang logarit. Phân tích 
phương sai (ANOVA) xác định ảnh hưởng của cảc yếu 
tố như trình tự/phác đồ sừ dụng thuốc, cá thể, thuốc, giai 
đoạn thừ thuốc... tới kết quả của nghiên cứu tương đương 
sinh học bàng phương pháp phân tích thống kê phù hợp 
tương ứng với mô hình nghiên cửu đã sử dụng (nghiên 
cửu song song, chéo 2 x 2 ;  chéo 3 X 3 hay nghiên cửu lập 
lại...). Từ kết quả phàn tích phương sai, xác định khoảng 
tin cậy 90 % cho tỷ lệ lnCmax và khoảng tin cậy 90 % cho 
tỷ lệ hiAUC giữa thuốc thử và thuốc đối chứng tương ứng

DƯỢC ĐIỂN VIỆT NAM V

PL-362



của mồi người tình nguyện theo phương pháp thống kê 
phù họp (two one-sided test với độ tin cậy a = 0,1). So 
sánh giá trị Tmax của thuốc thừ và thuốc đổi chứng (sổ 
liệu không chuyển sang thang ỉogarit) bằng một trong các 
phương pháp thổng kê phi tham sổ Wilcoxon signed rank 
test, Friedman test, Kruskal-Wallis test, ANCOVA hoặc 
một phương pháp thống kê phi tham số khác phù hợp với 
mô hình nghiên cứu đă sử dụng.
Náu giới hạn khoảng tin cậy 90% của các tỷ số c max, 
AƯC0_t„, AUCo-a, (nghicn cứu đơn liều) hoặc c ssmax, 
À ư eV t (nghiên cứu đa liều) tương ứng giừa thuốc thủ và 
thuốc đổi chứng nằm trong khoảng 80,0 % đến 125,0 % 
vả giá trị Tmax của thuốc thử và thuốc đổi chứng khác nhau 
khồng có ý nghĩa thống kê thì thuốc thử tương đương sinh 
học in vivo so với thuốc đổi chứng.
Chấp nhận hai thuốc có giới hạn khoảng tin cậy 90 % 
tương ửng của các tỷ số Cmax và AUC nẳm trong khoảng 
80,0 % đến 125,0 % và Tmax khác nhau cỏ ý nghía thống 
kê tương đương sinh học in vivo nếu sự khác nhau về tốc 
độ hấp thu (giá trị Tmax) của thuốc thử so với thuốc đối 
chửng là có chủ đích và chủ đích này được trình bày trên 
nhẩn cùa sản phẩm theo đúng các quy định liên quan hoặc 
cung câp them được băng chứng ỉâm sàng phù hợp cho 
thay sự khác nhau về tốc độ hấp thu của thuốc thừ không 
ảnh hưởng đến an toàn và hiệu quả điều trị của thuốc ừên 
lâm sàng.
Đối với một số thuốc/dược chat cỏ khoảng điều ừị hẹp, 
khoảng chấp nhận đổi với khoảng tin cậy 90 % của tỷ số 
Cinax và/hoặc AƯC có thể phải thu nhỏ hon (chỉ từ 90 % 
đên ỉ 10 %) so với khoảng châp nhận thông thường từ 80 % 
đến 125 %. Cơ quan quản ]ý sẽ có quy định cụ thể trong 
trường hợp này. Ngoài ra, đối với các thuốc/dược chất 
không thuộc nhóm có khoảng điều trị hẹp, có mức độ đao 
động các thông số được động học trên đối tượng sử đụng 
lớn, có thể xem xét mở rộng khoảng chấp nhận đối với 
khoảng tin cậy 90 % cùa tỷ' số Crnax rộng hơn so với khoảng 
chấp nhận thông thường 80 % - 125 %, có thể mở rộng tới 
15 % - 133 % hoặc 70 % -143 %. Cơ quan quản lý sẽ xem 
xét từng trường hẹp và quy định cụ thể cho cốc tnrờng họp 
thay đôi khoảng giới hạn chấp nhận đối với khoảng tin cậy 
90 % của tỷ’ số c,nax.
Đổi với nghiên cứu sinh khả dụng/tương đương sinh học 
của một thuốc thừ dạng bảo chế tác dụng kéo đài (phóng 
thích hoạt chất kéo dài) so với một thuốc đổi chửng dạng 
bào chế quy ước, mức độ hấp thu của 2 thuốc trong nghiên 
cứu là tương đương sinh học với nhau nếu giá trị AUC 
đáp ứng được những yêu cầu của tương đương sinh học 
(khoảng tin cậy 90 % của tỷ sổ lnAUC nẳm trong giới 
hạn từ 80,0 % đến 125,0 %) và thuốc thử có khả năng giải 
phóng dược chất cỏ kiểm soát hoặc kéo dài so với thuốc 
đoi chứng (giá trị Cmax giảm và Tmax kéo dài hon thuốc đối 
chứng; giá trị DF/T của thuốc thử phải lớn hơn 143 % giá 
trị của thuốc đối chứng).
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PHỤ t ụ c  15

15.1 XÁC ĐỊNH Đ ộ  SÓNG CỦA VẮC XIN BCG

Kiểm tra độ sống 
Các vật liệu
Dung dịch Sauton loãng 1/4 được sử dụng đổ pha loãng 
vắc xin BCG.
Môi trường nuôi cay: Lowenstein - Jensen.
Vac xin BCG mầu thừ và mẫu chuẩn.
Hoàn nguyên và pha loãng vắc xin  
Vắc xin BCG được xác định độ sống theo phương pháp sau: 
Hoàn nguyên ít nhất 5 mg vắc xin BCG vào 5 ml dung 
dịch Sauton loãng 1/4 vô khuẩn để tạo hỗn dịch cơ bản 
chứa 1 mg vắc XĨỈ1 BCG/1 ml. Sau khi hoàn nguyên, hỗn 
dịch này phải được giữ ở 4 °c trong thời gian tổi thiểu 15 
min, sau đó pha theo công thức sau:
1) 1 ml hỗn dịch cơ bàn 4 99 ml đung dịch Sauton loãng 
1/4 -  1/100 (í).
2) 1 ml hồn dịch pha loãng I 4  99 ml dung dịch Sauton 
loãng 1/4 = 1/10 000 (II).
3) 4 ml hồn dịch pha loãng II + 4 ml dung dịch Sauton 
loãng 1/4 = 1/20 000 (III).

4) 2 mi hồn dịch pha loans Iỉ + 6 mỉ dung địch Sauton 
loãng 1/4 = 1/40 000 (IV). w
5) 2 ml hồn dịch pha loãng II 4 14 ml dung dịch Sauton 
loăng 1/4= 1/80 000 (V).
6) 2 ml hỗn dịch pha loãng II 4 30 ml dung dịch Sauton 
loãng 1/4 -  /160 000 (VI).

Nuôi cấy
Lắc đều hỗn dịch của mỗi độ pha trong 20 s, cấy vào môi 
trưòma Lowenstein - Jensen 0,1 ml/ổng theo trình tự sau:
2 độ pha đàu: Mỗi độ pha loãng cấy lên 5 ống môi tiường. 
Độ pha thử 3 cấy lên 10 ống môi trường.
Đối với vắc xin tươi (trước khi đông khô): cấy lên các ống 
môi trường Lowenstein - Jensen huyền dịch vắc xin BCG 
từ 3 độ pha loãng cuối IV, V, Vĩ.
Đối với vắc xin BCG đông khô giữ ở 4 °C: cấy huyền dịch 
vắc xin BCG từ 3 độ pha loãng III, IV, V.
Đối với vắc xin BCG đông khô ủ ở 37 °C: cấy huyền dịch 
vắc xin BCG từ 3 độ pha loãng II, in, IV.
Các ống môi trường đă được cấy huyền dịch vắc xin BCG 
ở các độ pha khác nhau như trên sẽ được láng đều, để khô 
bề mặt và ủ ờ 37 °c trong 28 ngày.
Đem khuẩn lạc
Các ống môi trường được cấy huyền dịch BCG và ủ ở 
37 °c sẽ được đưa ra đếm sổ khuẩn lạc mọc trên từng ống 
sau 21 ngày và 28 ngày.
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Bảng 15. ỉ

Điều kiện xác định

1. 2tì>> X1 + X2+2X3

I _  __ _  _  _
! 2. X 1 + X 2+ 2X 3 >2co> X 2+ 2X 3
I

! 3. X 2+ 2X 3 > 2 cù> 2X 3

! Công thúc tính
ị

1. ~  X —x(Xi  4  X 2 4  2X 3)
I V 2

_
i 0 3 . X ]

j ' V X2© + X | - ( X 2 + 2 X 3)
'Ị

' d, tì)!Xi
3. —  X------ = -----

V 2034X 2 - 2X 3)

j 4. 2X3 -  2o) j 4. —- x X ĩ
I ■ v I
ĨVongcĩo:
X] ỉầ sổ khuẩn lạc trung bình mọc trcn các ổng môi trường Lowenstein - Jensen khi cấy huyền dịch BCG ở độ pha thứ 1; 
Xììầ  số khuẩn lạc trung bình mọc trên các ống môi trường Lowcnstein - Jensen khi cấy huyền dịch BCG ở độ pha thứ 2; 
x \  là số khuẩn lạc trung bình mọc trcn các ống môi trường Lowenstem - Jensen khi cấy huyền dịch BCG ở độ pha thử 3; 
d là độ pha loãng huyền dịch vắc xin BCG;
V là thể tích hỗn dịch cấy trên một ống môi trường Lowenstein - Jensen;
Hằng số 03 tương đương với sổ lượng tối ưu khuẩn lạc có thể đếm được trên một ổng môi trường Lowenstein-Jenscn.
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Tính kết quả
Sổ đơn vị sống trong ì ml vắc xin dược tính theo 1 trong 4 
công thức ờ Bảng 15.1:
Hoạc kết quả độ sổng cùa mỗi loạt vắc xin BCG có thể 
được tính theo chương trình phần mềm VVhoprogram/ 
BCG/Biofarma.
Tại nhả sàn xuất, tiến hành kiểm tra độ sông ờ tất cả các 
ỉoạt vắc xin thành phẩm (bao gồm cả độ sổng trước đông 
khô, sau đông khỏ và sau khi ủ ôn định nhiệt).
Những loạt vắc xin BCG có độ sổng không đàm bào với 
giới hạn cho phép ờ ỉần kiêm tra thứ nhất phải nhắc lại 
thừ nghiệm:
Ncu thừ nghiệm độ sống lẩn ỉ không đạt yêu cầu nhưng 
thử nghiệm có giá trị (valid test), phải nhác lại thử nghiệm 
với số lượng mầu và sổ ống môi trường Lowenstein-Jensen 
gấp đôi so với lần 1.
Nếu thử nghiệm độ sống lần 1 không đạt yêu cầu nhưng 
thử nghiệm không có giá trị (ínvalid test) thì chỉ cần nhắc 
lai thừ nghiệm với số lượng mẫu và số ong môi trường 
bàng lần 1.
Neu lần thử nghiệm nhắc lại, độ sổng vẫn không đạt thì 
phải hủy bỏ loạt vắc xin BCG đó.
Kiểm tra độ sống của vắc xin BCG phài tiến hành song 
song với vác xin BCG mẫu chuẩn để kiểm tra chất lượng 
môi tnrờng dùng cho thử nghiệm độ sổng. Độ sống của 
vắc xin BCG mẫu chuẩn trong mỗi thừ nghiệm phải ổn 
định và năm trong giới hạn giá trị trung bỉnh ± 2SD.

Tiêu chuẩn chấp thuận
Đôi với vẩc xin BCG phòng bệnh lao, giới hạn độ sống cho 
phép là từ 1 triệu đến 6 triệu đơn vị sống trong 1 mg vắc 
xin (1X ỉ o6 ĐVS/mg đến 6x 1 o6 ĐVS/mg vắc xin BCG).

Kiểm tra tính ổn định nhiệt
Số đơn vị sống cùa vắc xin BCG sau khi ù ờ 37 °c trong 
28 ngày phủi đạt ít nhất là 20 % so với mầu ủ ở 4 °c trong 
28 ngày.

Các vật tiêu
Dung dịch Sauton loãng 1/4 được sử dụng để pha loãng 
vắc xin BCG.
Mồi trường nuôi cấy: Lowenstein-Jensen.
Vắc xin BCG mẫu thử và mẫu chuẩn.
Trước khi kiểm tra tính ồn định nhiệt, vắc xin BCG đông 
khô mẫu thừ phái được ủ ờ các nhiệt độ khác nhau trong 
28 ngày như dưới đâv:
Dạng 1 mg/ống: ủ  10 ống ở 4 °c trong 28 ngày và 10 ống 
ờ 37 °c trong 28 ngày.
Dạng 0,5 nig/ống: ú  20 ống ở 4 °c trong 28 ngày và 20 
ống ờ 37 °c trong 28 ngày.

Tiến hành
Kiềm tra tính ôn định nhiệt của vắc xin BCG bằng cách 
đêm độ sông của loạt vắc xin này sau khi ủ ở 4 °c và 37 °c 
trong 28 ngày. Quy trình đếm độ sống được thực hiện như 
ơ phân Kiêm tra độ sống. Tính tỷ lộ % số đơn vị sống BCG 
mọc ớ 37 "C so với ở 4 °c, theo công thức sau:

D ư ợ c  ĐĨẺN VIỆT NAM v  _

Tý lệ % ồn dịnlì nhiệt -  —  X 100 (%)

Trong đó:
A ỉả số DVS/mg vắc xin BCG ở 37 °c trong 28 ngày;
B lả số ĐVS/mg vắc xin BCG ở 4 °c trong 28 ngày.
ĐVS là đơn vị sống.
Những loạt vắc xin BCG có tỷ lộ % ổn định nhiệt không đạt 
yêu cầu ở lẩn kiêm tra thứ nhất phải nhẳc lại thử nghiệm 
theo yêu cầu như sau:
Nếu thử nghiệm có tý ỉệ % ôn định nhiệt lần 1 không 
đạt yêu cẩu nhưng thử nghiệm có giá trị, phải nhắc lại 
thử nghiệm với số lượng mầu và sổ ống môi trường 
Lowenstein-Jensen gấp đôi so với lần 1.
Nếu thử nghiệm có tỷ lệ % ổn định nhiệt lần 1 không đạt 
yêu cầu nhưng thử nghiệm không có giá trị thì chỉ cần 
nhắc lại thử nghiệm với sổ lượng mẫu và so ống môi 
trường bằng lần 1.
Neu lần thử nghiệm nhắc lại, tỳ lệ % ổn định nhiệt vẫn 
không đạt thì phải hủy bò loạt vắc xin BCG đó.
Kiểm tra tv lệ % ổn định nhiệt của vắc xin BCG phải tiến 
hành song song với vắc xin BCG mẫu chuẩn để kiểm tra 
chất lượng môi trường dùng cho thử nehiệm độ sổng. Dộ 
sống cùa vắc xin BCG mau chuẩn trong mỗi thử nghiệm 
phải ồn định và nằm trong giới hạn giá trị trung bình ± 2SD.

Tiêu chuẩn chấp thuận
Tỷ lệ % số đơn vị sống BCG mọc ở 37 °c so với ờ 4 °c 
phải không được thấp hơn 20 %.

15.2 XÁC ĐỊNH ĐỘ CHẴN KHÔNG CỦA VẮC XLN BCG

Vắc xin BCG được đông khô và hàn kín trong điều kiện 
chân không (0,001 mmĩĩg) và phải được kiểm tra độ chân 
không bang thiết bị Tesla vacuum.
Kiểm tra độ chân không trong các ống vắc xin BCCí đòng 
khô không sớm hơn 2 tháng sau khi hàn ống. Khi kiểm tra 
chân không, được phép dùng nhừng ống vắc xin phát ra 
ánh sáng màu tím nhạt đen trắng xanh và loại bò những 
ống vắc xin không phát ra ánh sảng hoặc phát ra ánh sảrig 
màu đò hình tên lửa. Tnrớc khi phân phát, vắc xin phải 
được kiểm tra lại về độ chân không (do đơn vị sàn xuẩt 
kiềm tra). Ncu phát hiện tbấv quá 5 % số ống không còn 
chân không thì lô văe xin này phải lưu lại thêtn 1 tháng 
nừa, sau đó kiềm tra chân không lại. Neu vần có hơn 1 % 
sổ Ổng không đạt chân không thì ỉô vẳc xin đó phải bò đi. 
Những số liệu kiểm tra này phải ghi vào hồ sơ của lô vắc xin.

Tiêu chuẩn chấp thuận
Loạt vắc xin BCG dông khô dược coi là đạt dộ chân không 
khi có không ít hơn 95 % tổng số ống đạt tiêu chuẩn về độ 
chân không.
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15.3 XÁC DỊNH HỘ PHÂN TÁ N CỦA VẮC XIN BCG

Nguyên lý
vẳc xin BCG đông khô sau khi được hoàn nguyên với nước 
pha thuốc tiêm để kiểm tra độ phân tán của vắc xin này. 
Neu vắc xin có độ phân tán kém, tạo cụm nhiều sẽ có nguy 
cơ gây sung hạch hoặc sưng hạch mù cho trẻ được tiêm 
vắc xin.

Tiến hành
Vắc xin BCG đông khô được hoàn nguyên trong nước 
muối sinh lý (pha tử nước để pha thuốc ticrn) để có đậm 
độ ỉ mg/ml.
Sử dụng nước muối sinh ỉý dùng đê hoàn nguyên vắc xin 
BCG làm dung dịch mẫu trắng để chuẩn máy đo.
Huyền dịch vác xin được lắc kỹ trước khi đo mật độ quang
(00 ).
Do mật độ quang của hỗn dịch vắc xin ở 2 bước sóng: 
434 nm và 630 nm

Tính kết quả
Sau khi đo được OD của huyền dịch vắc xin BCG ở 2 bước 
sóng nêu trên, tỉnh kết quả theo công thức:

Độ phân tán =
lg O D i-lgO D 2

lg x2 - ig^i
Trong đó:
OD; là mật độ quang của hỗn dịch vi khuẩn đo được ờ 
bước sóng 434 nm (lọc màu xanh lam);
0D 2 là mật dộ quang của hôn dịch vi khuẩn đo được ờ 
bước sóng 630 nm (lọc màu đò).
Ở công thức này mầu sổ (lgÂ-2 - lgXị) luôn là một hằng số 
và bằng 0,1618.
Nếu loạt vác xin BCG đông khô không đạt yêu cầu thì phài 
nhắc Ịại thử nghiệm theo yêu cầu như sau:
Nểu thử nghiệm lần 1 có giá trị (valid test) thì phải nhăc lại 
thừ nghiệm với số lượng mẫu thử nghiệm gấp đôi so với 
thử nghiệm lần 1.
Nếu thử nghiệm lần 1 không có giá trị (invalid test) thì 
chỉ cần rủiac lạí thử nghiệm với số lượng mẫu thử nghiệm 
bằng thử nghiệm lần 1.
Kêt quả của lần thử nghiệm nhắc lại nêu không đạt yêu 
cầu thì loạt vắc xin BCG đông khô đó coi như không đạt 
yêu càu về độ phân tán và phải hủy bỏ; nếu đạt yêu cầu thi 
loạt vắc xin BCG đông khô dó coi như đạt yêu càu về độ 
phân tán.

Tiêu chuấìĩ chấp thuận: Độ phân tán của vắc xin BCG 
cho phép là > 0,9.

15.4 XÁC ĐỊNH TÍNH AN TOÀN vắc: XIN DTvvP 
HẤP PHỤ

An toàn đặc hiệu
Tính an toàn đặc hiệu của vắc xin bạch hầu - uốn ván - ho 
uà toàn tế bào (DTwP) được kiếm tra trên mẫu bán thành

phẩm cuối cùng hay văc xin thành phẩm khi cần thiết và 
được tiến hành như sau:

An toàn đặc hiệu đoi với thành phần bạch hầu và uốn ván
Chọn 5 chuột lang khoẻ mạnh, cùng giới (nếu khác giới 
phải nhốt riêng lồng), có khối lượng 250 g đến 350 g, 
chưa sử đụng vào bất cứ thử nghiệm nào tnrớc đó; tiêm 
dưới da cho mỗi chuột lang ít nhất 5 liều đơn vắc xin cho 
người (liều vắc xin như ghi trên nhãn). Theo dõi chuột 
hàng ngày và cân khối lượng chuột hàng tuần trong 3 tuần 
(đối với thảnh phần uốn ván) và 6 tuần (đổi với thành 
phần bạch hầu).
Neu có chuột chết phải mổ để kiểm tra phủ tạng về dấu 
hiệu nhiễm độc bạch hầu (tuyến thượng thận đò).
Nếu cỏ hơn một chuột lang chết trong thử nghiệm lần 1, 
phải nhắc lại thử nghiệm; nếu lần thử nghiệm nhắc lại 
không cỏ chuột nào cỏ biểu hiện nhiễm độc đo độc to bạch 
hầu hay uổn ván và có ít nhất 2/3 số chuột thừ nghiệm 
sổng sót sau khoảng thời gian theo dõi như quy định (3 
tuần đối với vắc xin uổn ván và 6 tuần đối với vắc xin bạch 
hàu) thì loạt vắc xin DTwP đỏ đạt yêu càu về an toàn đặc 
hiệu đổi với thảnh phàn bạch hầu và uốn ván.
Nếu có hon một chuột lang bị chết vỉ những nguyên nhân 
khône đặc hiệu và thử nghiệm không có giá trị (invalid 
test), phải nhắc lại thử nghiệm với số lượng động vật thí 
nghiệm và mẫu thử bàng lần 1; nếu vẫn có hơn một chuột 
lang chết ờ lần thử nghiệm thử 2 thì loạt vắc xin không đạt 
về an toàn đặc hiệu đối với thành phần bạch hầu và uốn 
ván, phải huỷ bò.
Ncu thử nghiệm lần 1 không đạt yêu càu nhưng thử 
nghiệm có giá trị (vaỉid test), phải nhắc lại thử nghiệm với 
số lượng mẫu thử và sổ lượng chuột lang gấp đôi. Neu thừ 
nghiệm nhắc lại vẫn có quá 1/3 số chuột chết do bất kỳ lý 
do nào thì loạt vắc xin DTwP này sẽ pliảí huỷ bỏ.
Tiêu chu ân châp thuận
vác xin đạt yêu cầu nếu không có chuột lang nào có dấu 
hiệu liệt do uốn ván hoặc triệu chứng nhiễm độc bạch hầu 
và ít nhất 80 % chuột sống sót, khoẻ mạnh và lên cân trong 
thời gian 6 tuần (đổi với thành phần bạch hầu) hoặc 3 tuần 
(đối với thành phẩn uốn ván).

A n toàn đặc hiệu đoi với thành phần ho gã toàn tể bào (rvP)
Dùng 20 chuột nhắt trắng có khối lượng 14 g đến 16 g, 
cùng giới (nếu có cả 2 giới, cần phân chia đều trong các 
nhỏm) cho mỗi mẫu vắc xin thử và cho nhóm chứng. 
Chuột được ăn uống đầy đủ trước khi tiêm 1 h và trong 
suốt thời gian thí nghiệm. Tổng khối lượng của từng nhóm 
chuột được xác định ngay trước lúc tiêm. Mỗi chuột được 
tiêm vào ổ bụng 0,5 mi dung dịch chứa tối thiểu nửa liều 
đơn vắc xin cho người. Nhóm chứng được tiêm 0,5 ml 
nước muối sinh lý (tốt nhất chứa cùng hàm lượng chất bảo 
quản như có trong dung dịch tiêm cho nhóm thí nghiệm). 
Tồng khối lượng các nhóm chuột được xác định lại vào 
72 h và 7 ngày sau tiêm.
Tiêu chuủn chấp thuận:
Loạt vắc xin đạt vêu cầu nểu đạt cả 3 tiêu chuẩn sau:
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Sau 72 h tổng kliối lượng chuột của mỗi nhóm không ít 
hơn trước tiêm.
Sau 7 ngày khối lượng trung bình mỗi chuột không ít hơn 
60 % so với nhóm chứng.
Chuột chết không quá 5 %.
Nếu thử nghiệm lần 1 không đạt một trong 3 tiêu chuẩn 
nêu trên phải nhãc lại thử nghiệm theo yêu câu như sau: 
Ncu thử nghiệm lần 1 không có giá trị (invalid test): Nhac 
lại thừ nghiệm với sô lượng chuột và sô lượng mâu băng 
lần 1.
Nếu thử nghiệm lần 1 có giá trị (valid test): Phâi nhắc lại 
thử nghiệm với sổ lượng chuột nhắt trắng và số lượng mẫu 
gấp đôi so với lần Ị.
Ket quả của ỉần kiểm tra nhắc lại, nếu đạt ỵêu cầu 3 tiêu 
chuẩn ncu trên và giá trị trung bình của 2 lần thử nghiệm 
(về % tăng khối lượng chuột của nhóm vắc xin thử nghiệm 
so với nhóm chứng sau 7 ngày theo dồi) đạt yeu cầu thì 
loạt vắc xin đó mứi được coi là đạt ỵêu cầu về an toàn 
đặc hiệu ho gà. Nếu ờ lần kiểm tra Iihẳc lại không đạt yêu 
cẩu thì loạt vắc xin đó không đạt yêu cầu an toàn đặc hiệu 
thành phần ho gà và phải bị huỷ bỏ.

An toàn không đặc hiệu (Độc tính bất thưÒTig)
Thử nghiệm được tiến hành trên chuột nhắt trắng và chuột 
lang khoẻ mạnh không tiêm bất cứ gì trước khi thử nghiệm. 
Ticm vào ổ bụng cho 5 chuột nhắt trắng có khối lượng 
17 g/eon đên 22 g/con, môi con một liêu tiêm cho người; 
2 chuột lang có khối lượng 250 g/con đến 350 g/con, mỗi 
con một liêu tiêm cho người nhưng không quá 1 ml/con. 
Theo dôi tình trạng sức khoẻ và cân chuột hàng ngày.
Tiêu chuẩn chấp thuận:
Vắc xin được coi là không có độc tỉnh bất thường nếu 
tất cả các động vật thí nghiệm sống khoè mạnh và lên 
cân trong thời gian ít nhất 7 ngày và không có đấu hiệu 
nhiễm độc.
Nếu thử nghiệm lần 1 không đạt yêu cầu nêu trên, phải 
nhăc lại thử nghiệm. Thừ nghiệm nhăc lại nêu đạt yêu câu 
thì loạt vắc xin đó được coi là đạt an toàn không đặc hiệu; 
nếu không đạt yêu càu thì loạt vắc xin đó bị coi là không 
đạt an toàn không đặc hiệu và phải hủy bỏ.
Đôi với thừ nghiệm lìhăc lại:
Nếu thử nghiệm lần 1 khống đạt yêu cầu nhưng thử nghiệm 
có giá trị: phải nhắc lại thử nghiệm với sổ lượng mẫu và sổ 
lượng chuột gấp đôi lần 1.
Nêu thử nghiệm lân 1 không đạt yêu câu nhưng thử nghiệm 
không có giá trị: chi cân nhăc lại thử nghiệm với sô lượng 
mẫu và sổ lượng chuột bằng lần 1.

15.5 XÁC ĐỊNH ĐẬM Đ ộ VI KHUẨN HO GÀ 

Nguyên tắc
Thực tế một hồn dịch vi khuẩn ho gả có đậm độ 10 tỷ vi 
khuân/mỉ tương ứng với 10 IOƯ (đem vị độ dục quôc tế) 
khi nhìn bằng mắt thường.
Có thê sử dụng bộ so độ đục chuẩn quổc tế của WHO để 
so bang mắt thường hoặc chuẩn trên máy quang phô kê khi
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xác định đậm độ của hồn dịch B. pertussis 18323 trong thử 
nghiệm công hiệu vac xin ho gà.

Cách tiến hành
Trong quá trình sản xuất vác xin ho gà, mỗi lần gặt sinh 
khối cần xác định đậm độ vi khuẩn cùa nước cốt ho gà. 
Độ đục nước cốt ho gà và nước cổt ho gà cô đặc được xác 
định bằng cách so sánh với ống mẫu chuẩn quốc tế hoặc 
quốc gia và quan sát bằng mắt thường hoặc đo trên máy 
quang phổ kế (không được muộn hơn hai tuân sau khi gặt 
và trước khi huyền dịch vi khuẩn được đưa vào bất kỳ quy 
trình pha chế nào tiếp theo).
Pha loãng nước cốt trong nước muổi sinh lý cho đén khi 
soi bằng mắt thường thấy tương đương với ổng chuẩn
IOIOưT
Tính độ đục của mẫu thử bằng cách nhân với sổ lần pha 
loâng.
Có thể do độ đục cùa huyền dịch vi khuẩn ho gà trên máy 
đo quang phổ ở bước sóng 560 nm. Đậm độ nước cốt ho 
gà được sử dụng làm cơ sở để tính toán khi pha chế vắc xin 
bán thành phẩm cuối cùng.
Thành phần ho gà trong vẳc xin DTP hồn họp không vượt 
quá 20 đơn vị độ đục quốc tế (ỈOƯ) trong một liều đơn vắc 
xin cho người. Tỷ lệ thành phần các chủng B. Pertussis 
18323 không được thay đổi khi hỗn họp vắc xin; phải đăng 
ký rổ trong hồ sơ và được sự chấp thuận của cơ quan Kiểm 
định quốc gia.

15.6 XÁC ĐỊNH HÀM LƯỢNG TWEEN 20 TRONG 
VẮC XIN VA SINH PHẮM

Nguyên lý
Dựa vào phản ứng của polyethoxylat trong thành phần của 
Tween 20 với amoni cobaỉtothiocyanat tạo thành hợp chất 
màu xanh lơ tan trong ứicloromethan.

Tiến hành
Mau thừ được điều chỉnh bằng nước cất để cổ nồng độ 
protein khoảng 100 Ịig/ml. Hút 1 ml mẫu thừ vào ống 
nghiệm, them 5 ml ethanol 95 %  (TT), ỉy tâm 3500 r/min 
trong 10 min ở 20 °c. Chuyển phần nước sang ống nghiệm 
khác, rửa tua bằng 1 ml ethanol 95 % (TT), chuyển nốt 
nước rửa tủa vào ống nghiệm. Đun cách thủy phàn nước 
thu được à 80 °c cho đến khi còn lại khoảng 0,5 ml, them 
ỉ mỉ nước cất vào ống nghiệm.
Hút dung dịch Tween 20 chuẩn 1 mg/ml vào các ống 
nghiệm lần ỉượt theo thể tích 10 |il; 25 pl; 50 pỉ; 75 ỊLil;
100 gl, thêm nước cât vừa đù ỉ ml.
Mau tráng là 1 tni nước cất.
Thêm 2 ml dìcỉoromethan (TT) vào mỗi ốntĩ nghiệm đựng 
mẫu trắng, mẫu chuẩn, miu thử. Thêm tiếp 3 ml amonì 
cobaỉtothiocyanat, lắc kỹ, để yên ờ nhiệt độ phony trong 
90 min. Hút bò phần nước nổi bằng mảy hút chân không; 
đo mật độ quang (Phụ !ụe 4.1) của lớp dieỉoromethan màu 
xanh lơ phía dưới ở bước sóng 620 nm.
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Dựng đường chuẩn, từ đó tírứi ra hàm ỉượng Tween 20 
trong mau thử.
Đơn vị tính: ịig/100 fig protein.
Cách pha các dung dịch:
Dung dịch amoni cobaltothiocyanat: Hòa tan 6,0 g cobalt 
rùtrưt (TT) và 40 g amoni thiocyanat (Tỉ") trong nước cất, 
them nước cất vừa đủ 200 ml, lọc qua giấy lọc.
Dung dịch Tween 20 chuẩn 10 mg/ml: Cân 1 g Tween 20 
vào bình định mức 100 ml, thêm nước cat vừa đủ, lẩc đều. 
Pha loãng bàng nước cát 10 làn trước khi dùng.

Ticu chuẩn chấp thuận
Tùy từng loại vắc xin và sinh phẩm.
1 làm ỉượng Tween 20 có trong bán thành phẩm viêm gan 
B không lớn hon 50 Ị.ig/100 Lie protein.

15.7 KÍÉM TRA VÔ TRÙNG VẢC X1N/SJNH PHẦM

Việc kiểm tra vô trùng vắc xin/sinh phẩm được thực hiện 
trong diều kiện vô trùng. Kiểm soát môi trường thử nghiệm 
và sir dụng mầu (tôi chứng âm tính thích hợp đề kiêm tra 
và (tàm bảo điều kiện vô trùng.

Môi trường nuôi cấy

Chuẩn bị môi trường nuôi cấy
Hai môi trường sử dụng để kiểm tra vô trùng vắc xin/sinh 
phẩm là môi trường thioglycolat lòng (Fluid Thioglycollate 
Medium: FTM) và casein đậu tưcmg (Soybcan-cascin 
digest medium: SCDM). FTM dự định dùng để phát hiện 
vi khuẩn ky khí nhưng cũng có the xác định được vi khuân 
hiếu khí. SCDM dùng đê phát hiện vi khuẩn hieu khí và 
nam. Khi vắc xin/sinh phẩm có chứa chất bao quản là 
merthiolat, có thể dùng FTM thay thế cho SCDM trong 
phương pháp cấy trực tiếp khi môi trường này đạt yêu 
cầu trong thừ nghiệm kiểm tra tính tăng sinh (Growth 
promotion test). Các môi trường tương đương khác cũng 
có thổ được sử dụng nếu chúng đạt được yêu cầu vê tính 
tăng sinh và được CƯ quan Kiểm định Quốc gia chấp thuận. 
Công thức vả cách pha hai môi trường trên như sau:
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Mỏi trường ĩhiogỉvcolat lỏng:
L-Cystin 0,50 g
Natri clorid 2,50 g
Glucose monohydrat (CóH120 6.H20) 5,50 g
Thạch bột có độ âm nhò hơn 15 % 0,75 g
Cao nâm men (tan trong nước) 5,00 g
Casein thuỷ phân băng pancreatin (men tụy) 15,00 g
Nước 1000 mL
Natri thioelycolat 0,50 g
hoặc acid thioglvcolic 0,3 mL
Dung dịch natri resazurin (1 g/L) mới pha 1 mL
Trộn lần lượt sáu thành phẩn đầu như thứ tự ở trên trong 
nước nóng cho đến khi tan hoàn toàn. Cho thêm natri 
thioglycolat (hoặc acid thioglycolic), chuyển sang một 
bình chứa thích hợp và thêm nước vừa đủ, làm tan hoán 
toàn trong một nổi cách thủy. Chinh pH của dung dịch 
(nêu cần) băng dung dịch nai rỉ hydroxyd ỉ N (TT) sao cho

pỉl sau tiệt trùng (pỉỉ cuối cùng) là 7,0 đốn 7,2. Ncu cẩn 
thiết phải lọc, đun nóng dung dịch (tránh đun sôi) rồi lọc 
qua giầy lọc ướt khi đung dịch còn đang nóng. Thêm dung 
dịch natri resazurin, trộn đêu. Chia môi trường vào các 
chai/ổng chứa thích hợp. Hâp tiệt trùng môi trường trong 
lò đã được thâm định ở 121 °C trong 18 min đến 20 min. 
Vặn chặt nút các chai/ổng môi trường và bào quản ở nhiệt 
đọ 20 °c đến 30 °c.
Nếu quá 1/3 trên cùa chui/ổng môi trường chuyển thành 
màu hồng thì không nên sừ dụng nữa. Có thể sử dụng 
lại một lằn nừa bang cách đun nónệ môi trường trong bể 
ồn nhiệt đến khi màu hồng biến mất rồi làm lạnh nhanh. 
Không đủng mòi trường quá thời hạn sử dụng đã được
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thẩm định.
Môi trường casein dậu Uamg lỏng:
Casein thủy phân bời pancreatin 17,0 g
Bột đậu tương thuv phán bời papain 3,0 g
Natri clorid 5,0 g
Dikali hyđrophosphat 2,5 g
Glucose monohydrat 2,5 g
Nước tinh khiết 1000 ml
Hòa tan tất cả các thành phần vào nước, đun nóng nhẹ cho 
tan hoàn toàn, để nguội đến nhiệt độ phòng. Chinh pll của 
dung dịch (néu cần) bằng dung dịch natri hydroxyd ỉ N (Tỉ) 
hoặc dung ảịch acid hydrocloric ỉ  N (TT) sao cho pH sau 
tiệt trùng (pH cuối cùng) là 7,1 đển 7,5. Lọc trong nếu cần. 
Phân chia môi trường vào các chai/ổng. Hẫp tiệt trùng môi 
trường trong lò đã được thẩm định ừ 121 °c trong 18 min 
đến 20 min. Bảo quản môi trường ờ nhiệt độ phòng (20 °c 
đen 30 C).
Không dùng môi trường quá thời hạn sừ dụng đã được 
tham định.

Kiểm tra chất lượng môi trường 
Việc kiểm tra chất lượng mỗi loạt môi trường được thực 
hiện trước hoặc song song với kiểm tra vô trùng vắc xin/ 
sinh phẩm.
Tẩt cà các loạt môi trường dùng trong thir nghiệm vó trùng 
vắc xin/sinh phẩm can đưực kiểm tra về hai tính chắt: tính 
vô trừng và khả năng cung cấp chất dinh dưỡng cho sự 
phát triền cùa vi khuẩn và nấm (tính tăng sinh).
Kiêm tra tính vô trìmg
Lấy 2 % số chai,'ong của mồi loạt môi trường nhung ít nhât 
là 5 chaì/ống. ủ  FTM ừ nhiệt độ 30°c đến 35 °c ít nhất 14 
ngày, ủ  SCDM (hoặc FTM khi dùng thay thế) ở nhiệt độ 
20 °c đến 25 °c ít nhất 14 ngày.
Môi trường đạt yêu cầu về vô trùng nếu sau nuôi cấy các 
chai/ống môi trường trong, không có lắng cặn ở đáy; các 
chai,''ống FTM không mất chi thị màu.
Kiểm tra tính tăng sình
Nguyên tắc: Đánh giá khả năng phát triển của các chủng 
thử thách trong môi trường băng cách cho vào mồi chai/ 
ống mói trường không quá 100 CPU chùng thử thách.
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Bàng ỉ- Chủng thích hợp cho kiểm tra chất lượng môi trưòne

Loại vi sinh vật Ten Ký hiệu
Staphylococcus aureus • ATCC 6538, CIP 4.83, NCTC 10788, NCIMB 9518, NBRC 13276

Vi khuẩn hiếu khí Bacillus subỉilis \ ATCC 6633, CĨP 52.62, NC1MB 8054, NtíRC 3134
Pseudomonas aeruginosa ; ATCC 9027, NCI MB 8626, CIP 82.118, NBRC 1327~5~~ ~

Vi khuẩn kị khí Clostridium sporogcnes ' ATCC 19404, CIP 79.3, NCTC 532, ATCC 11437, NBRC 14293
Candida albicans \ ATCC1023l’ IP 48.72, NCPF 3179, NBRC 1594

Nam Asoergillus hrasiliensis/ispergiu s lueu: ATCC 16404, IP 143 1.83, ỈMI 149007, NBRC 9455
! (Aspergillus ftiger)

CÓ thề thay thế Pscudomonas aentginosa bằng Kocuria 
rhizophila (Micrococc.us luteus) ATCC 9341. Trong 
trường hợp không cần vi khuẩn tạo nha bào thì có thể thay 
thế Closiridium sporogenes bằng Bacteroides vulgatus 
(ATCC 8482).
Các chủng này không được cay chuyển quá 5 lần kể từ 
chủng gốc.
Chùng dùng kiêm tra FTM gom Cỉostridium sporogenes, 
Pscudomonas aeruginosa, Staphyỉococcus a lí rem. Chùng 
dùng kiêm tra TSB gom Aspergilỉus brưsiliensis, Bacilỉus 
subtilis, Candida albicans. Các chủng thích hợp khác 
cũng có thổ sử dụng nếu được cơ quan Kiểm định Quốc 
gia chấp thuận.
Môi trường đạt yêu cầu về tính tăng sinh nếu các chùng 
vi khuân trong các chai/ống môi trường mọc trong vòng 3 
ngày, các chủng nấm trong các chai/ống môi trường mọc 
trong vòng 5 ngày.

Mầu kiểm tra
Sô lượng văc xin/sình phẩm cần cho 1 lần kiểm tra vô 
trùng tùy thuộc vào số lượng thành phẩm mồi loạt và dạng 
đóng gói cùa vắc xin/sinh phẩm, cần lấy mầu đại diện cho 
quá trình dỏng ône lúc đầu và cuối.

Bctng 2 - Số lượng mẫu cần cho thư nghiệm vô trùng

Số lượng mầu cần lấy (Lọ/ống)
Số lượng 

thành phẩm
(I.ọ/ống) 1

Lượng vắc xin/ 
sinh phẩm trong 

mỗi lọ > 2 ml

Lưọmg vắc xin/ 
sinh phẩm trong 

mồi lọ < 2 ml

<100 10% nlumg không 
ít hem 4

20% nhung không 
ít hơn' 8

>100 và <500 ít nhất 10 ít nhất 20
> 500 ít nhất 20 ít nhất 40

Vàc xin-sinh phâm được chia đều đỏ cầy vào mồi loại 
môi trường.

Phương pháp thực hiện
1 iên hành theo phương pháp màng lọc hoặc phương pháp 
cấy trực tiếp.

Phương pháp màng lọc
Sử dụng phương pháp màng lọc khi bàn chất của vắc xin/ 
sinh phẩm cho phép: các dung dịch có thể qua được màng 
lọc; các chế phẩm chửa cồn, dầu, các chế phẩm có thể trộn 
hoặc tan trong dung môi là nước hoặc dầu (các dung I11ÔÍ 
không chứa chất ức chế vi khuẩn/nấm).
Bộ lọc vả màng lọc phải dược tiệt trùng trước khi sừ dụng. 
Sử dụng màng có kích thước lỗ lọc nhỏ hơn hoặc bằng 
0,45 pm, đường kính khoảng 47 mm. Màng celulosc nitrat 
dùng cho các dunệ dịch có dung môi là nước, dầu và các 
dung dịch có độ cồn thấp. Màng celulose acetat dùng cho 
các dung dịch có độ cồn cao.
Thấm ướt màng lọc bàng dung dịch vô trùng thích hợp, 
chẳng hạn dung dịch pepton Iiồng độ 1 g/L, pH 7,1 ± 0,2. 
Cho mẫu thử trưc tiếp lên màng lọc, hút mẫu qua màng lọc 
bang một bơm chân không.
Neu vắc xin/sinh phẩm có đặc tính ức ché sự phát triển 
của vi khuan/nấm, rửa màng lọc ít nhất ba lần bằng dung 
dịch rửa. Loại dung dịch rửa và thể tích mồi lần rửa được 
xác định trong thử nghiệm độ phù hợp của phương pháp. 
Không rửa màng lọc quá 5 lần. mỗi lần 100 mL ke cả khi 
thử nghiệm độ phù hợp cùa phương pháp chi ra rằng như 
thê là chưa đù đê loại bò ành hường cùa chât ức chê.
Cho môi trường vào bình chứa màng lọc của bộ lọc hoặc 
cắt màng lọc thành hai phan bane nhau rồi cho mỗi phàn 
vào một chai môi trường nuôi cấv.
Các động tác cho mẫu thử lên màng lọc, cắt màng lọc và 
chuyên vảo môi trường nuôi cấy phài được thực hiện trong 
điều kiện vô trùng đê tránh lâv nhiễm từ bên ngoài.

Phương pháp cấy trực tiếp

Bảng 3 - Thố tích vac xin/sinh phẩm cần lấy từ mỗi lọ để 
cấy vào mỗi loại môi trường

Thể tích có trong 
mỗi lọ

< 1 niL

Từ 1 mL đến 20 mL
> 20 mL và < 100 ml.

> 100 mi.

Thể tích tối thiểu cho mỗi 
loại môi trường

Toàn bộ vác xin/sinh phâm có 
trong mỗi lọ 
1 mL 
5 mĩ.
10 % vắc xin/sinh phấm cỏ 
trong mồi lọ nhưng không ít 
hơn 20 tnL
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cấy trực tiếp vắc xin/sinh phâm cân kiêm tra vào mòi 
trường sao cho thể tích mầu thứ không quá 10 % thẻ tích 
môi trường (trừ tnrờng họp đặc biệt).
Nổu vẩc xin/sính phẩm cỏ tính chất ức chê sự phát trien 
cùa vi khuấn/nấrn, phải loại bỏ được đặc tính ức chế nàv 
bằng cách trung hòa với một chất trung hỏa thích hợp hoặc 
hòa loăng trong thể tích môi trường đu lớn khi thực hiện 
thứ nghiệm vô trúne vắc xin/sinh phẩm. Nôn xác định thề 
tích mỏi trường dù lớn đế loại bỏ được ánh hưỏng cua chất 
ức chế. Moi lằn xác định, thê tích này được sử dụng cho 
những lần thừ nghiệm sau đó, trừ khi cỏ thay đoi trong 
thành phẩn của vắc xin/sinh phẩm.
Đối với các văc xin/sinh phẩm mà chính mầu thư làm đục 
môi trường hoặc lang cặn ở đáy ống môi tnrờng tới mức 
không xác định được có hay không có sự phát triển cùa vi 
khuẩn/nấm; sau 3 đcn 7 ngày nuôi cấy, cây chuyên ít nhất 
1 mL cùa mồi ổng môi trường đỏ sang ong môi trường mới 
tương ứng.

ủ môi trường và tl' 0 dõi
ủ  FTM ờ nhiệt dộ 30 cc  đến 35 °c  ít nhất 14 ngày, ử  
SODM (hoặc FTM khi dùng thay thé) ở nhiệt độ 20 °c đến 
25 °c  ít nhất 14 ngày. Các ống mỏi trường cấy chuyển ủ 
trong thời gian ít nhất 7 ngày. Theo dõi các ổng môi trường 
vào những khoáng thỏi gian thích hợp và vào ngày cuối 
cùng để phát hiện sự phát triển của vi khuẩn/nấtn trong các 
ống môi trường.

Đánh giá kết quả
Nếu không có sự phát triển của vi khuần/nấm trong các 
ốne môi trường cấv vắc xin/sinh phẩm, mẫu kiểm tra đạt 
yêu cầu về vô trùng.
Nêu có sự phát triển của vi khuân/nấm trong các ong môi 
trường cấy vắc xirTsinh phẩm, mẫu kiểm tra không đạt 
yêu cầu vê vô trùng trừ khi có the chửng minh thừ nghiệm 
đã thực hiện không có giá ttị bằng cách thực hiện lại thử 
nghiêm hoặc bàng phương pháp khác.
Thử nghiệm không có giá trị khi xảy ra một trong các trường 
hợp sau:
Kết quả giám sát vi sinh môi trường trong khi thực hiện 
thừ nghiệm không đạt yêu cầu;
Sau khi xem xét lại qui trinh thực hiện thử nghiệm phát 
hiện ra sai sót;
Có vi khuẩn hoặc nấm mọc trong các chứng âm;
Chung phân lập từ thử nehiệm được xác định chao chăn là 
do nguyên vật liệu hoặc kỹ thuật trong quá trình thực hiện 
thử nghiệm.

Thử nghiệm tính phù hụp của phưong pháp
Thực hiện thừ nghiệm tính phù hợp cùa phương pháp khi:
— Kiểm ira vô trùng cho sàn phẩm mới;
-  Khi cỏ thay đổi trong điều kiện thực hiện thừ nghiệm vó 
trùng vac xin/sinh phẩm.
Thừ nghiệm này nên được thực hiện để chứng tò thừ 
nghiệm vò trùng có khà năng phát hiện được vi khuẩn/ 
nấm có trong mẫu thử, nhất là khi vẩc xin/sinh phẩm có 
khà năng ức chê sự phát triển của vi khuẩn'nam.
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Thực hiện thư nuhiỌin giong như thực hiện thừ nghiệm vô 
trung vắc xiu sinh phàm, chì khác ở những diêm sau: 
Phương pháp màng lọc: Sau khi đã cho vắc xia/sinh phẩm 
qua màng lọc, cho thcm không quá 100 CPU chủng thừ 
thách vào dung dịch rửa màng lọc lần cuối cùng.
Phương pháp cay trực tiếp: Sau khi đã cấy vắc xin/sinh 
phẩm vảo mỏi trường, cho thêm không qucá 100 CFU chủng 
thừ thách vào mồi ống môi trường.
Sứ dụng cùng chùng thừ thách với thừ nghiệm kiềm tra 
tính tăng sinh. Thực hiện thử nghiệm kiểm tra tinh tãng 
sinh lảm chứng dương.
ủ  tất cà các ong môi trường đã cấy vắc xin/sinh phẩm 
không quá 5 ngày.
Neu sau 5 ngàv nuôi cay, có dâu hiệu mọc cùa vi khuẩn/ 
nấm trong các ống môi trường chứa vẳc xin/sinh phâm và 
không yếu hơn mức độ mọc trong các ống chúng dirumg 
thì vắc xin/sinh phẩm không chứa chất ức chể sự phát triển 
của vi khuan/nấm hoặc ảnh hưởng của chất ức chế đã dược 
loại bỏ. Thừ nghiệm vô trùng vắc xin/sinh phẩm có thể 
được thực hiện mà không cần phải thay đổi.
Nếu sau 5 ngày nuôi cấy, không có dấu hiệu mọc của vi 
khuẩn/nẩm trong các ống môi trường cấy vắc xin/sinh 
phẩm hoặc yếu hơn mức độ mọc trong các ổng chứng 
dương thi vắc xiuTvinh phẩm có chửa chất ức chố làm ảnh 
hường đến sự phát triển của vi khuân/nấm. Thay đoi điều 
kiện thực hiện thử nghiệm vô trùng văc xin/sinh phâm và 
nhắc lại thử nghiệm độ phù hợp của phương pháp.

ĩ 5.8 MÔI TRƯỜNG DÙNG ĐẺ PHÁT HIỆN VI 
KHliẢN HIẺU KHÍ, KỴ KHÍ VÀ NÁM

Quy định chung
Môi trường nuôi cấy dùng để kiểm tra vô trùng phải do 
cơ quan Kiếm định Quốc gia quy định. Môi trường này 
phãi bào đâm sự phát triển tốt cho phần lớn các loại vi 
sinh vật hiếu khí, kị khí thưìmg có trong không khí cùa 
cơ sờ sản xuất.
Đe kiểm tra tinh vô trùng cùa các sinh phẩm phải dùng 
môi tnrờng thioglycolat lỏng. Thành phần của môi trường 
được mỏ tủ trong phần tiếp theo. Mồi loạt môi trường 
thioglycolat mới dược điều chế phải được kiểm tra vê tính 
vô trùng, khả năng làm cho ví sinh vật phát triển (dinh 
dưỡng) và tinh trung hòa.
Để kicm tra tính vô trùng cùa các chế phẩm không có chất 
bảo quản thimerosak môi trường phải được dùng trong 
vòng 3 tuần lề ké từ ngày pha chế. Môi trường sau khi sản 
xuất phài bào quân ờ Iihiệt độ phòng và tránh ánh sáng.
Đẻ kiểm tra sinh phẩm có chửa thimerosal cỏ thê dùng mói 
trường ihioglvcolat pha mới, môi trường phải được dùng 
trong vỏng 7 ngày đen 10 ngày, kế từ ngày sản xuất.
Thời hạn sừ dụng cụ thể của môi trường thioglycoỉat được 
xác định bang cách kiêm tra tính chất trung hòa của môi 
trường sau khi pha chế.

Thành phần và cách pha chế môi trường Thioglycolat 
lỏng: Xem mục Mòi trường nuôi cấy của Phụ lục 15,7
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15.9 KIỀM TRA ĐỘC TÍNH ĐẶC HIỆU (AN TOÀN 
DẶC HIỆU) TRONG VẮC XIN BCG ĐỎNG KHỎ

Thừ nghiệm “Kiểm tra độc tinh đặc hiệu (an toàn đặc hiệu) 
trong vắc xin BCCi đông khô” dùng để phát hiện độc tính 
đặc hiệu của vắc xin BCG đông khô do Mycobacteria gây 
ra. Thử nghiệm này được áp dụng đổi với mẫu bán thành 
phẩm hoặc mẫu thành phẩm vắc xin BCG.
Dùng ít nhất 6 chuột lang cùng giới (nếu là chuột cái phải 
không được có thai) có phản ứng âm tính với tuberculin, 
cân nặng mỗi chuột khoảng 250 g đến 400 g.
Tiêm dưới da cho mỗi chuột một liều vắc xin tương đương 
với ít nhất 50 liều tiêm trong da cho người. Sau khi tiêm 
vắc xin, phải theo dõi chuột lang ít nhất lả 6 tuần. Cuối thời 
kỳ theo dõi, tât cả chuột lang đều phải được mổ. kiểm tra 
đại thc các phủ tạng xem có các dấu hiệu cùa bộnh lao tiến 
triển không. Mặt khác, trong thời kỳ theo dõi nếu có chuột 
nào chết cũng phải rnổ kiểm tra như trên. Neu sau 6 tuần 
theo dõi các chuột đều khoe mạnh, tăng cân; không có biểu 
hiện bệnh lao tiến triển và ít nhất cớ 2/3 số chuột sổng sót 
cho đến hết thời gian theo dõi thì loạt vắc xin BCG đó đạt 
yèu cầu vê an toàn đặc hiệu.
Trong vòng 42 ngày theo doi, nếu có hơn 1/3 số chuột lang 
thử nghiệm chết nhưng xác dinh không phải chết do lao thì 
thừ nghiệm được lặp lại. Nếu:
Lần thử nghiệm thứ nhất không đạt yêu cầu và không có 
giá trị (invaiid test); Thử nghiệm nhắc lại chỉ cần tiến hành 
với ít nhất 6 chuột lang khác.
Lần thử nghiệm thứ nhất không đạt yêu cầu và có giá trị 
(valid test); Thử nghiệm phải được nhắc lại với số lượng 
mâu và sô lượng chuột gâp đôi.
Nếu trong lần thừ nghiệm thứ 2 vẫn có hơn 1/3 sổ chuột 
lang chết (kể cả được xác định chuột chét không phải do 
lao) thì loạt vắc xin BCG đó coi như không an toàn và 
phải xem xét lại nguồn cung cấp chuột, hoặc/ và kiểm tra 
qưy trình sản xuất với sự xác nhận của cơ quan Kiểm định 
Quốc gia.
Neu trong làn thử nghiệm nhắc lại các chuột đều khỏe 
mạnh, lăng cân, không có biểu hiện bệnh lao tiến triển và 
ít nhât có 2/3 số chuột sống sót cho đến hết thời gian theo 
dõi thì loạt vắc xin BCG đó đạt yêu cầu về tính an toàn 
đặc hiệu.
Neu phát hiện thấy chuột có biểu hiện của bệnh lao tiến 
triên thì loạt văc xin đó phải hủy bỏ và phải đình chì sản 
xuất các loạt vắc xin tiếp theo. Toàn bộ vắc xin trong kho 
phải giữ lại để tiến hành thanh tra và tim ra nguyên nhân. 
Việc sản xuất chỉ được tiếp tục khi cỏ sự chấp thuận của cơ 
quan Kiểm định Quốc gia.

15.10 THỬNGHIỆM NHẬN DẠNG HU VÉT THANH 
MIỄN DỊCH

Mục đích của thử nghiệm nhận dạng huyết thanh miễn 
dịch là nhăm khăng định huyết thanh thử nghiệm chỉ chứa 
protein từ loài động vật đãnu ký trong sản xuất.
Có thê tiến hành theo ì tront! 2 kỹ thuật sau:

Dược DIÊN VIỆT NAM V

Kỹ thiỉật khuếch tản miễn dịch (Ouchterlony)
Nguyên ỉ ý
Kỹ thuật này dựa trên nguyên lv khuếch lán kép tự do của 
kháng nguyên và kháng thể từ các giếng riêng biệt được 
tạo trong gel agarose 1 % vào môi trường vả tạo thành 
cung tủa do phản ứng đặc hiệu của chúng.
Vật ỉiệií và thiêt hị 
Phiến kính.
Agarose 1 % trong đệm phosphat pH 7,4.
Hộp ẩm.
Huyết thanh miễn dịch thử nghiệm.
Huyết thanh khảng loài.
Dung dịch nhuộm: Coomasie blue 0,025 %.
Dung dịch tầy màu: Methanol - acetic acid - nước cất 
( 4 : 1 :  5).
Tiến hành
Đổ gel agarose 1 % lên phiên kính.
Dùng dụng cụ dục giếng loại có đường kính 3 inm lạo 7 
giếng trên phiến kính (1 giếng ờ giữa, 6 giống cách đều 
xung quanh). Nhỏ huyết thanh kháng loài vào các giềne 
xung quanh vả huyểt thanh thử nghiệm vào giống ử giữa. 
Đặt phiến kính vào hộp ẩm hr 12 h đến 48 h.
Nhuộm gel với đung dịch nhuộm coomasie blue 0,025 %. 
Tẩy màu bằng dung dịch tẩy màu, sau đó rửa bàng nước cất. 
Để khô phiến kính ỏ nhiệt độ phòng.

Kỹ thuật điện di miễn dịch
Nguyên ỉv
Dưới tác động của điện trường và trong môi trường gd 
agarose, kháng nguyên tích điộn âm từ giếng ở phía cực âm 
và kháng thê tích điện dương từ giếng ờ phía cực dương sẽ 
di chuyến ngược chiều nhau, khi gặp nhau sẽ hình thành 
đường tủa có thể nhìn thấy được.
Vật liệu và thiết bị 
Phiến kính.
Thạch 3 % tronũ nước cat.
Agarose 1,5 % trong đệm barbital plỉ 8,4.
Huyết thanh miễn dịch thử nghiệm.
Huyết thanh kháng loài.
Máy điện di, nguồn điện.
Dung dịch nhuộm, rửa, tẩy máu....
Tiên hành
Đổ thạch nền 3 % lên phiến kính.
Đổ agarose 1.5 % lên trên thạch nền.
Sau khi agarose đông, đục 2 giêng cỏ đường kinh 3 mm, 
khoảng cách giữa 2 giếng là 4 mm đến 5 mm. Nhỏ huyết 
thanh thử nghiệm và huyết thanh kháng loài vào mỗi giếng. 
Đật phiên kính vào máy điện di.
Tiến hành điện di ờ 10 v/crn từ 10 min đến 60 min íuỳ 
thừ nghiệm.
Ngừng điện di, quan sát két quả.
Đe dễ quan sát đường tủa, cần loại protein không tủa 
bằng cách ngâm phiến kính trong đệm PBS. Phủ giấy lọc 
Whatman lên phiên kính và sấv ử 37 °c đén khô.
Nhuộm xanh với Coomasie blue trong 20 min.
Tẩy màu, rửa với nước cất, đổ khô.

PHỤ lục: 15
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Nhận định kết quả
Huyết thanh mien dịch Lhử nghiệm được nhận dạng đúng 
khi xuất hiện đường tủa giữa mẫu thử nghiệm và huyết 
thanh kháng loài tương ứng,

15.11 XÁC ĐỊNH AN TOÀN CHUNG CỦA VẮC XIN 
VÀ SINH PHẨM
Xác định độc. tính bất thường trong vac xin - sinh phẩm 
được tiến hành trên chuột nhắt và chuột lang. Triệu chứng 
nhiễm độc trên chuột có thể biểu hiện như sau:
Thay đổi diện mạo bên ngoài, xù lông.
Trạng thái bất thường, giảm hoạt động.
Chuột giảm cân.
Chuột chết (lo nhiễm độc.

Trên chuột lang
Mỗi thử nghiệm dùng 2 chuột lang, cân nặng mỗi chuột hr 
250 g đến 350 g, chưa dùng cho thí nghiệm nào trước đó, 
khỏe mạnh, tăng trọng bình thường trong thời gian cách ly 
3 ngày đển 7 ngày.
Tiêm Ồ bụng cho mỗi chuột I liều tiêm cho người nhưng 
không quá 5 ml; trừ một số vắc xin, sinh phấm đặc biệt sẽ 
theo chuyên luận riêng. Liều cho người được trình bày trên 
nhăn sản phẩm.
Cân tùng con trước khi tiêm và cân ít nhất 1 lần vào cuối 
giai đoạn theo dõi. Chuột phải được quan sát kỳ 2 h đầu 
sau tiêm và hàng ngàv trong suốt 7 ngày để phát hiện dấu 
hiệu lâm sàng ốm do nhiễm độc.
Thử nghiệm đạt yêu câu nếu toàn bộ chuột thí nghiệm 
khoẻ mạnh, tăng trọng vả không có biêu hiện bệnh lý hoặc 
nhiễm độc.
Neu có nhiều hơn 1 chuột chết thì thử nghiệm không đạt 
yêu cầu (nếu thừ nghiệm đó đã được xác định là có giá trị). 
Neu có 1 chuột chết hoặc chi ra dấu hiệu ốm do nhiễm độc. 
trong lần thử đầu tiên (thử nghiệm có giá trị), cần làm ỉại 
thử nghiệm với số lượng chuột gấp đôi và lượng mẫu thử 
gấp đôi. Thử nghiệm đạt yêu cầu nếu trong lẩn thừ nghiệm 
thử 2 không có chuột nào chết hoặc chỉ ra dấu hiệu ốm do 
nhiễm độc.
Nểu thừ nghiệm lần đầu không cỏ giá trị thì thử nghiệm 
lặp lại với số lượng mẫu và sổ lượng động vật thí nghiệm 
bằng lần đầu.

Trên chuột nhắt
Mỗi thử nghiệm dùng 5 chuột nhắt Swiss, cân nặng mồi 
chuột từ 17 g đến 22 g, chưa dùng thí nghiệm nào trước đó, 
khoẻ mạnh, tăng trọng bình thường trong thời gian cách Iv 
3ngàỵ.
Tiêm ổ bụng 1 liều tiêm cho người nhưng không quá 1 ml, 
trừ một số vắc xin sinh phẩm đặc biệt sẽ theo chuvên luận 
riêng. Liều cho người được trình bày trên nhăn sản phẩm. 
Cân từng con trước khi tiêm và cân ít nhất 1 lần vào cuối 
giai đoạn theo dõi. Chuột phải được quan sát kỹ 2 h đầu 
sau tiêm và hàng ngày trong suổt 7 ngày để phát hiện dấu 
hiệu lâm sàng om do nhiễm độc.

Thử nghiệm đạt yèu cầu nểu toàn bộ chuột thí nghiệm 
khỏe mạnh, tăng trọng bình thường và không có biểu hiện 
bệnh lý hoặc nhiễm độc.
Nêu có nhiều hơn í chuột chết thì thử nghiệm không đạt 
yêu cầu (nếu thử nghiệm là có giá trị).
Nếu có 1 chuột chết hoặc chì ra dấu hiệu ốm do nhiễm độc 
trong lần thử đầu tiên (thử nghiệm cỏ giá trị) cần làm lại 
thử nghiệm với số lượng chuột gấp đôi và lượng mẫu thử 
gấp đôi. Thử nghiệm đạt yêu cầu nếu trong lần thử nghiệm 
thứ 2 không có chuột nào chét hoặc chỉ ra đấu hiệu ốm do 
nhiễm độc.
Neu thử nghiệm lần đầu không cỏ giá trị thì thử nghiệm 
ỉặp ỉại với số lượng mẫu và sổ lượng động vật thí nghiệm 
bằng lần dầu.

15.12 XÁC ĐỊNH CHẤT GÂY SỐT TRONG VẮC XIN 
VÀ SINH PHÀM

Thử nghiệm chất gây sốt là phương pháp sinh học dùng để 
đánh giá tính chất gây sốt của vắc xin, sinh phẩrn dựa trên 
sự tăng thân nhiệt của thỏ trước vả sau khi ticm vào tĩnh 
mạch dung dịch mẫu thừ.

Lựa chọn động vật thí nghiệm
Thò khoè mạnh, trưởng thành, đực hoặc cái (nhưng khống 
được manẹ thai), cân nặng không ít hơn 1,5 kg, được 
nuôi dưỡng bằng thức ăn không chửa chất kháng sinh 
và không bị tụt cân trong suổt 1 tuần trước thử nghiệm. 
Trong thời gian 3 ngày trước khi thí nghiệm, không sử đụng 
thỏ này cho những thí nghiệm tương tự khác. Cũng có thể 
sử dụng những thỏ trước đó 3 tuần đã làm thử nghiệm chất 
gây sốt nhưng kết quà lần thử trước là âm tính.

Phòng thí nghiệm
Thử nghiệm được tiến hành trong phòng yên tĩnh, tránh 
mọi tiếng động và ánh sáng làm ảnh hưởng đến kết quả thí 
nghiệm và nhiệt độ phòng không chênh lệch 3 °c so với 
nơi ở cũ.
Thò được nuôi riêng trong phòng yên tĩnh có nhiệt độ 
20 °c đến 25 °c, cho ăn thức ăn tổng hợp không có chất 
kháng sinh. Trước ngày tiêm, để thỏ nhịn ăn qua đêm 
(nhưng được uống nước) cho đển khi thí nghiệm kểt thúc. 
Không cho uống nước trong thời gian đang làm thí nghiệm.

Thiết bị, dụng cụ
Nhiệt kế: Đc đo nhiệt độ của thỏ có thổ dùng nhiệt kế hoặc 
thiết bị điện có độ chính xác 0,1 °c. Khi đo nhiệt độ, nhiệt 
ké phải đặt sâu trong trực tràng thỏ ít nhất 5 cm, phải dể tối 
thiểu 5 min. Nếu dùng thiết bị điện, phải đặt yên trong trực 
tràne ít nhất 90 min trước khi tiêm và giữ nguyên vị trí đó 
suốt thời gian thí nghiệm.
Dụng cụ thuỷ tinh, bơm tiêm, kim tiêm: Tất cả phải được 
rửa sạch bằng nước pha tiêm (WFỈ) và sấy khô 250 °c 
trong 30 min hoặc 200 °c trong 60 min, nếu đùng đồ nhựa 
phải không chứa chất gây sốt và phải vô trùng.

DƯỢC ĐIỀN VIỆT NAM V
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Lồng thỏ chuyên dụng:
Trước khi bắt đầu, đặt thỏ trong lồng chuyên đụng trong 
tư thế thỏa mái không ít hơn 1 h và duy trì ở đó trong suôt 
thời gian làm thí nghiệm.

Thử nghiệm thăm dò (preUminary test)
1 ngày đến 3 ngày trước khi tiến hành tiêm vắc xin, sinh 
phẩm càn kiểm tra sơ bộ vè tính nhạy cảm cho các thò thí 
nghiệm bằng cách tiêm vào tĩnh mạch 10 ml dung dịch 
nước muôi sinh lý 0,9 % không chứa chât gây sôt đã được 
làm ẩm lên khoảng 38,5 °c cho mỗi kilogam cân nặng thỏ 
(10 ml/kg). Ghi nhiệt độ trước tiêm và tiếp tục trong vòng 
3 h sau khi tiêm dung dịch nước muối sinh lý. Neu thỏ nào 
có nhiệt độ dao động so với nhiệt độ ban đầu > 0,6 °c sẽ bị 
loại, không dùng đưa vào Ihử nghiệm chính.

Thử nghiệm chính (main test): Đối với mẫu vẳc xin, 
sinh phẩm.
Thò thí nghiệm là thỏ đạt các tiêu chuẩn trôn, được để 
trong lồng chuyên dụng ít nhất 60 min để ổn định. Sau đó 
tiến hành đo nhiệt độ thỏ 2 lần mỗi lần cách nhau 30 min 
(nếu đo tay) hoặc theo chương trình cài đặt (nểu đo bằng 
thiết bị). Nhiệt độ ban đẩu của thỏ là giá trị trung bình của 
các lần đo này. Tiêu chuẩn đưa vào thí nghiệm là những 
thỏ có nhiệt độ chênh lệch giữa các lần đo không quá 
0,2 °c và nhiệt độ ban đầu nằm trong khoảng 38 °c đến
39,8 °c. Mỗi mẫu thừ được tiêm cho một nhóm thỏ 3 
con, nhiệt độ chênh lệch trong nhóm không quá 1 °c. 
Dung dịch dùng để tiêm thỏ là vắc xin, sinh phẩm nếu ở 
dạng lỏng hoặc được hoàn nguyên bằng dung dịch nước 
hồi chỉnh đi kèm nếu ở dạng đông khô. Trừ một sổ vắc 
xin, sinh phẩm đặc biệt sẽ theo chuyên luận riêng (có thẻ 
được pha loãng bằng dung dịch nước muối sinh lý không 
chứa chất gây sốt).
Tiêm chậm dung dịch vào tình mạch vành tai của mỗi 
thỏ trong khoảng thời gian không kéo dài quá 4 min. 
Thể tích được tiêm cho mỗi thỏ tương ứng với 1 ml/kg 
cân nặng. Nên làm ấm dung dịch đến 38,5 °c trước khi 
tiêm. Đo nhiệt độ thỏ ở những khoảng thời gian tuỳ thuộc 
vào thiết bị sử dụng (nếu đo tay cử 1 h do 1 lần; trường họp 
dùng thiết bị, nhiệt độ được đo tự động theo chương trinh 
cài đặt) trong khoảng thời gian 3 h sau khi tiêm. Nhiệt độ tối 
đa là nhiệt độ cao nhất đo được trong khoảng thời gian này.

Đánh giá kết quả
Đáp ứng cùa mỗi thỏ là hiệu số của nhiệt độ tối đa sau khi 
tiêm mầu tbử và nhiệt độ ban đầu.
Đáp ứng của thỏ bang 0 nếu nhiệt độ toi đa sau khi tiêm 
băng hoặc thấp hon nhiệt độ ban đầu.
Mau thừ được coi là đạt yêu cầu về liêu chuẩn chất gây sốt 
ncu nhiệt độ chênh lệch của môi thỏ < 0,6 °c và tông nhiệt 
độ chênh lệch của 3 thỏ < 1.3 °c. Nếu > 2,4 °c coi như 
không đạt yêu cầu.
Nêu tồng nhiệt độ chênh lệch của 3 thò nằm trong khoảng 
> 1,3 °c đến 2,4 °c thì thử nghiệm cần phàĩ tiến hành thêm 
trcn 3 thỏ khác. Mẩu thử dạt yêu cầu về tiêu chuẩn chất

gây sốt khi tồng nhiệt độ chênh lộch (cộng dồn) của ca 6 
thỏ < 3 °c. Nấu >4,1 °c coi như không đạt ycu cầu.
Nếu tổng nhiệt độ chênh lệch (cộng dồn) của 6 thỏ nầm 
trong khoảng > 3 °c đến 4,1 °c thì cần phải làm thêm lần 
cuối trên 3 thỏ khác. Mẩu thử được coi là đạt yêu cầu về 
tiêu chuẩn chất gây sốt khi tổng nhiệt độ chênh lệch của 9 
thò (cộng dồn) phái < 4,9 °c. Nếu > 4,9 °c coi như không 
đạt yêu cầu vả phải hủy vắc xin hay sinh phẩm thư nghiệm.

15.14 PHƯƠNG PHÁP LÁY MẪU VÀ LƯU MÀU

Tiêu chuẩn này quy định phương pháp lấy mẫu cho các 
loại vắc xin sinh phẩm sau đây:
Các loại vắc xin làm tù vi khuẩn hoặc virus, dùng để phòng 
bệnh cho người.
Các dung địch dùng để hồi chỉnh các sinh phẩm dạng 
đông khô.
Các sinh phẩm điều trị: SAT, SAD,....

PHƯƠNG PHÁP LẨY MẦU 

Nguyên tắc
Phải lấy mẫu ờ công đoạn sản xuất, với sổ lượng đủ tính 
đại diện.
Các mẫu phải lấy trong điều kiện vô khuẩn bằng những 
dụng cụ đã vô khuẩn.

Cách lấy mẫu
Mau được lấy trong các giai đoạn sau:

Lấy mẫu bán thành phẩm cuối cùng
Tiước khi lấy mẫu phài lấc kỹ chai hoặc bình chứa bán 
thành phẩm cuối cùng. Lấy ít nhất 10 ml cấy vào trong 2 
loại môi trường thử.

Lấy mẫu trong quá trình đóng ổng
Đe kiểm tra tính vô khuẩn trong quả trình đóng ống phải 
lẩy mẫu ít nhất tại thời diêm đầu, giữa và cuối quá trình 
đóng óng. Tổng số mẫu lấy tùy thuộc số lượng thành phẩm 
(xem Bảng 15.14).
Đổi với quá trình đóng ống mả sau đó sinh phẩm phải 
đông khô thì sau giai đoạn đông khô cũng phải lấy mẫu đê 
kiểm tra vô khuẩn.

Lẩy mẫu thành phẩm
Mãu thành phẩm cần kiểm tra phài dàm bào đạị diện cho 
cả loạt thành phấm. Mầu lấy kiềm tra phải bao gồm cả mẫu 
của giai đoạn đầu, giai đoạn giữa và cuối cùa quá trình 
đóng ong. Neu loạt bân thành phẩm cùng trong bình chúa 
(tank), nhưng được đóng làm nhiều lần, thì mầu lẩy của 
mỗi lần (gọi là một loạt đóng ổng) phái đại điện cho loàn 
bộ quả trình đóng ống của lẩn đó và được kiểm tra riêng 
về mặt vô trùng, số lượng mẫu cần lấy để kiểm tra do cơ 
quan Kiểm định Quốc gia quy định.

Số lượng mẫu lấy
Mồi giai đoạn phải lấy sô mẫu phù hợp đê kiêm định.

PHỤ LỤC 15
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Bảng 15. ỉ 4 - Số hrợng mẫu được lẩy cho thử nshiệm vô khuẩn vắc xin, sinh phẩm

Thể tích được đóng trong 1 ống hoặc lọ vắc xin, sinh phẩm 
0,5 ml 1 m! đến 1,5 ml > 2 ml

Số lượng thành 
phẩm /loạt Tổng số sx KĐĐP Tổng số sx ; KfM)P Tổng số sx  ; KJ0DP

M Ô M ô i M Ô ! M Ô 1 M ô ! M ô M Ô M 1 ô  ! M Ị Ổ :
! Từ 501 đến 1000 16 16 2 : 8 2 8 : 6 12 3 6 : 3 6 12 12 6 6 6 Ị 6 Ị
. Từ 1001 đến 2000 : 24 1 24 Ị 3 : 12 3 12 8 16 4 Ị 8 ’ 4 1 8 ' 18 18 9 Ị 9 1 9 ị 9 1
Ị Từ 2001 đến 3000 1 24 24 ; 3 1 Ĩ2 ; 3 ! 12 : 10 20 ! 4 1 10 5 i 10 ; 22 22 1 1 Ị 11 ! 11 11

Từ 3001 đển 4000 : 24 24 ị 3 12 1 3 1 12 ị
12 24 1 6 Ị 12 1 6 Ị 12 1 26 26 13 13 1 13 ; 13 !

Từ 4001 đến 5000 32 32 4 ; Ĩ 6 ! 4 16 1 14 28 i 7 ■ 14 7 14 28 28 l ự 14 I 14 j_ 14 ;
Từ 5001 đán 6000 32 32 4 16 I 4 ; 16: 16 32 ■ 8 16 8 16 32 N 2 16 16 ị 16 Ị 16 ị

: Từ 6001 đến 7000 32 32 4 16 ị 4 ; 16 ! 16 32 8 16 . 8 Ị 16 : 34 34 17 ! 17 Ị 17 1 17 IJ
ị Từ 7001 đến 8000 40 40 5 ; 20 ỉ 5 20 • 18 36 9 ị 18 ¡ 9 Ị 18 36 36 18 ị 18 Ị 18 ■ 18 !
Ị Từ 8001 đến 9000 1 40 i 40 ' 5 ; 20 5 . 20 20 40 , 10 I 20 1 10 ; 201 38 1 38 19 : 19 I 19 ; 19
i Từ 9001 đển 10000 ! 40 40 ; 5 i 20 Ị 5 ■ 20 20 40 Ị 10 ; 20 : 10 20 40 40 20 20 Ị 20 J __ 20 ị
! > 10.000 ; 40 . 40 Ị 5 ỉ 20 ! 1 5 20 20 40 i 10 ị 20 ị 10 I 20 40 40 20 1 20 I 20 1 20 *
Ghi chú:
M: Số mẫu được lấy để kiểm định. 0: số lượng lọ vắc xin, sinh phâm lấy để kiểm tra vô khuẩn. 
SX: Kiểm định sản xuất (cấp I). KĐĐP: Kiểm định địa phương (cấp II).

Công thức ỉấy mẫu để kiểm tra theo quy định của Tổ chức 
Y tế Thế giới íà 0,4 ; trong đó N là số lượng ống, lọ
của loạt thành phẩm đó.
Đổi với loạt thành phẩm có ít hơn 100 ống thì phải lấy 
10 % số ống để kiểm tra.
Cân lưu ý: Riêng vói thử nghiệm vô trùng, số lượng mẫu 
lấy ờ mỗi giai đoạn phải đủ cho ít nhẩt 3 lần thử nghiệm 
phòng trường hợp phải nhắc lại thử nghiệm.

Lưu mẫu
Mỗi loạt sinh phẩm thành phẩm đều phải giữ mẫu lưu. 
Mau lưu này được giữ cho đén khi vác xin vả sinh phẩm 
hểt hạn sử dụng. Phải ghi nhãn cẩn thận số loạt và tcn sinh 
phẩm. Các cơ sở sân xuất cần phải lưu một lượng mẫu đủ 
đế có thể tiến hành kiểm tra vô khuẩn lại khi cần thiết.

Sổ lần kiểm định
Thông thường, số lượng mẫu lấy phải bảo đảm cho các thử 
nghiệm kiểm định của 3 cấp như sau: Kiổm định sản xuất 
(kiểm định cấp I); Kiểm định địa phương (kiểm định cấp 
II) và Kiêm định Quốc gia (kiêm định cấp III).
Số lượng mầu lấy để kiểm tra vô khuẩn của sản phẩm 
tối thiểu phái dủ cho kiểm định sản xuất, kiểm định địa 
phương và lưu mẫu. Neu Kiểm định Quốc gia cẩn kiểm 
tra lại thử nghiệm vô khuẩn thì số lượng mẫu thử bằng số 
lượng mẫu mà kiểm định địa phương đã làm.
Trường họp cân hủy một loạt sinh phâm do không đạt tiêu 
chuẩn lý học (đục, tủa) thì toàn bộ số ống đó phải chuyển 
qua kiêm định địa phương để tìm nguyên nhân.
Số lượng thành phâm cần lẩy để kiểm tra vô khuẩn sẽ tùv 
thuộc vào tổng số ống của mỗi loạt vả thổ tích sinh phẩm 
có trong 1 ổng hoặc lọ (Bảng 15.14).

X ửlỷ mẫu
Mẫu kiểm định phải bảo quản theo những quy định phù 
hợp cho từng loại sinh phẩm và phải được tiến hành kiểm 
định ngay. Neu chưa kiểm định được, nhất thiết phải bảo 
quản ở nhiệt độ quy định.
Các mẫu kiểm định phải có thông tin như sau:

Tên sàn phẩm;
Neày sàn xuất;
Số loạt;
Số lượng sản phâm;
Yêu càu kiểm định;
Số lượng mẫu gửi kiểm định;
Ngày lấy mẫu;
Đom vị gửi mẫu;
Hạn dùng;
Dạng đỏng gỏi;
Nhà sản xuất;
Điều kiện bảo quản;
Sổ đăng kí.

PHƯƠNG PHÁP LƯƯ MẦU

Tại cơ quan kiêm định quốc gia chỉ lưu mẫu sinh phẩm ở 
dạng thành phẩm cuổi cùng, mẫu lưu phải được bảo quản 
ít nhất đến khi hết hạn sử dụng.
Mầu lưu do phòng kiểm định cấp 2 giữ tại các cơ sở sản 
xuất. Các mẫu kiểm định cấp 2 được lẩy cùng thời điểm 
với mẫu gửi cho cơ quan Kiêm định Quốc gia. Mẫu gửi 
Kiểm định Quốc gia cần hảo quản đúng nhiệt độ quy định 
trong suốt quá trinh vận chuyển (trong trường hợp đơn vị 
sản xuất ờ cách xa cơ quan kiểm định).

PL-374



Các mẫu lưu của từng sinh phẩm phải được đóng gói cẩn 
thận, gẳn xi (hoặc cỏ băng bão đảm) ngoài bao bì phcải ghi 
rõ các thông tin sau:

Tên sinh phâm;
Số loạt;
Số lượng lưu mẫu;
Ngày lưu mẫu;
Nhiệt độ bảo quản trong thời gian lưu mẫu.

Thời gian lưu mẫu tùy thuộc vào từng loại sinh phẩm và 
hạn dùng của sinh phâm đó.

15.15 XẢC ĐỊNH HIỆU GIÁ HUYÉTTHANH KHÁNG 
ĐỘC TÓ BẠCH HẢỦ

Hiệu giá huyết thanh kháng độc tổ bạch hàu được xác định 
bằng cách so sánh khả năng trung hòa một lượng cổ định 
độc tổ bạch hầu của kháng độc tố bạch hàu thử nghiệm và 
kháng độc tố bạch hầu chuẩn thông qua thừ nghiệm trung 
hòa độc tổ trên chuột lang hoặc trong da thỏ.

Thử nghiệm trung hòa độc tố bạch hầu trcn chuột lang

xác định tiểu độc tố bạch hầu thử nghiệm (L+)
ịỹ  là lượng độc tố bạch hầu nhỏ nhất còn lại sau khi trung
hòa với 1 đon vị quốc té (IU) của khảng độc tổ bạch hầu 
chuẩn đủ để gây chết 1 chuột lang có khối lượng đã xác 
định trong thời gian từ 4 ngày đến 6 ngày.
Pha huyết thanh kháng độc tố bạch hầu chuần với nước muối 
sinh lý (0,85 %) đề có dung địch kháng độc tố chứa 3,0 IU/ml. 
Pha độc tố bạch hàu với dung dịch Jensen pepton để có 
dung dịch độc tố chứa 3 Lf/ml đến 4 Lf/ml.
Trong một dãy ổng nghiệm, lần lượt cho vào mỗi ống:
1.0 ml dung dịch kháng độc tố bạch hàu chuẩn chứa
3.0 IƯ/mỉ, một thể tích thay đổi dung dịch độc tố bạch hầu 
(ví dụ 0,6 ml; 0,7 ml; 0,8 ml; 0,9 ml; 1,0 ml;... tùy theo độc 
tính của độc tố bạch hầu) và nước muối sinh lý để vừa đủ
6.0 ml trong mỗi ống nghiệm.
Lắc đều các ống, để yên ở 37 °c trong 60 min, tránh ảnh sáng. 
Tiêm 2,0 ml vào dưới da đùi cho mỗi chuột lang cân nặng 
từ 250 g đến 300 g, dùng 2 chuột cho mỗi độ pha.
Theo dồi và ghi chép số chuột bị chết trong thời gian từ 4 
ngày đến 6 ngày.
Cách xác định: Hỗn dịch nào có lượng độc tố bạch hầu nhỏ 
nhất sau khi tiêm gây chểt ] 00 % chuột trong vòng 4 ngày 
đẽn 6 ngày sẽ có chứa lượng độc tồ 3 L"76ml hay 1 L+/ 2mỉ 
(một liều tiêrn/1 chuột lang).

Xác định hiệu giá huyết thanh kháng độc tế bạch hầu
Là xác định số đon vị quốc tế kháng độc tố bạch hâu có trong
1.0 ml cùa huyết thanh kháne độc tố bạch hầu thử nghiệm. 
Pha huyết thanh kháng độc tố bạch hâu chuẩn với nước 
muối sinh lý để có dung dịch chứa 3,0 đơn vị quốc tế /ml.
Pha độc tố bạch bầu với dung dịch Jensen pcpton đê có 
dune dịch độc tố chứa 3L+ trong một thể tích đã xác định. 
Pha huyết thanh kháng độc tố bạch hầu thừ nghiệm với 
nước muối sinh lý để có các độ pha 1/300; 1/400; 1/500;
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1/600; 1/700; w ...  tùy theo hiệu giá có thể có được của 
kháng độc tố bạch hầu thử nghiệm.
Trong một dãy ông nghiệm, lần lượt cho vào moi 
ống: Một lượng dung dịch độc tố bạch hầu chứa 3L+;
3.0 inl dung dịch kháng độc tô bạch hầu thử nghiệm ở mỗi 
độ pha loãng và nước muối sinh ỉý để vừa đủ 6,0 ml trong 
mỗi ống nghiệm.
Pha mẫu chứng: Cho vào 3 ống nghiệm lẩn lượt: Một 
lượng dung địch độc tố bạch hầu có chứa 3 L+, một trong 3 
lượng 0,9 ml; 1,0 ml; 1,1 ml dung dịch khảng độc tố bạch 
hầu chuẩn chứa 3,0 IƯ/tnl và sau đỏ một lượng nước muồi 
sinh lý để vừa đử 6,0 ml trong mỗi ống nghiệm.
Lắc đều các ổng, để yên ở 37 °c trong 60 min, tránh 
ánh sáng.
Tiêm 2,0 ml vảo dưới da đùi cho mỗi chuột nhắt, dùng 
2 chuột cho mỗi độ pha.
Theo dõi và ghi chép sổ chuột bị chết trong thời gian từ 
4 ngày đến 6 ngày.

Cách tỉnh hiệu giả
Thử nghiệm chi có giá trị khi mầu chứng có chứa 0,9 mi 
và 1,0 ml dung dịch kháng độc tó bạch hầu chuẩn gây chết 
100 % chuột trong vòng 4 ngày đến 6 ngày và mẫu chứng 
có chứa 1,1 ml dung dịch kháng độc tố bạch hầu chuẩn 
không được gây chết chuột trong thời gian theo dõi.
Dung dịch nào có chứa lượng khảng độc tố bạch hàu thừ 
nghiệm lớn nhất không bảo vệ được chuột trong thời gian 4 
ngày đến 6 ngày gióng như mẫu chứng có chứa 1,0 ml dung 
dịch khảng độc tố bạch hầu chuẩn sè có chứa 1,0 IU/ml. 
Hiệu giá của huyết thanh kháng độc tố bạch hầu được tính 
như sau:

Hiệu giá (IU/ml) = 1,0 X N
Trong đó:
N là .số lần pha loãng kháng độc tố bạch hầu thử nghiệm;
1.0 là sổ ĨU có trong dung dịch kháng độc tố bạch hầu 
chuẩn dùng để trung hòa 1L+ trong thử nghiệm.

Thử nghiệm trung hỏa độc tố bạch hầu trong da thỏ

Xác định tiểu độc tố bạch hầu thử nghiệm (Ư/30) 
L+/30 là lượng độc tổ bạch hầu nhò nhất còn lại sau khi 
trung hòa với 1/30 đơn vị quốc tế (IU) của kháng độc tố 
bạch hàu chuẩn đủ đề gây phàn ứng Shick trên da thỏ 
trong 48 h.
Pha huyết thanh kháng độc tố bạch hầu chuẩn với nước 
muối sinh lý để có dung dịch kháng độc tố chứa 1,0 lU/ml. 
Pha độc tố bạch hầu với dung dịch Jensen pepton để có 
dung dịch độc tố chửa khoảng 1,0 Lf/ml.
Trong một dãy ỏng nghiệm, lân lượt cho vảo mói óng:
1.0 ml đune dịch kháng độc tố bạch hầu chuẩn chứa
1.0 IƯ/ml, một thể tích thay đồi dung dịch độc tố bạch hầu 
(ví dụ 0,2 ml; 0,3 ml; 0,4 ml; 0,5 ml; 0,6 ml; ... tùy theo 
độc tính của độc tố bạch hau) và nước muối sinh lý đê vừa 
đủ 3,0 ml trong mỗi ống nghiệm.
Lắc đều các ống nghiệm và để yên ờ 37 cc  trong 60 min, 
tránh ánh sáng.
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Tiêm 0,1 mì trong da thỏ, loại có cân nặng từ 2,5 kg/con 
đến 3,0 kg/con.
Theo dõi thỏ thử nghiệm và đo đường kính quầng đỏ trong 
vòng 48 h.
Cách xác định: Độ pha nào của độc tố bạch hầu Lạo phản 
ứng Shick với đường kính từ 12 mm đến 15 mtn sẽ cỏ chửa 
30 L/730 trong 3,0 mỉ hay L730 trong 0,1 ml.

Xác định hiệu giả huyết thanh khảng độc tể bạch hầu
Pha huyết thanh kháng độc tố bạch hau chuẩn với nước 
muối sinh lý đế có dung dịch chứa 1,0 đcm vị quốc tế /mỉ. 
Pha độc tổ bạch hầu với dung dịch Jensen pepton đế có dung 
dịch độc tố chứa 30 L+/30 trong một thể tích đã xác định. 
Pha huyết thanh kháng độc tố bạch hầu thử nghiệm với 
nước muối sinh lý để cổ các độ pha 1/300; 1/400; 1/500; 
1/600; 1/700;... tùy theo hiệu giá có thể có được của kháng 
dộc tổ bạch hầu thử nghiệm.
Trong một dãy ống nghiệm, ỉần lượt cho vào moi 
ống: Một lượng dung dịch độc tổ bạch hầu chứa 
30 L730 đă xác định; 1,0 mỉ dung dịch kháng độc tố bạch 
hầu thừ nghiệm ờ mỗi độ pha loãng và nước muối sinh lý 
để vừa đù 3,0 ml trong mỗi ống nghiệm.
Pha mẫu chứng: Cho vào 3 ống nghiệm lần lượt: Một 
lượng dung dịch độc to bạch hầu chứa 30 LV30, một trong 
3 lượng 0,9 ml; 1,0 ml; 1,1 ml dung dịch kháng độc tố 
bạch hầu chuẩn chứa 1,0 IU/ml và sau đó một lưọng nước 
muối sinh lý để vừa đủ 3,0 ml trọng mỗi ong nghiệm.
Lắc đểu các ổng, để yên ở 37 °c Tong 60 min, tránh ánh sáng. 
Tiêm 0,1 mỉ trong da thỏ, loại có cân nặng từ 2,50 kg/con 
đển 3,0 kg/con, dùng 3 thỏ cho mỗi thử nghiệm.
Theo dổi thỏ thử nghiệm và đo đường kính quầng đô trong 
vòng 48 h.

Cách tỉnh hiệu giá
Thử nghiệm chỉ có giá trị khi mẫu chứng chứa 1,0 ml dung 
dịch kháng độc tố bạch hầu chuấn tạo phàn ímg Shick với 
đường kính từ 12 mm đến 15 mm, Hỗn dịch nào chửa 
lượng kháng độc tô bạch hầu thử nghiệm lớn nhất tạo phản 
ứng Shick với đường kính i 2 mm den 15 mm tương đương 
với mẫu chứng chứa 1,0 ml kháng độc tổ bạch hầu chuẩn 
sẽ có chứa 1 IƯ/mi.
Hiệu giá của huyổt thanh kháng độc Lố bạch hầu Lbử 
nghiệm được tính như sau:

Hiệu giá (IƯ/ml) -  1,0 X N
Trong đó:
N là số làn pha loãng kháng độc tố bạch hầu thừ nghiệm;
1,0 là số lư có trong dung dịch kháng độc tố bạch hầu 
chuẩn dùng để trung hòa 30 L730 trong thử nghiệm

15.16 XÁC ĐỊNH HIỆU GIẢ HUYÉTTIiANII KHÁNG 
ĐỘC TỐ UÓNVÁN

Hiệu giá huyết thanh kháng độc tố uốn ván được xác định 
bằng cách so sánh mức dộ bảo vệ giữa liều kháng độc tổ 
uốn ván thử nghiệm và kháng độc tố uốn ván chuẩn dối với
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chuột nhắt trắng có cân nặng từ 16 g đến 18 g sau khi đã 
trung hòa một lượng cố định độc tổ uốn ván.

Xác đỉnh liều độc tổ uốn ván thử nghiệm (L+/10)
L7Ỉ0 là lượng độc lô nôn ván nhỏ nhât còn ỉại sau khi 
trung hòa với 0,1 đơn vị CỊUốc tế (IU) cùa kháng độc tố uốn 
ván chuân đủ đê gây chết 1 chuột có trọng lượng đã xác 
định trong thời gian 96 h.
Pha kháng độc tố uổn ván chuẩn với nước muối sinh lý để 
có dung dịch khảng độc tố uốn ván chứa 0,5 ÍU/ml.
Pha độc tổ uốn ván với dung dịch Jensen pepton để có 
dung dịch độc tố uốn ván 3 Lf/’rnl đến 5 Lf/ml.
Trong một dẫy ống nghiệm, lần lượt cho vào mỗi ống: 1,0 ml 
dung dịch kháng độc tổ uốn ván chuẩn chứa 0,5 lư/ml, một 
thổ tích thay đổi dung dịch độc tố uốn ván (ví đụ 0,1 ml; 
0,2 ml; 0,3 ml; 0,4 ml; 0,5 ml... tùy theo độc tính của độc 
tố uốn ván) và nước muối sinh lý để vừa đủ 2,5 ml trong 
mỗi ống nghiệm.
Lắc đều các ống nghiệm và đổ yên ở 37 °c trong 45 min, 
tránh ánh sáng.
Tiêm 0,5 ml dưới da lưng cho mỗi chuột nhất, dừng 4 
chuột cho mỗi độ pha.
Theo dõi và ghi chép số chuột bị chết trong 96 h.
Cảch xác định: Hồn dịch nào cỏ lượng độc tổ thấp nhất sau 
khi tiêm gây chết chuột trong vòng 96 h sẽ có chứa lượng 
độc tổ 5 L710 trong 2,5 ml hay 1 L+/lũ  trong 0,5 ml (một 
liều tiêm/1 chuột).

Xác định hiệu giá huyết thanh kháng độc tố uốn ván
Hiệu giá huyết thanh kháng độc tổ uốn ván là số đơn vị 
quốc tế (IU) kháng độc tổ uốn ván có trong 1,0 ml huyết 
thanh thử nghiệm.
Pha huyết thanh kháng độc tố uốn ván chuẩn với nước 
muối sinh lv đế có dung dịch chứa 0,5 iU/ml.
Pha độc tố uốn ván với dung dịch Jensen pcpton đổ có 
dung dịch độc tố uổn ván chứa 5 L710 trong 1 thể tích 
xác định.
Pha huyết thanh khảng độc tố uốn ván thử nghiệm với nước 
muối sinh lý để có các độ pha 1/2600; 1/2800; 1/3000; 
1/3200; 1/3400;... tùy theo hiệu giá cỏ thể có được của 
kháng độc tổ uổn ván thử nghiệm.
Trong một dãy ống nghiệm, lăn lượt cho vào môi 
ung: í thể tích dung dịch độc tố uốn ván chửa 5L*/10;
1,0 mỉ dung dịch kháng độc to uốn ván thử nghiệm 
ờ mỗi độ pha loãng và nước muối sinh lý đc vừa đù 
2,5 ml trong mỗi ổng nghiệm.
Pha mẫu chúng: Cho vào 3 ổng nghiệm lần lượt: Một thế 
tích dung dịch độc tố nôn ván chứa 5 L710, một trong 3 
lượng 0,9 ml: 1,0 ml; 1,1 ml dung dịch kháng độc tố uốn 
ván chuẩn chứa 0,5 IU/ml và sau đó một lượng nước muối 
sinh lý để vừa đủ 2,5 ml trong mỗi ống nghiệm.
Lắc đểu các ống nghiệm và để yên ở 37 °c trong 45 min, 
tránh ánh sảng.
Tiêm 0,5 mi dưới da lung cho mồi chuột nhắt, dùng 
4 chuột cho mồi độ pha.
Theo dõi vả ghi chép sổ chuột bị chểt trong 96 h.

DƯỢC ĐIỂN VIỆT NAM V
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Cách tính hiệu giá
Thừ nghiệm chỉ có giá trị khi mẫu chứng có chứa 0,9 inl 
và 1,0 ral dung dịch kháng độc tố uốn ván chuân gây chết 
100 % chuột trong vòng 96 h và mẫu có chứa 1,1 ml dung 
dịch kháng độc tổ uốn ván chuẩn không dược gây chết 
chuột trong thời gian theo dõi.
Dung dịch nào có chứa lượng kháng độc tố uốn ván thử 
nghiệm lớn nhất không bào vệ được chuột trong thời gian 
96 h giống như mầu chứng có chứa 1,0 ml dung địch kháng 
độc tố uốn ván chuẩn sẽ có chửa 0,5 IU/ml.
Hiệu giá của huyết thanh kháng độc tố uốn ván được tính 
như sau:

Hiệu giá (IƯ/ml) = 0,5 X N
Trong đó:
N là số lần pha loãng kháng độc tố uổn ván thử nghiệm; 
0,5 lả so IU có trong 1 ml dung dịch kháng độc tố uốn ván 
chuẩn dùng trong thừ nghiệm.

15.17 XẢC ĐỊNH HIỆU GIẢ HUYẾT THANH 
KHÁNG DẠI

Hiệu giá huyết thanh kháng dại được xác định dựa trên 
nguyên lý của phản ứng trung hòa in vivo của một liều cố 
định virus dại thử thách với các độ pha loãng khác nhau 
của huyết thanh kháng dại.

Xác định hiệu giá của virus thử thách
Chủng virus dại thử thách được dùng trong thử nghiệm 
xác định hiệu giá của huyết thanh kháng dại là chủng CVS 
(Challenge virus strain), được giữ ở dạng hỗn dịch 20 % 
não chuột, bào quản ở nhiệt độ -70 °c.
Làm tan băng nhanh ống đựng chủng virus dại thử thách 
dưới vòi nước chảy.
Pha loãng bậc 10 với dung dịch huyết thanh ngựa thường 
2 % (đã được bât hoạt 30 min ở 56 °C) để có nồng độ từ 
2 X I0'2, 2 X 10'3 .... đến 2 X 10"9.
Trong một dãy ổng nghiệm, lần lượt cho vào mỗi ống: 
0,5 ml hỗn dịch virus cùa mỗi độ pha loãng, từ 2 x l0 '4đển 
2 X 10‘9 và 0,5 ml dung dịch huyết thanh ngựa thường 2 %. 
Lăc đêu các ông, đê yên ờ 37 °c trong 90 min.
Tiêm 0,03 ml vào não của mỗi chuột nhắt, dùng 6 chuột cho 
môi độ pha, cân nặng mồi chuột từ 14 g đến 16 g. Các ống 
chủng được giữ trong nước đả trong suốt quá trình tiêm, 
Theo dõi và ghi chép số chuột bị chết từ ngày thứ 6 đến 
ngày thứ 20 sau khi tiêm.
Tính LDjo theo spearman - Karber.

Xác định hiệu giả huyết thanh kháng dại
Pha loãng huyết thanh khảng dại chuẩn quốc tể, huyết thanh 
kháng dại thử nghiệm vct (rung hòa với virus thử thách:
Pha huyết thanh kháng dại chuẩn quốc tế với nước muối 
sinh lý đê có dung dịch huyết thanh kháng dại chuẩn chứa 
10 đon vị quổc tế (IU)/ml.
Pha huyết thanh kháng dại thử nghiệm với nước muối sinh 
lý đẽ có dung dịch huyết thanh kháng dại thử nghiệm chứa 
khoảng 10 IU/ml.

Pha loãng bậc 5 hai dung dịch trên với dưng dịch huyết 
thanh ngựa thường 2 % đê có các độ pha 1/5; 1/25; 1/125; 
1/625 va 1/3125.
Pha hỗn dịch virus thử thách dã biết hiệu giả để có 
200 LD50/0,03 ml.
Trong một dãy các ổng nghiệm, lần lượt cho vào mỗi ổng: 
0,5 mi huyết thanh kháng dại ở mỗi độ pha loãng và 0,5 ml 
hỗn dịch virus thử thách có chứa 200 LDÍO/0,03 ml.
Lắc đều các ống nghiệm và để yên ở 37 °c trong 90 min. 
Giữ các ống trong nước đá trong suốt quá trình tiêm.
Tiêm 0,03 ml vào não của mồi chuột nhắt, dùng 6 chuột 
có cân nặng từ 14 g đến 16 g cho mỗi độ pha của kháng 
huyết thanh.
Theo dõi và ghi chép số chuột bị chết từ ngày thử 6 đến 
ngày thứ 20 sau khi tiêm.
Xác định so LD<0 của chủng vlnts dại trong thử nghiệm 
(nhóm chứng):
Từ hỗn dịch virus pha để trung hòa có chửa 200 LD5!)/0,03 ml 
đã nêu ở trên, được xem là 10° để từ đó pha loãng bậc 10 thành 
3 độpha 10*1; 10'2 và 10'3.
Trong một dãy ống nghiệm, lần lượt cho vào mỗi ống: 
0,5 ml hỗn dịch virus từ mỗi độ pha và 0,5 mỉ dung dịch 
huyết thanh ngựa thường 2 %.
Lắc đều các ống nghiệm và để yên ở 37 °c trong 90 min. 
Giữ các ống trong nước đá.
Tiêm 0,03 ml vào não cùa mỗi chuột nhắt, dùng 6 chuột 
có cân nặng từ 14 g đến 16 g cho mỗi độ pha của hỗn dịch 
virus dại.
Theo dõi và ghi chép sổ chuột bị chết từ ngày thứ 6 đến 
ngày thứ 20 sau khi tiêm.
Tính LD50 theo bảng spearman - Karber.

Tính kết quả
Thử nghiệm chỉ có giá trị khi số LD50 đề trung hòa huyết 
thanh kháng dại là 100 LD50đến 300 LD50 trong 0,03 ml. 
Tính ED50 của huyết thanh kháng dại theo phương pháp 
spearman - Karber.
Hiệu giá của huyết thanh kháng dạí được tính ra đơn vị 
quốc tế trong 1 ml và bằng:
Antilog(ED50 huyết thanh chuẩn quốc tế: ED5Ũ huyết thanh 
thử nghiệm) X 2 X N 
Trong đỏ:
2 là số IU cỏ trong 1 ml huyết thanh khảng dại chuẩn quốc 
tế dùng trong thử nghiệm;
N là số lần pha loãng huyết thanh kháng dại thử nghiệm.

15.18 XÁC ĐỊNH HÀM LƯỢNG NITO TOÀN PHÀN 
CỦA VẮC XIN VÀ SINH PHẦM BẰNG THUỐC THỦ 
NESSLER

Nguyên lý
Phương pháp dựa vào lính chất của thuốc thử Ncssler cho 
phản ứng màu với ion amoni (NI-V) được tạo thành sau 
khi vô cơ hóa các chất prơlein.
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Plìirơng pháp tiển hành
a. Chvân bị mâu thừ
Cho 0,2 ml chể phâm và 0,2 mi acidsidfuric (71) vào một 
ống thủy tinh và đem đốt trên bếp cát. Đe tăng tốc độ phản 
ứng, thỉnh thoảng cho vài giọt nước oxy già đậm độc (TT) 
vào ống đốt sau khi làm nguội. Khi chế phẩm đă được vô 
cơ hóa hoàn toàn, dung dịch mất màu, cho nước cất vừa đủ 
b mĩ thu được dung dịch A.
Lấy 1 ml dung dịch A vào ổng nghiệm, thêm 8,5 ml nước 
cất và 0,5 ml thuốc thử Nessler, được mầu thử.
b. Chuẩn bị mau trang'. 9,5 ml nước cất và 0,5 ml thuốc 
thử Nessle r (TT) .
c. Dựng điróng chuân
Hút dung dịch amoni Sulfat chuẩn có hàm ỉưựng nitơ 
0,05 ms/ml vào các ống nghiệm theo thử tự sau: 0,1 ml; 
0,2 tnl; 0,3 ml; 0,4 ml; 0,5 mỉ; 0,6 ml và 0,7 ml. Cho nước 
cất vừa đủ 9,5 mí vả 0,5 ml thuốc thửNessỉer (71).
Lắc đểu các ống nghiệm.
Đo quang phô ở bước sóng 420 nm.
Vẽ đưòng cong chuân.
Lượng ni tơ toàn phần trong chế phẩm được tính theo công 
thức sau:

a X b X 6,25 X iOO
X(%)= ----- ..1,0 X 0,2 X 1000

Trong đỏ:
a là lượng Nitơ tìm được trên đường chuẩn (mg); 
b là thể lích duntỉ dịch A (ml);
6.25 ỉà hệ số chuyển đổi nitơ thành protein;
100 là chuyển đổi thảnh phần trăm;
1,0 là lượng mẫu thừ sau pha loãng đem so màu (mi); 
0,2 là lượng mẫu thử đem vô C.Ơ hóa (ml);
1000 là hệ số chuyển đổi g thành mg,
Dung dịch amoni Sulfat chuân có hàm lượng nitơ 0,05 mg/mỉ: 
Cân 0,2375 g amoni Sulfat (đa được sấy khô trong bình 
hút ẩm bàng sitica gel đến khối lượng không đổi), hòa tan 
vào vừa đủ 500 ml nước cất. Dung dịch vừa pha có hàm 
lượng nitơ là 0,1 mg/ml, trước khi dùng pha loãng 2 lần 
bằng nước cất.

Tiêu chuẩn cho phép
Hàm lượng nitrơ toàn phần trong vắc xin và sinh phẩm tùy 
theo vêu cầu đối với từng loại vắc xin và sinh phẩm cụ thể.

15.19 THỬ NGHIỆM NHẶN DẠNG THÀNH PHÀN 
BẠCH HÀU - UỐN VÁN - HO GA TRONG VẮC XIN 
DTwP HẤP PHỤ

Các thành phàn bạch hầu, uon ván, ho gà toàn tế bào trong 
vắc xin DTwP hấp phụ được tiến hành kiểm tra nhận dạng 
theo các bước như sau:

Giải hấp phụ
Vắc xin Bạch hàu - uốn ván - Ho gà (toàn tế bào) hấp phụ 
được tách gel băng cách cho thêm na tri citrat với nồng
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độ 5 % ủ ở 37 °c trong 48 h. Sau đó ly lâm 2000 r/min 
trong 15 min. IỈOcặc ly tâm vắc xin ở 3000 r/min. Cho dung 
dịch EDTA-natri phosphat vào phàn kết tủa sau ív lâm với 
nồng độ 20 %. Đánh đều tạo đung dịch đồng nhất, ủ  ở 
37 °c trong 18 h. Ly tâm 3000 r/min trong 10 min. Nước 
nổi được dùng làm dung dịch kiểm tra. Nước nổi được 
dùng để nhận dạng thành phần bạch hầu và uốn ván bàng 
phản ứng lên bông, cặn ly tâm dùng để nhận dạng thành 
phần ho gà có trong vắc xin bàng phản ứng ngưng kết trên 
phiến kỉnh với các huyết thanh kháng ho gà đặc hiệu.

Nhận đạng thành phần bạch hầu và uốn ván

Phương pháp lên bông
Phương pháp tiến hành (phàn ứng lên bông).
Dùng 5 ống nghiệm thủy tinh có đường kính 10 mm, đánh 
số thử lự từ 1 đến 5 để làm thừ nghiệm kiểm tra sự có mặt 
của thành phần bạch hầu.
Dùng 5 ống nghiệm thủy tinh khác có đường kính 10 tniĩi, 
dảnh sổ thử tự từ 6 đến 10 để làm thử nghiệm kiểm tra sự 
có mặt của thành phần uốn ván.
Huyết thanh chuân kháng độc lố bạch hầu hoặc uốn ván 
được pha loãng đến nồng độ 20 IƯ/ml.
Cho vào dãy ổng nghiệm từ ỉ đến 5 lượng huyết thanh 
chuẩn kháng độc tổ bạch hầu tăng dần đều trong khoảng 
tươĩìg ứng với lượng kháng nguyên giải độc tố bạch hầu có 
trong nước nôi vắc xin. Tương tự, cho vào dãy ổng nghiệm 
từ 6 đến 10 lượng huyết thanh chuẩn kháng độc tố uốn ván 
tăng dần đều trong khoảng tương ứng với lượng kháng 
nguyên giải độc tố uốn ván có trong nước nổi vắc xin. 
Thêm nước muối sinh lý vào các ống cho đủ 1 ml.
Cho vào mỗi ổng nghiệm ỉ ml nước nổi.
Đậy các ống nghiệm bằng giấy parahn. Lắc đều và đặt vào 
nồi cách thủy ở nhiệt độ 45 °c. Quan sát licn tục dưới ánh 
đèn, ghi nhận thòi gian của ống nghiệm đầu tiên xuất hiện 
sự lên bông và khoảng thời gian lên bông (Kf).
Đánh giả kết quả
Hàm lượng Lf/ml của thành phàn bạch hầu hoặc uốn ván 
tỉnh theo công thức:

DƯỢC ĐIÉN VIỆT NAM V

Trong đó:
Vc là thể tích huyết thanh chuẩn kháng độc tố ở ong đầu 
tiên có sự lên bông (ml).
a là số đon vị huyết thanh chuẩn kháng độc tố (lU/ml). 
b là số ml nước nôi.
Hiện tượng lên bông xảy ra chỉ chửng tỏ trong mẫu thử 
nghiệm có chứa giải độc tổ bạch hầu hoặc uốn ván chứ 
không phản ánh công hiệu của giải độc tố.

Ví dụ
Lượng huvết thanh chuẩn kháng độc tố bạch hầu (20 ru/ml) 
và lượng huyết thanh chuẩn kháng độc tố uốn ván (20 IU/ml) 
được cho vào các ống như sơ đồ sau:
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Thể tích Óng số Thể tích
Ỏng số huyết thanh (ml) , (ml)

0,3 6 ! 0,16
2 0,4 7 ! 0,18
3 0,5 8 0,20
4 0,6 9 0,22
5 0,7 10 0,24

Ống sổ 3 lên bông đầu tiên tức hàm lượng Lf/rnl cùa thành 
phần bạch hâu có trong 1 ml vắc xin thừ là:
(0,5 ml huyết thanh X 20IU/ml)/l m l; : 10 Lf/ml 
Tưcmg tự, nếu thấy ông sổ 8 lên bông đâu ticn cỏ nghĩa 
là hàm lượng Lf/ml của thành phần uốn ván có trong ỉ ml 
vắc xin thử là 4 Lí7ml.
Hiện tuựng lên bông xảy ra ở ví dụ này chứng tó trong mẫu 
thử nehiộm có chứa giải độc to bạch hàu hoặc uốn ván chứ 
không phản ánh công hiệu của giải độc tố.

Phương pháp khuy ếch tán miễn dịch kép trên thạch -
Ouchterỉony
Chuân bị các dung dịch:
Dung dịch ỉ : Dung dịch đệm Helena buffer
Cân 18 g đệm Helena Buffer, hoà tan trong nước cất 3 lần,
pha loãng vừa đủ 1500 ml với cùng dung môi.
Dung dịch 2: Dung dịch EDTA 0,15 M, được pha như sau: 
Cân 2,8 g EDTA, hoà tan trong 40 inl nước cất, sau đó điều 
chinh pH về 8,0± 0,3 bằng dung dịch naỉrí hydroxyd (TT), 
thêm vừa đù 50 ml dung dịch bằng nước cat. Sử dụng 
trong vòng 1 tháng kể từ ngày pha.
Dung dịch 3: Dung dịch dĩnatri hvdrophosphat 0,25 M, 
được pha như sau: Cân 4,45 g dinatri hydro phosphat (77), 
hoà tan hoàn toàn trong 80 ml nước cất. thêm nước cất vừa 
đủ 100 ml. Sử dụng trong vòng 1 tháng kê từ ngày pha. 
Dung dịch 4: Hồn hợp bao gom 0,1 mỉ dung dịch EDI A 
và 4,9 ml dung dịch dinatri phosphat.
Dung dịch 5: Pha loàng dung dịch kháng huyết thanh uốn 
ván (NiBSC, 66/21, 1400 IU/ổng) trong 14 ml nước cat 
pha tiêm để tạo thành 100 ILVmỊ lấy ra mỗi tuýp ly tâm 
500 |il, sau đó bảo quản ờ nhiệt độ dưới -20 °c.
Dung dịch 6: Pha loãng giải độc tố uốn ván chuẩn (NIBSC, 
TLFT, 1000 Li/ống) trong 10 ml nước cất pha tiêm để tạo 
thành 100 IU/ml, lẩy ra mồi tuvp ly tâm 500 ]il, sau đó bảo 
quàn ở nhiệt dộ dưới -20 °c.
Giải hàp phụ
Ly tàm 5 ml vắc xin cần kiềm tra ở 3000 r/min trong 10 min. 
Lây 1 ml Dung dịch 4 cho vào phần kết tủa sau khi lv 
tàm, trộn đểu (bang voỉtex) đổ tạo được dung dịch đồng 
nhật. Đổ dung dịch thu được trong tù ấm ờ (37±1) °c ít 
nhài 18 h. Tiếp tục ly tâm dung dịch ờ 3000 r/min trong 
10 min. Chuyên phần dịch nổi sang 1 ống sạch lảm dung 
dịch kiểm tra.
Tiền hành
Làm tan hoàn toàn (đến khi dung dịch trong suốt) dung 
dịch agarose 1 % trong Dung dịch ỉ bằng lò vi sóng hoặc 
đun cách thúy, đẻ nguội đến (56 ± ]) °c.

Dùng pipct 25 ml chuyền 18 ml dung dịch agarosc sang 
bàn phim gelbonđ đã được cố định bằng khuôn thạch.
Đổ mẫu co định trong 15 min (có thể đặt vào tủ lạnh néu càn). 
Đục bản gel thành các giếng có dường kính 4 tnm, như chỉ 
dẫn ờ hình sau:
Nhỏ 10 Ịil antiloxin/antiserum Dung dịch 5 vào giếng 5; 
6; 7; 8
Nhỏ 20 {Lil Dung dịch kiểm tra (mầu thử) vào giếng ỉ ; 2; 3 
và 10 pl vào giếng 9; 10;! 1.
Nhò 10 frì Dung dịch 6 (chứng dương) vào giếng 4, 10t.ll 
chửng âm (dd 7) vào giếng 12.
Đặt bán gcl vào buông ầm bão hòa hơi nước trong 48 h. 
Làm khô hoàn toàn bản gel (cho đến khi bản gel trong 
suốt) bàng giấy thấm nước.
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Nhuộm máu: Ngâm bản gcl trong dung dịch Coomassic 
stain solution (IX) 10 min, trong quá trình ngâm lắc nhẹ 
bản gel bàng máy lắc ngang.
Tẩy màu: Chuyển bàn gei vào bình chứa dung dịch Destain 
solution Coomassie R-250 (IX). Lắc nhẹ bản gcl trong 
5 min.
Rửa lại bản gel bẳng nước cất.
Đe khỏ, đọc kết quà.
Đọc kết quả
Quan sát đường tùa màu xanh của kháng thê uốn ván 
chuẩn với giải độc tố uốn ván trong vắc xin tại vị trí Dung 
dịch kiềm tra (trong khoảng giữa giếng 1 và 9 với giếng 5. 
khoảng giữa giếng 2 và 10 với giếng 6, khoảng giữa giếng 
3 và 11 với giếng 7).
Tiêu chuẩn đảnh giá
Thứ nghiệm có giá trị khi tuân thủ đúng quy trình (các yếu 
tố, điều kiện cùa quả trinh thực hiện là đảm bảo không ảnh 
hường đến kết quà thí nghiệm).
Tại chứng đưimg, xuất hiện đường tủa của kháng the UÔT1 
ván chuẩn với giài độc tổ uốn ván ehuân.
Tại chứng âm, không xuất hiện đường túa.
Thừ nghiệm được coi là có giá trị khi thòa mãn cà 3 tiêu 
chuẩn trên. Nếu không thòa mãn 1 trong 3 tiêu chuẩn, thử 
nghiệm được coi lả không có giá trị.
Đánh giá
vẳc xin được coi là đạt ticu chuẩn khi tại vị trí kiểm tra 
dung dịch (trong khoáng giữa giếng 1 và 9 với giếng 5, 
khoảng giữa giêng 2 và 10 với giếng 6, khoảng giừa giêng 
3 và 11 với giếng 7) xuất hiện đường lửa màu xanh của 
kháng thê nôn ván chuân với giải độc tố uốn ván trong 
vắc xin.
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Nếu kết quả không đạt mà thử nghiệm không có giả trị, lặp 
lại thử nghiệm như lần đầu.
Nếu kết quà không dạt mả thử nghiệm cỏ giá trị thì lặp lại 
thừ nghiệm với số lượng mẫu gap đôi lần đầu.
Ờ làn lặp lại, vắc xin đưọc coi là dạt tiêu chuẩn khi tại vị 
trí kiểm tra dung dịch (trong khoảng giữa giếng 1 và 9 với 
giếng 5, khoảng giữa giếng 2 và 10 với giếng 6, khoảng 
giữa giếng 3 và 11 với giếng 7) xuât hiện đường tủa màu 
xanh cùa kháng thể uốn ván chuẩn với giải độc tố uốn ván 
trong vắc xin. vắc xin được coi là không đạt yêu cẩu khi 
không có đường kết tủa ờ các vị trí trên.

Nhận dạng thành phần ho gà trong vắc xin DTwP
Cặn của vắc xin DTP hấp phụ sau khi ly tâm được ngưng 
kết trên phiến kính với kháng huyết thanh ho gà đặc hiệu 
týp 1,2,3.
Hiện tượng ngưng kết xảy ra chúng tỏ trong mẫu thử 
nghiệm cỏ chửa vi khuẩn ho gà.

Tiêu chuẩn chấp thuận
Cỏ hiện tượng lên bông khi làm phản ứng với huyết thanh 
chuẩn kháng độc tổ bạch hầu, uốn ván và có phàn ứng 
ngưng két với huyết thanh chuẩn ho gà đặc hiệu typ 1,2,3. 
Hàm lượng Lf/m) của giải độc tố bạch hầu < 30 Lf/ml. 
Hàm lượng Lf/ml của giải độc tố uổn ván < 10 Lf/ml.

15.20 XÁC ĐỊNH Độc TÓ THẦN KINH TÒN DƯ 
TRONG VẮC XIN BẠI LIỆT UỐNG

Khỉ dùng để thừ nghiệm có cân nặng không dưới 1,5 kg. 
Dùng khỉ loài Macaca hoặc Cercopithecus. Hỗn dịch bán 
thành phẩm đã lọc phải thử song song với chế phẩm chuẩn 
bằng cách tiêm vào sửng trước tủy sống khi tại đoạn thắt 
lưng. Trước khi tiêm phải lấy máu khỉ và kiểm tra đổ chứng 
tỏ huyết thanh của chủng không chửa kháng thể trung hòa 
đối với tùng týp virus bại liệt. Những tiêu bản tổ chức học 
khi đã đọc xong cần phải được lưu lại trong thời gian 10 
năm để lảm bằng chứng.

Số lượng khỉ
Vắc xin thử và mẫu chuẩn đồng tvp càn thử nghiệm song 
song với so lượng khỉ bằng nhau. Phân chia ngẫu nhiên 
nhóm khỉ sẽ được tiêm vấc xin thử hoặc mẫu chuẩn. Phải 
đạt được ít nhất 11 khỉ dương tính cho vắc xin thừ vả ít 
nhất ỉ 1 khỉ dương tinh cho mẫu chuẩn đối với týp 1 và týp 
2 (khi dương tính là khi có những tôn thương thần kinh 
đặc hiệu do virus bại liệt ở hệ thần kinh trung ương nhưng 
không bị liệt). Đối với týp 3 phải có ít nhất 18 khỉ dương 
lính cho vắc xin thử và 18 khỉ dương tính cho mẫu chuẩn. 
Có thê tiêm một lúc nhiều loạt vắc xin bán thảnh phẩm mà 
chi can 1 mẫu chuẩn đồng týp.
Để có thể có được 11 và 18 khỉ dương tính thường là tiêm 
í 2 vả 20 khỉ tương ứng.
Gây mê khỉ bằng ketamin hyđroclorid hoặc những thuốc 
gây mê phù hạp khác.
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Hàm lưọng virus của vắc xin thử và mẫu chuẩn trong 
liều tiêm
Hàm lượng virus cùa vẳc xin thử và mẫu chuẩn đồng týp 
tiêm cho khỉ phải càng giống nhau càng tổt và nằm trong 
khoảng 1Q5'5 đến 10Ổ'5 CC1D5o/0,1 ml. Chỉ tiêm một đậm độ.

Theo dõi khỉ sau tiêm
Theo dòi khỉ sau tiêm từ 17 ngày đốn 22 ngày để phát 
hiện triệu chứng nghi do virus bại liệt hoặc các vỉrus khác. 
Những khi sống qua 24 h và chết trước 11 ngày sau tiêm 
cẩn phải giải phẫu để xác định xem có phải chết do virus 
bại liệt hay không.
Tất cả nhũng khỉ chết do những nguyên nhân không phải 
virus bại liệt thì không tính vào két quả nhưng vẫn phất ghi 
vào phiếu theo dõi.
Những khỉ liệt nặng hoặc hấp hối và tất cả những khỉ sống 
qua giai đoạn theo dõi đều phải giải phẫu đại thể và vi thể.

Số lượng các tiêu bản phải đánh giá
* Phải làm tiêu bản từng con khi để kiểm tra tổ chức học ít 
nhất các vùng sau:
Tủy sống: Vung phỉnh lưng, vùng phình cổ.
Phần trên và phần dưới của hành túy.
Não giữa (mesocephalon).
Cầu não, tiểu não.
Đồi thị.
Vùng vận động của vỏ não.
Tiêu bản cắt mỏng 8 pm đen 15 |im và nhuộm gallocyanin 
hoặc nhuộm Nissl.
* Sổ tiêu bản tối thiểu phải kiểm tra như sau;
12 tiêu bản đại diện cho vùng phình lưng.
10 tiêu bản đại diện cho vùng phình cổ.
2 ticu bản vùng hành tủy.
1 tiêu bân vùng cẩu não và tiểu não. 
ỉ tiêu bản não giữa.
Đồi thị phải và trái, mỗi bên 1 tiêu bản.
Vỏ não bán cầu phải và trái mỗi bên 1 tiêu bản.

Cho điểm hoạt tính vìrus trên tiêu bản
Dùng phương pháp cho điểm theo mức độ tổn thương để 
đánh giá hoạt lính của virus trong tìmg nửa tiêu bàn. Kiểu 
tồn thương như lả thâm nhiễm tc bào hoặc phá hủy te bào 
thần kinh đều quan trọng, các tổn thương được cho điểm 
như sau:
Điểm 1 - Chi có thâm nhiễm tế bào (điểm này không đủ để 
tính là khỉ dương tính).
Điểm 2 - Thâm nhiễm tể bào và có hủy hoại nơron tối thiểu, 
Đi em 3 - Thâm nhiễm tế bào với hủy hoại nhiều nơron. 
Điêm 4 - Hủy hoại nhiều nơron có hoặc không có thâm 
nhiềm tế bào.
Ghi điểm và báo cáo theo biểu mẫu chuẩn.
Khỉ có tổn thưong nơron nhung không có vết tiêm vẫn 
được coi là khỉ (+).
Khỉ có vết tiêm trên tiêu bản nhưng không có tổn thương 
nơron là khi (-)•
Tiêu bản có tôn thương do tiêm nhưng không cỏ tổn thương 
virus đặc hiệu thi không tính diêm.
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Đọc và cho điểm từng nửa tiêu bàn (NTB) của vùng thắt 
lung (L); cổ (C); não (B).
Điểm tồn thương cùa từng COI1 khỉ dương tính được tỉnh 
như sau:

DƯỢC ĐIỂN VIỆT NAM V

LS

Tồng số điểm L 
Tổng số NTB

Tổng số điếm c 
Tồng số NTB 

3

Tổng số điềm B 
Tồng số NTB

Đánh giá thử nghiệm độc tính thẩn kinh
Dựa trên hoạt tính ở vừng phình lưng và mức độ lan truyền 
lên vùng phình cổ và não, so sánh hoạt tính giữa vắc xin 
thừ và mẫu chuẩn.
Việc xuất xưởng hoặc hủy bò vác xin dựa trôn điểm tổng 
thể của toàn bộ súc vật thử nghiệm. Những khỉ có hoạt tính 
cao khác thưòng hoặc ở vùng thắt lưng hoặc ở mức độ lan 
truyền đều phải tính đến trong đánh giá cuối củng.
Bán thành phẩm đã lọc đạt tiêu chuẩn nếu số khỉ dương 
tính đạt yêu cẩu và không có khác biệt có ý nghĩa thống 
kê về làm sàng cũng như tồ chức học giữa vắc xin thử và 
mẫu chuẩn.

15.21 XÁC ĐỊNH CÔNG HIỆU CỦA VẮC XIN BẠI 
LIỆT UỚNG

Xác định công hiệu (hiệu giá) của vắc xin bại liệt uống 
gôm 2 nội dung:
Xác định hiệu giá virus trong vắc xin bán thành phẩm 
(đơn týp).
Xác định hiệu giá virus trong vắc xin thành phầm (tam liên).

Xác định hỉệu giá virus trong vắc xin bán thành 
phẩm (đơn týp)

Nguyên tắc
Công hiệu của vắc xin phòng bại liệt uống được xác định 
bởi liều gây hủy hoại 50 % tế bào cảm thụ Hep-2 Cincinnati 
(CCID50) trong phương pháp vi lượng.

Tiến hành
Pha loãng bậc 10 mẫu chuẩn và vẳc xin càn thử từ 10‘' đến 
10'8 bằng môi trường duy tri tế bào.
Cho 0,1 ml các đậm độ virus vào mồi giếng của phiến 
nhựa, mỗi đậm độ dùng từ 8 íiiếng đến 10 giếng.
Cho 0,1 ml hỗn dịch tế bào chứa 1.10J tẻ bào Hep-2 vào 
mỗi giếng.
Đậy nắp phiến nhựa và cho các phiến nhựa vào tủ 5% C02, 
nhiệt độ nuôi cấy là 36 °c trong 7 Iigàv.

Theo dõi
Theo dõi sự hùy hoại của tế bào từ ngày thứ 3 đến ngày 
thứ 7.

Tính kết quả
Đọc kết quả cuối Cline vào ngày thứ 7 và xử lý sổ liệu theo 
phương pháp thống kê Recíi-Mucnch hoặc Karber.

ĩhí nghiệm có giá trị nểu hiệu giá cùa vắc xin mẫu chu án 
sai sô — 0,5 so với hiệu giá đã biết (tính theo log!0 hiệu giá).

Xảc định hiệu giá của vác xin bại liệt uống trong 
thành phẩm tam liên

Nguyên tẳc
Vắc xin bại liệt uống tam liên bao gồm 3 týp virus bại liệt 
sống giảm độc, do đỏ cần xác định hiệu giá của từng týp 
thành phần (tỷp 1, týp 2, týp 3) và hiệu giá tổng cả 3 týp 
(týp 1 + týp 2 + týp 3). Muốn chuẩn độ hiệu giá của từng 
týp phải dùng kháng huyết thanh (KHT) đặc hiệu để trung 
hoà 2 týp còn lại. Iliệu giá của vắc xin Sabin được tính bằng 
lượng virus Sabin gây hủy hoại 50 % tế bào cảm thụ trong 
1 liều dùng cho người (số CCID50/0,1 ml) (CCIDÍ0 Cell 
Culture Infective Dose).

Các bước tiến hành
Pha loãng bậc 0,5 loglO vắc xin mẫu chuẩn và vắc xin thừ 
bằng môi trường duy tri.
Pha hỗn dịch kháng huyết thanh số 1 chứa kháng huyết 
thanh týp 2 và týp 3.
Pha hỗn địch kháng huyết thanh sổ 2 chứa kháng huyết 
thanh lýp ] và týp 3.
Pha hỗn dịch kháng huyết thanh số 3 chửa kháng huyết 
thanh týp 1 và týp 2.
Cho 0,05 ml/giếng hỗn dịch kháng huyết thanh số 1 vào 
phiến sổ 1 (xác định hiệu giá týp 1).
Cho 0,05 ml/giếng hỗn dịch kháng huyết thanh số 2 vào 
phiến sổ 2 (xác định hiệu giá týp 2).
Cho 0,05 ml/gĩếng hỗn dịch kháng huyết thanh sổ 3 vào 
phiến số 3 (xác định hiệu giá týp 3).
Cho 0,05 ml/giếng môi trường duy trì vào tất cả các giếng 
của phiến số 4 (xác định hiệu giá tổng).
Cho 0,05 ml cùa từng độ pha loãng vắc xin vào các dãy 
tương ứng của cả 4 phiến, mỗi độ pha loãng gây nhiễm 8 
giếng. Bắt đầu gây nhiễm từ độ pha loãng cao nhất.
'rhêm 0,05 ml môi trường duy trì vào các giếng chửng huyết 
thanh (SC - serum control) và chứng tế bào (CC- cell control). 
Đậy nap phiển cho vào tủ ấm 5% C 02. Trong trường hợp 
để tủ ấm thường thì gói kín trong giấy bạc hoặc trong 
tủi nilon.
ử  ở nhiệt độ 36 °c trong vòng 3 h để virus và kháng huyết 
thanh đặc hiệu kết hợp với nhau.
Chuẩn bị hỗn dịch tế bào Hep-2 nồng độ 1 - 2 X 107 mỉ 
rồi cho 0,1 ml hỗn dịch này vào toàn bộ các giếng của cả 4 
phiến. Nồng độ này thường đảm bào tế bào sẽ mọc thành 1 
lóp trên phiến trong vòng 2 ngày đến 3 ngày.
Dậy nắp phiến rồi cho vào tủ ấm 5% C 02. Trong trường 
họp để ờ tủ ấm thường thì dán kín băng màng dán phiến 
(microtest film), 
ủ ở 36 °c trong 7 ngày.

Theo dõi và tính kết quả
Theo dõi sự hủy hoại cùa tể bào và tính kết quá như đã 
trình bày ờ phàn trên. Te bào ờ các giếng chứng huyết 
thanh vả chứng tế bào phải phát triển tốt.
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Vắc xin thảnh phẩm coi như đạt yêu cầu nếu:
Tỷp 1 có ít nhất lO6,0 CCID5(/0,lml
Týp 2 có ít nhất 10̂ -° CCĩD50/0,lml
Týp 3 có ít nhất KL'1 CCID3o/0,lmI
Toàn bộ qui trình xác định công hiệu của vắc xin bại ]jộl
uổng phải được tiến hành trong điều kiện vô khuẩn

15.22 XÁC ĐỊNH CÔNG HIỆU THÀNH PHẦN UỐN 
VÁN TRONG VẮC XIN HẤP PHỤ CHỨA Gí ẢI H ộc 
TỐ ƯÓN VÁN

Công hiệu của thành phần uốn ván trong vắc xin DTwP 
được xác định bàng phương pháp so sánh liêu hữu hiệu 
50 % (ED5o) của vắc xin chuẩn và vắc xin thừ. Kổt quả 
được tỉnh bang phần mem Probit analysis (phần mềm 
WHO program).

Miễn dịch

Pha vắc xỉn
Sử dụng ít nhất 3 đèn 4 độ pha loãng bậc 2 nhưng không 
quá 5 độ pha cho cả vắc xin mẫu chuẩn và vắc xin mẫu 
thừ trong dung dịch đệm sinh lý (dung dịch natrì clorid 
0,85 %)
Các độ pha vắc xin được chọn trên nguyên tắc ED50 không 
nằm lệch ngoài khoảng giữa độ pha loãng cao nhất (liều 
miễn dịch thấp nhất) và độ pha loãng thấp nhất (liều mien 
dịch cao nhất), có nghĩa là chọn sao cho ở độ pha loãng 
có thể bảo vệ được 50 % động vật thí nghiệm rơi vào giữa 
đường cong.
Tại mỗi phòng thi nghiệm có thể căn cứ vào các sổ liệu 
trước đó và chủng loại chuột sử dụng trong thử nghiệm để 
chọn độ pha phù hợp. Nốu không có các số liệu trước đó 
có thể tham khảo cách pha dưới đây.
Đối với vắc xin mẫu chuẩn, có thể chọn 3 độ pha bậc 2, 
trong đó độ pha loãng thấp nhất (độ pha đầu tiên) chứa 
20 IU/ml. Các độ pha tiếp theo là 10 IU/ml và 5 IU/ml. 
Đối với vắc xin thử, tuỳ theo hàm lượng kháng nguyên 
giải độc tố uốn ván chứa trong vắc xin và bản chất của loại 
vắc xin (háp phụ, có hay khônu có thành phần ho gà) cỏ 
thể chọn 1 trong 2 dải pha loãng bậc 2 với độ pha loãng 
đầu tiên 1/10 đến 1/15 (vác xin TT, TD, Td) hay 1/25 đến 
1/40 (vắc xin DTP, DTP-Hib -  Heb...). Các độ pha tiếp 
theo theo bậc 2 tính từ độ pha đau tiên.

Tiêm miễn dịch
Mỗi độ pha của vắc xin mẫu chuẩn và vắc xin mẫu thử 
được tiêm dưới da ít nhất cho 16 chuột nhắt trang khỏe 
mạnh, 4 đến 5 tuần tuổi, có cân nặng mỗi chuột từ 14 g đến 
20 g nhưng không được chênh lệch quá 4 g, liều tiêm mỗi 
con 0.5 mỉ. Dùng chuột cùng giới tính; nếu không cùng 
giới tính phải chia đều số chuột đực, cái vào các nhóm và 
nhốt riêng.
Sau tiêm miễn dịch, chăm sóc và theo dồi chuột trong 28 
ngày và tiến hành tiêm thừ thách.
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Tiêm thử thách

Xác định liều độc tố thử thách
Chỉ sử dụng độc tố có ít nhất 10000 LD50/Lf. Độc tố được 
pha loãng ngay trước khi sử dụng để có các độ pha như: 
0,0004 Lử mĩ; 0,0002 Lf/ ml; 0,0001 ư f  ml vả 0,00005 Lf'ml. 
Mồi độ pha tiêm cho một nhóm gồm 5 con chuột nhắt trang, 
mỗi chuột có cân nặng 16 g ± 0,3 g.
Theo dõi chuột hàng ngày trong 96 h, ghi lại số chuột còn 
sổng trong mỗi độ pha.
Độ pha loãng độc tổ gây chết 50 % số chuột vào ngày thứ 
4 (sau 96 h) được tính lả 1 LDS0.

Tiềm thử thách
.Dựa vào kết quả LD50 được xác định ở trên để độ pha dung 
dịch độc tố thừ thách tương ứng với 100 LD30/ml trong 
dung dịch Jensen vô khuẩn cỏ Ị % pepton.
Sau 28 ngày toàn bộ chuột đã miễn dịch bời vắc xin mẫu 
chuẩn và mẫu thử được tiêm dưới da 0,5 ml với liều độc tố 
thử thách chúa 100 LD5(|/ml (50 LD50/0,5 ml).
Nhóm chuột chứng: Tù dung dịch độc tố thử thách pha 
thành 3 độ pha 2 LD50, 1 LD50 0,5 LD50. Mỗi độ pha tiêm 
cho 5 chuột nhắt trắng có cân nặng 16 g ± 0,3 g.

Theo dõi chuột
Theo dõi chuột thử thách hàng ngày trong 5 ngáy. Ghi lại 
số chuột sống, chết, liệt ở mồi độ pha miễn dịch của cả vắc 
xin mầu thừ và mẫu chuẩn.
Triệu chửng liệt uôn ván:
Liệt cứng hoặc co giật kích động (sau thử thách 2 ngày). 
Chuột đi nhón cao chân và chân sau liệt co cứng tiếp đến 2 
chân trước. Khi nắm vào chuột cảm thấy rất cứng do các cơ 
bị co cứng, cổ cong vẹo về phía lưng. Khi kích thích bang 
tiếng động như quẹt bút trôn nắp thanh lồng chuột, những 
chuột này sẽ phản úng bang cách co cứng cơ hoặc co giật.

Tính kết quả
Dựa vào số chuột sổng sót trong mỗi độ pha, công hiệu 
được xác định bans phương pháp Probit analysis (Phan 
mềm WHO program).

Thử nghiệm có giá in tin cậy nếu:
Liều độc to thử thác]} chứng minh được chứa từ 50 đến 
200 LD50.
ờ  độ pha loãng thấp nhất (liều miễn dịch cao nhát) bảo vệ 
được trên 50 % động vật thí nghiệm, 
ở  độ pha loãng cao nhất (liều miễn dịch thấp nhất) bào vệ 
được ít hơn 50 % động vật thí nghiệm. Dồ thị biếu diễn sự 
tương quan giữa liều miễn dịch và đáp ứng trôn chuột cùa cả 
vắc xin chuẩn và vắc xin thử phải song song và tuyến tính.

Tiêu chuấn chấp thuận
Tiêu chuẩn công hiệu của thành phần uổn ván trong vắc 
xin tùy theo ticu chuẩn qui định cùa Tổ chức y tế thê giới 
cho loại vắc xin đó. Trong đó giới hạn tin cậy, công hiệu 
cùa vắc xin phải nằm trong khoảng từ 50 % đến 200 % so 
với công hiệu quí định và giới hạn dưới phải đạt tối thiêu 
bang liêu chuẩn công hiệu qui định của vắc xin đó.
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15.23 XÁC ĐỊNH CÔNG HĨỆUTHÀNH PHÀN BẠCH 
HẦU TRONG vác: XIN HẤP PHỤ CHỬ A GIẢI Đ ộ c  
TO BẠCH IIẦl)

Xác định công hiệu cùa giãi độc tổ bạch hầu hoặc thành 
nhần bạch hầu trong vắc xin phoi hợp, hấp phụ được xác 
định bàng 1 trong 2 phương pháp: Thử thách trên chuột 
lang hoặc chuẩn độ huyết thanh chuột nhắt trôn tổ bào Vcro.

PHƯƠNG PHÁP THỪ THÁCH TRÊN CHUỘT LANG

Miễn dịch cho chuột
Sử dụng ít nhất 3 độ pha loãng bậc 2 (nhưng không quá 5 
độ pha) cho cả vắc xin mầu chuẩn và vắc xin thừ. Mồi độ 
pha dùng ít nhất 16 chuột lang khoè mạnh, 3 đến 5 tuần 
tuôi, chưa sử dụng cho bất kỳ mục đích nào trước đó. Càn 
nặng mỗi chuột từ 250 g đến 350 g. Có thể sừ dụng chuột 
khác giới nhưng phài phân chia đều cho các độ pha vác xin 
và nhốt riêng lông,
Các vắc xin được pha hang nước muối sinh lý vô khuẩn và 
lựa chọn các độ pha sao cho ED50 trung bình không nam 
ngoài các độ pha loãng cùa vắc xin. Mỗi chuột trong các 
nhóm miễn dịch được tiêm dưới da 1 ml huyền dịch của 
độ pha vắc xin tương ứng. Thời gian miễn dịch là 28 ngày. 
Chọn ra 3 nhóm chuột đổi chửng, mỗi nhóm 4 con đến 6 
con, không tiêm gì và nuôi song song với các nhóm chuột 
miễn dịch bời vắc xin.
Vi dụ pha vâc xin mâu chuẩn và vắc xin mẫu thừ như sau: 
Văc xin bạch hầu mẫu chuẩn chứa 180 IU/ống được hoàn 
nguyên trong 18 ml nước muối sinh lý (NMSL), pha thành 
ít nhất 3 độ pha loãng bậc 2 đe có các độ pha tương ứng với 
10 IU/ mi; 5 IU/ ml và 2,5 IU/ m! như sau:
A (1/18) = 1 ong vắc xin mẫu chuẩn + 18 inl NMSL
B (1/36) = 9 mỉ A + 9 ml NMSL
c  (1/72) -  9 ml B + 9 ml NMSL
Vắc xin mẫu thừ cùng được pha thành ít nhất 3 độ pha 
loãng bậc 2 băng nước muối sinh lý vô khuẩn như sau:
A (1/ 20) = 1 ml vẳc xin mẫu thử + 19 ml NMSL 
B(l/40) = 9ml A + 9mlNMSL
c  (1/80) = 9 mi B + 9 ml NMSL

Thử thách
Hộc tố bạch hầu dùng cho thừ thách phải có ít nhất 10 000 
LD50';Lf. Sau 4 tuần, toàn bộ chuột lang đã tiêm miền dịch 
được tiềm thư thách dưới da 1 ml độc tố bạch hàu chứa 
100 LDsi/ml.
Pha loãng độc tố bạch hầu để có dung dịch chứa l LDịo, 
dùng tiêm dưới da cho nhóm chuột đối chứng, mỗi con 
1 ml.
Theo dõi chuột hàng ngày trong 5 ngày, ghi lại số chuột 
sông và chèl trong mồi độ pha miền dịch và các nhóm 
chuột đổi chứng.

Tính kết quả
Căn cử vào sô chuột song sót trong mồi độ pha vac xin vào 
ngày thứ 5 sau khi thử thách, còng hiệu vác xin được xác 
định bằng phương pháp Probit analysis.

Dược ĐIÉN VIỆT NAM V

Vắc xin đạt yêu cầu về công hiệu bạch hầu nếu cỏ không 
ít hon 30 IU trong một liều đơn vắc xin cho người với điều 
kiện 95 % khoảng tin cậy của công hiệu tìm được năm 
trong giới hạn từ 50 % đán 200 %, hoặc khi giới hạn cận 
dưới cua 95 % khoảng tin cậv của công hiệu > 30 IU trong 
một ỉicu đon vắc xin cho người.
Thừ nghiệm có giá trị khỉ:
Liều thừ thách chứng minh chứa xấp xi 50 - 200 LD5o/mL 
Giá trị ED50 trung bình của vắc xin mầu chuân và vắc xin 
thừ nam trong khoảng giữa liều miễn dịch thấp nhất và 
cao nhất.
Thử nghiệm cần đáp ứng được tiều chuẩn về tính tuyến 
tính và tính song song giữa liều miễn dịch và sự đáp ứng 
cùa chuột giữa vac xin chuẩn và mẫu thừ.

PHƯƠNG PHÁPCHƯẮN ĐỘ HUYẾT THANH CHUỘT 
NHÁT TRÊN TẺ BÀO VERO

Miễn dịch cho chuột
Mồi vắc xin mẫu chuẩn và vắc xin mẫu thừ được tiến hành 
4 độ pha loang bậc 2. Các vắc xin được pha loâng bời nước 
muối sinh lý vô khuẩn. Lựa chọn các độ pha vắc xin căn 
cú vào hàm lượng giải độc tố bạch hầu có trong từng loại 
vắc xin.
Mỗi độ pha tlùng ít nhất 8 chuột nhắt trắng khỏe mạnh, 
chưa sừ dụng cho bất kỳ mục đích nào trước đó. Cân nặng 
chuột từ 12 g/con đến 14 g/con, 3 đến 4 tuần tuổi, cùng 
giới (nếu khác giới phải phân đều cho các dộ pha khác 
nhau và nhốt riêng lồng).
Mỗi chuột trong từng nhóm được tiêm dưới da 0,5 ml 
huyền dịch vắc xin tương ứng với từng độ pha của vắc xin 
mẫu thử và mẫu chuẩn. Thời gian miền dịch là 5 tuần.
Vi dụ: Pha vâc xin mâu chuãn và thử như sau:
Văc xin bạch hầu mầu chuân chứa 688 JU được hoàn 
nguyên trong 8 ml nước muối sinh lý de cỏ hồn dịch (*) 
chứa 88 IU/ ml. Tiếp tục pha loãng bậc 2 để có 4 độ pha 
A - B - c  -1) như sau:
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A (1/2) 8 tnl (*) 1 8 mỉ NMSL
B (1/4) 8 nil A -!• 8 mt NMSL
c  ( 1/8 ) 8 ml B + 8 ml NMSL
D (1/16) 8 ml c •f 8 m! NMSL
Ví dụ vắc xin thừ pha như sau 
A (1/5) = 4 ml vắc xin i 16 ni! NMSL
B (1/10) 8 rnl A - <8 ml NMSL
c  ( 1/2 0 ) 8 ml B 1 8 ml NMSL
D (1/40) 8 ml c  1 8 tnl NMSL

Lấy máu và thu thập huyết thanh chuột miễn dịch
Sau khi tièm miễn dịch 5 tuan, mỗi chuột được lấy máu 
riêng rẽ (lấy máu tim bang bơm tiêm loại 1 ml vô trùng) và 
tách lấy huyết thanh miễn dịch. Huyết thanh được bất hoạt 
ờ 56 °c trong 30 min. Sau đó cỏ thó ghì các mầu huyết 
thanh chuột mi cu dịch ờ nhiệt độ -20 'C chu đen khi chuẩn 
dộ huyết thanh trên tế bào.
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Chuẩn độ kháng the kháng bạch hầu trên tế hào Vero

Chuẩn bị tế bào Vero
Chuẩn bị môi trường Mỉ 99:
Môi trường MI99 bột khô hòa tan trong mrớe cat 2 
lần. Điều chinh (ten pH 7.0 - 7,2 bằng dung dịch natri 
hicarbonat. Môi trường nuôi cấy tể bào có chửa pcnicilin 
và streptomycin và 5 % đến 10 % huyết thanh bào thai bê. 
Nuôi té bào Vero:
Te bào Vero giữ trong nitrogen lòng được lấy ra và làm tan 
băng nhanh dưới vòi nước. Ly tâm loại bò phần nước. Cận 
đưọ'c hòa trong môi trường M ỉ 99 và I1L1ÔĨ trong chai nhựa 
25 cm2 ủ ờ 37 “C. Sau 4 đến 6 ngày, khi tế bảo mọc kín 
thành một lớp. dùng dime dịch trypsin 0,25 % tách tế bào 
và cẩv chuvền qua chai nuôi tế bào 75 cm2. Tiêp lục ủ ờ 
37 °c trong 4 ngày đến 6 ngày. Khi tế bào mọc kín thành 
một lóp, dùng dung dịch trvpsin 0,25 % tách tế bào. Pha 
thành hỗn dịch tế bào có đậm độ là 2,5 X 1 o5 tế bào/ml 
dùng đe chuẩn dộ.

Tun liều dộc tố bạch hầu ức chế tế bào Lm/ỈO 000 
Liều độc tổ Lm/10 000 là liều độc tổ tối thiêu sau khi trung 
hòa với 0.0001 IU kháng độc tố bạch hầu còn khả năng ức 
ché sự phát trien của tế bào Vero.
Xác định liều Lm/10 000 cùa độc tố bạch hầu bằng phương 
pháp sau đây:
Độc tố bạch hàu chuẩn được pha loãng thành nhiều nồng 
độ khác nhau trong môi trường M199 để có nồng độ 
khoảng 0,2 Lf/ml.
Pha loãng dộc tố hạch hầu 0,2 Lf/ml trên phiến chuẩn độ 
từ cột 1 đến 11.
Thêm huyết thanh chuân kháng bạch hâu có nông độ 
0,002 IƯ/ml vào các giếng trên.
Sau khi ủ phiến 1 h ờ nhiệt độ phòng, thêm vào tắt cà các 
giếng dung dịch tế bào vero có nồng độ 2,5 X 105 tể bào/ml. 
Lẳc nhẹ và dản kín phiến bằng giấy dán phiến.
Ù ờ 37 °c trong 5 ngày đến 6 ngày.
Đọc kết quà và tính liều Lm/10 000 của độc tổ bạch hầu.

Chuẩn độ kháng thể kháng bạch hầu trên té bào Vero
Mồi phiến dùng đè chuẩn độ 8 mẫu huyêt thanh cùa 1 độ 
pha vắc xin.
Cho 50 Ịil môi trường M I99 vào tất cà các giếng cùa phiến 
(trừ giếng A1( và AỊ2) Riêng giếng Gn, Gp, Hn. Hi2 cho 
100 pl. *
Lav 8 mẫu huyết thanh chuột đà tiêm miễn dịch cùa mồi 
độ pha vắc xin cho lân lượt vào các giếng từ Á| đến H], 
mồi giếng 50 Ịil. Pha loãng bậc 2 từ dãy sổ 1 đến dãy số 10. 
Huyết thanh chuẩn kháng bạch hầu có 10 ỊU/ml pha thành 
0,008 IU/ ml (**).
Cho 50 Ịil huyết thanh (**) vào các giếng An. Ap và Bu , 
Bp. Từ B[[ và B|2 pha loãng bậc 2 xuổng Cj|. c ỉ2 và Dn. 
D |?; sau khi pha loãng và trộn đều ờ các giếng D[|. Dp thì 
bỏ đi 50 pl ở mỗi giếng trong 2 giếng này.
Pha độc tô chuản đè có liêu Lm/10000, cho 50 pl dộc tố vào 
tất cà các giếng trừ giếng Gu, Gp. H|J, Hp (chứng tế bào).
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Lắc phiên và ủ 1 h ờ nhiệt độ phòng. Cho thèm vào các 
giếng 50 ui hồn dịch tố bào có đậm độ 2,5 X l(p te bào/ml. 
Dán kín phiến băng màng dán phiên và đê ừ 37 ”C trong 
5 ngàv don 6 ngày. Đọc kết quà.

DƯỢC ĐI ẺN VỈẸT NAM V

Cách đọc và tỉnh kết quả
Có thể đọc kết quả bang cách trực tiểp soi các giếng chuẩn 
độ dưới kính hiển vi phản pha hoặc dựa vào việc đổi màu 
đề phân biệt giếng “âm tính” và “dương tính”. Sự thay đổi 
màu từ đỏ sang vàng được coi như không có sự ức chê 
trao đồi chất do các độc tố đã bị trung hòa bời các kháng 
thể kháng độc tố. Hiệu giá kháng thể được tính theo điểm 
là giếng cuối cùng vần còn té bào mọc (môi trường có 
màu vàng).
Căn cử vào số giêng “dương tính”, tính kết quả theo phân 
mềm Parallel line (phần mềm WIIO program).
Thử nghiệm có giả trị khỉ:
Giếng An - Dịị và Ap - Dp cho thấv rõ liều Lm/10000 
được pha đúng: Sau 6 ngày không xảy ra sự ức chê trao 
đổi chất ờ giếng A|! - Ap và Bn - B12 (màu vảng). Ngược 
lại có xảy ra sự ức che trao đôi chất ờ giếng Cu - Ci2 và 
Du - Dp (màu đỏ).
Sự ức chế trao đổi chất sẽ xảy ra ờ giếng Eli - E]2 và 
Fh - F |2 (màu đỏ) là những giếng chứng độc tó (không có 
kháng huyết thanh để trung hòa độc tố nên dộc tố đã gây 
hủy hoại tc bào).
Ở các giếng G|[ - (Ìj2 và Hn - Hp các te bào phát triến 
bình thường và môi trường cỏ màu vàng, dó là những 
giếng chứng te hào (không có độc tố và kháng huyết 
thanh bạch hâu).
Thử nghiệm phái đạt được các tiêu chuân đặt ra trong thừ 
nghiệm Parallel line nghĩa là phải tạo được đường thẳng 
và đường song song trong mối tương quan giữa liều miễn 
dịch và đáp ứng.
Trị so Yg cùa vac xin chuẩn (là số các giếng dương tính 
trung bình ở mỗi độ pha vắc xin) sẽ phái nằm trong giá trị 
trung bình tích lũy ± 2SD của tất cà các thí nghiệm tiến 
hành trước dó.

Tiêu chuẩn chấp thuận
Vac xin đạt yêu cầu về công hiệu bạch hau nếu có không 
ú hơn 30 IU trong một liều đơn vắc xin cho người với điểu
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kiên 95 % khoáng tin cậy cùa còng hiệu tim được nằm 
trong giới hạn từ 50 % đốn 200 %, trừ khi giới hạn cận 
dưới của 95 % khoảng tin cậy cùa công hiệu > 30 IU trong 
liều đơn vắc xin cho người.
Ncu kết quả không đạt yêu cầu nhung thử nghiệm có giả 
trị (vaíid tcst) ihì phải nhắc lại thử nghiệm trên mẫu huyết 
thanh miền dịch còn lưu và làm thừ nghiệm kép. Ket quà 
sẽ là giá trị trung bình của 2 thử nehiệm nhắc lại. Neu thử 
nghiệm nhẳc lại đạt yêu cầu thì loạt vác xin dược coi là đạt 
công hiệu thành phán bạch hầu. Nêu thử nghiệm nhăc lại 
không đạt yêu càu, loạt vắc xin bị coi là không đạt công 
hiệu thành phần bạch hầu và phái hủy bò.
Nếu kết quả không đạt yêu cầu nhưng thừ nghiệm không 
có giá trị (invalid test) thì chi cần nhác lại thừ nghiệm với 
số lượng mẫu và số lượng chuột bằng lần i (trình tự thử 
nghiệm lặp lại giong lần 1). Nếu ờ lần thử nghiệm nhắc lại 
vẫn không đạt yêu cầu thi loạt vác xin bị coi là không đạt 
yêu cầu về công hiệu thành phần bạch hâu và phải hủy bò.

DƯỢC ĐIÊN VIỆT NAM V

15.24 XÁC ĐỊNH CÔNG HIỆU THÀNH PHÀN HO 
GÀ TOÀN TÉ BÀO TRONG VẮC XIN PHỐI HỢP, 
IIÁP PHỤ

Công hiệu của vắc xin ho gà trong vắc xin được xác định 
bằng cách so sánh liều hữu hiệu 50 % (ED50) của vắc xin 
mẫu chuẩn so vói vắc xin mẫu thừ. Ket quả được tính bằng 
phương pháp Probit analysis (phẩn mềm WHO program).

Pha vắc xin
Sừ dụng it nhát 3 độ pha loãng bậc 5 nhưng không quá 
5 độ pha cho cả vắc xin chuẩn và vắc xin thừ. Pha vắc 
xin trong một loại dung dịch đệm sinh lý (dung dịch ĩiatri 
clorid 0,85 %). Các độ pha vác xin dược chọn dựa vào 
các sô liệu trước đó và tùv thuộc vào chùng loại chuột thí 
nghiệm nhưng phải dựa trên nguyên tắc ED50 không được 
lệch ngoải khoảng giừa độ pha loãng cao nhất và độ pha 
loãng thấp nhất.
Neu không có sẵn số ỉiộu trước dó có thẻ pha 3 độ pha bậc 
5 cua văc xin chuân và vắc xin thừ như ví dụ dưới đây:

Văc xin mâu chuẩn
A -  1/30 “ 1 ống mầu chuẩn
B - 1/150= 5 ml A
c  -  1/750 -  5 ml B

Văcxin DTnP mẫu thử
A = 1.5 = 5 mỉ vắc xin mầu thừ
B -  1 25 -  5 ml dung dịch A
c  “ Ui25 -- 5 mi dung dịch B

+ 30 ml NMSL 
+ 20 ml NMSL 
+ 20 ml NMSL

-  20 ml NMSL 
+ 20 nil NMSL 
+ 20 ml NMSL

Tiêm miễn dịch
Chọn chuột nhắt trảng cỏ cân nặng từ 10 g đến 18 g, nhưng 
các chuột trong một thứ nghiệm không dưạc chênh lệch 
khôi lượng quá 4 g. Dùng chuột cùng giới, nếu khác giới 
phai chia đêu sù chuột đực, cái vào các nhóm và nhốt riéng.

Chuột dược tiêm miễn dịch sau khi đã được ăn uống dầy 
đủ 1 h. Tiềm ồ bụng 0,5 ml/chuột. Mồi độ pha vắc xin tiêm 
cho một nhóm chuột, số lượng chuột trong mỗi nhóm tùy 
theo két quà thẩm định thử nghiệm nhưng không được ít 
hơn 20 chuột. Tiêm miễn dịch theo thứ tự từ dộ pha loãng 
nhất (từ độ pha c  đến A) cho cả loạt vắc xin mẫu thừ và 
mẫu chuẩn.
Bốn nhóm chuột đối chứng: Mỗi nhóm 10 con, dược nuôi 
song song với nhóm chuột miền dịch dùng đổ kiềm chứng 
độc lực của chủng thừ thách.
Trong thời gian miền dịch (14 ngày đến 17 ngày), chuột 
phải khỏe và tăng trọng binh thường. ít nhất 94 % số chuột 
đã được miễn dịch ở mõi độ pha của cả vắc xin mẫu chuẩn 
và vắc xin thừ nghiệm phải dược sống sót và kliòe mạnh 
cho đen ngày thừ thách.

Tiêm thử thách
Sau 14 ngày đến 17 ngày miền dịch, chuột được thừ thách 
với chùng B. pertussis 18323. Chùng thừ thách có thề dùng 
chủng tươi hoặc chủng ử dạng huyền dịch đông băng (10 tỷ 
vi khuẩn ho gà) được bảo quàn trong nitơ lỏng. Chủng thừ 
thách được pha trong dung địch cascin 1 %. LD5í) của chùng 
thử thách phải nam trong khoảng 100 đen 1000 vi khuẩn.

Cách pha dung dịch casein ỉ  %
Hòa tan 10 g bột casein trong 1000 ml nước cất 
2 lần, cho thêm 2,3 g natri clorid. Điều chình đến 
pH 7 - 7,2 bằng dung dịch natri hydroxyd hoặc acid 
hydrocloric loãng. Hấp 12 ỉ °c trong 30 min.
Dung dịch casein ] % phải được kiểm tra an toàn bằng 
cách tiêm vào não cho 5 chuột nhắt, mỗi con 0,02111Í. Theo 
dõi 3 ngày, toàn bộ chuột thí nghiệm phái sống. Neu có 1 
chuột chết phái pha lại dung địch.

Cách pha hôn dịcìt vi khuẩn để kiểm tra liều LDSi) và 
đê thử thách
Chủng B. pertussìs 18323 được cấy truyền đòi 2 hoặc đời 3 
trên môi tnròĩig Bordet - Gengou có chứa 15 % máu cừu hoặc 
ngựa, huyền dịch vi khuân ho eả gặt từ nuôi cấy 20 h đến 
22 h được dùng đổ pha thành hỗn dịch thử thách hoặc sử dụng 
huyền dịch vi khuẩn I10 gà dậm độ 10 tỷ vi khuẳn/ml dã bao 
quản trong nitrogen lòng đe pha dung dịch thừ thách. 
Trong khí pha cũng như trong khi tiêm thử thách, hỗn 
dịch vi khuẩn ho gà phải giữ trong đá lạnh. Thời gian hẳt 
đàu pha đến khi tiêm xong hồn dịch vi khuẩn thử thách 
không dược quá 150 min. Xác (tịnh đậm độ vi khuân ho 
gà bang mẳt thường khi so với ống độ đục chuẩn quốc 
tê 10 10Ư hoặc do OD băng mảy quang phô kế dè tính 
số vi khuân Ỉ10 gà trong hồn dịch gặt. Pha loãng huyền 
dịch vi khuẩn ho gà bang casein 1 % đề cỏ nồng độ là 
10 X 10ọ vi khuẩn/ml (*)- Nốu sử dụng chủng ho gà dược 
bào quán trong nitơ lòng thì phải làm tan băng nhanh trirỏc 
khi thứ thách. Các đọ pha loãng của chùng ho gà được pha 
theo sư dồ dưới dây (Ví dụ 1) trong dung dịch casein 1 %.
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Ví dụ ỉ:  Sơ đồ các độ pha loãng của chủng ho gà trong dung dịch casein 1 % 
Chủng B. pertussis 18323 giừ trong nitrogen lỏng là 10 X lOVrnl (*) = A0

AI = 1/2 = 5 X 10V ml -  1 ml A0 + 1 ml đệm Casein 1 %
A2 = 1/4 = 5 x10V 2 ml = 1 rnlAl T 1 ml đệm Casein 1 %
A3 = 1/40 = 5 X 106/ 0,02 ml -  Ỉ ml A2 + 9 ml đệm Casein 1 %
A4 = 1/400 -  5 x10V 0,02 ml = 1 ml A3 4- 9 ml đệm Casein 1 %
A 5 = 1/2000 -  100 000/0,02 ml = 3 ml A4 + f 2 ml đệm Casein 1 %
A6 = 1/20000 = 10 000/0,02 ml = 1 ml A5 + 9 ml đệm Casein 1 %
A7 = 1/100000 = 2000/0,02 ml -  1 ml A6 -1- 4 ml đệm Casein 1 %
A 8 -  1/500000 -  400/0,02 ml 1 ml A7 + 4 ml đệm Casein 1 %
A9 = 1/2500000 = 80/0,02 ml -  1 ml A8 + 4 ml đệm Casein 1 %

Tiêm chuột
Sau 14 ngày đến 17 ngày, toàn bộ chuột đã miễn dịch bởi 
vắc xin muu chuẩn và mẫu thừ được tiêm thừ thách vào 
não, mỗi con nhận 0,02 ml hỗn dịch chứa 100 000 vi khuẩn 
(độ pha A5) bàng một bonm tiêm bán tụ động Hamilton. 
Nhóm chuột đoi chứng, mỗi nhóm 10 con được tiêm với các 
độ pha từ A6 đen A9 tương ứng với hồn dịch chứa 10 000 vi 
khuẩn; 2000 vi khuẩn; 400 vi khuẩn và 80 vi khuẩn.
Độ pha hồn dịch chứa 80 vi khuẩn sẽ được cấy ít nhất trên
2 đĩa thạch Bordet Gengou sau khi pha xong hồn dịch và 
sau khi kết thúc tiêm thử thách, ủ  đĩa thạch ở 35 °c trong
3 ngày đến 4 ngày, đếm số khuẩn lạc mọc. Thông thường 
số khuẩn lạc đạt khoảng 30 %,
LiĩU ỷ:
Trong quá trình pha và ticm thử thách, dung dịch chủng 
phải luôn giữ trong đả lạnh.
Thời gian tính tìỉ khi bắt đầu pha chủng đến khi kết thúc 
thử nghiệm không được quá 2,5 h.
Tất cà vật liệu chứa chủng ho gà đều phải tiệt trùng bằng 
nồi hấp 121 °c trong 15 min đến 20 min hoặc luộc sôi 
trong 30 min trước khi rửa dụng cụ.
Những chuột chết trong 3 ngày đầu sau tiêm thử thách 
được coi ià chuột chết không mang tính đặc hiệu của ho 
gà. Do đó chỉ những chuột chết từ ngày thử 4 đến ngày 14 
mới được tính kết quả.
Ngày thứ 14 sau thử thách: Tất cả những chuột chết, hay 
có dấu hiệu liệt rõ và sưng phồng tấy đàn đều được tính là 
chuột chét.

Tính kết quả
Dựa vào số chuột sống sót trong mỗi nhóm chứng, dùng 
phương pháp Rced Muench để tính LDÍ0 của chùng thử 
thách. Xem ví dụ 2.

Theo ví dụ trên, LDjo nằm trong khoảng giữa 2 liều 2000 
và 400 vi khuẩn, số % chuột chết tương ứng với liều sát 
trên 50 % là 76 %, số % chuột chết tương ứng liều sát dưới 
50 % là 37 %

■ Tính LD;o công thức sau:
50 -  a

lg LD50 = !g a  + X lgf
b - a

Trong đó:
A là liều gây chết vừa sát dưới 50 % (trong ví dụ trên là 400); 
A lả % chết tương ứng với A (trong ví dụ trên là 37 %);
B là liều gây chết vừa sát trên 50 % (trong ví dụ trên là 2000); 
b là % chết tương ứng với B (trong ví dụ trên là 76 %); 
f là hệ số pha loãng (trong thử nghiệm này là pha loãng 
bậc 5). ^
Thay bang con số cụ thể là:

50 - 3 7
Ig LDS0 -  lg 400 + X lg5

ư >50 "  680 vi khuẩn
Dùng phần mềm Probit analysis của WHO program để 
tính công hiệu của vắc xin ho gà.
Thử nghiệm được coi ỉ à có giá trị khi:
ED50 của vắc xin chuẩn và EĐ$o vắc xin thử nghiệm nằm 
giữa độ pha loãng nhất và độ pha đặc nhất của các vắc 
xin đó.
Trong suốt thời gian miễn dịch cho đến neày thử thách sổ 
chuột trong mỗi độ pha không được chết quá 6 %.
Liều thử thách phải chứa 100 đến 1000 LDS0, như vậy liều 
LD50 phải chửa 100 đển 1000 vi khuẩn.
Thử nghiệm phải đạt dược liêu chuẩn của chương trình Probit 
Analysis. Yêu cầu thể hiện bang sự tương quan giữa liều miễn 
dịch và đáp ứng trcn chuột (tính tuycn tính) và tưong quan 
giữa vac xin chuẩn và vắc xin thử (tỉnh song song).

Ví dụ 2:
SỐ SỐ số Số Số tích lũy Tổng số % chết

Vi khuẩn Chuột sống Chết sổn g Chết
10 000 10 1 9 1 22 23 95

2000 (B) 10 3 7 4 13 17 76 (b)
400 (A) 10 6 4 10 6 16 37 (a)

80 10 8 2 18 2 20 10
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Tiêu chuẩn chấp thuận
Vắc xin đạt yêu cẩu nếu công hiệu không ít hơn 4 lư  trong 
một liều đơn vắc xin cho người và giới hạn dưới của 95 % 
khoáng tin cậy của công hiệu tìm dược không ít hơn 2 IU 
trong một liều đơn vắc xin cho người.
Nếu thử nghiệm lần I có giá trị (vaỉìd) và đạt tiêu chuẩn 
chấp thuận thì vắc xin đó coi như đạt yêu cầu về công 
hiệu. Nhưng nếu không đạt tiêu chuẩn chấp thuận thì thử 
nghiệm đỏ phải được làm nhắc lại. Công hiệu vắc xin đạt 
tiêu chuẩn chấp thuận khi kết quà trung bình nhân cùa các 
lần thử nghiệm có giá trị không thấp hơn tiêu chuẩn chấp 
thuận cho phép.
Nếu lần 1 không đạt yêu cầu và thử nghiệm không có giá 
trị (ìnvalid) thỉ phải làm lại thừ nghiệm. Kct quả lần thử 
nghiệm đầu sẽ không được dùng để xem xét. Neu kết quả 
làn thử nghiệm nhắc lại có giá trị và đạt tiêu chuẩn chấp 
thuận thì loạt vắc xin đó coi như đạt yêu cầu về công hiệu. 
Nếu không đạt yêu cầu thì phải làm lại như ở trên,

15.25 XÁC ĐỊNH HẢM LƯỢNG TORMALDEHYD 
TỒN DƯ TRONG VẮC XIN VÀ SINH PHẨM

Nguyên lý
Có hai phương pháp xác định hàm lượng íormalđehyd tồn 
dư trong vắc xin và sinh phẩm như sau:
Phương pháp 1: Dựa vào phản ứng tạo chất màu chinol dưới 
tác dụng của thuốc thử hichsin và aldehyd hòa tan trong nước. 
Phương pháp 2: Định lượng ibrmakỉehyd bằng cách so màu 
của 3,5-diacetyl-l,4-dihydrolutidin ờ bước sóng 415 ran. 
Phức hợp tạo thành có màu vảng chanh do phàn ứng của 
íbrmaldehyd tự do trong mẫu thừ với acetylaceton và amoni 
trong môi trường acid nhẹ.

Cách tiên hành

Phương pháp 1
Lẩy 1 ml mẫu thử, cho nước cất vừa đủ 5 ml, thêm vào 1 ml 
thuốc thử íìichsin acid, trộn đều; đậy ong nghiệm bằng nút 
cao su và đợi 1 h. Đo mật độ quang học cùa dung dịch bằng 
kính lọc màu tím than (bước sóng 400 nm ± 5 nm).
Tiến hành làm song song trên mẫu trắng theo trình tự như 
trên nhưng thay 1 ml mẫu thử bằng 1 ml nước cất.
Kết quà xác định được bằng cách so màu của mầu vắc xin 
thừ với dung dịch chuẩn có mật độ quang học gần nhau 
nhất.
Dimg đường chuẩn:
Lấy 1 ml dung dịch íbrmalđehyd chuẩn 0,4 % thêm nước 
cất vừa đủ ỉ 00 mi vào (dung dịch 0,004 %).
Lấy 0,5 ml, 1,0 ml, 2,0 rnl, 3,0 ml, 4,0 ml, 5,0 ml dung dịch 
chuân íormaklehyd 0.004 % cho vào các ống nghiệm và 
cho nước cất vừa đủ 5,0 mỉ, thêm 1,0 ml dung dịch thuổc 
thử. Đợi i h sau đó tiến hành phân tích như đă mô tả ở trên. 
Cách pha dung dịch Ịormaỉdehyd chuẩn 0.4 %: Trước khi 
pha tiến hành xác định sư bộ hàm lượng íbrmalđehvd có 
trong dung dịch formaìdchvd (dung dịch phải chứa không

ít hơn 37 % formaldehyd). Cân 1 g dung dịch íbrmaldehvd 
40 % (cân chính xác, trong trường hợp dung dịch chứa ít 
hơn 40 % thì phải tính toán lại cho thích hợp) cho vào một 
bình định mức 100 rnl, cho nước cất vừa đủ tới vạch (dung 
dịch 0,4 %). Trước khi đùng pha loãng J00 lần.
Cách phơ thuốc thử fuchsin: Hoà tan 2 g fuchsin kiềm vào 
120 rnl nước cat đã đun sôi, đế nguội. Hòa 2 g natri sulfil 
(TT) vào 20 ml nước cát và trộn vào dung dịch trên, thêm 
2 ml acid hydrocỉorìc (TT). Cho nước cat vừa đủ 200 ml 
và chờ ít nhất 1 h mới đem sừ dụng. Dung dịch này phải 
luôn luôn mới.

Phương pháp 2
Lấy khoảng 3 ml đến 4 ml mẫu thử ly tâm 4000 r/min 
trong 10 min, lấy phần nước (nểu mẫu thử trong thi không 
cần ly tâm). Pha loãng mẫu thử nếu cần thiết.
Lấy chính xác 3 ml mầu thử cho vào ống nghiệm.
ŨỊtng đường chuẩn: Pha loãng 10 lần dung dịch formaldehyd 
chuẩn 0,04 %, từ dó pha các dung dịch íbrmaldehyd chuẩn 
0,0002 %; 0,0004 %; 0,0008 %; 0,0012 %.
Lẩy chính xác 3 mỉ các dung dịch chuẩn đã pha loãng vào 
các ổng nghiệm.
Mầu trắng dùng 3 ml nước cất.
Thêm 3 ml dung dịch acetylaceton vào mỗi ống nghiệm 
đựng mầu trắng, mẫu chuẩn và mẫu thử.
Lắc đều, đun cách thuỷ 100 °c trong 15 min.
Đe nguội ở nhiệt độ phòng.
Tiển hành đo mật độ quang ờ bước sóng 415 nm.
Cách tỉnh kết quả:

X  -  na
Trong đó:
X là hàm lượng formaldehyd có trong mẫu thừ (%); 
a là hàm lượng formaldehyd có trong mẫu thừ tìm được 
trên đường chuẩn (%); 
n ỉà độ pha loãng mẫu.
Cách pha dung dịch Ịormaỉđehyd chuẩn 0,04 %: Cân 
311 mg hexamethylentetramin hoà tan trong vừa đủ 
1000 ml nước cất, dung dịch có chứa 0,04 % formaldehvd, 
bảo quản dung dịch ở nhiệt độ phòng dùng ưong 6 thảng. 
Cách pha dung dịch acetyỉaceton: Cân 150 g ơmoni acetat 
(77), hòa tan trong khoảng 500 ml nước cát. Thêm 3 ml 
acid acetic dậm đặc (77), 2 ml acetyỉaceton (77), khuấy 
đều, thêm nước cat vừa đù 1000 ml. Bảo quản dung dịch ờ 
2 °c đến 8 °c, dùng trong 2 tháng.

Tiêu chuẩn chấp thuận
Mỗi loại vắc XĨ!1, sinh phẩm có tiêu chuẩn khác nhau. Các 
tiêu chuẩn này dựa theo quy định của WHO cho từng loại 
vẳc xin vả sinh phẩm. Tuy nhiên, lượng formaldehyd tồn 
dư trong vác xin, sinh phẩm không được vượt quá 0,02 %.
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15.26 XÁC ĐỊNH HÀM LƯỢNG NATRT CLORID 
v ó i  Sự  CỚ MẬT CỦA PROTEIN BẰNG PHƯƠNG 
PHÁP BỊNH LỨỢNG GIÁN TI ÉP (PHƯƠNG PHÁP 
CHARPẼN riER-VOLHARD)

Nguyên lý
Phương pháp dựa trên phàn ímg của ion Cl' với một lượng 
bạc Iiitrat thừa.
Bạc nitrat thừa sẽ được chuẩn độ băng dung dịch amoni 
suỉtbcyanid với chi thị màu phèn sắt amoni.
Protein trong mẫu thừ được oxy hóa bàng kali pcr- 
manganat trong môi trường acid trước khi tiến hành định 
lượng natri clorid.

Phương pháp tiến hành
Hút chính xác một thể tích (V mỉ) mẫu thừ tươniỉ ứng với 
khoảng 0,2 mg hoạt chất cho vào một binh nón dung tích 
50 ml.w
Thèm 5 ml dung dịch bạc tútrat 0,01 N.
Thêm 1 ml acid niuic đậm đặc (77).
Thận trọng đun trcn bếp cho đến khi sôi.
Thcm từng giọt dung dịch bão hỏa kaỉi permanganat cho 
đến khi có màu tím.
Tiếp tục đun sôi trong 5 min.
Thêm một ít đường glucose bột để khử màu.
Trcn đáy bình xuất hiện tùa trắng như bỏng.
Làm nguội.
Thêm 0,5 ml dung dịch phèn sắt amoni bão hòa.
Chuẩn độ bạc bang dung dịch anioni suựocyanid 0,01 N  
(CĐ) cho đến khi có màu hồng.
Song song tiến hành làm mầu trắng (thay mẫu thử bàng 
nước cất).
Lượng natri clorid có trong mẫu thử tính bằng mg % theo 
công thức:

(A-B) X K  X 0,585 X 100
X = - — —  ---------—

V
Trong đó:
A là thể tích dung dịch amoni suỉ/ocyanid 0,01 N (CĐ) 
dùng để chuẩn độ mẫu trang (ml);
B lả thể tích dung dịch amoni suỉ/ocyanỉd 0,01 N  (CĐ) 
dùng để chuẩn độ mẫu thử (rnl);
K là hệ số điều chỉnh của dung dịch ơmoni suỉịocyanid 0,01 N; 
0,585 là lượng natri clorid tương ứng với 1 mỉ dung dịch 
amoni suỉ/ocyanid 0,01 N (rng);
V lả sổ mi dung dịch mẫu thủ' đem kiểm tra;
100 là hộ số để chuyển thành %.

15.27 XÁC ĐỊNH HÀM LƯỢNG NHÔM (Al++t) 
TRONG VẮC XIN VÀ SINH PHẨM

Phương pháp 1
Ngĩtvên ỈÝ:
Phương pháp dựa trên phản ứng tạo thành phức chẩt của 
một lượng thừa dung dịch muối natri của acid ethylcn 
diamin tctra acetic (ĨÌDTA) với ion nhôm (A P'+) và sau

PH Ự LỤ C  15 ...

đó chuẩn độ lượng thừa EDTA bằng dung địch đồng Sulfat 
0,01 M.
Phương pháp tiên hành:
Lầy 1 ml acid sulfuric (TT), 6 giọt acid nitric (TT) và 3 ml 
mẫu thứ cho vảo bỉnh nón đun nóng cho đến khi thấy khói 
trắng dày dặc thoát ra.
Tiếp tục đun nóng và cho thêm vài giọt acid nitric (TT) 
cho đến khi dung dịch trong bình mất màu. Đe nguội bình. 
Thận trọng thèm 10 ml nước cat. Neu dung dịch còn đục, 
đun tiếp cho đến khi trong.
Them dung dịch natri Hydroxyd50 % vào bình cho đến khi 
dung dịch có màu đò vàng [dùng dung dịch da cam methyl 
(77) làm chất chỉ thị].
Neu dung dịch đục, hòa tan tủa bằng cách thêm dung dịch 
acid sulfuric ỉ  M, cho thêm chính xác vào bình 25 ml dung 
dịch dina tri diet hy len dìamin tetraacetat 0,01 M  (CĐ) và 
10 ml dung dịch đệm acetat pH 4,4 [có chửa 68 g natri 
acetat (TT); 38,5 g amonì acetaỉ (TT); 125 ml acid acetic 
(TT) và nước vừa đù 500 ml]. Đun sôi nhẹ trong 3 min. 
Them 1 mì dung dịch chỉ thị màupyridylazonaphtol 0,1 % 
trong ethanol 95 %. Khi còn nóng chuẩn độ ngay dung dịch 
dinatri điethylen diamin tetraacetat thừa bằng dung dịch 
đồng Sulfat 0,01 M (CĐ) cho đến khi xuất hiện màu nâu 
tía, ta được A ml dung dịch đông Sulfat 0,01 M. Song song 
tiến hành làm mẫu trắng (thay mẫu thử bằng nước cất) 
được B ml dung dịch đồng Sulfat 0,01 M.
1,0 ml dung dịch dinatri dìethyỉen diamin tetraacetat 0,0ỉ  M  
(CĐ) tương đương với 0,2698 mg AƯA 
Lượng nhôm X (Al^* mg/ml) trong mẫu thử được tính 
theo công thức sau:

B -A
X = - ~ - ị X 0,2689

The tích mâu thừ

Phưoưg pháp 2
Nguyên lỵ:
Hàm lượng nhôm (Al+i-f) có trong mẫu thử được xảc định 
bằng cách so màu do phản ứng cùa nhôm với Stil bazo. 
Nhôm hydroxyd có trong mầu thử dưới tác dụng của acid 
nitric và nhiệt độ chuyển thành Al^A 
Phương pháp tiến hành:
Trước khi kiểm tra, mẫu thử được lắc đều thành hỗn dịch 
đồng nhất. Thêm 0,2 ml acid nitric (TT) vào 1 ml mẫu thử. 
Đun sôi cách thủy trong khoảng 1 lì. Pha loãng bằng nước 
cắt đến nồng độ thích hợp (thường pha loãng 25 và 50 lần). 
Lấy 1 ml mẫu thử vào bình nón, them nước cất vừa đủ 
5 ml. Thêm 10 ml dung dịch đệm acetat (pH = 5,55 - 5,75), 
5 ml dung dịch Stil bazo, 5 ml nước cat. Để ở nhiệt độ 
phùng 20 min, đo quang ờ bước sóng 510 nm.
Song song tiến hành đựng đường chuẩn vói các dung dịch 
nhôm chu ân 2, 4, 6, 8, 10 microgam/mí, tương đương với 
1 ml, 2 ml, 3 ml, 4 ml, 5 ml nhôm chuẩn 2 microgam/ml. 
Dựa vào đường chuẩn tính ra hàm lượng nhôm có trong 
mầu thử.
Song song tiến hành làm mẫu trắng: Thay mẫu thử bằnti 1 ml 
nước cat.

DƯỢC ĐIẺN VIỆT NAM V

PL-388



Cách pha đung dịch nhôm chuẩn 0,1 %: Cân chính xác 
0.895 g nhôm clorid {ÁỈC13.6H20) hòa tan vảo 100 ml 
nước cẩl 2 lần, Trước khi dùng pha loãng dung dịch nhôm 
chuẩn 0,1 % 500 lần bằng nước cất, thu được dung dịch 
nhôm chuẩn 2 microgam/mĩ.
Cách pha dung dịch stíỉbazo 0,035 %: Hòa tan 0,035 g 
stiỉhazo trong vừa đủ 100 mỉ nước cẳt. Lọc qua giấy lọc, 
Dung dịch bảo quản ở nhiệt độ 2 °c đến 8 °c  sử dụng được 
trong 1 tuần.
Cách pha dung dịch đệm acetat (pH = 5,55 - 5,75):
Dung dịch A: Hòa tan 69,05 g natrì acetat (TT) vảo 
500 ml nước cất.
Dung địch B: Hòa 5,72 ml aciả acetỉc (TT) trong vừa đù 
100 ml nước cất.
Trộn dung dịch A vào dung dịch B theo tỷ lệ 9 : 1. Đo pH. 

Tiêu chuẩn chấp thuận
Hàm lượng AI""" trong vắc xin không được vượt quá
1,25 mg A t^/liều tiêm cho người.

15.28 XÁC ĐỊNH HÀM LƯỢNG PHENOL TRONG 
VẮC XIN VÀ SINH PHẨM

Phương pháp 1

Nguyên lý
Phương pháp dựa vào phản ứng tạo màu của thuốc thử 
Folin với phenol.

Phương pháp tiến hành
Vắc xin mẫu thử được ly tâm với vận tốc 3000 r/min trong 
15 min. Bò cặn, lấy 1 ml phần nước ở phía trên cho vào 
binh định mức 100 ml và cho nước cất vừa đủ 100 mi, 
lắc đồu.
Lấy 0,5 ml dung dịch trên, thêm 9 ml nước cắt, 0,5 ml 
thuốc thừ Foỉin (TT) pha loãng 2 lần, 2 ml dung dịch natri 
carbunat 20 % (TT). Lắc đều. Đun cách thủy cho sôi trong 
1 min. Làm nguội ở nhiệt độ phòng,
Song song tiến hành xây dựng đường chuẩn:
Cách dựng dường chuẩn:
Hút dung dịch phenoỉ chuẩn ỉ : 1000 (TT) vào các ống 
nghiệm với lượng như sau: 0,1 mi; 0,2 ml; 0,3 mi; 0.4 mì; 
0,5 ml; 0,6 ml, 0,7 ml; 0,8 mỉ; 0,9 mỉ; 1,0 ml. Thêm vào 
các ông nghiệm trên moi ống một lượng nước cất vừa đù 
9,5 ml; 0,5 ml thuốc thừ Foỉỉn pha loãng 2 lần; 2 ml dung 
dịch natri carbonat 20 % (Tỉ'). Lắc đều. Đun cách thủy 
cho sôi trong i min. Làm nguội ở nhiệt độ phòng.
Song song tiến hành làm mẫu trắng (dùng nước cẩt thay 
cho mẫu vắc xin thừ nghiệm).
Đem so màu trên mảy quang phổ với bước sóng 310 nm 
(cả với mẫu thừ và mẫu chuẩn).
Cách tỉnh kết quả:

a  X 2  X 100 X 100
X  - " ' ( /0)

1000000
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Trong đó:
X là hàm lượng phcnol có trong mẫu thử (%); 
a X 2 là hàm lượng phenol có trong 1 mỉ mẫu đã pha loãng 
tìm được trên đường chuẩn;
100 là độ pha loăng của mẫu thử.
Tiêu chuẩn chấp thuận:
Hàm lượng phenol trong vắc xin thành phẩm nói chung 
không được vượt quá 0,12 g/L, trừ những quy định cụ thể 
khác. Theo nguyên tắc chung, hàm lượng phenol trong vắc 
xin thành phẩm không được thấp hơn so với hàm lượng 
cho thấy có khả năng kháng khuẩn và không được cao hơn 
1 ỉ 5 % hàm lượng đăng ký trên nhãn.
Pha dung dịch phenoỉ chuẩn:
Cồn chính xác 1 g phenoỉ (TT) hoà tan trong vừa đủ 100 ml 
nước cắt. Trước khi dùng pha loãng 1000 lần bằng nước cất. 
Pha dung dịch natri carhonat 20 %.
Cân 20 g natrỉ carbonaỉ (TT) hoà tan trong vừa đủ 100 ml 
nước cất. Lọc vào chai đựng.

Phương pháp 2
Mau thử được trộn đểu để làm thử nghiệm, Pha loãng mẫu 
thử bằng nước cất (nếu cần thiết) để có nồng độ phenol 
khoảng 15 pg/ml.
Chuẩn bị mẫu phenol cbuẳn theo các nồng độ 5 pg; 10 pg; 
15 Ịig; 20 gg và 30 pg /ml.
Lấy 5 mí các dung dịch mẫu thử và mầu chuẩn vào ống 
nghiệm, thêm 5 ml dung dịch đệm baratpH 9,0; 5 ml dung 
dịch amỉnopyrazoỉon vả 5 mỉ dung dịch kali fericyanỉd. 
Lắc đều, để yên 10 min, đo độ hấp thụ (Phụ lục 4.1) ở bước 
sóng 546 mn. Dựa vào đường chuẩn để tính ra hàm lượng 
phenol có trong mẫu thử.
Cách pha dung dịch đệm borat pH 9,0:
Dung dịch A: Hoà tan 6,18 tí acid boric (TT) trong vừa đủ 
1000 ml dung dịch kaỉi clorid 0,1 M.
Dung dịch B: Dung dịch na tri hydroxyd 0,1 M  (TT).
Trộn 1000 ml dưng dịch A với 420 ml dung dịch B thu 
được dung dịch đệm pH 9,0.
Cách pha dung dịch aminopyraioỉon:
Dung dịch 4-aminophenazon 1 % trong dung dịch đệm 
borat pH 9,0.

15.29 XÁC ĐỊNH HÀM LƯỢNG THIMEROSAL 
TRONG VẮC XIN VÀ SINH PHẨM

Có nhiều phương pháp để xác định hàm lượng thimerosal 
trong vác xin và sinh phẩm. Tùy theo khả nàng hiện có 
về thiết bị và hóa chât tại cơ sở để chọn 1 trong 2 phương 
pháp thử nghiệm sau đây: Phương pháp hóa 1Ý và phương 
pháp vị sinh vật.

Phương pháp hóa lý
Nguyên /ý:

Dựa vào phản ứng lúỏi phóng ion thủy ngân tự do tử 
thimerosal, kết họp với dithừon thành dithizon-thùy ngân, 
xác định bằng cách đo quan:.!.
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Cách liê/1 hành:
Làm song song 2 mẫu (mẫu vàc xin thứ và mẫu chửng 
nước cất), lấy 0,2 ml mỗi mẫu cho vào từng bình nút mùi 
ri ỏng biệt có dung tích 100 ml.
Cho vào mỗi bình 1,2 ml acid sulfuric (IT) dã pha loãng 2 
ìần bàng nirớc cất 2 làn tính theo thế tích và (lun nhẹ binh 
sổ 1 (chửa mầu vắc xin thử) trong cách thủy cho đến khi tan 
hết. Thêm vào mỗi binh 5 m! dung dịch kali permanga)iat 
5 % (77), lắc den và đê vên trong 1 h.
Loại bò kali permanganat thừa bằng cách thêm 1,5 m! 
dung dịch hydroxyỉamin cỉorid 10 % (11), them 35 ml 
nước cat 2 lần, 5 rnl dung dịch acid acetic 6 M (77) và 
trộn đều Dùng buret thêm chính xác vào mồi binh 10 ml 
dung dịch dithizon 0,00ỉ % và lắc 30 s.
Chuvển toàn bộ dung dịch thử của từng bình vào moi bình 
lang gạn riêng biệt, tách lớp cloroíbmì qua một lóp bông 
đã hấp và say khô vào các ống nghiệm. Đo độ hấp thụ ờ 
hước sóng 620 nm (Phụ lục 4.1).
Hàm lượng thimerosa! (X %) có trong vac xin thứ đưọc 
tính theo công thức:

a X 100x100
X = ----- —  — — -  a X 0,00101

0,2 x49,55 x1000000
Trong dó:
a là lượng thủy ngân (pg) xác định được theo đường chuẩn; 
0,2 là sò ml dung dịch vắc xin thử;
49,55 là hàm lượng thủy ngân có trong 100 phần của thimerosal; 
100 là 100 phần thimerosal;
100 là đổi ra phần trăm; 
ỉ 000 000 là hệ số chuyển đôi từ Ịig sang g.
Cách dựng dường chuẩn:
Cân chinh xác 0,5 g thủy ngân, hòa vào 15 ml acid nitric 
(77) và thêm nước cat vừa đủ 500 ml, dược dung dịch thùv 
ngân có hàm lượng 1 mg/ml (DD*). Xác dịnh hàm lượng 
thủy ngân như sau: Lấy 10 ml DD*, cho them 10 giọt dung 
dịch phèn sắt amoni Ĩ0 % và chuẩn độ từ từ với dung dịch 
amonisuỉ/ocyanid0,01 N (CĐ) cho đốn khi xuât hiện màu 
da cam.
1 ml dung dịch amonì sulfocyanid 0,0ỉ N (CD) tưong 
đương với 0,001003 g thủy ngần.
Lẩy 5 bỉtih nút mài cỏ dung tích 100 ml dế tiển hành song 
song 5 thí nghiệm với 5 mẫu: 0,4 ml, 0,6 rnl, 0,8 ml, 1,0 ml,
1.2 ml dung dịch thủy ngân chuẩn tren. Thèm vào mỗi bình
1.2 ml acid sulfuric (77) đâ pha loãng 2 lần bang nước 
cất 2 lần và 30 ml nước cất 2 lần. Nèu không có nước cất
2 lân thì sứ dụng nước xử lý dithizon như sau: Cho vào 
mồi bình gạn 10 ml dung dịch dithizon (77) (0.01 g/L), 
sau dó tách phẩn cloroíorm ra. Nếu màu cùa dithi/.on thay 
đôi thi làm đi làm lại vài lẩn cho đến khi màu cùa dithizon 
không thay đổi. Thêm 5 ml dung dịch nưtri clorid 0.9 % 
(TT) và 5 mi dung dịch a c id  a ce tic  6 A/ (77) và lien hành 
tiếp lục như đối với mẫu kiêm tra ghi ờ phần trên. Các kết 
quã thu dược cho phép lập một đường chuẩn về thủy ngân. 
Cách pha dung dịch dithizon 0,00ì %:
Cân chính xác 10 mg dithừon (77) hòa tan vào cloroform 
(77) và thêm vừa đủ 100 mỉ với cùng dung môi.

Hào quàn dung dịch ờ chỗ tối 4 °C đen 8 °C trong vòng 
1 tháng. Trước khi dùng pha loãng 10 lần.

Phương pháp vi sinh vật
Nguyên lv:
Phương pháp thực hiện dựa trên sự hình thành vòng ức 
chế sự phát triên cùa vi sinh vật được tạo hòi dung địch 
thimerosal chuân và thimerosal cỏ trong mẫu thử; so sánh 
đường kính vòng ức vô khuẩn.
Cách liên hành:
Pha thạch thường, đun nóng chảy hoàn toàn và đồ thạch 
dày 4 mm lên một phiến kính hình chừ nhật phắng. Đe 
thạch nguội hoàn toàn, đục lỗ thạch (đường kính 8 mm) sao 
cho khoáng cách giữa các lồ thạch ít nhất là 30 mm. cấy 
chùng Staphyỉưcoccus aurcus trên thạch nghiêng, ủ ờ 37 °c 
trong 18 h đến 24 h. Gặt và pha vi khuẩn bằng nước muồi 
sinh lý vô khuẩn thành huyền dịch 109 vi khuẩn/ml. Lủng 
đều huyền dịch vi khuẩn (0,5 rnl/đĩa thạch) trên đĩa thạch 
đă đục lỗ. Nhò vào mỗi lỗ 100 pỉ dung dịch thimcrosal 
chuẩn nồng độ 1 g/L ở các độ pha loãng 1/2,5, 1/5, 1/10, 
1/20. 1/40, 1/80, 1/160. ử  ở 37 «c trong 24 h.
Đọc kết quà:
Đo đường kính các vùng ửc chế vi khuẩn mọc của các 
đậm độ thimcrosal chuẩn, xây dựng đường chuẩn. Dựa 
vào đường chuân và dường kính vùng ức chế cùa vác xin 
mẫu thử để tính ra hàm lượng thimerosal có trong vắc xin 
mẫu thử.

Ticu chuẩn chấp thuận
Hàm lượng thìmerosal trong mỗi vắc xin và sinh phẩm có 
thể khác nhau tùy theo yêu cầu cụ thổ, nhưng không dược 
thấp hơn hàm lượng cho thấy có khả năng kháng khuẩn và 
không cao hơn 115 % hàm lượng thimerosal ghi trên nhãn. 
Yêu càu chung cho hàm hrợng thimerosal trong các vắc 
xin và sinh phẩm có sử dụng thimerosal làm chất bào quàn 
đều không được vượt quá 0.02 % trừ khi có chi dẫn khác.

15.31 XÁC DÍNH HIỆU L ự c VẢC XIN DẠI THEO 
PHƯƠNG PHAPN1H

Nguyên lý
Thử nghiệm NIH (National ínstitute of Health - USA) 
được Tồ chức Y tế Thế giới chính thức công nhận để kiổm 
tra công hiệu vàc xin dại bât hoạt. Công hiệu vắc xin dại 
dược xác định băng cách so sánh liều hữu hiệu bảo vệ 
chuột chống lại liều gây chết của virus dại với một vắc 
xin dại mẫu chuẩn đã biết trước công hiệu (lU/rnl). Thử 
nghiệm được tiên hành song song 2 vắc xin (mẫu thử và 
mẫu chuân), sau 14 ngày thừ thách với củng 1 liều chùng 
virus thừ thách CVS.

Phương pháp tiến hành
Pha vac xin và gây tnien dịch:
Pha vắc xin mẫu chuân bang nước vô khuẩn để liêm (hoặc 
PBS pH 7,2 - 7,4) đổ cỏ được độ pha cỏ chứa khoáng 2 lU/ml.
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Phân chia vào các ổng một lượng vắc xin đù dùng cho một 
làn pha tiêm miễn dịch. Bảo quản ở -20 °c.
Pha vắc xin thử: Nếu là vắc xin đông khô phái hoàn nguyên 
bằng nước hồi chỉnh cho tới nồng độ liều tiêm cho người. 
Dung dịch vắc xin chuẩn và dung dịch vắc xin thừ đă hoàn 
nguyên tiếp tục được pha loăng thành ít nhất 3 độ pha 
trong nước muối sinh lí (hoặc PBS). Các độ pha được chọn 
sao cho có ED50 trung bình không nằm ngoài các độ pha 
loằng cùa vắc xin mẫu thử và vắc xin mẫu chuẩn, thường 
sử đụng độ pha loãng bậc 5 là 1/5, 1/25, 1/125, 1/625 để 
pha liêm miễn dịch.
Gây miên dịch: Moi độ pha loãng vắc xin được gây 
miễn dịch cho ít nil ất 16 chuột nhắt trắng, 4 đến 
5 tuần tuổi, 11 g đến 15 g. Mỗi chuột tiêm 0,5 ml vào phúc 
mạc. Tiêm 2 mũi vào ngày 0 và ngày 7.
Nhóm chuột đối chứng gồm 40 con được nuôi song song 
trong cùng điều kiện với nhóm chuột miễn dịch. Chuột đối 
chứng được dùng đỗ chuẩn độ hiệu giá chủng virus thừ 
thách, mỗi độ pha loãng tiêm 10 chuột,
Pha chủng CVS và thử thách.
Nhóm chuột miền dịch được tiêm thử thách với liều trong 
khoảng từ 10 đến 100 LD50. Thường dùng liều thừ thách 
có chứa 25 đến 50 LD50.
Ví đụ: sau 5 lần chuẩn độ hiệu giá chủng CVS là 10'6’8Ỉ. 
Như vậy để có được liều 25 LD50 phải đùng độ pha đậm 
đặc hơn 1,4 log tức là độ pha 10'5'4.
Cách pha cụ thể:
Dùng huyết thanh ngựa 2 % pha hỗn dịch CVS 20 % để 
cỏ được hỗn dịch 10 % (hỗn dịch A). Sau đó pha tiếp:

Độ pha loãng Ký hiệu
0,3 ml A + 2,7 ml huyết thanh 2 % 10'2 B
0,3 mỉ B + 2,7 ml huyết thanh 2 % 10'3 c
0,3 ml c + 2,7 ml huyết thanh 2 % 10  ̂ D
ỉ ml D + 24 ml huyết thanh 2 % 10'5’4 E
Lây độ pha E ticm cho tất cả nhóm chuột miễn dịch, mỗi 
chuột tiêm 0,03 ml vào não.
Đe chuẩn độ hiệu giá chủng CVS thử thách thực tế trong 
thử nghiệm, tiếp tục pha loãng bậc 10 từ hỗn dịch E (10'5*4) 
để có các độ pha 1(y6A, 10'7-4, 10'8,4. Mồi độ pha chủng CVS 
tiêm vào nẵo cho 10 chuột, mỗi chuột 0,03 mỉ.
Theo dõi và đọc kết quả:
Sau khi tiêm thử thách, theo dõi các nhóm chuột trong 
vòng 14 ngày. Những chuột liệt hoặc chết sau ngày thứ 5 
mới được tính vào kết quả. Nhừng chuột có dấu hiệu co 
giật, liệt, rối loạn vận động được coi như chết vì bệnh dại. 
Cân ghi chép kết quả hàng ngày. Đọc và tính kết quả cuối 
cùng vào ngày thứ 14 sau tiêm thử thách.
Tính kết quả:
Hiệu giá chủng thử thách CVS tính theo phương pháp 
Reed-Muench.
Công hiệu (ED50) tính theo chương trình Probit analysis 
cùa WHO.
Tiêu chnân châp thuận: Vac xin dại phài đạt công hiệu 
>2,5 IƯ/liều.
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15.32 XÁC ĐỊNH HÀM LƯỢNG NỈTƠ PROTEIN 
CỦA VẮC XIN VÀ SINH PHẲM BẢNG THUÓC THỦ 
NESSLER

PHỤ LỤC 15

Nguyen lý
Phương pháp dựa vào tính chất của thuốc thử Nessler cho 
phản ứng màu với ion amoni (NHƯ) được tạo thành sau 
khi vô cơ hóa các protein.

Phương pháp tiến hành
Chuẩn hị mâu thừ
Cho 1 ml chế phẩm và 1 ml dung dịch acid tricỉoroacetic 
20 % (TT) vào một ổng ly tâm 10 mỉ, để ở nhiệt độ 4 °c 
đến 8 °c trong 10 h đến 12 h. Sau đó ly tâm 3500 r/iĩiin 
trong 1 h, loại bô phần nước. Rừa tủa bằng 2 mi dung dịch 
acid trìcỉoroacetic 5 %, liếp tục ly tâm 3500 r/min trong 
ỉ h, loại bỏ phẩn nước. Thêm vào cặn 0.2 ml acid sulfuric 
(TT) đem vô cơ hóa trên bếp cát cho đến khi dung dịch 
mất màu. Để tăng tốc độ phản ứng thỉnh thoảng cho vài 
giọt dung dịch oxy già đậm đặc vào ống đốt sau khi lảm 
nguội. Khi chế phẩm đã được vô cơ hóa hoàn toàn, dung 
dịch mât màu, thêm nước cãt 2 lấn vừa đù b mỉ, thu được 
dung dịch À.
Lẩy 1 ml dung dịch A vào ổng nghiệm, thêm 8,5 ml nước 
cất 2 lần và 0,5 ml thuốc thử Nessỉer /77), được mẫu thử. 
Chuẩn bị mẫu trắng: Trộn đều 9,5 mỉ nước cất 2 lần vả 
0,5 ml thuốc thử Nessỉer (77).
Dựng đường chuẩn
Hút dung dịch amoni sulfat chuấn có hàm lượng 0,05 mg 
nitơ/ml vào các ổng nghiệm theo thứ tự sau: 0,1 ml; 0,2 ml; 
0,3 ml; 0,4 ml; 0,5 ml; 0,6 ml; 0,7 ml. Thêm nước cat 2 lần 
vừa đủ 9,5 ml và 0,5 ml thuốc thử Messier (TT).
Lắc đều các ổng nghiệm.
Đo độ hấp thụ (Phụ lục 4.1) ờ bước sóng 420 nm.
Vẽ đồ thị đường chuẩn.
Lượng nitơ protein trong chế phẩm được tỉnh theo công 
thức sau:

a X b X
X (mg/mỉ) = ■

' 1,0 X ỉ,<
6,25

Trong đó:
a ỉà lượng nitơ tìm được trên đường chuẩn (mg); 
b là thể tích dung dịch A (ml);
1.0 là thể tích mẫu sau pha ỉoàng đcm so màu (rnl);
1.0 là thể tích mẫu dem tủa rồi vô cơ hóa (ml);
6,25 là hệ số chuyển đổi protein từ nilư.
Cách pha dung dịch amoni suỉ/at chuãn có hàm lượng nitơ 
0,05 mg/mỉ:
Cân 0,2375 g amoni sul/at (đã được sấy khô trong bỉnh 
hút ẩm bằng silica gel đến khối lượng không đổi), hòa tan 
vừa đủ 500 mỉ bang nước cat 2 lần. Dung dịch vừa pha có 
hàm lượng niơ 0,1 mg/ml, tnrớc khi dùng pha loãng gấp 
đôi bằng nước cất 2 lần.

Tiêu chuẩn cho phép
Hàm lượng nitơ protein trong vắc xin và sinh phẩm theo 
qui định riêng.



15.33 XẤC ĐỊNH pH CỦA VẢC XIN VẢ SINH PHẨM 

Nguyên lý
Trị so pH cùa một dune, dịch vắc xin hay sinh phẩm được 
xác định bằng cách đo thể hiệu giữa điện cực chi thị nhạy 
cảm với ion hydrogen (thường là điện cực thủy tinh) và 
một điện cực so sánh (ví dụ điện cực calomel bão hòa). pH 
là một giá trị biểu thị quy ước nồng độ ion hydrogen cùa 
một dung dịch. pH cùa một dune dịch mẫu thử liên quan 
với pH cùa dung dịch mẫu chuẩn theo biểu thức sau:

pH = pH<j -

Trong đó:
E là điện thế, tính bằng von, của pin chứa dung dịch mẫu thử; 
Es là điện thế, tính băng von, của pin chửa dung dịch mẫu 
chuẩn (đã biết);
plỉs là pH của dung dịch mẫu chuẩn; 
k là hộ so cỏ giá trị thay đổi theo nhiệt độ dược ghi ờ 
bàng dưới đây:

!>Hự T.ụo 15

Nhiệt độ _k(V)
15 °c 0,0572
20 C  ~ 0,0582
25 °c Ò7Ỏ592
30 °c 0,0601
35 °c 1 0,0611

Phương pháp tiến hành
plỉ cùa một dung dịch vắc xin, sinh phẩm được đo bầng 
máy đo pH (pH meter). Máy đo pH là một điện thế kế có 
trớ kháne đầu vào gấp ít nhất 100 làn trừ kháng cùa các 
điện cực sừ dụne và thường được phân dộ theo đon vị pH 
và có độ nhạy để phát hiện được những thay đổi cỡ 0,05 
đơn vị pH hoặc ít nhất 0,003 V. Các điện cực thủy tinh là 
phù hựp và các kiều máv đo pH, kồ cả máy đo pH hiện 
sổ, đều phải đáp ứng yêu cầu trên. Vận hành máy đo pH 
tùy theo loại máv đo pH và tùy theo hướng dẫn của nhà 
sàn xuất. Tất cả các phép đo đều cần phải tiến hành trong 
cùng một diều kiện nhiệt độ khoảng từ 20 °c đen 25 °c, 
trừ trường hợp có quy định khác trong chuyên luận riòng. 
Trước khi đo pH của mẫu thử, cần chuẩn định máy đo pH 
bằng dung dịch pH chuẩn do nhà sàn xuất eunẹ cấp (tối 
thiều sứ dụng 2 dung dịch pH chuẩn mà pH của dung dịch 
mầu thử phải nam trong khoảng đó). Ví dụ: dune dịch mẫu 
thử cần do pH thường nằm trong khoáng pỉí 4 - 7, cẩn sử 
dụng 2 dung dịch pỉl chuân là pH 4 và pn 7 đe chuẩn định 
máy do pH; hoặc nếu dung dịch mẫu thử cần đo plỉ thường 
năm trong khoảng pH 7 - 10. cần sử dụng 2 dung dịch pH 
chuân là pH 7 và pll 10 đc chuẩn định máy do pH trước 
khi đu pn cửa dung dịch mẫu thừ.
Tráng đầu điện cực pH bằng nước cất 2 lần, dùng giấv 
thẩm mêm chuyên dụng đê thấm khô đâu diện cực và tiến 
hành do pll cùa dung dịch mầu thử. số lượng mầu thừ 
tối ihìỏu dùng đề kiểm tra pH là 15 ml đến 20 ml và nén 
đẽ ơ nhiệt đỏ phòng trước khi đo. l.ăc đêu và rót mau thử

vào còc đựng mầu, nhúng ngập đầu điện cực vào cốc mầu 
thừ và dê cho chì sổ pH hiện trôn màn hình ổn định thi 
xác định pH cùa mẫu thử. Sau khi đo pH của mầu thử 
xong, cần tráng đầu điện cực bằng nước cất 2 lần, dùng 
giấy thâm mềm chuyên dụng để thẩm khô đẩu điện cục và 
nhúng ngập đầu điện cực cùa máy đo pH vào dung dịch 
bảo quàn điện cực, ngắt điện của máy đo pH.

Tiêu chuẩn chấp thuận
Tiêu chuẩn pH chấp thuận theo yêu cầu đối với từng loại 
mầu thử.

15.34 XÁC ĐỊNH HÀM LƯỢNG PROTEIN TOÀN 
PHÀN TRONG VẮC XIN VÀ SINH PIIẢM

Protein có trong vắc xin và sinh phẩm được xác (tịnh theo 
nhiều phương pháp khác nhau, tùy theo từng loại vắc xin 
và sinh phẩm.

Phương pháp Lo»TV
Nguyên ỉỷ;
Protein có trong mẫu vắc xin thừ bị tùa với acid tricloroacetic 
nóne. Xác định lượng tủa để tính ra lượng protcin có trong 
vắc xin, sinh phâm.
Phương pháp tiến hành:
Pha loãng mầu thử (nểu cần thiết) để chỉnh hàm lượng 
protein của mẫu thừ trong khoảng 20 pg/ml đến 120 pg/ml, 
Thêm 1 ml dung dịch acid tricĩoroacetic 10 % vào một 
ống nghiệm có chứa 1 ml mẫu thử. Đun nóng ở 80 °c trong 
nồi cách thủy trong 15 min. Làm nguội ở nhiệt độ phòng. 
Ly tâm ở tốc độ 3500 r/min trong 30 min, loại bò phần 
dung dịch nước.
Thêm vảo phần lăne cặn 2 ml dung dịch acid tricỉoroacetic 
5 %. Lắc kỹ trên máy lấc và ly tâm lại một lần nữa ở tốc 
độ 3500 r/min trong 30 min, loại bò phan dung dịch nước. 
Thêm 2,5 ml dung dịch Alkalin vào mỗi ống nghiệm nêu 
trên vả ủ ở nhiệt độ phòng (thời gian ủ tùy từng loại mầu 
thừ) đồ hòa tan phần lang cặn.
Thêm 2,5 ml nước cắt và 0,5 ml thuốc ỉhửpoỉin (pha loãng 
1/2), ủ ờ 37 °c trong 30 min. Ly tâm với lốc độ 3500 r/min 
đen 6000 r/min trong 30 min (với các chế phâm chứa chất 
hấp phụ nhôm). Do mật độ quang học ờ bước sóng 750 nm 
trên quang pho kố.
Song song tiến hành thừ nghiệm với mẫu trang: thay vào 
1 ml mẫu thử là 1 rnl nước cất.
Dựng dường chuồn: Dựng đường chuân với dung dịch 
protein chuẩn (dune dịch albumin chuẩn ở các nồng độ 
25 pg/ml; 50 pg/ml; 100 pg/mt; 150 pg/rnl). Dựa vào 
hàm hrợng protcin tìm được trên đường chuân tính ra hàm 
lượng protcin có trone mầu thử.
Cách pha dung dịch Aỉkaỉỉn (pha ngay trước khi dùng): 
Dung dịch đồng suỉ/at pentahydrat 2 %: Hòa tan 2 g đong 
suỉ/aí pentahydrat vào vừa đù 100 m! nước cất.
Dung dịch natri tartrat 4 %: Hòa tan 4 g nai ri tartrut trong 
vừa dù 100 m! nước cát.
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Trộn lẫn 2 dung dịch trên được dung dịch A.
Hòa tan 0,8 g natri hydroxyd và 4 g natri carbonat trong 
vừa đủ 100 ml nước cất được dung dịch B.
Trộn 50 ml dung dịch B và 1 ml dung dịch A được dung 
dịch ALkalin.

Đo độ hấp thụ thực của protein ỏ' bước sóng 280 nin
Nguyên ỉỷ:
Protein trong dung dịch hấp thụ tia tử ngoại ờ bước sổng 
280 nm, do sự có mặt các amino acid dây thơm, chủ yểu là 
tyrosin và tryptophan trong cẩu trúc protein.
Phư(mg pháp tiến hành:
Dung dịch thử: Pha loãng mẫu thừ đen hàm lượng protein 
trong khoảng 0,2 mg/mỉ đến 2 ing/ml bằng dung dịch đệm 
thích họp.
Dung dịch chuấn: Pha loẵng mẫu chuẩn bằng cùng dung 
dịch đệm với mầu thử và có hàm lượng protein tương ứng 
với mẫu thừ.
Giữ dung dịch thử và chuấn ở nhiệt độ phòng. Đo độ hấp 
thụ các dung dịch này bằng cóng thạch anh ở bước sóng 
280 nm (Phụ lục 4.ỉ), dùng nước cất làm mẫu trắng.
Hàm lượng protein trong mẫu thử (Cu) được tính bởi 
công thức:

Cu = cs (Ay/A$)
Trong đổ:
cs là hàm lượng protein trong dung dịch chuẩn;
Au là độ hâp thụ cùa mẫu thử;
As là độ hấp thụ của dung dịch chuẩn.

Phương pháp Bradford
Nguyên ỉỷ:
Dựa trên sự kết hợp giữa thuốc nhuộm Coomasie với 
protein trong môi trường acid.
Phương pháp tiến hành :
Pha loãng mẫu thử bang nước cất đến hàm lượng thích hợp 
trong khoảng đường chuẩn.
Chuẩn bị dung dịch chuẩn BSA (bovine serum albumin) 
có hàm lượng trong khoảng 0,1 me/ml đến 1 mg/ml.
Dùng nước cât làm mâu trăng.
Thêm 2,5 ml thuôc nhuộm Coomasie 20 % vào 0,05 mỉ 
mẫu trắng, mẫu chuẩn và mẫu thử, lắc đều. Đe yên 10 min 
ờ nhiệt độ phòng. Đo độ hấp thụ (Phụ lục 4.1) ở bước sóng 
595 nm (không dùng cóng thạch anh do sẽ bị thuốc nhuộm 
gắn vào).
Hàm lượng protein trong mẫu thử được tính toán dựa vào 
đường chuẩn.

Phương pháp đồng/ađđ bicinchoninic
Nguyên lv:
Dựa vào sự khử của ion CũH' thành Q p  do protein, dùng 
acid bicinchoninic (BCA) đề xác định Cu+.
Phương phủp tiến hành:
Pha loăng mẫu thử bằng nước, cất đến hàm lượng thích 
hợp trong khoảng đường chuẩn.
Pha dung dịch chuẩn bằng nước cất (không ít hơn 5 nồng 
độ) có hàm lượng trong khoáng 10 pg/mt đến ỉ 200 pg/tnl. 
Dùng Iiưức cất lảm mẫu trắng.
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Thêm 2 ml thuổc thừ đồng-BCA vào 0,1 ml mẫu trắng, 
mẫu chuẩn và mẫu thử, lẳc đều. ử  trong nồi cách thủy 
37 °c trong 30 mìn. Làm nguội ở nhiệt độ phòng trong 
60 min, đo mật độ quang (Phụ lục 4.1) ờ bước sóng 562 nm, 
dùng cóng thạch anh.
Dựa vào đường chuẩn tính ra hàm lượng protein có trong 
mẫu thử.
Pha thuốc thử BCA: Hòa tan 10 g dìnatri bicìnchoninat,  

20 g natri Carbonat monohydrat, ỉ,6 g natri tatrat, 4 g 
naỉri hydroxyd và 9,5 g natri hydrogen Carbonat vào nước 
cất. Điều chình đến pH 11,25 nếu cần bằng dung dịch natri 
hydroxyd hoặc dung dịch natrỉ hydrogen carbonat. Thêm 
nước cất vừa đủ 1000 ml, lắc đều.
Pha thuốc thử đồng-BCÁ: Trộn ỉ ml dung dịch đồng Sulfat 
40 g/ỉ với 50 ml thuốc thử BCA.

Phương pháp bỉuret
Nguyên lý:
Dựa vào sự tương tác của ion Ou2+ với protein trong đung 
dịch alkaỉin, sản phẩm thu được có độ hấp thụ cực đại ờ 
bước sóng 545 nm.
Phưcmg pháp tiến hành:
Pha loãng mẫu thử bằng đung dịch nước muối sinh lý đến 
hàm lượng thích hợp trong khoảng đường chuẩn.
Pha dung dịch chuân băng dung dịch nưởc muôi sinh lý 
(không ít hơn 3 nồng độ) cỏ hàm lượng trong khoảng từ 
0,5 mg/ml đến 10 mg/ml.
Dùng dung dịch nước muối sinh lý làm mẫu trang.
Lấy một thể tích dung dịch mẫu thử, thêm đồng lượng 
dung dịch na tri hydroxyd 60 gi7, ỉ ắc đều. Ngay lập tức cho 
thuốc thử biuret với lượng bằng 0,4 lần thể tích dung dịch 
mẫu thử và lắc nhanh. Đê yên ở nhiệt độ phòng 15 min. 
Trong vòng 90 min sau khi cho thuốc thử biuret, đo mật 
độ quang (Phụ lục 4.1) của mẫu thử ờ bước sóng 545 nm. 
Song song tiến hành với mầu trắng vả mẫu chuẩn.
Dựa vào đường chuân tính ra hàm lượng protcin có trong 
mẫu thử.
Pha thuốc thử bỉuret: Hòa tan 3,46 g đồng Sulfat (TT) trong 
10 ml nước cất nóng, để nguội (dung dịch A). Hòa tan 
34,6 g natri cìtrat (Tĩ)  và 20 g natri carbonat khan (TT) 
vào 80 ml nước cẩt nóng, để nguội (dung dịch B). Trộn 
dung dịch A và B, thêm nước cất vừa đủ 200 ml. Dùng 
trong 6 tháng, không dùng nếu thay vẩn đục hoặc có tủa.

Phương pháp quang phổ huỳnh quang
Nguyên lý:
Dựa vào đẫn xuất của protein với o-phthalđehyd do chất 
này phản ứng với các amin chính cùa protein (N-tcrmina) 
amino acid và nhóin £-amino của lysin tôn dư).
Phương pháp tiến hành:
Pha loãng mẫu thử bằng nước muối sinh ỉỷ (ỉT)  đến hàm 
lượng thích hợp trong khoảng đường chuẩn. Điều chình 
pH từ 8 đến 10,5 trước khi thêm thuốc thừphthaỉdehyd. 
Pha dung dịch chuãn băng nước muôi sinh lý (TT) (không 
ít hơn 5 nồng độ) có hàm lượng trong khoảng tử 10 pg/ml 
đến 200 pg/ml. Điểu chình pH từ 8 đen 10,5 tnrớc khi thêm 
thuốc thừ phthalđehyd.

PHỤ LỰC 15
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Dùng nước muối sinh lý (TT) làm mẫu Irắng.
Trộn 10 JLLỈ các dung địch mầu thử, mẫu chuẩn, mẫu trắng 
với 0,1 ml thuốc thửphthaỉdehyd, để yên ở nhiệt độ phòng 
trong 15 min. Thêm 3 tnl dung dịch natri hydroxyd 0,5 M  
và lắc đều. Đo cường độ huỳnh quang các dung dịch mẫu 
chuẩn và rnẫu thử ờ bước sóng kích thích 340 nm và bước 
sóng phát xạ giữa 440 rm và 445 nm.
Dựa vào đường chuẩn tính ra hàm lượng protein có trong 
mẫu thừ.
Pha dung dịch đệm horat: Hòa tan 61,83 g acìd boric 
trong nước cai vả điểu chinh pH 10,4 bằng dung dịch kaỉi 
hydroxyd, thêm nước cất vừa đủ 1000 rnl, lắc đều.
Pha dung dịch gốc phthaỉdehyd: Hòa tan 1,20 g 
o-phthaỉdehyd trong 1,5 ml methanoì (TT), thêm 100 ml 
dung dịch đệm horat 0 0 ,  lắc đều. Thêm 0,6 ml dung dịch 
macrogol 23 lauryl ethcr và lắc đều. Bảo quàn ờ nhiệt độ 
phòng sử dụng trong 3 tuần.
Pha thuốc ỉhửphthaldehyd: Thêm 1 5 pl 2-mercaptoethanol 
vào 5 ml dung dịch gốc phthaldchyd. Chuẩn bị dung địch 
này trước khi dùng 30 min. Sử dụng trong vòng 24 h.

Tiêu chuẩn chấp thuận
Theo quy định trong chuyên luận riêng.

15.35 XÁC ĐỊNH Đ ộ ẢM TÒN n ư  TRONG VẮC XIN, 
SINH PHẨM ĐÔNG KHỎ

Nguyên [ý
Sử dụng phương pháp Karl Fischer đe xác định độ ẩm tồn 
dư trong vắc xin đông khô theo nguyên lý chung ià dựa 
trôn phản ứng toàn lượng của nước với ỉ ưu huỳnh dioxyd 
và iod trong sự có mặt của alcohol và một chất base hĩru 
cơ thích hợp.
Hiện nay có nhiều thiết bị để đo độ ẩm tồn dư trong các 
vắc xin, sinh phẩm đông khô, tuy nhiên nguyên tắc của các 
thiết bị này đều phải cấu tạo sao cho thao tác thuận tiện và 
tránh ẩm.

Phirong pháp tiến hành
Tùy theo thiết bị của các hàng khác nhau nên thao tác theo 
hướng dẫn vận hành của hãng đó.
Phương pháp phổ biến hiện nay để đo độ ẩm tồn dư của 
các vẳc xin và sinh phẩm đông khô là phương pháp Karl 
Fischer. Vận hành máy đo độ ẩm tồn dư theo hướng dẫn 
sử dụng. Rót dung dịch chuẩn anod và cathod vào khoang 
tương ứng đến đúng mức quy định, cần lưu ý qua một 
thời gian nhất định, methanoí trong dung dịch cathod có 
thể thấm qua màng trao đổi ion bằng cách thấm thấu. Đe 
giám bó1 tình trạng này không ncn rót hóa chất đầy quá 
mức quy định.
Bật máy và cài đặt phương pháp lựa chọn. Néu máy đo 
độ âm tôn dư không hoạt động trong vòng 3 tuân thì vân 
nen bật máy vài giờ trong khoảng thời gian này dù không 
tiến hành kiểm tra mẫu gì đổ nạp pin và đảm bảo tất cả các 
thông tin của chương trinh vẫn được duy trì. cần đảm báo
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trước khi nạp mẫu thừ tỷ lệ % độ ẩm trên màn hình phải ổn 
định và ờ mức độ tháp để đủ đạt được kết quả theo yêu càu. 
Cân chính xác khối lượng tổng của cả mẫu thử và vật 
chứa mẩu.
Nhập khối lượng tổng của cả mẫu thử và vật chứa mẫu vào 
máy, sau đỏ nhập khối lượng của vật chứa mầu. Đưa mẫu 
vào khoang bên ngoài qua đường bơm mẫu (nếu vận hành 
trong điều kiện độ ẩm cao và sáng thì nên đóng kín nắp 
khoang chứa mẫu thử khi vận hành).
Khi thực hiện xong thử nghiệm, máy in sẽ tự động in ra kết 
quà độ ẩm tồn dư cùa mẫu thử.

Tiêu chuẩn chấp thuận
Độ ẩm tồn dư trong vắc xin và sinh phẩm đông khô không 
được vượt quá 3 % (< 3 %), trừ khi có qui định trong 
chuyên luận riêng.

15.36 PHÁT HIỆN MYCOPLASMABẲNG PHƯƠNG 
PHÁP NUÔICAY

Nguyên vật liệu
Mầu thử nghiệm: Nước nối nuôi tế bào, hỗn dịch virus, 
vắc xin bán thành phẩm và thành phẩm.
Môi trường nuôi cấy: Mồi trường lỏng 1: LM1 (pH 7,6 đến 
7,8; môi trường có màu đỏ) và môi trường lỏng 2: LM2 (pH 
7,2; môi trường có màu vàng cam), dưới dạng 100 ml/chai 
hoặc 10 ml/ống.
Môi trường rửa lọc: Môi trường PPLO lỏng.
Môi trường đặc: Môi trường thạch PPLO.
Màng lọc 0,1 Ịim, xy lanh 10 mỉ và dụng cụ cần thiết đủ 
cho tiến hành thử nghiệm.

DƯỢC ĐIỂN VIỆT NAM V

Chuẩn bị môi trường
Pha môi trường LMỈ (pH 7,6 đến 7,8): 500 ml.
Nước cất pha tiêm: 375 ml.
Môi trường PPLO lỏng: 8 g.
Đò phenol 0,4 %: 2,5 ml.
Hấp ở 121 °c trong 15 min, sau đó thêm 75 nil huyết thanh 
ngựa, 50 ml Yeast Ẹxtract 25 %, 6 ml glucose 25 % và 1,25 ml 
penicilừi G. Trộn đều, ra chai 100 mí và ổng thử 10 ml.
Pha môi trường LM2 (pH 7,0 đến 7,2): 500 rnl.
Nước để pha thuốc tiêm: 375 inl.
Môi trường PPLO lỏng: 8 g.
L-Arginin: 1,5 g.
Đỏ phenol 0,4 %: 2,5 ml.
Hàp ờ 121 °c trong 15 min sau đó thêm 75 mỉ huyết thanh 
ngựa. 50 mi Yeast Extract 25 %, và 1,25 ml penicilin G, 
1 m! acid hydrocloric. Trộn đều, ra chai 100 ml và ống thử 
10 mi.
Pha mỏi trường thạch PPLO: 500 ml.
Thạch PPLO: 13,5 g.
Nước để pha thuốc licm: 375 ml.
Hấp tại 121 °c trong 15 min sau đó thêm 75 ml huyết 
thanh ngựa, 50 ml Yeast Hxtract 25 % và 1,25 ml penicilin

Các biróc tiển hành
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G. Trộn đều, sau đó đổ thạch ra phiến 6 giếng: 8 ml/giéng, 
bảo quản 37 °c trước khi thừ độ nhạy 1 ngày.
Pha môi tncờĩìg rửa màng ỉọc:
Môi trường PPLỌ Ịỏng: 2,1 g.
Nước để pha thuốc tiêm: 100 ml.
Hấp ở 121 °c trong 15 min.

Tiến hành
Loc mẫu: Sử dụng xylanh 10 mỉ hút 6 mi mẫu thử vào giá 
lọc 0,1 pm và boin mẫu qua lọc cho đến hết.
Rửa lọc: Sử dụng 30 ml môi trường rửa lọc và xylanh 
10 ml, bỏ kim, sau đó bom từ từ cho đến khi môi trường 
rửa qua hết lọc.
Tháo lọc, lấy giấy lọc cho vào đĩa petri vô trùng, cắt đôi 
giấy lọc, cho mỗi nửa giấy lọc vào mồi chai môi trường 
LM1 và LM2 đã chuân bị săn.
Chai môi trường sau gây nhiễm được nuôi ở 37 °c trong 
28 ngày. ^
Cấy truyền trên môi trường lỏng: sau gây nhiễm 14 ngày, 
lây mâu từ chai môi trường nuôi cây chuyên sang ông môi 
trường nuôi cấy cùng loại: 0,2 ml/ống thử, 3 ong thử mỗi 
loại môi trường và đặt tại 37 °c trong 14 ngày.
Cấy truyền trên môi trường đặc: Thạch được chuẩn bị trên 
phiến 6 giếng, gây nhiễm 10 Jil từ ống thử nghi ngờ lên 
chính giữa mặt thạch, dán kín phiến và nuôi tại 37 °c trong 
10 ngày.

Đọc kết quả
Đọc kết quả lần gây nhiễm đầu tiên: Ngày thứ 28.
Đọc kểt quả lần cấy truyền: Ngày thứ 14 trên môi trường 
lỏng và ngày thứ 10 trôn môi trường thạch;
Ket quả đương tính khi màu môi trường LM1 chuyển từ 
màu đỏ sang màu vàng cam; màu môi trường LM2 từ màu 
vàng cam sang màu đỏ ánh tím và cố khuẩn lạc giổng hỉnh 
trứng ôp lcp trên môi trường thạch.
Kêt quả âm tính khi màu môi trường của 2 loại môi trường 
lòng không thav đổi giống như ổng thử đoi chứng và không 
có khuẩn lạc mọc trên môi trường thạch.

15.37 XÁC ĐỊNH HÀM LƯỢNG Vi POLYSACCHARID 
CỦA VẮC XIN THƯƠNG HÀN Vi POLYSACCHARID

Nguyên lý
Sử dụng phản ứng điện di miễn dịch rocket để xác định 
hàm lượng Vi polysaccharid trong vắc xin thương hàn Vi.

Phương pháp tiến hành

Pha dung dịch đệm và thạch agarose
Dung dịch đệm harbitaỉ ‘/2 : Dùng ổng đong 500 ml đong 
200 ml nước cắt 3 lần cho vào chai thùy tinh loại 1000 ml, 
thêm 1,84 g acid bachiturìc vào chai thủy tinh, đun tronệ 
cách thuỷ và ỉắc đều cho dến khi hoà tan hoàn toàn. Đe 
nguội đen nhiệt độ phòng. Thêm tiếp 10,3 g natrì bacbìtal 
vào chai thủy tinh, lắc cho tan. Chuyển dung dịch thu được 
vào bình định mức 500 ml, thêm nước cất 3 lần vừa đủ đển 
vạch, lắc đểu.

Dược ĐIÊN VIỆT NAM V

Điều chỉnh đến pH 8,6 bằng dung dịch acìd hydrocỉorỉc. 
0,ỉ M (TT) hoặc dung dịch natrỉ hydroxyd 5 M (TT).
Bào quản dung dịch thu được ở nhiệt độ phòng, trong chai 
cỏ nút vặn kín. Sử dụng trong thời gian không quá 30 ngày 
kể từ ngày pha chế.
Rót dung dịch đệm barbital Vi vào bể điện di.
Thạch agarose: Thêm 0,5 g thạch agarose vào 40 ml dung 
dịch đệm barbital V2, đun cách thuỷ hoặc đun trên mảy khuây 
từ gia nhiệt cho đến khi thạch tan chảy hoàn toàn.
Đe thạch nguội đến khoảng 56 °c, cho 1 ml huyết thanh 
thỏ kháng Vi vào và lắc nhẹ tròn đều chai thạch sao cho 
huyết thanh thỏ kháng Vi hoà tan đều vào thạch nhưng 
không bị tạo bọt.

Tạo bản gel và đục lỗ  thạch
Đổ thạch trên khuôn, chờ thạch nguội hoàn toàn.
Đục lỗ thạch bằng bộ đục lỗ chuyên dụng sao cho các giểng 
trên bản gel phải cách mép bản gel ít nhất 2 cm và cách nhau 
ít nhất 1 cm. Số lượng giếng trên bản gel phải được tính toán 
sao cho có đủ 5 giếng cho các hàm lượng kháng nguyên Vi 
chuẩn, 2 giểng (làm kép) cho mỗi mẫu thử,

Pha mẫu kháng nguyên Vỉ chuẩn
Pha loãng kháng nguyên Vi chuẩn bằng dung dịch PBS ở 
các độ pha loãng như sau: 100 Ịig; 50 pg; 25 ịig; 12,5 fig;
6,25 pg Vi polysaceharid /ml.
Lần lượt nhò mẫu chuẩn ở các độ pha loãng như trên vào 
từng giếng trên bản gel (5 ịil/giếng); cho vào 2 giếng tiếp 
theo mỗi giếng 5 Ịil vắc xin mẫu thừ.

Chạy điện di miễn dịch Rocket
Đặt bản gel vào máy điện di theo hướng mẫu đi từ cực âm 
sang cực dương.
Bật nguồn, cài đặt các thông số thích hợp về hiệu điện thế, 
cường độ dòng điện và thời gian chạy điện di của mẫu. 
Dùng giấy ỉọc Whatman làm cầu nối từ bể dung dịch điện 
di tới bản gel ở cả 2 đầu bản gel.
Bấm nút ”Run” để chạy điện di.

Rửa bản gel
Sau khi chạy điện di xong, tắt nguồn, lẩy bản gel ra khỏi 
máy điện di, cho vào hộp nhựa trong có nắp kín.
Cho nước muối sình lý ngập bản gel và ngâm, ỉẳc nhẹ bằng 
máy lắc trong 3 h (thay nước muối sinh lý 1 h/lần).
Hút hết nước muối sinh lý ra và thay bằng nước cẩt. Ngâm 
và lắc hộp nước cất có chứa bản gel liên tục. Sau khi ngâm 
được 1 h, thav nước cất 30 inịn/ỉần.

ủ  bản gel
Đô toàn bộ nước cất ra khỏi hộp.
Phủ một lớp giấy lọc lên mặt bản gel để tránh cho bản gel 
không bị khô không đồng đêu. 
ủ bản gcl qua đêm trong tủ ấm 37 °c.

Nhuộm và tẩỵ bản geỉ
Bóc bỏ lớp giấy lọc trên mặt bàn gel.
Nhuộm bản gel bang dung dịch nhuộm màu trong 15 min.
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IVong quá trình nhuộm, lắc đều hộp dung dịch nhuộm màu 
cỏ chứa bản gel bang máy lấc.
Hút bỏ toàn bộ dung dịch nhuộm màu và bơm dung dịch 
tẩv màu vảo hộp chứa bản gcl; ngâm, lắc liên tục cho đến 
khi nhìn rò những cột tên lửa trên bàn gcl. Ncu ban gcl vần 
còn xanh dậm, cỏ thể thay dung dịch tay màu mới nhằm 
rút ngan thời gian tây màu của bản gcl.

Đọc và tính kết quả
Bân ẹel dược đưa ra khỏi hộp nhựa và dặt trên phiến kính trong. 
Dùng thước đo chuycn dụng để đo chiều cao các cột tên iửa 
trên bàn gel, từ các giếng kháng nguyên chuẩn và mẫu thừ. 
Dựa vào chiều cao các cột tẻn lừa, xây dựng được đường 
chuồn và tinh kết quả hàm lượng kháng nguycn Vi từ mẫu 
thử bàng chương trinh Excel].

Đánh giá kết quả
Loạt vắc xin thương hàn Vi polysaccharid được coi là 
dạt yêu cầu về chỉ sổ hàm lượng Vi polysaccharid khi 
thử nghiệm có giá trị (vaiid) và dạt 35 pg đến 65 gg 
poỉysaccharicỉì\ .0 mỉ vắc xin.
Ncu thu nghiệm xác định hàm lượng Vi polysaccharid 
không có giá trị (invalid) vì một lý do nào đó thì phải nhác 
lại thừ nghiệm với số lượng mẫu bàng lượng mẫu của lân 
kiểm tra thứ nhất.
Nếu thử nghiệm xác định hàm lượng Vi polysaccharid có 
giá trị (valid) nhưng không đạt yêu cầu về hàm lượng như 
quy định thì nhắc lại thử nghiệm với sổ lượng mẫu gấp đôi. 
Ở làn kiểm tra thứ hai nếu hàm lượng Vi polysaccharid 
dạt yêu cầu (nằm trong khoảng cho phép cùa tiêu chuẩn 
chấp thuận thì loạt vác xin đó được coi là đạt ycu cầu về 
hàm lượng Vi polysacchariđ. Neu kết quá hàm lượng Vi 
polvsaccharid không đạt vêu cầu thì loạt vắc xin đó phải 
huỷ bỏ, không được phép xuàt xưởng đưa vào sử dụng.

Tiêu chuẩn chấp thuận
(25 |ig ± 30 %) Vi polysaccharid/liêu dơn văc xin dùng 
cho người (0,5 ml).

15.38 XÁC ĐỊNH HÀM LƯỢNG POLYSACCHARID 
TRONG VẢC XIN VÀ SINIĨ PHẨM

Nguyên lv
Polysaccharid có trong mẫu thử được chuyển thành đường 
dơn, sau dó phàn ứng với anthron tạo thành hợp chât màu. 
Đo hợp chất màu này ờ bước sóng 620 nm, tử đó xác định 
hàm lượng polvsaccharid trong mầu thừ.

Tiến hành
Pha loãng dưng dịch glucose chuẩn 500 Ịig/ml bằng nước 
cai thành các nồng độ 2,5 Ị.ig/ml; 5,0 pg/ml; 7,5 pg/ml;
10,0 pg/m); 12,5 pg/ml. Mầu thử được điều chỉnh bàng 
nước cất đỏ cỏ nóng độ protcin khoảng 200 pg/mi.
HÚI 1 ml mẫu thử và mỗi dung dịch glucose chuẩn vừa pha 
loáng ừ trên vào ỏng nghiệm, thêm 4 tn) dttnq dịch anthron 
0,2 %: lắc đều, đun cách thủy 100 fJC trong 15 min. Làm
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nguội nhanh trong mrớc đá và để ờ nhiệt độ phòng trong 
60 min.
Đo mật độ quang (Phụ lục 4.1) ờ bước sóng 620 nm, dựng 
đường chuẩn, từ dỏ tính ra hám lượng polvsaccharid trong 
mẫu thừ.
Dơn vị tính: Ị.ig/100 Ịtg protcin.
Cách pha các dung dịch:
Dung dịch giucost' chuấn 500 Ịig/nrl: Hòa tan 500 miỉ 
glucosc bằng nước cát trong bình định mức 100 inl, thcm 
nước cất vừa dù. Trrrớc khi dùng, pha ỉoàng 10 lần bang
nước cất.
Dung dịch unthron 0,2 %: Cán 0,2 g anthron chuyến vào 
bình định mức 100 ml, thêm acid suỉ/urìc 95 % vừa dừ 
100 mi.
Bào quàn dung dịch ừ 2 °c  đến 10 °c  trong chai thùy tinh 
màu, sử dụng trong vòng 2 tuân sau khi pha.

Tiêu chuẩn chấp thuận
Tùy tùng loại vắc xin và sinh phẩm. Đối với bán thành 
phẩm viêm gan B, hàm lượng polysaccharíd không lớn 
hơn 10 peTOO pg p ro te in.

15.39 XÁC ĐINH Đ ộ TINH KHIẾT KHÁNG 
NGUYÊN HBsAg

Thừ nghiệm xác định độ tinh khiết kháng nguyên HBsAg 
được thực hiện trong giai đoạn bán thành phẩm của vắc
xin viêm gan tì.
Độ tinh khiết kháng nguyên HBsAg được xác định bằng 
phương pháp sẳc ký lòng (Phụ lục 5.3).
Pha động: Dung dịch tiệm PBS pH 6,8.
Cách pha dung dịch đém PBS pH 6,8: Cân 3,48 g natri 
phosphat monohasic; 9,75 g na tri phosphat dibơsic; 23,38 g 
natn cìorid và 0,1 g na tri aiicỉ, hoà tan trong vừa đu ] l.nước 
khứ ion. Điều chinh píl bằng 6,8 bàng acidphosphoric (Tự. 
Lọc qua màng lục 0,45 pm.
Điểu kiện sãc ắt:
Cột TKgei G3Ó00SW, Nhật Bàn.
Nhiệt độ phòng
Tốc độ dòng: 0,6 ml/min.
Detector quang pho từ ngoại đặt ở bước sóng 280 lim.
Thể tích tiêm: 50 ịú.
Lọc mẫu thứ qua màng lọc 0,45 pm trước khi cho mẫu 
vào cột.
Tiến hành sắc ký với dưng dịch thử.
Tiêu cỉutdn chắp thuận: Tv lệ diện tích pic HBsAg so với 
tổng số các pic không nhỏ hơn 95 %.

15.40 XÁC NỊNH IIÀM I.ƯỌNG LIPID TRON (ỉ 
VÁC XỈN VÀ SINH PHÀM

Nguyên lý
Dựa trên phan ứng của lipid với vanilúi trong môi trường 
acid sulhiric và acid phosphoric tạo thành hợp chiu màu.

DƯỢC ĐIÊN VIỆT NAM V
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Đo hợp chẩt màu này ờ bước sóng 540 nrn, lừ đỏ xác định 
hàm tượng lipid trong mẫu thừ.

Tiến hành
Mau thừ được điều chinh bằng nước cất đe có nồng độ 
protein khoảng 200 gg/ml.
Hút dung dịch dầu ô liu (olive oil) chuẩn 500 pg/ml vào 
các ống nghiệm lần lượt 0,1 ml; 0,2 ml; 0,3 ml; 0,4 ml; 
thêm nước cât vừa đù 1 ml.
Hút 1 ml mẫu thừ vào ổng nghiệm, 1 ml nước cất vào 
mẫu trắng. Thêm 3 ml acid sulfuric. 95 % vào mồi one 
nghiệm, lắc mạnh bang máv lắc. Đun cách thùy 100 °c 
trong 10 min, làm lạnh bằng nước đá trong 5 min. Thêm 
Ị 3 ml dung dịchphosphovaniỉin (TT) vào mồi ỏng nghiệm, 
lắc kỹ. Đun cách thủy 37 °c ± 2 °c  trong 30 min, làm lạnh, 
để yên ở nhiệt độ phòng 30 min.
Đo độ hấp thụ (Phụ lục 4.1) ờ bước sóng 540 nm, dựng 
đường chuân, từ đó tính ra hàm lượng lipid trong mâu thử. 
Đơn vị tính: pg/100 |ig protein.
Cách pha các dung dịch:
Dung dịch đau ô liu (olive oil) chuẩn 5000 pg/ml: Cân 
0,25 g olive oil vào bình định mức 50 ml, thêm ethanol 
(77) vừa đủ, lắc kv. Bào quân dung dịch ờ 4 °c  đến 7 °c, 
dùng trong ỉ tháng. Trước khi dùng, pha loãng 10 lân bâng 
nước cất.
Dung dịch vanilin 0,6 %: Hòa tan 6,0 g vanỉitn (77) trong 
6 ml đến 7 ml ethanol (77), chuyên vảo bình định mức 1 L, 
thêm nước cât đen định mức.
Dung dịch phosphovanilin: Cho 350 ml dung dịch vanỉỉin 
0,6 % và 50 ml nước cất vào cốc thủy tinh, khuấy đều. 
Thêm 600 ml acid phosphoric 85 % (77) trong khi đang 
khuấy từ.

Tiêu chuẩn chấp thuận
Tùy từng loại vác xin và sinh phẩm.
Đôi với bán thành phẩm viêm gan B, hàm lượng lipid 
không lớn hon 100 pg/100 pe protein.

15.41 XÁC ĐỊNH HÀM LƯỢNG CESI TRONG 
VÁC XIN VÀ SINH PHẮM

Nguyên lý
Cesi tồn dư trong quá trình tinh khiết HBsAg được xác 
định bằng phươne pháp sắc ký trao đổi ion.

Tiến hành
Mâu chuẩn'. Ilút 1 ml nước khứ ion vào 3 ống nghiệm, 
thêm lần lượt 0,2 ml; 0,4 ml; 0,6 mỉ dung dịch cesi chuẩn 
0,001 %.
Mâu thử : Hút 1 ml mâu đã pha loãng 5 lần băng nước khử 
ỉon vào ông nghiệm, thêm 0,4 ml dung dịch chuẩn. Lọc các 
dung dịch mầu chuẩn và mẫu thừ qua màng lọc 0,22 |im. 
Điêu kiện vận hành máy sác ký ion: Cột lonPac Cs-12, 
detector đo độ dần điện 5 mcS đến 10 mcS, tốc độ dòng
1,0 mbmin. the tích mầu thừ: 100 pl, nhiệt độ phòng.
Dựa vào diện tích pic đổ tính ra hàm lưọng ccsi trong mầu thử. 
Đom vị tính: pg/20 pg protein.

Dược ĐIỀN V1LT NAM V

Cách pha các dung dịch
Dune dịch aeiđ hvdroclorie 0,04 M (dung dịch rứa giãi): 
Lọc 1,5 L nước khứ ion qua màng ỉọc 0,45 pin, hút 3,3 ml 
acid hydroc lorie (77) pha trong vừa đù I L nước khử ion 
vừa lọc trên.
Dung dịch tetrabutyl amoni hydroxyđ (TBAOH) (đung 
dịch tái sinh): Hút 66,67 ml TBAOH vào ông đong 2 L, 
thêm nước khử ion vừa đù 2 L, khuấy đều.
Dung dịch cesi chuẩn 0,01 %: Cân chính xác khoảng 
10 mg (a) cesi cỉorid, chuyên vào bình định mức 100 ml, 
thêm nước khử ion vừa đù, lắc đều.
Pha loãng 10 lần dung dịch ccsi chuẩn 0.01 % bằng nước, 
khứ ion trước khi dùng. Hàm lượng cesi thực có trong 
dung dịch thu dược (X) được tính bàng công thức:

132,9 a 1
X (pg/ml) = X X - - - - -  X 1000

U 6 168,4 100 10
Trong đó:
132,9 là phân tử lượng của Cs;
168,4 !à phân từ lượng cùa CsCl;
10 là hệ số pha loãng dung dịch chuẩn;
1000 chuyển tù mg sang pg.

Tiêu chuẩn chẩp thuận
Không lớn hom 5 pg/20 pg protcin.

15.42 XÁC ĐỊNH HÀM LƯỢNG SACCHAR1D 
TỎNG SỔ BẦNG PHƯƠNG PHÁP ORCINOL

Nguyên tắc
Phương pháp cho phép định lượng polyribosylribitol 
phosphat (PRP), polysaccharid này dược xem là thành 
phần hoạt động chính của vắc xin Haemophiỉus influenza 
tvp b. Phương pháp dựa trên sự hình thành phức hợp màu 
xanh và hòa tan trong nước.

Chuẩn bị dung dịch
Các dung địch sau đây được phangay trước khi thử nghiệm. 
Dung dịch chuẩn ribose: IToà tan 5,0 mg ribose chuẩn 
trong bình định mức 10 mỉ bằng nước cất, thèm tìirớc cắt 
đến vạch. Lấc đều.
Dung dịch sắt (Iỉỉ) clorid trong acid hydrocỉoric: Càn 1 g 
sảt (Hỉ) clorid (77) và hòa tan trong 10 ml nước cắt. Pha 
0,25 ml dung dịch thu được với 50 mi acid hydrocỉoric 
(TY).
Dung dịch orcinoỉ: Cân 230 mg orcinưỉ (TTỉ và hòa tan 
trong 5 ml ethanoỉ (77), chuẩn bị xong phài chứa dung 
dịch trong chai thủy tinh màu.
Dung dịch nutrí azid 0,02 %: Cân 0,02 g nutrí Lizid (TI) và 
pha loãng với 100 ml nước cát.
Chu ân bị dung dịch đê lập dường chỉ lân: Từ dung dịch 
chuẩn ribose pha về các nồng độ 1 ỊLig/ml, 4 pg/ml, 
12 pg/ml và 20 pg/ml.
Chuân bị mâu kiêm tra:
Đổi với mẫu cộng hợp (ARM): 50 pl mầu pha loãng với 
450 pl nước cát.
Nêu mầu là sán phâm cuòi cùng thì không cán pha loãng.

PHỤ LỤC 15
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Tiến hành

Xác định hàm lượng saccharid tổng so
Lấv vào mỗi ổng 500 |.il dung dịch chuẩn ribose đã pha 
(nồng độ 1, 4, 12, 20 pg/ml).
Lấy 500 gl mẫu vắc xin can kiểm tra vào một ổng khác. 
Thêm nưởc vảo tất cả các ống để được 2000 gỉ.
Thêm 1000 pl dung dịch sắt (Hỉ) cỉorid trong acìdhydrocỉorìc 
vào các ống.
Thêm 80 pl dung dịch orcinol vào các ong.
Giữ 80 °c tronsfl5 min.
Đổ nguội, đo mật độ quang của các dung dịch ờ 670 nm 
(OD 670 nm) và ở 580 nm (OD 580 nm) và tính kết quả.

Xác định hàm lượng saccharid tự  do
Chú ỷ: Trước khi sử đụng onií ly tâm Centricon với màng 
lọc Uỉtracel YM-30, phải rửa ống ly tâm lại với nước và 
sau đó thêm 500 gl nước cất và lỵ tâm trong 5 min.
Thêm 500 pl mẫu vào phẩn trên của ống ly tâm Centricon. 
Ly tâm ờ 3500 r/mìn trong 20 min.
Sừ dụng phần dịch được lọc ra (phẩn dịch nằm bên dưới) 
và tiến hành các bước theo phần xác định hàm lượng 
saecharid tồng sổ.
Rửa hệ thõng ông ly tâm Centricon với mảng lọc Ưltracel 
YM-30 bằng nước và thêm dung dịch natri azid 0,02 %. 
Bào quản ở 4 °c cho đcn khi dùng trở lại.
Tính hàm lượng saccharid cuối cùng của mẫu thử (Cf) theo 
công thức sau:

cr c m X 10'3 X 2,45
Trong đó:
c m là giá trị trung bình của hàm lượng ribose trong mẫu thừ; 
2,45 ỉà hệ số biểu hiện moi tương quan về khối lưọng phân 
Cĩ của polymer (saccharid) và D-ribose;
10"3 là hệ sô chuyên đòi từ đon vị pg/ml thành mg/ml.
Kết quà được tính theo đon vị mg/ml (mg carbonhydrat/mỉ 
mẫu cần kiểm tra).

15.43 QUY TRÌNH THỬNGHÍỆM  CÔNG HIỆU 
(ỈN VỈVO) CỦA VẮC XIN VIÊM GAN B TÁI TỔ HỢP

Sinh vật phẩm
Chuột nhắt cái giống BALB/c thuần chủng từ cùng một 
đàn tùy loại 213 hoặc 2K từ 5 đến 6 tuần tuối, cân nặng toi 
thiểu ỉ 6 g được lựa chọn, vận chuycn và chăm sóc trong 
điều kiện cách ly.
Vắc xin viêm gan B mẫu chuẩn quốc tế từ WHO.
Chuẩn thứ cấp (địa phương) vắc xin viêm gan B tái tổ hợp.

Chuẩn bị dung địch
Dung địch đê pha loãng mâu: Hoà tan nhôm hydroxyd (TT) 
trong dung dịch nath clorid 0,9 % (TT) để được dung dịch 
có nông độ 1,5 g/1.
Gcỉ phải có nồng độ ÀlJi như trong mẫu vắc xin (0,5 mg 
ÀI3Yml); 0,5 mg Ap ' tương đương với 1,44 mg Al(OH)3. 
llâp tiệt trùng dung dịch đã pha ở 121 °c trong 30 min. 
Bảo quản ở 4 °c.

Tiến hành
Chu án bị các độ pha của vẳc xin:
Tiến hành trong Laminar.
Các độ pha của mẫu vẳc xin hấp phụ được pha loãng bằng 
dung dịch pha loãng mẫu, mỗi độ pha tương ứng với một 
nong độ cùa văc xin. Chì chuẩn bị 1 lọ cho mỗi độ pha mẫu 
hoặc chuẩn.
Trước khi lấy đù lượng vắc xin cần thiết (1 ml) phải lắc 
đều lọ để đồng nhất mẫu.
Để chuẩn bị các độ pha vắc xin từ nồng độ kháng nguyên 
20 pẹ/ml cần tiến hành theo hướng dẫn trong Bàng 15.43.1. 
Song song làm tương tự với mẫu chuẩn quốc tể cùa WHO 
hoặc chuẩn thứ cấp cửa phòng thí nghiệm (chuẩn quốc té 
được dùng để chuấn hóa chuẩn thứ cấp).
Sau khi chuẩn bị xong các độ pha, đậy nút cao su và nắp đă 
tiệt trùng. Chuyên các lọ mẫu pha loãng đến nhà chăn nuôi 
súc vật thí nghiệm đế gây nhiễm trên động vật.

Bảng ỉ5.43.]: Chuẩn bị các độ pha loãng của vắc xin

1 Mẩu vắc xin Dung dịch pha Dộ pha HBsAg
: (ml) loãng (tnl) loãng (pg/ttìl) .
1 1 (vắc xin không 
: pha loãng) 15 ị 1/16 1,25 1

4 (vắc xin 1/16) : 12 : 1/64 0,312 .
4 (vẳc xin ĩ/64) 12 1/256 0,078 •
4 (vắc xin 1/64) 28 i 1/512 0,039
4 (vắc xin 1/256) 12 ■ 1/1024 0,019
Giả dược (Pỉacebo) 12

Gây nhiễm trên động vật:
Với mỗi độ pha của vắc xin gây nhiễm trên 10 chuột nhắt 
(1 ml/con) bằng đường tiêm màng bụng, Sau khi tiêm theo 
dối trong vòng 28 ngày ở vùng cách ly bảo vệ.
Lấy máu: Tiến hành lấy máu sau 28 ngày gây nhiễm trên 
chuột. Lấy máu riêng tìmg con vào ống nhựa, dán nhẵn 
ghi số lô và độ pha. Có thể ỉy tâm ngay khi lấy máu tại nhà 
chuột hoặc giữ ờ nhiệt độ phòng không quá 24 giờ để ỉy 
tâm sau đó.
Ly tầm, tách huyết thanh cẳn thận bằng pipet (không được 
làm lẫn huyết thanh giữa các ống khác nhau) sang một 
ổng nhựa khác. Neu chưa tiến hành định lượne kháng thể 
anti-HBs Ag ngay, bảo quản các mẫu huyết thanh ở “20 °c 
đế kiểm tra sau.
Định lượng kháng thể kháng HBsAg bàng phương pháp 
EL1SA với bộ kit cùa BIO-RAD,
Tinh két qua: Sau khi xác định được các mẫu huyét thanh 
dương tính (có chứa khảng thể), tính phẩn trăm số chuột 
có đáp ứng miễn dịch trên mồi độ pha tức là trên tổng số 
chuột gây nhiễm có bao nhiêu chuột có đáp ửng miễn dịch 
cua độ pha đó. Làm tương lự với mẫu vắc xin chuẩn.
Chú ỷ: Chuột có đáp ứng miễn địch lả trong huyết thanh có 
chứa kháng thể kháng HBsAg.
Tính phần trăm sổ chuột cỏ đáp ứng miễn dịch với mỗi độ 
pha như sau:
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Ni
% chuôt có đáp ứng = —— X 100 

N
Trong đó:
Ni là sổ chuột có đáp ứng miễn dịch của một độ pha;
N  là số chuột gây nhiễm trên độ pha đó.
Sau khi tính phần trăm sổ chuột có đáp ứng miễn dịch, tính 
ED50 (Liều vắc xin gây nhiễm 50 % chuột có đáp ứng miễn 
dịch) và công hiệu bằng chương trinh Potency.

15.44 MỘT SỎ PHƯƠNG PHÁP MIẼN ĐỊCH s ử  
DỤNG TRONG KIẾM ĐỊNH VẮC XIN

Giói thiệu chung
Phương pháp miễn dịch là phương pháp dựa trên các 
liên kết đặc hiệu, thuận nghịch và không cộng hóa trị của 
khảng nguyên và kháng thẻ. Phương pháp này được sử 
dụng để phát hiện hoặc định lượng kháng nguvẽn hoặc 
kháng thể có bản chất là protein, Polysaccharid, virus, vi 
khuân, ADN hoặc ARN trong đó chủ yêu là protein. Sự 
hình thảnh phức hợp kháng nguyên-kháng thể cỏ thể được 
phát hiện và định lượng bằng nhiều kỹ thuật.
Các kết quả của phương pháp miễn dịch phụ thuộc vào 
điếu kiện thực nghiệm, bản chất và chất lượng của các hóa 
chất sử dụng. Do đó việc chuẩn hóa các thành phần của 
một thừ nghiệm miễn dịch với chất chuẩn quổc tể là điều 
rat cần thiết. Hiện nay các hóa chất sử dụng cho phương 
pháp miền dịch đã được thương mại hỏa qua các bộ kít 
chuyên dụng. Trong mỗi bộ kít đã có đủ các thành phần 
cẩn thiết và hướng dẫn sử dụng đi kèm để định lượng, 
nhận dạng một loại kháng nguyên hoặc kháng thê nhất 
định. Mỗi loại kít đều có một giới hạn phát hiện, quy trình 
và ticu chuẩn riêng, Do vậy, khi sừ dụng kít cho môi thử 
nghiệm phải tuân thủ theo đứng hướng dãn cua kít đê đảm 
bảo kểt quả được chuẩn xác và có ý nghĩa.
Phương pháp miễn dịch có rất nhiều kỹ thuật khác nhau và 
sẽ cho ra các kết quả khác nhau (đo mỗi kỵ thuật có một 
đơn vị tính riêng, tiêu chuẩn riêng...), vì thố muốn biết kết 
quả kiểm tra có đạt hay không, cần so sánh với tiêu chuẩn 
chấp nhận áp dụng cho lừng kỹ thuật, từng đơn vị tính, 
không nên dùng kết quả cùa các kv thuật khác nhau đề so 
sánh, đánh giá.
Hiện tại phương pháp miễn dịch chia thành 2 dạng: Dane 
sử dụng kháng thể hoặc kháng nguyên cỏ đánh dấu và 
không đánh dấu.

Phương pháp sử dụng kháng nguycn hoặc kháng thể 
đánh dấu
Có nhiều phương pháp miền dịch đánh dấu khác nhau và 
được phân ra như sau:
Phương pháp miễn dịch phóng xạ, đùng đồng vị phóng xạ 
như I125. Viết tất là RIA (Radio Immuno Assay), IRMA 
(Immuno Radiometrie Assay).
Phương pháp miễn dịch gẳn men (EIA - Enzyme Immuno 
Assay hay ELISA - Enzym Linked Im muno Sorbent Assay). 
Phương pháp miền dịch khác như: Miễn dịch huỳnh quang
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(FIA - Fluoro Immuno Assay); phương pháp miễn dịch hóa 
phát quang (CLIA - Chemiluminescence ỉmnnmo Assay). 
Tuy nhiên trong kiểm định vắc xin và sinh phẩm y tế chủ 
yếu sử dụng phương pháp ELISA (EIA) trong thừ nghiệm 
công hiệu, nhận dạng các vác xin Viêm gan B, Viêm gan 
A, HPV (vắc xin phòng ung thư cổ tử cung), ÍPV (vắc xin 
bại liệt tiêm trong các vắc xin đơn và phối họp 5 hoặc 6 
thành phẩn); Nhận dạng, định lượng kháng nguyên của 
virus viêm não nhật bàn; Thử nghiệm nhận dạng thành 
phần Hib trong vắc xin Hib cộng họp uốn ván và Hib cộng 
hợp giải độc tố bạch hầu (Vắc xin vi khuẩn); định lượng 
hàm lượng các chất tồn dư trong vắc xin có bản chất là 
protein: BSA, ovalbumin, gentamicin, neomycin.

Phưong pháp sử dụng kháng nguvên hoặc kháng thể 
không đánh dấu
Phương pháp khuếch tán miễn dịch tự phát bao gồm: 
Khuếch tản miễn dịch đơn (SR1D hay còn viết là SRD - 
Single radial immunodiffusion).
Khuếch tán miễn dịch kép (DID - double immunodiffusion). 
Phương pháp khuếch tán miền dịch dưới ảnh hưởng của 
điện trường gồm:
Phương pháp điện di miễn dịch (ĨE-Immunoelectrophoretic 
method): Là sự kết họp giữa 2 phương pháp điện di trên 
gel và khuếch tán miễn dịch.
Phương pháp điện di miễn dịch đối lưu (CIE - Crossed 
Immunoelectrophoresis): Là phương pháp IE cải tiến. 
Trong kiểm định vắc xin và sinh phẩm y tế chủ yếu sử dụng 
phương pháp SRD và DID. Phương pháp SRD thường sử 
đụng để nhận dạng, định lượng hàm lượng kháng nguyên 
HA, NA của virus cúm (thử nghiệm kiểm tra cỏn lí hiệu, 
nhận dạng vắc xin cúm); Kiểm tra hàm lượng glycoprotein 
(khảng nguyên cùa virus dại) trong vắc xin dại hay thử 
nghiệm công hiệu vắc xin thương hàn Vi (vắc xin vi 
khuẩn)... Phương pháp DID chủ yếu chí sir dụng trong 
thừ nghiệm nhận dạng một số vắc xin vi khuẩn như: Hib, 
thương hàn Vi, phế cầu...
Phương pháp IE và CIE chủ yếu sử dụng kiểm tra trong 
quá trình sản xuất (IPC-in process control) vắc xin dạmỉ 
bán thành phẩm (bulk).

Đánh giá kết quả

Tỉêu chuẩn đánh giá
Phương pháp định lượng có giá trị khi: Các kháng thổ hoặc 
kháng nguyên của mẫu thử và mẫu chuẩn phài không có sự 
khác biệt đáng kể về bản chẩt và thàr.h phần.
Phương pháp miễn dịch bị ảnh hưởng bởi các yểu tố gây 
nhiễu trong sản phẩm kiểm tra như: Protein tạp, các muối, 
chất bảo quản, tá dược (muối nhôm, MPL...)... đều có thể 
gây ảnh hưởng đến sự phân giải cùa protein kiểm tra. Do 
đó khi sử dụng phương pháp hóa miễn dịch đều phải thẩm 
định và chứng minh sự không cành hưởng của các chất gây 
nhiễu trong sản phẩm đen két quả thử nghiệm.
Giới hạn định Urợng của phương pháp phải nhỏ hơn giới 
hạn về tiêu chuẩn chấp nhận cho từng loại chì tiêu kiêm
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tra. Ví dụ: Tiêu chuẩn về hàm lượng endotoxin cho vắc 
xin Gardasil (HPV) không dược quá 10 EU/ml thì phương 
pháp sìr dung hoăc kít sử dung phải có giới han phát hiện 
thĩphơn lOEU/ml.
Mỗi phương pháp miền dịch phải đưa ra được độ chính 
xác của phương pháp và sự thay đôi về kết quả kiểm tra 
giữa các lần phải đáp ứng được các yêu cầu (tiêu chuẩn) 
quy định cho tìmg loại mẫu theo chuyên luận riêng. Ket 
quả kiổm tra các mẫu sinh học thường phải nam trong giới 
hạn GMT -  2SD.
Quá trình tiến hành thử nghiệm không được làm phát sinh 
lỗi hệ thống. Không nên có quá nhiều bước trung gian đô 
tránh gây sai sót hệ thống.

Phương pháp đánh giả
Xác minh, đánh giá các tiêu chuẩn trên sẽ bao gồm các 
yểu lổ sau:
Thử nghiệm phải dược tiến hành ít nhất ba lần.
Thử nghiệm phải sừ dụng ít nhẩt ba độ pha loãng khác 
nhau của mẫu kiểm tra và mẫu chuẩn. Mau chuẩn và mẫu 
kiểm tra phải dược tiến hành song song trong cùng một 
điều kiện.
Việc bổ trí thử nghiệm dược phân bố ngẫu nhiên.
Thành phần, hàm lượng và bàn chất cùa mẫu chuẩn phải 
tương đồng với mẫu kiểm tra. Ví dụ mẫu kiểm tra là dạng 
huyết thanh hay được kết hợp với thành phần khác thỉ mẫu 
chuẩn cũng phải được chuẩn bị để có thành phần tương tự. 
Trong thừ nghiệm kiểm tra phải xác định cả tính đặc hiệu 
của chất phản ứng đánh dấu. Ví dụ trong thử nghiệm kiểm 
tra hàm lượng kháng nguyên HPV trong vắc xin Gardasil 
(có 4 lyp: 6, 11, 16 và 18), nếu định lượng typ 6 gấn kháng 
thề đặc hiệu cho typ 6 thì vẫn phải kiểm tra sự đặc hiệu của 
kháng thể bằng cách nhò kháng nguyên khác typ (typ 11 
hoặc 16 hoặc 18). Neu đặc hiệu thì chỉ đúng typ mới cho 
phàn ứng, khác typ không cho phản ứng.

Thay thể thử nghiệm
Thay thế thừ nghiệm miền dịch khi có yếu tố sau:
Sự kết hợp tối đa (không có sự thay đổi) được xác định; 
Các độ pha loãng đã bao quát được toàn bộ giới hạn phản 
ứng từ nồng độ có sự gắn kết tối đa đến không có sự gắn 
kết của cả mẫu thử và mẫu chuẩn.

Tinh toán thống kê
Để tính toán kết quà, các đường cong phản ứng cho mẫu 
thử và mẫu chuẩn được tính toán theo các phương pháp 
mô tả trong Phụ lục 13.10 Phân tích thống kê các kết quả 
thử nghiệm sinh học.
Trường hợp thay thế thử nghiệm miễn dịch là khi kết quả 
thu được không có sự khác biệt đảng kể từ nồng độ cao 
đốn nồng độ tháp của mẫu kiểm tra và mẫu chuẩn. Sự khác 
nhau có thể cho thấy sự ảnh hường của chất nền hoặc chất 
ức chế sự liên kết hoặc suy giảm sự nhận biết đánh dấu 
có chọn lọc. Ví dụ trong thừ nghiệm kiềm tra hám lượng 
endotoxin trong vắc xin HPV tiêu chuẩn không được quá 
10 EU/ml, sử dụng bộ hóa chất chuẩn endotoxin có độ
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nhậy là 0,0625 thì độ pha loãng tối đa cho mâu này khoảng 
160 lằn. Kiểm tra mẫu từ độ pha gốc đến độ pha 160 lần 
mà kết quả thu được không có sự thay đổi, mẫu chứng 
dương đều cho kết quả âm tính thì có nghĩa là trong mẫu 
kiểm tra có chất gây nhiều.

15.45 XÁC ĐỊNH BSA TÒN DU TRONG VẮC XIN

BSA (Bovine Scrum Albumin) là một loại protein dưới 
dạntí huyết thanh bào thai bò (FBS - Fetal Bovine Serum) 
hoặc huyết thanh bào thai bô (FSC - Fetal Calf Serum) 
được bổ sung trong quả trình nuôi cấy tế bào để sản xuẩt 
vắc xin. Theo Khuyến cáo cùa WHO, lất cả các dạng 
protein có nguồn gốc. từ động vật nếu sử dụng trong sản 
xuất vắc xin đều phải được kiểm soát để hạn chế các phản 
ứng phụ.
Có thể sử dụng phương pháp điện di miễn dịch đổi lưu 
hoặc các kit thương phẩm (hoặc tự gắn) để xác định BSA 
tồn dư trong vắc xin.

PHƯƠNG PHÁP DIỆN DI MIỄN DỊCH ĐÓI LƯU 

Nguyên lý
Điện di miễn dịch đối lưu là kỹ thuật dựa trên sự ngưng kết 
đặc hiệu giữa kháng nguyên và kháng thể xảy ra khi cho 
kháng nguyên và kháng thể ở nồng độ đủ để xày ra phản 
ứng ngưng kết di chuyển trên gel agarose. Neu kháng thể 
và kháng nguyên ngưng kết đặc hiệu sẽ cho cung kết tủa và 
ngược lại, sẽ không có cung kết lùa nếu kháng nguyên và 
kháng thổ không ngưng kết đặc hiệu. Trong kỹ thuật này, 
dưới tác dụng của cường độ điện trường, kháng nguyên và 
kháng thể gặp nhau và kết hợp đặc hiệu với nhau nhanh 
hom trên ge) agarose.

Thiết bị, dụng cụ
Buồng điện di nằm ngang.
Tấm thủy tinh (85 X 85) mm.
Bàn cân bằng với đụng cụ đo giọt nước.
Ampe kc.
Dục giếng thạch đường kính 3 rnm.
Khay giữ ẩm.
Khay thùv tinh dùng để nhuộm và rửa tiêu bản.
Giấy Whatman No. 1 và No.3.
Vải gạc lọc Agarose.

Hóa chất, dung dịch thử
Agarose.
Dung dịch đệm barbital 0,1 M pH 8,6.
Dung dịch natri ctorid 0,85 % hoặc đệm PBS pH 7,2. 
Dung dịch nhuộm màu Amido Black 10B 0,1 % hoặc dung 
dịch thuốc nhuộm Coomassie Brilliant Blue R25Ü.
Dung dịch tẩy màu: Dung dịch acid acetic 2 % hoặc hỗn 
hợp ethanol/acid acetic (gồm 100 ml ethanol, 70 mi acid 
acetic vả nước cat vừa đủ 1000 ml).
Huyết thanh thỏ kháng BSA (Anti-Bovine Albumin 
antibođv produced in rabbit) đặc hiệu.
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Chứng dương (BSA) gồm 3 nồng độ: 0,005 %; 0,0005 % 
và 0,0001 %.

Cách tiến hành 
Chuẩn bị tiêu bản
Hòa tan ỉ,5 g agarose trong 100 ml dung dịch đệm barbital 
0,1 M, pH 8,6. Đun sôi nhẹ cho đển khi agarose tan hoàn 
toàn. Lọc dung dịch trên bằng miếng vài gạc, tính lượng 
dùng vừa đủ, dùng pipet đổ thạch lên tấm thủy tinh 
(85 X 85) mm với thể tích khoảng (12-14) ml/í tấm kính. 
Để 30 min cho agarose đông cứng.
Dùng dụng cụ đục ứiạch thành 2 dãy và số lượng giếng tùy theo 
mẫu kiểm tra. Khoảng cách giữa các giếng khoảng 10 mm.

Chơ mâu vào tiêu bản
Hút 16 pl đến 18 fil mẫu vắc xin cần kiểm tra cho vào dẵv 
lỗ cột thứ nhất.
Dây lỗ cột thử 2 đối diện cho huyết thanh thỏ kháng BSA 
với lượng tương đương.
Chứng dương cho tương tự.

Chạy điện di
Dặt tiêu bản đã có vắc xin cần kiểm tra và huyết thanh thỏ 
kháng BSA trên vào buồng điện di nằm ngang có chửa 
đung dịch chạy điện di (dung dịch đệm barbital 0,1 M 
pH 8,6). Dãy có vắc xin nằm về phía cực dương, dãy có 
huyết thanh thỏ kháng BSA nằm về phía cực âm.
Dùng 2 miếng giẩy Whatman thấm nổi tiếp giữa bề mặt tiêu 
bản với đung dịch chạy điện di ờ 2 cạnh bên của tiêu bản. 
Cho dòng điện chạy vào với dòng điện có hiệu điện thế lả 
125 V (có thể 140 hoặc 170 V) và cường độ không vượt 
quá 90 mA. Thời gian chạy từ 30 - 60 min.

Rửa và nhuộm tiêu bản
Sau khi kết thúc chạy điện di, tiêu bản được lấy ra và ngâm 
trong dung dịch PBS pH 7,2 hoặc dung dịch natri cloriđ 
0,85 % từ 16 h đến 24 h. Trong giai đoạn này, nên thay 
dung dịch 3 lần.
Rửa tiêu bản lại bằng nước cất và ngâm tiêu bàn trong 
nước cất khoảng 30 min.
Đặt tiêu bản vào khay giữ ẩm.
Làm khô tiêu bản: Làm khô tự nhiên hoặc có thể bằng thổi hơi. 
Rừa lại tiêu bản bằng nước cất và đặt tiêu bản vào khay 
cổ chứa dung dịch nhuộm Amido Black từ 5 đốn 10 min. 
Đổ thuốc nhuộm đi và tẩy màu tiêu bản bang dung dịch 
acid acetic 2 %. Cứ như vậy, nhuộm và tẩy màu 3 lần. 
Nếu dùng thuốc nhuộm Coomassie Brilliant Blue thì cũng 
nhuộm và tẩy màu tương tự nhưng dùng dung dịch tẩy 
màu là hỗn hợp ethanol/acid acetic.
Đê tiêu bản khỏ tự nhiên.

Đọc kết quă
Trên tiêu bản, giữa hai dày giếng cột 1 và 2 sẽ xuất hiện 
đường tủa màu xanh. Đường tủa to và đậm tỷ lệ thuận với 
lượng BSA cỏ trong mẫu thử.
Giếng mẫu vắc xin phải không tạo đường tủa với huyết 
thanh thò kháng BSÀ đặc hiệu hoặc đường tủa rất nhạt.
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nhỏ hơn đường tủa chuẩn cỏ nồng độ 0,0001 % bovirte 
albumin. Điều này được cho là lượng BSA trong vắc xin 
thấp hơn 50 ng trong 1 liều vắc xin.
Giếng chứng dương có nồng độ có đường tủa tử đậm đến 
rất nhạt (vết) theo nồng độ tương ứng 0,005 %; 0,0005 % 
và 0,0001 %BSA.

PHƯƠNG PHÁP DÙNG KIT THƯƠNG PHẦM

Yêu cầu thù nghiệm: Phải tuân thủ đầy đủ các bước cơ bản 
của quy trình thực hiện theo hướng dẫn sử dụng, đánh giá 
thử nghiệm của từng bộ kit.
Mầu kiểm tra cần được lặp lại ít nhất 2 giếng/độ pha.
Tính kểt quả: Theo phàn mềm chuyên dụng.

Ghi chú: Nếu hàm lượng; BSA trong mẫu cần kiểm tra 
tính được lớn hon giới hạn phát hiện trên của kit thì phải 
tiếp tưc pha loãng tiếp mẫu và làm lại thử nghiệm. Trường 
họp pha loãng mẫu quá nhiều cũng dẫn tới kết quả âm tính 
hoặc cho giá trị nhỏ hơn giới hạn phát hiện của kit, cần 
phải tính toán lại độ pha (thậm chí không pha loãng) mẫu 
rồi làm lại thử nghiệm.

TIÊU CHUẨN CHẤP THUẬN
Hàm lượng BSA tồn dư trong mẫu phải nam trong giới hạn 
cho phép đồi với từng vắc xin hoặc nằm trong giới hạn nhà 
sản xuất đăng ký.

15.46 CÁC KỸ THUẬT EL1SA (PHƯƠNG PHÁP 
MIỄN DỊCH GẮN MEN, PHƯƠNG PHÁP ELISA)

Nguyền tắc
Nguyên tắc. chưng: Các kỹ thuật EL1SA đôi khi còn được 
gọi là EIA rất đa dạng và đặc điểm chung là dựa trên sự kết 
hợp đặc hiệu giữa kháng nguyên và kháng thể, trong đỏ 
kháng thể được gắn với một enxym. Khi cho thêm cơ chất 
thích hợp (thường lả nitrophenol phosphat, TMB, ABTS) 
cnzym sẽ thủy phân cơ chất thành một chất có màu. Sự xuất 
hiện màu hoặc tín hiệu cùa chất phát quang chứng tò đă xảy 
ra phản ứng đặc hiệu giữa kháng thể với kháng nguyên và 
thông qua (tạm độ màu và cường độ sáng phát ra mà biết 
được nồng độ kháng nguvên hay kháng thể cần phát hiện. 
Các kỹ thuật ELĨSA có độ nhạy khá cao và đơn giản, cho 
phép ta xác định kháng nguyên hoặc khảng thể ờ một nồng độ 
rẩt thấp (khoảng 0,1 ng/ml). So với kĩ thuật miền dịch phóng 
xạ (RLA) thì kỳ thuật này rỏ tiên và an toàn hơn mà vẫn đàm 
bào độ chính xác như nhau. EL.ISA được dừng để phát hiện 
và định lượng nhiều tác nhân gâv bệnh như virus. vi khuẩn, 
nấm, kí sinh và các chất có bản chât là peptiđ, protein, khảng 
thể, hormon,... và được sừ dụng rất nhiều trong kiếm tra 
công hiệu, nhận dạng vắc xin và sinh phẩm; định lượng hàm 
lượng các chất tồn dư trong vắc xin có bàn chất là protein 
như: BSA, ovalbumin, gentamicin, ncomycin...
Kĩ thuật EL1SA gồm ba thành phần tham gia phản ứng là 
kháng nguyên, kháng thể vả chất tạo màu, phân ứng cân 
có hoạt tinh xúc tác của enzym; thực hiện qua hai bước:

PHỤ LỤC 15
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Phàn ứng miễn dịch học: Là sự ket hợp giữa kháng nguyên 
và khảne thê.
Phàn ứng hỏa học: Thông qua hoạt tinh xúc tác cùa enzyin 
làm giãi phỏng oxv nguyên tư (oxygen) tử IT(L dê oxy 
hóa cơ chất chi thị màu, do dó làm thay đổi màu của hỗn 
hợp trong dung dịch thử nebiộm.
Nguyên tăc thực hiện thử nghiệm:
Sừ dụng kit KLĨSA chuyên dụng: Phái tuân thừ đây đủ các 
bước cơ bàn cùa quv trinh theo hướng dần sừ dụng, đánh 
giá thừ nghiệm cùa từng bộ kit:
Quy trình ELISA tự gắn kil: Theo Quy trinh thao tác chuẩn. 
Các bước cơ bản bao gom: Pha hóa chất (kháng the hoặc 
kháng nguyên) đổ gan phiến; Nhò lên phiến chuyên dụng; 
ử  phiến; Xử lý phiến sau gan rồi cũng pha mẫu và làm các 
bước tương tự như quy trình cùa kit thương mại. Tuy nhicn 
kít tự gắn thỉ bước rùa nên rửa bang tay đô hạn chế sự bong 
tróc các kháng nguyên/khảng the đã gan Iren giếng.
Tinh két quả: Theo phản mém chuycn dụng được công nhận.

Các kỹ thuật ELISA

ELISA trực tiếp
Đâv là dạng đơn giàn nhất trong các kỹ thuật ELISA. Trong 
đó, kháng nguyên cần phát hiện SC được gắn true tiếp lên 
bề mặt phiến và sẽ được phát hiện bang một kháng thể duy 
nhất (kháng the này đã được gắn enzvm). Các bước thực 
hiện được mô tả khái quát trong Sơ đồ 15.46.1. Chi tiết 
xem QUY TRÌNH I.

Gắn kháng nguyên vào phiến ELiSA
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Sơ dồ Ị 5.46.1 - Các bước thực hiện trong kỳ thuật 
ELISA trực ticp

ưu điêm: Đơn giản (chỉ cần kháng thể gán en/.ym, cư chất 
V'à dung dịch dừng phàn ứng); Nhanh (chi vải bước đã có 
kct quả); Hạn chế xày ra phàn ủng chéo vì chi sir đụng một 
loại kháng thể duy nhát.
Nhược đi ém:
Độ đặc hiệu bị giới hạn vì thông thường kháng nguyên cỏ ít 
nhát là 2 epitope (vị trí trình diện kháng nguyên) mà phưtme 
pháp này chỉ sứ dụng một kháng thê gắn vào một epitope.

PHỤ ỉ . ụ c  15

Phàn ứng miễn dịch cua kháng the SO' cấp bị hạn che bời có 
gàn với cn/ym đánh dâu hoặc các đuôi.
Phai đánh dầu cho từng kháng thê chuyên biệt với từng đối 
tượng nên mát thời gian và tốn kém... Không phù hợp cho 
các vắc xin đa týp.
Từ nhưng ưu và nhược diêm trên nen phương pháp này 
thường được dùng đè phát hiện nhanh kháng nguyên 
trong mầu xét nghiệm và rất ít dược lựa chọn trong việc 
định lượng.

ELI SA gián tiếp
Trong kỳ thuật này kháng the kết hợp kháng nguyên không 
được gắn cn/vm mà nó là mục liêu gan đặc hiệu của một 
kháng thề khác (kháng the này mói là kháng thể được gắn 
với cnzym). Các bước thực hiện được mỏ tả khái quát 
trong Sơ đồ 15.46.2, Chi liét xcin QUY TRỈNH II.

Gắn kháng nguycn vào phiến ELI SA
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Sơ đồ ỉ5.46.2 - Tiến trình thực hiện phàn ứng ELISA gián tiếp 

Ưu điêm:
Kháng thể gắn enzym có thổ sử dụng đổ đánh đấu cho 
nhiêu loại kháng nguyên (nhất !à các vắc xin đa týp) nên 
tiện lợi và kinh tê hơn, dỗ dàng thương mại hóa.
Phản ứng miền dịch cùa kháng thể sơ cấp không bị hạn 
chế bời nó không gắn với enzym đánh dấu hoặc các đuôi. 
Độ nhạy/độ đặc hiệu dược tăng lên vì mỗi kháng thể sơ 
cấp có chứa một số epitope có thể gắn với kháng thể thứ 
cấp dược đánh dấu enzym.
Nhược đi êm:
Độ đặc hiệu cùa từng kháng thể là khác nhau. Điều này 
dần đen kêt quá khác nhau giữa các thử nghiệm và do đó 
cằn phải thừ nghiệm với nhiều kháng the khác nhau đề kết 
quà có thề tin tường được.
Phán írne chéo có thê diễn ra với khảng thô thứ cấp tạo 
phàn ứng không đặc hiệu (dương tính già cao).

DƯỢC ĐIỂN VIỆT NAM V
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Quy trình kéo dài thỏm 1 bước ù.
Từ những ưu-nhirợe điêm trên nên phương pháp này 
thường được dùng để phát hiện (nhanh) kháng nguyên 
trong mẫu xét nghiệm và rất ít được lựa chọn trong việc 
định lượng. Nếu định lượng nên sử dụng ELISA sandwich.

ELISA Sandwich
Đây lả một dạng ELISA được sừ dụng phổ biến nhất trong 
thực tiễn do nó cho phản ứng mạnh và nhạy. Được gọi là 
“sandwich” là do kết quả thừ nghiệm được đánh giá thông 
qua sự kết họp của hai loại kháng thể là khảng thể bắt 
giữ (capture antibodies) và kháng thổ phát hiện (detection 
antibodies). Kỹ thuật này cũng được phân làm hai dạng 
là ELISA sandwich trực tiểp (DAS-ELISÀ) và ELISA 
sandwich gián tiếp (TAS-ELISA).
Ị) ELISA Sandwich trực tiếp (DAS-ELỈSA)
DAS ELISA gồm sự dính thụ động của kháng thề vào 
pha rắn (đáy giếng). Sau ủ, rửa, các giếng được bổ sung 
dung dịch bào hòa phiển (blocking buffer hay saturation) 
thích hợp đề phủ kín các vị trí còn trống trên giếng sau khi 
gán kháng thể. Dung dịch bão hòa phiến thưởng là PBS 
10 mM - í % BSA - 0,05 % tween 20; hoặc PBS 10 mM - ỉ 
% Casein - 0,05 % tween 20; hoặc PBS 10 mM - 0,025% 
Tween 20 - 2 % skim milk; hoặc PBS i o mJM - 0,05 % 
Tween 2 0 - 2  % gelatin cá. Những thành phần của dung 
dịch bão hòa phiến không được chứa bất kv kháng nguyên 
nào có thể kết họp với kháng thể bắt giữ. Sau đó, cho mẫu 
thử chửa kháng nguyên vào và để phản ứng kháng nguyên- 
kháng thể xảy ra. Những kháng nguyên được pha loãng 
trong dung dịch bão hòa phiến nhằm ngăn sự dính không 
chuyên biệt của chúng vào pha rắn. Sau khi ủ và rửa, chỉ 
còn phức hợp kháng nguyên - kháng thể dính vào pha ran. 
Kháng thể bất giữ cỏ gắn enzym sau đó được thêm vào sẽ 
kết hợp trực tiếp với kháng nguyên đích. Kháng thề thứ hai 
này có thể giống kháng thể thứ nhất (kháng thể phát hiện) 
hoặc khác về nguồn động vật hay loài động vật sàn xuất 
kháng thê. Sau kill ủ, rửa, thêm cơ chất vào và đọc kết quả 
trên máy đo quang pho.
Chú ỷ: Neu sử dụng kháng thể bắt giữ và kháng thể phát 
hiện giống nhau có the dẫn đến vấn đề nếu có sự aiới hạn vị 
trí kết họp sẵn có đe phát hiện. Mối quan hệ vể kích thước 
và vị trí không gian cùa các epitope cũng có ảnh hưởng đến 
thừ nghiệm. Chí tiết xem QUY TRÌNH HI A và III B.
Các bước thực hiện được mô tả khái quát trong Sơ đồ 
15 46.3.

Gắn kháng thê thứ I vảo phiến ELISA
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Sơ đồ Ỉ5A6.3 - Các bước thực hiện ELISA Sandwich trực tiếp
Trong sơ đồ 15.46.3, có thể thay kháng thể bằng kháng 
nguyên, lúc đó sẽ sử dụng kháng khảng thể gắn enzym. 
Biotíne được sử dụng như một kháng kháng thể chống lại 
kháng nguycn đích. Lúc đó đê phát hiện Biotin thường dùng 
streptavidin hoặc aviđin gắn enzym tạo phức hợp: Kháng 
thể-Biotinylate-Streptavidin-Enzym. Phương pháp này 
được áp dụng trong sản xuất các kit chẩn đoán I IIV, HCV... 
Một số loại kit thương phẩm để rút ngắn thòi gian, sau 
bước nhỏ kháng nguyên sẽ nhỏ luôn kháng thề có gắn 
enzym vào rồi ủ. Như vậy sẽ giảm bớt được một bưóo ủ. 
Phương pháp này được ứng dụng trong sản xuất các kít 
thương phẩm để định lượng BSA, Ovalbumin tồn dư trong 
vắc xin hav trong thử nghiệm kiểm tra hàm lượng HBsAg 
trong các vắc xin viêm gan B (thử nghiệm kiểm tra công 
hiệu, nhận dạng in vitro).
ưu điểm: Có thể phát hiện sự khác biệt nhỏ giừa các kháng 
nguyên nểu sử dụng kháng thê bẳt vả kháng thê phát hiện 
khác nhau.
Nhược điểm: Vì sử dụng một kháng the gắn kết với enzym 
nên hệ thống bị ẹiới hạn về tính chuyên biệt và những 
thành phần gắn liền với kháng thể chuyên biệt. Điều này 
giới hạn sự linh hoạt của phương pháp, ví dụ như mỗi 
kháng thê được sử dụng phải được đánh dâu riêng (cho 
những kháng nguyên khác nhau). Theo cách nảy, DÀS- 
ELISA bị giới hạn vê sự chuàn bị kháng thô. Hộ thỏng 
cũng bị giới hạn ờ chỗ kháng nguyên phải có ít nhất hai 
epitope vì cả hai kháng thề bẳt giữ và phát hiện đểu kết 
họp trực tiểp với kháng nguyên.
Kháng thê băt giữ trên pha răn và kháng thê phát hiện 
có thể ciiổng lại những epitope khác nhau trên phức hợp 
kháng nguyên. Do đỏ, thuận lợi khi kháo sát sự khác biệt 
nhỏ giữa những kháng nguyên nếu sừ dụng kháng thể phát 
hiện và kháng thổ bắt giừ khác nhau.
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2) ELISA Sandwich gián tiếp: ứng dụng trong thử nghiệm 
kiểm tra vắc xin đa týp như vắc xin phòng papỉlỉomavirus 
(Gardas!!, Cervarix), IPV (bại liệt bất hoạt). Các bước thực 
hiện dược tnò tả khái quát trong Sơ đồ 15.46.4.
Biotin được sừ dụng như một kháng kháng thể thứ II. 
Kháng khủng thể thứ hai này có vai trò bẳt giừ không cho 
kháng thể thứ ĨI có gắn emzym bị rửa trôi. Để phát hiện 
các protcin được bíotinylated người ta thường sử dựng 
streptavidin hoặc avidin là hai loại protein có phản ứng tạo 
ái lực cao với các phân tử protein được biotinylated hóa. 
Enzym HRP thường được gấn cộng hợp với streptavidin 
hoặc avidin. Việc sử dụng biotin như một khảng kháng 
thể thứ Iỉ chung cho các vắc xin/chủng virus, vi khuẩn 
đa tvp có nhiều lợi ích là giảm kinh phí và thời gian cho 
việc tạo liên kổt giữa enzym với từng kháng thể II chuyên 
biệt. Ngoài ra phương pháp này chuyên biệt hơn ELISA 
sanwich trực tiếp do kháng thể được gắn cnzym không 
phản ímg với kháng thế bắt kháng nguyên.
Phương pháp nàv có ưu điểm hơn hẳn những phương pháp 
khác nên thường được chọn để định tính các týp trong các 
vắc xin đa giá hoặc bệnh virus, vi khuẩn đang nghiên cứu 
(chưa rõ týp nào).

Gắn kháng thể thứ I vào phiến ELISA
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Sơ đồ ỉ 5.46.4 - Các bước thực hiện ELISA Sandwich gián tiếp
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EL1SA ức chế hoặc cạnh tranh
EIJSA cạnh tranh (compctition ELISA) là thừ nghiệm 
ELI SA, trong đó hai chẩt tham gia phản ứng cùng ải lực 
bắt cặp vói chất thứ ba. Trong phép thử ELISA cạnh tranh 
(phản ứng cạnh tranh) thì hai chất cạnh tranh phải được 
đưa vào đổng thời.
Sự khác biệt giữa ức chế và cạnh tranh: Cả hai phản ứng 
đều cỏ sự tham gia cùa hai kháng thể phản ứng với kháng 
nguyên. Nếu một kháng thể dược ù trước phản ủmg đó 
được gọi là ức chế (bỉocking/ inhibition assays). Phản ứng 
cạnh tranh mang nghĩa cả hai kháng thể được thêm vào 
đồng thời với nhau (Hình 15.46.1).

ELÍSA cạnh tranh

DƯỢC ĐIỂN VIỆT NAM V

A

ELISA ức chế

+ Rửa +

ủ ủ

0 0
Không rửa

Hình ỉ 5.46. ỉ - Sự khác biệt giữa ức chế và cạnh tranh
ỉ) ELỈSA cạnh tranh trực tiếp (Direct C-Eỉisa) kiểm tra 
khảng nguyên
Trong hộ thống trực tiếp, lượng kháng nguyên trên bề mặt 
phiốn và lượng kháng thế gắn cnzym đã được chuẩn độ để 
tối ưu. Kháng nguyên và kháng thể gắn enzym được thêm 
vào phiến cùng một lúc để tạo ưu thế cạnh tranh.
Neu khảng nguyên tương tự hoặc cùng loại như kháng 
nguyên đà được gắn trôn phiến thỉ kháng thể gắn enzym sẽ 
gắn lên khảng nguyên này. Khỉ nồng độ của kháng nguyên 
cạnh tranh cao sẽ ngăn cản bất kỳ sự kết hợp của kháng 
thể gắn enzym với kháng nguyên trên bề mặt phiến (cạnh 
tranh 100 %). Nếu nồng độ kháng nguyên cạnh tranh giảm 
(ví dụ do pha loãng) sự cạnh tranh sẽ giảm. Như vậy nồng 
độ kháng nguyên cạnh tranh càng cao thì độ hẩp thu màu 
càng giảm.
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Kliáng nguyên cạnh tranh có thể chrợc thêm trực tiếp vào 
đĩa néu nó được pha loãng trong dung dịch bão hòa phiến 
trước khi thêm kháng (hê gắn enzvrn.
Mức độ cạnh tranh theo thời gian phụ thuộc vào mối tương 
quan của nong độ phản từ cần kiêm tra và kháng nguyên trên 
bề mặt phíen (và mức độ tương đóng của kháng nguyên). 
Sau khi ù và rửa, lượng khủng thổ có đánh dấu được định 
lượng sau khi thêm cơ chất, Khi không cỏ kháng nguyên 
trong mẫu kiêm tra hay không cỏ sự tương đồng cùa kháng 
nguyên thi không có sự gắn két với kháng thể dược đánh 
đâu và không có sự cạnh tranh với kháng nguyên này. Kết 
quà là mẫu có chửa kháng nguyên thì sự cạnh tranh làm 
giảm cường độ màu còn đối chứng âm thì không.
ELISA cạnh tranh trực tiếp kiểm tra kháng nguyên được 
mô tà ờ Sơ đồ 15.46.5.

DƯỢC ĐI ÉN VIẸT NAM V

Ag: kháng ngnyén; Ab: khủng lhe; **Enz: Enzym gản cộng hợp; 
S: cơ chất

Sơ do 15.46.5 - EJJSA cạnh tranh trực tiếp kiểm tra 
kháne nguyên

2) ELỈSA cạnh tranh trực tiếp (Direct C-Eỉisa) kiềm tra 
khảng thể
Direct C-HI.ISA kiềm tra kháng thể tương tư với Direct 
C-ELISA kiêm tra kháng nguyên. Sự cạnh tranh ơ đây là 
giữa kháng the trong mẫu và kháng thể được đánh dấu 
với các vị trí trên kháng nguyên gan sẵn trên phiến. Mầu 
và kháng thê đánh dâu được trộn với nhau trước khi thêm 
vào phicn.
Phương pháp nảy được ứng dụng trong sản xuất các kít 
thương phâm định lượm» hàm lượng kháng thổ cùa vi 
rút viêm gan A, viêm gan B trong huyết thanh. Sử dụng 
nhiêu trong kiêm tra công hiệu vác xin vient gan A, B theo 
phương pháp in vivo.

Direct C-ELISA kiểm tra kháng thổ được mô tà chi tiết ỏ' 
SƯ đồ 15.46.6.

Ag: kháng nguyên; Ab: kháng thể; AB: khủng thể khác 
loại hoặc khác nguồn gốc với Ab; **Enz: Enzym gắn cộng 
hợp; S: cơ chất

Sư dò ỉ 5.46.6- ELISA cạnh tranh trực tiểp kiểm tra 
kháng thổ

ĩ)  ELISA cạnh tranh gián tiếp (Indirect C- ELISA) 
Nguyên lý: Đầu tiên gắn một lượng kháng nguyên trùng 
với kháng nguyên càn kiềm tra len phiến. Sau đó thêm 
kháng nguycn cần ki ôm tra (pha ra một so nồng độ) vả 
kháng thổ đặc hiệu. Kháng nguyên cần kiểm tra sề phản 
ímg cạnh tranh với khảng nguyên đă gắn trên phiến. Sau 
đó thêm kháng thê thứ hai cỏ gắn enzym, ủ, rửa và thêm 
cơ chàt. Thêm đung dịch dừng phản ứng vào và đọc kểt 
quả OD. Lúc đó giá trị OD sẽ tý lệ nghịch với hàm lượng 
kháng nguyên có trong mẫu tức mầu có nồng dộ kháng 
nguyên cao sẽ cho giả trị OD thâp và ngược lại vì thường 
thì phàn ứng giữa kháng nguyên tự do với kháng thề xảy 
ra trước rồi mới den phán ứng giừa kháng nguyên gắn bàn 
với kháng thê.
Phương pháp này được áp dụng trong quv trình xác định công 
hiệu thành phan HBsAg cùa vắc xin viêm gan A-B phối hợp; 
Một sô kit thương phẩm trong định lượng hàm lượng khảng 
sinh tồn dư trong vắc xin như gentamicin, neomyđn...
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HƯỚNG DÀN XU TRÍ CÁC VÁN DÍ: THƯỜNG GẶP TRONG THỨ NGHIÊM KUSA(xem Bảng 15.46.1) 

Bâng 15.46. ỉ - Cúc vấn đề thường gặp, nguyên nhân và hướng dẫn xử trí

STT

1

C ác vấn iiề 
thường gặp

Tín hiệu nên 
cao hoặc quá 
cao(dưưng 
tính giá)

Nguyên nhân

Rửa phiến chưa đạl

Hàm lượng cnzym cộng hợp quá cao 
Giai đoạn bão hòa phiến chưa đù

Thời gian ủ quá làu
Có chất gáy nhiễu trong mẫu kiểm tra

ị Không có tín 
hiệu hoặc tín 

! hiệu quá thấp

Các đệm sủ dụng bị nhiêm (dệin găn 
phiến, đệm bào hòa, đệm rửa và đệm 

_pha loãng...)
Giấy dán phiến hoặc các hóa chất sừ 
dụng bị nhiễm
Các hóa chất thêm vào không đúng 
với yêu cầu hoặc pha sai

Emzym bị nhiễm chất ức chế (azid 
của HRP hay phosphat của PA) 
Kháng thể sừ dụng không đù tượng

Kháng thể gắn phiến (hoặc chất 
phân tích) gắn lên quá it hoặc 
không gan lén phiến

Huớug dẫn xử trí

! - Xem lại bước rữa.
I - Bổ sung chất tẩy rữa (Tween 20 hoặc Triton X-100) vào dệm rùa;
- Tăne so lần rửa;
- Thêm 5 min đề ngâm giữa các lần rửa.
- Thêm các protein bão hòa vào dung dịch rửa.
Kiêm tra lại khâu pha loãng, chuân định lại nếu cần 
Tăng hàm lượng protein bão hòa;
Thay loại protein bão hòa khác;

' Táng thời gian bão hòa.
Ị Giảm thời gian ù 
' - Thêm mầu chứng (control)

- Tiến hành thử nghiệm thu hồi (recovery assay) để xác định mức 
độ àrứi hường cùa you tô gãy nhiễu.
- Thay phương pháp khác phù hợp hơn nếu cần (phương pháp 
in vivo....)
Pha lại các dệm

Các đệm bị nhiễm 
Mau kiểm tra hoặc chuẩn cỏ chất 
ức chế (các tá chất (Al3~, ion kirn 
loại nặng,...)

- Sừ dụng giãy dán phicn riêng biệt ờ từng bước ù;
- Kiểm tra lại hóa chất và pha lại hoặc thay loại đàm bào chất tượng, 

i - Nhác lại thử nghiệm;
! - Tính toán lại và pha mới các hỏa chất (các đệm, chất chuẩn, 
ị mẫu)_sử dụng trong thử nghiệm.

Pha lại hóa chất

! - Tăng hàm lượng;
1 - Kiểm ưa lại chuẩn;

Sử dụng mẫu mới.
- Kiêm tra lại điều kiện chuẩn/phù hợp cho gắn phiến;
- Tăng hàm lượng kháng thề/chẩt phân tích khi gắn phiến;
- Pha kháng the/chất phản tích trong đệm phosphat để đàm bào 
không bị nhiễm protein tạp;

Ị - Thay đổi loại phiến gán tổl hơn;
: - Thử sử dụng các phiến gan dạng liên kết cộng hóa trị.
- Tặng thời gian gan phiên.
Pha lại
- Xử lý chất gáy nhiễu bằng phương pháp phù hợp;

, - Thay đổi phương pháp khác (in vivo) hoặc một phương pháp 
: hỏa miễn dịch phù hợp hơn.

Giấy dán phiến không đạt yêu cầu 
hoặc do_sử dụng lại quá nhiều lần 
Thời gian ủ cơ chất không dù 
Phiên sau gắn bào quán bị hòns

Nhiệt độ ủ không đàm bảo

-L
Sử dụng loại giấy dán phiền chuyên dụng và thay mới ớ từng 
bước ù.
Tăngthộri gian ủ CƯ chất
- Gắn lại;
- Ngâm phiổn trong dung dịch đường sucrose 2 % từ 5 min 
đến 10 min trước khi làm khô phiến.
- Các hóa chất trước khi làm phải được đưa về nhiệt độ phòng 
hoặc nhiệt độ ù trước khi thêm vào giểng.
- Sử dụng các thiết bị kiêm soát nhiệt độ ủ chuyên dụng trong các 
bước ủ (máy ù phiên; tủ ấm. tù lạnh, tù mát).
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STT

3~

i—

I Các vấn đềi
I thường gặp
1 Đường chuẩn 
lên nhưng 

I lại có sự sai 
khác giữa các 
điêm (các độ 
pha cho kết 
quả không 
tuyến tinh 
hoặc không 
tạo độ tuyến 
tính)

I Sai sổ về giả 
! trị OD cùa 
■ các giếng lặp 
i lại quá lòn

Nguyên nhân

Nồng độ enzym cộng hợp không đù 
Kháng thổ gắn phiến hoặc chất phân 
tích gắn lên không đều

Kháng thổ phát hiện không đù
Thời gian cho enzym phân hủv cơ
chất không đủ
Quy trình làm bị sai
Tính và xây đựng đường chuẩn cùa
chuẩn sai

Rửa phiến chưa đạt

Lóp kháng thê (hoặc chất phân tích) 
gẳn không đồng đều do quy trinh 
làm bị lỗi hoặc phiến gắn không tốt

Hướng dẫn xử trí

1 Kiểm tra lại cách pha, chuẩn định lại nếu cần 
i - Pha kháng thể/chất phân tích trong đệm phosphat đề đảm bào 
không bị nhiễm protein tạp;
- Thay đôi loại phiến gấn tốt hơn.
Kiểm tra lại cách pha, chuẩn định lại nếu cầu 
l ăng thời gian ủ.

Ị Giấv dán phiến không đạt yêu cẩu 
hoặc do sù dụng lại quá nhiều lần 

1 Các đệm sử dụng bị nhiễm 
Độ lặp lại kết Rừa phiến chưa đạt

I Kiểm tra lại và chuẩn thúc hóa lại.
 ̂Tính tại và dựng đường chuẩn mới.

Ị

! - Xem lại quy trình rửa.
Ị - Neu rửa bằng máy thì kiểm tra lại hệ thong rửa (thông rửa các 
: đường ống hút/nhâ);
- Thêm 5 min đề ngâin giữa các lần rửa.
- Pha lại kháng thổ gắn trong đệm không lẫn protein tạp;
- Kiểm tra các đệm pha gắn phiến tại các pH khác nhau;
- Kiểm tra lại thể tích, thời gian, phương pháp gắn; bão hòa cùa 
các hóa chất sử dụng đã phù hợp chưa.
- Chọn thời gian ù phiến gắn qua đêm;
- Tăng thời gian bão hòa phiến;
- Sừ dụng các phiến, dụng cụ làm ELISA chuyên dụng.
- Sử dụng loại giấy dán phiến chuyên dụng và thay mới ở từng 
bước ủ. * *

quà giữa các 
lần ỉảm thừ 
nghiệm quá 
thấp Thay đôi trong nhiệt độ ủ

Do thay đổi quy trình
Giấy dán phiến không đạt yêu cầu 
hoặc do sử dụng lại quá nhiều lần
Tính toán sai đường cong chuẩn

Không có tín 
hiệu ờ những 
mẫu mong 
đợi nhưng 
chuân vẫn tốt

Chất phân tích không có trong mầu; 
hoặc hàm lượng quá thấp hoặc có 
chất ức chế hoặc mẫu phân tích và 
chuẩn không tưong thích. Hoặc chất 
nền cùa mẫu làm che đi sự phát hiện.

Pha lại.
- Xem lại quy trình rửa.
- Ncu rủa bằng mảy thì kiểm tra lại hệ thống rửa (thông nia các 
đường ống hút/nhả);
- Ngâm thêm 5 min giữa các lẩn rửa.
- Các hóa chất trước khi làm phải được dưa vê nhiệt độ phòng 
hoặc nhiệt độ ủ trước khi thêm vào giếng.
- Sử dụng các thiết bị kiểm soát nhiệt độ ủ chuyên dụng trong 
các bước ù (máy ù phiến; tủ ấm, tủ lạnh, tủ mát).
Đàm bảo tuân thù theo đúng quy trình chuẩn
Sử dụng loại giấy dán phiến chuycn dụng và thay mới ở từng 
bước ủ.
- Tính lại;
* Xây dựng đường chuẩn mới;
~ Sừ dụng mau chứng nội bộ (inlemal control) đê kiểm tra lại 
quy trình và chất chuân
- Kiểm tra lại sự phù họp của chuẩn và mẫu;
- Tính lại hàm lượng chất phân tích trong mẫu và pha lại;
- Kiểm soát kỹ lại quy trình và lặp lại thử nghiệm ;
- Tìm và xử lý chất ức chế;
-• Thay dổi phương pháp khác.
- Xem lại ‘Vccovery assay” đê xác định yốu tổ chc phủ.
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STT

7

Nguyên nhànCác vấn đề 
thường gặp
Không có sự '' Hàm lượng chất phân tích quá cao ị Pha lại mầu và làm lại

ị rï°J ve I Hàm lượng chảt gắn phiến quá cao : Tính toán và pha lại.! két quà (00 Ị . 5 È> 1 M :
không thay
đôi giữa các i
độ pha)

8 Màu lên ị Chọn sai hước sóng 
nhưng đọc bị • 
thấp

9 ' Kẻt quà bị Dọc quá thời gian quy định
ngưực hoạc : £)çC saj bước sóng 

; sai

Iliio ns dẫn xử trí

ử cơ chất quá lâu

- Kiểm tra lại dài bước sóng tối đa phù hợp với từng loại cư chất 
sử dụng (*).
- Kiềm tra lại filter đọc
- Làm lại và kiêm tra lại thời gian đọc phù họp
- Kiềm tra lại dải bước súng lối đa phù hợp vứi từng loại cơ chất 
sử đụng (*)•
- Lảm lại và kiếm tra lại thời gian ủ phù họp
- Kicm tra lại cư chất và thời gian ù.

(*): Các loại cơ chất và bước sóng phù họp:

Co- chất
pNPP

(p- nitrophenol 
phosphat)

BluePhos/BCIP

ABTS
(acid 2,2-Azino- 

di (3-ethyl- 
benzathiazolin) 

sulphonic)

SureBlue/TMB
(3,5,3', 5’- , 

Tetramethyl 
benzidin)

1

SureBlue
Reserve™

Enzym
AP

(Alkalin-
phosphat)

AP
\

HRP
(Horseradish
Peroxidase)

í
HRP !

1
HRP

Màu trước khi cho dung 
dịch dừng phàn ứng Vàng Xanh

1
Xanh la cay

í
Xanh Xanh

Bước sóng hấp thụ tối đa 
trước khi cho dung dịch 
dừng phàn ứng

(405 -410) run (595 - 650) nm
Ị

(405 - 410) nrn 650 nm í 650 nm

I lóa chất dừng phán ứng 5 % EDTA Dung dịch 
1 BlucPhos STOP

Dung dich 
ABTS STOP

Dung dịch ! 
TMBSTOP

Dung dịch 
TMB STOP

Màu sau khi cho dung dịch 
dừng phàn ứng Vàng Ị Xanh tía Xanh la cay Vàng

1
Vãng

Bước sóng hàp thụ tối đa , 
sau khi cho dung dịch dừng ! (405 - 410) nm ! (595 - 650) nm 1 (405 -410) nra

ì
450 mn 450 nm

phàn ứng

Ngoài ra để đâm bảo kết quà LLISA được chuân xác và ít 
bị nhiều thi cần phải đặc biệt chú V đèn các vấn đề về dụng 
cụ, thiết bị, thao tác trong thử nghiệm.

Yêu cầu đỏi vói dụng cụỳ thiết bị sử dụng trong thử 
nghiệm ELĨSA
Dàn máv HLIS A phải được hiệu chuẩn, bảo dưỡng định kỳ. 
Dụng cụ làm F.L1SA có rất nhiêu, trong đó dặc biệt chủ ỷ lả 
Pipetman (các loại đơn và đa kênh) phải được hiệu chuẩn 
định kỳ. Cách hiệu chuẩn như sau: Mồi loại pipetman, 
chọn 3 khoáng thể tích đổ hiệu chuẩn (thấp nhất, ờ giữa và 
cao nhât), vỉ dụ pipet loại (10 - 100) pl thi sẽ chọn thể tích 
để chuẩn định ở 10 pl, 50 ul và 100 pl. Tại mồi thể tích sẽ 
đo 10 lần rồi tinh độ lệch chuẩn o v  (%}. Tiêu chuẩn cho

pipet được phép sừ dụng làm ELISA: tại độ tin cậy 95 %, 
CV < (2 - 3) %. Ngoài khoảng này không được phép sử 
dụng. Với pipeí đa kênh việc hiệu chuẳn cũng tiến hành 
tương tư trên từng kênh. Pipct đa kênh chỉ được sử dụng 
khi tat cà các kênh đều đạt yêu cầu về độ lệch chuẩn quy 
định (tại độ tin cậy 95%, CV < 2 - 3  %).
Các đụng cụ đựng hóa chất (chai lọ, tuýp pha loãng hoặc các 
máng nhựa...): Phai dược đánh dấu và tách ricng một bộ.

Cách thao tác khỉ hút mẫu sử dụng pipetman (Anh 
hưởng trực tiếp đến kết quả thử nghiệm)
Gấn thật chặt các đâu côn vảo pipet. Nên sử dụng pipct và 
đàu côn đúng chùng loại, tránh tình trạng đầu đẩu côn của 
một hãng, pipe! cùa một hãng khác...
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Tráng dầu côn vài lần bàng cách hút lên xuống để tránh sai 
sổ do sức căng bề mặt cùa nước.
Hút 2 kỳ, nhà 1 kỳ. Hút phài từ từ (tể chất lỏng lên đều đạt 
trạng thái cân bằng về thổ tích và không tạo bọt khí ờ giữa. 
Nhà từ từ về 1 kỳ. Khi nhà nghiêng đầu đầu côn về vị trí 
cùa giếng, không chạm sát dung dịch có sẵn trong giếng 
hoặc đáy giêng dể tránh lượng chất lỏng có trong giếng 
bám vào bên ngoài đâu côn gây sai số.
Thay dôi đâu côn khi thay đổi độ pha hoặc hóa chẩt.
Sử dụng pipet trong giới hạn khuyến cáo. Ví dụ: giới hạn 
cùa pipet là (10 - 100) pl thì không sử dụng đổ hút các thổ 
tích < 10 ịil hoặc > 100 ịil.
Neu hóa chat có độ nhớt thì hút từ từ để thể tích về trạng 
thái cân bàng mới nhấc ra khòi dịch lỏng.
Trong khi hút neu thấy cỏ bọt khỉ thì phải hút lại. Hút lại 
vài lẩn vẫn còn bọt khí thì phải thay đầu côn mới.

Cách pha loãng mẫu để ẹiủm sai số
Tránh pha loãng nhiều bước.
Ví dụ, nếu pha 1/1000 chi nên pha 2 bước:
Bước 1: Pha 1/100 (1 mi mẫu + 99 ml dung dịch pha loãng); 
Bước 2: Lấy 1 ml của độ pha 1/100 + 9 ml dung dịch pha loãng. 
Tránh sừ dụng thể lích mẫu quá ít khi pha loãng mẫu.
Mau phân tich neu có hàm lượng không quá cao ờ mức 
nguyên chất hoặc đậm đặc; mẫu có nhiều thành phàn tá 
chất, tá dược, chất bảo quản, protein tạp khác như vắc xin, 
sinh phâm thì nên sử dụng lượng thể tích theo đơn vị ml. 
Ví dụ: Mầu cần pha 1/100 thì không nên pha: 1 ml mẫu 
+ 99 ml dung dịch pha loãng mà nên pha lượng thể tích 
nhiều hơn: 5 mỉ mẫu -  495 ml dung dịch pha loăng.
Các mẫu có độ tinh sạch và nồng độ đậm đặc cao, hàm 
lượng hàng tràm đến hàng nghìn pg/ml: Nồng độ mẫu cần 
dùng chỉ 1 pứml thì khi pha không nên lẩy the tích dưới 
2 pl (< 2 pl), nên lấy từ 10 pl trở lên.
Pha loãng mẫu trên tuýp nhựa hoặc tuýp thủy tinh: Dụng 
cụ pha phải thật sạch; trộn, lác kỹ trước khi hút; thay đàu 
côn khi chuvển độ pha hoặc hỏa chất...
Pha loãng mẫu trên phiến 96 giếng: Phải sử dụng pipet đa 
kênh đạt chuân. Thao tác như sau: Trộn mẫu bàng hút lên 
xuống vải lần (4 đến 5 lần) rồi hút lượng hóa chất cần lấy 
và chuyên sang độ pha loãng cao hơn kê tiếp.
Lưu ỷ
Thao tác đều tav, tránh bọt khí, tránh thể tích không đều 
giừa các kênh và khống đồng đêu về sổ lần trộn... dẫn đồn 
sai số hệ thống hoặc sai số ờ một hoặc một sổ độ pha. 
Trong thời gian trộn có thể xảy ra: hoặc phản ứng giữa 
kháng nguvên, kháng thẻ; hoặc phản ứng hẩp phụ ỉên phiến 
pha mẫu dẫn đen làm mất (thiếu) đi một lượng chất phản 
ứng nhất dinh. Đổ tránh diều này nên sử dụng các dụng 
cụ pha loãng có khá năng hấp phụ kém như polypropylcn 
hoặc thủy tinh hoặc khi chuyển độ pha thì hút đồng thời 
vào phiến thử nghiệm luôn. Ví dụ: cần pha loãng bậc 5 ra 
10 độ pha, khi pha mẫu từ dộ pha 5'1 sang 5'2 mà độ pha 
5 ' cũng sử đụng trong thử nghiệm thì khi hút mẫu từ 5 '1 sẽ 
hút luôn cá mẫu vào phiến thử nghiệm. Cách làm sẽ tương 
tự trong SUÔI (ỊUV trình pha loãng...
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Ví dụ về một số quy trình thực hiện kỹ thuật ELISA

Nguyên vật liệu, dụng cụ và thiết bị
Kháng nguvên.
Kháng thê cộng hợp gắn enzym.
Dung dịch đệm pha loãng kháng nguyên.
Dung dịch bloek (cố định) phiến.
Dung dịch rửa.
Dung dịch cơ chất.
Dung dịch dừng phàn ứng.
Giàn máy EL1SA.
Pipetman các loại.
Đầu côn các loại từ 10 pl đến 1000 pỉ.
Máng nhựa.
Phicn ELỈSA chuyên dụng:
Phiển 96 giếng đáy tròn (đè pha loãng mẫu).
Tuýp effendorf 1,5 ml đền 2 ml.
Chai thủy tinh các loại 100 ml đến 1000 ml.
Giấy dán phiến.
Tủ lạnh.
Tù ấm 37 °c.

Các quy trình
QU Y TRÌNH I: ELI SA trực tiếp (Direct ELỈSA Representative 
Protocoỉ), quy trình tự gắn phiến 
ỉ. Gắn phiến
Nhỏ 100 |il kháng nguyên đã pha loãng (có hàm lượng từ 
1 pg/ml đến 20 pg/ml) trong dung dịch đệm phù hợp vào 
mỗi giếng cùa phiến gắn ELISA chuyên đụng, 
ủ  ờ 2 °c đến 8 °c qua đêm (khoảng 16 h đến 18 h).
II. Co định phiên sau gãn 
Đổ hết dung dịch trong phiến.
Thêm 300 |il dung dịch bão hòa phiến vào các giếng, 
ủ  1 h đến 2 h ở nhiệt độ phòng. Trường hợp làm ngay và để 
rút ngắn thời gian, ủ ở 37 °c trên máy lắc nhẹ trong 15 min 
là cỏ thể làm được. Neu chưa làm ngay có thể ngâm lâu hơn. 
Rửa sạch phiến bằng dung dịch rửa (thường là PBS 0,05 % 
Tvveen 20) 3 lần đển 5 lần, mỗi lần khoảng 300 - 500 pl/giếng. 
Lần rửa cuối ngâm 10 min.
ỈỈI. Thêm khảng thể cộng hợp gắn cnzym
Thêm 100 |il kháng thể cộng hợp gắn enzym vào tẩt cả
các giếng.
Dán phiến và ủ ờ nhiệt độ phòng 1 h (tốt nhât ủ ở 37 °C). 
Một số phản ứng có thê phái ủ 3 h đến 4 h phản ứng mới 
đạt tối ưu.
Đổ hết dung dịch có trong giếng và rừa phiến bằng dung 
dịch rửa 3 làn đến 5 lần, mỗi lần khoảng 300 - 500 ịil/giéng. 
Lan rửa cuối ngâm 10 min.
IV. Thêm cơ chất
Nhỏ 100 pl dung dịch cơ chất vào mồi giếng, 
ủ  ở nhiệt độ phòng 25 °c đến 28 cc  trong 10 min đẻn 20 min. 
Thêm 100 Ịil dung dịch dìmg phản ứng vào môi giêng. 
Đọc kct quả OD trên máy đọc ELI SA chuycn dụng. Thời 
gian đọc không quá 30 min từ khi nhò dung dịch dừng 
phản ứng.
Tùy theo loại cơ chất sử dụng trong thư nghiệm đè chọn 
bước sóng phù hợp.
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Ọl J YTRÌNHII: ELISA gián tiếp (Indirect ELISA Representative 
Protocol), quy trình /ự gan phiến 
ỉ. Gắn phiến
Nhỏ 100 pl kháng nguyên đã pha loãng (cỏ hàm lượng từ 
1 - 20 pg/ml) Irong dung dịch đệm phù hợp vào môi giêng 
của phiến gắn FU SA chuyên dụng.
Ù ờ 2 °c  dển 8 °c qua đcm (khoáng 16 h đến ] 8 h).
//. Cô định phiên sau gân 
Đổ hết dung dịch trong phiến.
Thêm 300 pl dung dịch bão hòa phiên vào các giếng, 
ủ  1 h đến 2 h ò nhiệt dộ phòng. Trường hợp làm ngay và 
đổ rút neắn thời gian, ủ ờ 37 °c trên máy lắc nhẹ trong 
15 min là có thố làm được. Neu chưa làm ngay có thê 
ngâm lâu hơn.
Rửa sạch piñén bằng dung dịch rửa (thường là PBS - 0.05 % 
Tween 20) 3 lần đến 5 làn, mồi lần khoảng 300 - 500 pl/giếng. 
Lân rữa cuòi ngâm 10 min.
UI. Thêm khản« thê ỉ (primary antibody).
Them 100 pl kháng thể cộng họp không gan enzym vào 
tất cà các giếng.
Dán phiến và u ờ nhiệt độ phòng 1 h đen 2 h (tốt nhât ù ờ 
37 C).
Đồ hết dung dịch có trong giếng và rửa phiến băng dung 
dịch rửa 3 lần đến 5 lần, mỗi lần khoảng 300 - 500 ịii/gieng. 
Lân rửa cuối ngâm 10 min.
ĨV. Thêm kháng thể 2 cộng hợp gan enzyrn
Thêm 100 ul kháng the cộng họp gắn cn/.yin vào tất cà
các giếng.
Dán phiến và ù ờ nhiệt độ phòng lh (tốt nhất ủ ờ 37 °C). 
Một số phan ứng có thế phài ù 3 h đến 4 h phản ứng mới 
đạt tối ưu.
Đổ hét dung dịch có trong giếng và rửa phiến bằng dung 
dịch rửa 3 lần đen 5 lần, mỗi lần khoảng 300 - 500 pl/giếng. 
Lần rửa cuối ngầm 10 min.
V. Thêm cơ chất
Nhò 100 pl cơ chất vào mồi giống, 
u  ở nhiệt độ phòng 25 °c  đến 28 °c trong 15 min đến 
30 min, tránh ảnh sáng.
Thêm 100 p! dung dịch dừng phân ứng vào mỗi giếng. 
Đọc két quả OD trên máy đọc HLISA chuvcn dụng. Thời 
gian dọc không quá 30 min từ khi nhỏ dung dịch dừng 
phân íme.
Túy theo loại CƯ chất sử dụng trong thư nghiệm để chọn 
bước sóng phù hợp.
QUY TRÌNH III A: ELISA Sandwich trực tiep (direct 
sandwich/capture ELISA Representative Protocol), quy 
trình tự gan phiến, 
ỉ. Gắn phiên
Nhỏ 100 pl kháng thể 1 (capture antibody) đã pha loãng
(có hàm lượng từ 1 - 15 gg/ml) trong dung dịch đệm phù 
họp vào mồi giỏng của phiến gắn ELISA chuyên dụng, 
ủ  ờ 2 °c  đến 8 "C qua đêm (khoảng 16 h dền 18 h).
//. Có định phiên sau gan 
Đo hết dung dịch trong phiến.
Them 300 pl dung dịch bão hòa phiến vào các giếng.
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u 1 h den 6 h ờ nhiệt độ phòng. 1 rường hợp làm ngay và 
đồ rút IIgắn thời gian, ù ở 37 °c  trên máy lắc nhẹ trong 
15 min đến 60 min là có thể làm được. Neu chưa làm ngay 
cỏ thổ ngâm lâu hơn.
Rứa sạch phiến bang dung dịch rim (thường là PBS - 0,05 % 
Tween 20) 3 lần đến 5 lần, mỗi lần khoảng 300 - 500 phgicng. 
Lần rửa cuối ngâm 10 min.
ỈU. Thêm kháng nguyên cùa mâu
Thêm ] 00 pỉ kháng nguyên của mầu thừ vào tất cả các giếng. 
Dán phiến và ủ ờ nhiệt độ phòng 1 h đến 2 h (tốt nhất ủ ở
37 °C).
Dổ hết dung dịch có trong giếng và rửa phiến bàng dung 
dịch rửa 3 lẩn đến 5 lần, mồi lần khoảng 300 - 500 pLgiếng. 
Lần rửa cuối ngâm 10 min.
IV. Thêm kháng thê 2 cộng hợp gắn Enzym.
Thêm 100 gỉ kháng thổ 2 vào tất cà các giếng.
Dán phiến và ù ở nhiệt độ phòng 1 h đến 2 h (tot nhất ủ ờ 
37 X ).
Dổ hốt dung dịch có trong giếng vả rửa phiến bàng dung 
dịch rứa 3 lần đến 5 lần, mỗi lần khoảng 300 - 500 ịihgiếng. 
Lần rùa cuối ngâm 10 min.
V. Thêm cơ chát
Nhỏ 100 pỉ dung dịch cơ chất vào mãi giếng.
Ù ờ nhiệt độ phòng 25 °c đến 28 °c trong 15 mill đến 30 min, 
tránh ảnh sáng.
Thêm 100 pl dung dịch dừng phàn ứng vào mồi giếng. 
Đọc kết quả OD trêu máy đọc ELISA chuyên dụng. Thời gian 
đọc không quá 30 min hr khi nhò dung dịch dừng phản ứng. 
Tùy theo loại cơ chất sử dụng trong thử nghiệm đê chọn
bước sóng phù hợp.

QUY TRĨNH ill B: ELISA Sandwich gián tiếp (indirect 
sandwich/capture ELISA Representative Protocol), quy 
trình tự gãn phiên 
Ị. Gan phiên
Nhỏ 100 pl kháng nguycn đã pha loãng (có hàm lượng từ 
1 - 20 Ịig/ml) trong dung dịch đệm phù hụp vào mỗi giếng 
cùa phiến gắn ELISA chuyên dụng, 
ủ  ờ 2 :,c  đến 8 °c qua đêm (khoảng 16 h đến 18 h). 
ĩỉ. Co dinh phiến sau gán 
Đổ hốt dung dịch trong phiến.
Thêm 300 pl dung dịch bão hòa phiến vào các giếng.
Ù 1 h den 6 h ờ iứiiệt độ phòng. Trưỏne họp làm ngay và để rút 
ngan thời gian, ũ ừ 37 X  trên máy lắc nhẹ trong 15-60 min. 
Neu chưa ỉàm ngay có thổ ngâm lâu hơn.
Rửa sạch phiến bang dun. ' dịch tủa (thường là PBS - 0,05 % 
Tween 20) 3 lần đến 5 lần. mõi lần khoảng 300 - 500 pl/giếng. 
Lần lứa cuối ngâm 10 min.
///. Thêm kháng nguyên của mâu
Them 100 pl kháng nguyên cùa mẫu thử vào tất cả các giếng. 
Dán phiến và ù ờ nhiệt độ phòng l h đốn 2 h (tot nhất ủ ờ
37 ° ậ .
Đổ hốt dung dịch cỏ trong giêng và rửa phiến bàng dung 
địch rửa 3 lần đến 5 lần, mỗi lần khoảng 300 - 500 pl/giáng. 
Lần lứa cuối ngâm 10 min.
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Ị ự. Thâm kháng thề sơ cấp
Thêm 100 pl kháng thể 2 vảo tat cà các giếng.
Dán phiến và ủ ừ nhiệt độ phòng ] h đến 2 h (tot nhất ủ ở 
37 C).
Đổ hết dung dịch có trong giềng va rửa phiến bang dung 
dịch rửa 3 lẩn đến 5 lần, mỗi lần khoảng 300 - 500 ubgiếng. 
l.ần rửa cuối ngâm 10 min.
V. Thêm kháng khủng thê 2 cộng hợp gân enzym 
Thêm 100 pl kháng thể cộng hợp gan enzym vào tất cà 
các giếng.
Dán phiến và ủ ở nhiệt độ phòng l h (tốt nhất ủ ờ 37 °C). 
Một số phàn ứng có thể phải ủ 3 h đến 4 h phản ứng mới 
đạt tối tru.
Dồ hết dung dịch có trong giếng và rửa phiến bàng dung 
dịch rửa 3 lần den 5 lần, mồi lan khoáng 300 - 500 pl/gicng. 
Lần rửa cuối ngâm 10 min.
Vỉ. Thêm cơ chất
Nhỏ 100 pl dung dịch cơ chất vào mỗi giếng.
Ù ở nhiệt độ phòng 25 °c đến 28 °c trong 15 min dến 30 min, 
tránh ánh sáng.
Thêm 100 Jtxl dung dịch dừng phản ứng vào mồi giếng. 
Đọc kết quả OD trên máy đọc ELISA chuyên dụng. Thời 
gian đọc không quá 30 min từ khi nhỏ dung dịch dừng 
phản ứng.
Tùy theo loại cơ chất sử dụng trong thử nghiệm đê chọn 
bước sóng phù hợp.

15.47 KĨẺM TRA MYCOPLASMA TRONG VÁC XIN/ 
SINH PHẨM (Phương pháp nuôi cấy hoặc dùng chi thị 
tế bào)

Chi Mycoplasma có hơn 120 loài, chủng là một nhóm các 
vi khuẩn có kích thước nhò, không có thành tế bảo, có kích 
thước và hình dạng khác nhau, không bắt màu Gram. 
Mycoplasma thường gây ra các nhiễm trùng nặng cho te 
bào và mỏ. Nhiễm Mycoplasma trong tể bào nuôi trong 
một thời gian dài mà không hề có biểu hiện tôn thương bên 
ngoài tế bào, nỏ ảnh hưởng tới chuyển hoá và sự phát triển 
bình thường của tế bào. Nhiễm Mycoplasma trong tể bào 
nuôi thường không gây đục môi trường.
Kiếm tra Mycoplasma là một phần của kiẻm tra các tác nhân 
ngoại lai có nguỏn góc từ chủng virus sản xuẩt văc xin/sinh 
phâm mà trong quá trinh sản xuất sừ dụng te bào nuỏi.

Phạm vi áp dụng
Áp dụng đẻ kiêm tra:
Tê bào gốc giông, te bào sản xuất, chủng virus gỏc giỏng, 
chủng virus sàn xuất, tế bào sử dụng làm chứng;
Mé gặt virus, vắc xin bán thành phẩm, vắc xin bán thành 
phâm cuối cùng, vắc xin thành phẩm mà theo Tồ chức Y tế 
Thê giới cần phài kiểm tra Mycoplasma.

Các phương pháp
Thừ nghiệm kiềm tra Mycoplasma tron2 vác xin'sinh 
phàm cỏ thô được thực hiện bang các phương pháp sau:

Dược ĐIỀN VỈẸT NAM V

Phương pháp nuôi cấy trong môi trường lòng và mỏi 
trường dặc.
Phương pháp dùng chi thị té bào.
Cả hai phương pháp nuôi cấỵ và phương pháp dùng chì thị 
tế bào đều được sử đụng để kiểm tra Mycoplasma trong 
tể bào gốc giống, tể bào sàn xuất, chùng vius gốc giống, 
chủng virus sản xuất, tế bào sư dụng làm chứng.
Khi kiổrn tra Mycoplasma trong mẽ gặt virus, vắc xin bán 
thành phẩm hoặc vắc xin bán thành phẩm cuối cùng thì sừ 
dụng phương pháp nuôi cấy. Phươne pháp dùng chi thị lố 
bào có thồ cũng được sử dụng.
Kv thuật khuếch đại acid nucleic (Nucleic acid amplification 
techniques: NAT) CÓ the dùng để thay the một trong hai 
phưcmg pháp trên. Tuy nhiên, nên thâm định trước khi dùng 
vè ít nhất hai chỉ số: Độ đặc hiệu và giới hạn phát hiện. 
Phương pháp dựa trên hoạt động của enzym cũng có thể 
sừ dụng nhưng phải thẩm định dể chứng tỏ nó có khá năng 
phát hiện Mycoplasma tương dương như phương pháp 
nuôi cấy và phương pháp dùng chi thị tê bào. Các phương 
pháp khác có thể được sử dụng nêu cư quan Kiểm định 
Quốc gia đã chấp thuận.

Phương pháp nuôi cấy
Môi trường sử dụng: Sừ dụng cà hai loại môi trường đặc 
và mỏi trường lỏng với sổ lượng đủ lớn đổ đàm bảo phát 
hiện được số lượng nhỏ Mycoplasma có thẻ có trong vắc 
xin/sinh phẩm. Mồi loại môi trường (lỏng, đặc) nên sử 
dụng ít nhất hai môi trường, một để đánh giá tính chất lên 
men glucose, một để đánh giá tinh chất thuỳ phân arginin. 
Môi trường lòng cần chứa đò phenol.
Kiểm tra dinh dưỡng mỏi trường: cần kiêm tra khả năng 
cung cấp chất dinh dường cho chùng phát triển (kiểm tra 
dinh dưỡng) cùa từng loạt môi trường.
Các loài Mycoplasma sử dụng cho kiểm tra dinh dưỡng 
môi trường như sau:
Acholeplasma ỉ aid lawn (nếu trong quá trinh sản xuât vãc 
xin/sinh phẩm có sù dụng kháng sinh); Mycoplasma orale, 
Mycoplasma pneumoniae (hoặc những loài Mycoplasma 
có lên men D-glucose khác).
Nên sử dụng ít nhất hai chùng: Một chùng lên men glucose, 
một chùng thuỷ phân arginin. Các chùng này không được 
cay chuyên quá 15 lân.
Qui trình thực hiện:
Cấy chùng vào môi trường theo tỳ' lệ không quá 100 CPU 
cho một dĩa dường kính 60 mm có chứa 9 ml môi trường 
đặc hoặc một chai chứa 100 ml môi trường lỏng, 
ủ  các chai và đĩa môi trường này ờ nhiệt độ tương tự nhu 
trong thử nghiệm kiếm tra vô trùng vắc xin/sinh phẩm đối 
với Mycoplasma.
Lấy 0,2 ml từ mồi chai môi trường lóng, cấy chuyên sang 
môi tnrờng dặc ở các thời điểm giống như trong thử nghiệm 
kiểm tra vô trùng vắc xinAinh phẩm đổi với Mycoplasma. 
Môi trường lỏng đạt yêu cầu vé dinh dường nêu môi chùng 
đêu có khuân lạc mọc trên dĩa thạch cua ít nhất một lân cíy 
chuyển. Môi trường dạc dạt yèu câu về dinh dưỡng T1ÓJ
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mỗi chùng có sổ lượng khuẩn lạc tính trung bình trên các 
đĩa ít hơn không quá 1/5 sô lượng đưa vào.

Kiểm tra ảnh hưởng của chất ức chế (thử nghiệm ức ché) 
Thử nghiệm này nhầm xác định trong sản phẩm có chứa chất 
ức chế mà ành hường đến sự phát triển của Mycopỉasma 
hay không. Nêu có, cân phải loại bỏ ảnh hưởng cùa chât 
ức che trước khi kiểm tra Mycoplasma trên vắc xin/sinh 
phẩm bang cách thích hợp như trung hoà, pha [oàng hoặc 
cấy chuyển không đùng chât ức chỏ,...
Thực hiện lại thử nghiệm ức chẻ  sau khi đã sử dụng các 
biện pháp trên. Nếu sử dụng biện pháp pha loãng, phải sir 
dụng thể tích lớn môi trường hocặc chia vắc xin/sinh phâm 
vào nhiều chai môi trường dung tích ỉ 00 ml.
Nguyên ỉý: Thử nghiệm ức che dược thực hiện hằng cách 
cho sân phầm cần kiểm tra vào mỏi trường với lượng giống 
như thừ nghiệm kiểm tra Mycopìasma trong sản phẩm, sau 
đó cấy chùng thử thách vào môi trường với lượng giống 
như thư nghiệm kiểm tra cỉình dường môi trường. Thực 
hiện thừ nghiệm kiểm tra dinh dường môi trường đê làm 
chửng dương cho thừ nghiệm này.
Đánh giá kết quả: Chất ức chế ảnh hưởng đen sự phát 
triền của Mvcoplasma nếu có ít nhất một trong hai trường 
hợp sau:
Môi tnrờnc lỏng: Một chùng thử thách trong các chai môi 
trường có vẳc xin/sinh phẩm mọc chậm hơn các ổng không 
có vắc xin-sinii phẩm từ hai lần cấy chuyển trở lên.
Môi trường đặc: Một chủng thử thách có số lượng khuẩn 
lạc ở  các đĩa chứa vẳc xin/sinh phẩm ít hơn số lượng khuẩn 
lạc ở các đĩa không cỏ vắc xín/sinh phẩm từ 1/5 sổ lượng 
khuẩn lạc của các đĩa không có văc xin/sinh phârn trở lên. 
Mồi sàn phẩm ncn thực hiện thử nghiệm ức chế một lần 
trước khi thực hiện thừ nghiệm kiểm tra Mycopỉasma 
trong sản phẩm. Chì phải làm lại thừ nghiệm ức chế khi 
thay đồi phương pháp sản xuất làm ảnh hưởng tới việc xác 
định Mycopỉasma.

Kiểm tra Mycopỉasma trong vắc xin/smh phẩm
Cấy lan đầu:
Môi trường lỏng: Mỗi loại môi trường cấy ít nhất 10 ml 
vắc xin/sinh phẩm vào một chai 100 ml. Neu có sự đồi 
màu của môi trường sau cấy vắc xin/sinh phâtn, chinh 
pĩl của môi trường vê pH ban đầu bang đung dịch natri 
hydroxyd hoặc aciđ hydrocloric.
Môi trường đặc: cấy 0,2 mì vac xin/sinh phẩm vào mồi 
đỉa, mồi loại môi trường dùng ít nhất hai đĩa.
Cấy chuyển:
Thời điếm cấy chuyển như sau (kẻ từ ngày cấy đàu tiên): 
Lân ]: Vào khoảng từ ngày thứ 2 đến ngày thứ 4.
Lan 2: Vào khoáng từ ngày thứ 6 đến ngày thứ 8.
Lân 3: Vào khoảng từ ngày thứ 13 đên ngàv thứ 15.
Lân 4: Vào khoáng từ ngày thứ 19 đến ngày thử 21.
Cách cây chuyên: Từ mỗi chai môi trường cấy chuyên 
0,2 ml/đĩa, môi loại môi trường đặc cấy ít nhất một đĩa. 
ủ, theo dõi mỏi trường sau cấy:
Nhiệt độ ù: 35 °c đến 38 °c.
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Thời gian ủ: Các chai mòi trường ủ 20 * 21 ngày. Các đĩa 
môi trường ủ ít nhất 14 ngàv, riêng các đĩa cấy chuyển vào 
ngày thử 19-21 theo dõi 7 ngày.
ủ  đồng thời một chai 100 ml mỗi loại môi trường không 
cấy vẩc xin/sinh phẩm và một đĩa thạch không cấy vắc 
xin/sinh phâĩĩi cùng loạt với đĩa thạch cấy chuyển để làm 
chừng âm.
Kết quà kiểm tra dinh dưỡng môi trường làm chứng đương. 
Điều kiện nuôi cấy: Một nửa các chai và đĩa ủ ờ điều 
kiện vi hiếu khí (khí trường chứa 5 - 1 0 %  C 02 và độ ẩm 
thích hợp), một nửa ờ điều kiện ky khí (khí trường chửa 
nitrogen, 5 - 10  % CO? và độ ẩm thích http).
Theo dõi các chai môi trường 2 - 3 ngày/lần. Neu có sự 
đồi màu của môi trường, cấy chuyền sang mỏi trường đặc 
(xem phần cấy chuyển ờ trên).
Theo (lõi các đìa môi trường 7 ngày/lần bang kính hiển 
vi quang học đê kiêm tra xem có khuẩn lạc Mycoplasma 
hay không.
Khuẩn lạc dược cho lả của Mycoplasma nếu có hỉnh dạng 
điổĩỉ hình như sau: Trung tâm khuẩn lạc tối và dày, mọc lẩn 
xuống thạch; rìa khuẩn lạc mỏng. bẹt. Khuẩn lạc cỏ dạng 
trứng ổp mà trung tâm khuẩn lạc là phần lòng đỏ để nguyên. 
Đảnh giả kct quả:
-  Vắc xin/sinh phẩm đạt yêu cầu về vô trùng đối với 
Mycoplasma nếu sau nuôi cấy không có dấu hiệu phát 
triển của Afycoplasma trong các đìa môi trường cay vắc 
xin/sinh phẩm.
-  Vắc xin/sinh phẩm không đạt yêu cầu về vô trùng đổi 
với vắc xin;'sinh phẩm nếu sau nuôi cấy cớ dấu hiệu phát 
triển của Mycoplasma trong các đĩa môi trường cấy vắc 
xin/sinh phâm.
-  Thử nghiệm không có giá trị nếu có một hoặc nhiều hơn 
các trường hợp sau xảy ra:
Mòi trường sử dụng không đạt yêu càu cùa thừ nghiệm 
Kiểm tra dinh dường.
Có dấu hiệu mọc của Mycoplasma trong chứng âm.
Cỏ sự phát triển cùa vi khuẩn khác hoặc nấm trong các 
chai môi tnrừng,
Vỡ ít nhất hai đĩa môi trường,
Có ít nhất hai đĩa môi trường nhiễm vi khuẩn khác và nấm. 
Trường hợp sau nuôi cấy trên 7 ngày mà chì có một đĩa 
môi trường nhiễm vi khuẩn/nấm hoặc chỉ vỡ một đĩa môi 
trườne thì các đĩa nàv có thổ bò qua khi không có dấu hiệu 
mọc cùa Mvcopỉasma.
-  Các trường hợp thừ nghiệm không có giá trị: Nhẳc lại 
thử nghiệm với số mẫu như lần 1. Đánh giá kết quả của lần 
thủ nghiệm lại cũng giống như đánh giá lần đầu.
-  Các tnrờne hợp thử nghiệm có giá trị, có sự xuất hiện 
cùa Mycoplasma nhắc lại thử nghiệm với số mẫu và môi 
trường gấp đôi lần 1. Đánh giá kết quả thử nghiệm lại cũng 
giong như đánh giá lần đẩu.

Phương pháp đùng chỉ thị tế bào
Nguyên lý: Te bào được nhuộm bằng thuốc nhuộm huỳnh 
quang. Neu bị nhiễm Mycoplasma, trên bề mặt tế bào SC 
có các hạt hoặc các sợi đặc trưng. Các hạt, sợi dặc trung
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này thậm chí còn có cà ờ vùng gian bào nếu bị nhiễm nặng. 
Te bào SÌT dụng: Vero hoặc tể bảo khác có hiệu quà tmmg 
đương trong việc xác định Mycopĩasma, VD: Các dòng tẽ 
bào sản xuất.
Kiểm tra chất lượng cua tế bào bằng cách áp dụng qui trình 
eiổng như qui trình kiếm tra vắc xin/sinh phàm, sau đó cây 
vào tế bào không quá 100 CFƯ các chủng thích hợp cùa 
M. hyorhinis và M. oraỉe. Te bào đạt yêu cầu nếu cà hai 
chủng trên đêu mọc được.
Cần cẩy chuyển tể bảo mà không đùng kháng sính trước 
khi sử dụng vào thừ nghiệm.

Pha các dung dịch
Dune dịch kali dihỵdropho.sphat 2 M: Hoà tan 13.61 g kaỉỉ 
dihydrophosphat khan (Tỉ) trong 50 ml nước.
Dung dịch kali hydrophosphat 2 M: Hoà 17,42 g kaỉỉ 
hydrophosphat khan (TT) trong 50 ml nước.
Dung dịch độm phosphat (pH 7,4): Trộn đều 3,6 mỉ dung 
dịch kaỉi dihydrophosphat 2 M; 14,6 ml dung dịch kaỉi 
hydrophosphat 2 M; 8 g natri cỉorỉd với 1 L nước. Điều 
chỉnh pH nếu cần bằng dung dịch natri hydroxyd hoặc acid 
hydrocloric.
Dung dịch bisbenzimid gốc: Hoà tan 5 mg bisbemimid 
(TT) trong một ít nước, thcm nưởc vừa đù 100 ml, bảo 
quản tránh ánh sáng.
Dung dịch làm việc bisbenzimid: Pha loãng 100 pL dung 
dịch bisbenzimid gốc bằng dung dịch đệm phosphat 
(pH 7,4) để được 100 ml hỗn hợp dung dịch.
Dung dịch natri hydrophosphat: Hoà tan 28,4 g natri 
hydrophosphat khan (Tỉ) trong 1 L nước.
Dung dịch acid citric: Hoà tan 21 g acid citric (Tỉ) trong 
1 L nước.
Dung dịch đệm phosphat-citrat (pH 5,5): Trộn đều 56,85 ml 
dung dịch natri hydrophosphat và 43,15 ml dung dịch 
acid citric.

Phương pháp thực hiện
Nuôi tế bào ờ nồng độ thích hợp (Khoảng 2.Ỉ04 - 2.105 tế 
bảo/mỉ, 4.1 o3 - 2,5. ỉo4 tố bào/em2).
Cấy ỉ ml vắc xin/sinh phẩm vào chai tế bào.
Ư ờ nhiệt độ 35 °c đến 38 °c%
Sau ít nhất 3 ngày, cấy chuyển lên một lá kính. Tẻ bào 
được nuôi ở mật độ thấp để chỉ phù kín khoảng 50 % bề 
mặt sau (3 -  5) ngàv. Tẻ bào phủ kín hoàn toàn làm khỏ 
quan sát Mycoplasma sau khi nhuộm.
Bò mói trường, rữa tế bào bầng đệm phosphat, cố định tế 
bào [có thê sử dụng hôn hợp dung dịch acid acetic băng: 
methanoỉ (1 :3)]
Bò dung dịch cố dịnh, rửa tể bào bằng nước vô trùng, để khô. 
Phủ tê bào bằng đung dịch làm việc bisbeny.ìmiđ hoặc 
thuôc nhuộm thích hợp khác. Đe trong khoảng 10 min.
Bó thuốc nhuộm và rữa tể bào bằng nước vô trùng.
Phủ môi lá kính bàng một giọt hồn hợp của glycero! và 
dung dịch đệm phosphat-cìtrat với lượng bằng nhau.
Soi dưới kính hiên vi huỳnh quang vật kính có độ phóng 
đại từ 400 ỉần trở lên.
I-àm song song với chứng âm và chửng (lương.
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Đánh giá két quà
Vắc xin/sinh phàm đạt vêu cầu nếu không có hình dạng 
điển hình của Mycoplasma (Các hạt hoặc sợi dặc trưng 
dưới kính hiổn vi huỳnh quang khắp bồ mặt tế bào hoặc ở 
khoáng gian bào).
Thử nghiệm không có giá trị neu xảy ra một trong hai 
trường hợp sau:
Chứng dương không có hình dạng điển hình của Mycoplasma. 
Chửng âm có hình dạng điển hình của Mycoplasma.
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