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13.1 PHÉP THỬ HISTAMIN

Dùng chuột lang nặng 250 g đến 350 g. Để chuột nhịn đói
trong 24 h, cho uống nước theo nhu cầu của chuột. Giết
chuột đột ngột bằng một cú đánh mạnh vào đầu chuột.
Mổ bụng chuột, dùng kẹp, kẹp vào manh tràng, nâng lên
và kéo ra phía trước, sẽ thấy hồi tràng nối vào manh tràng.
Cắt lấy một đoạn hồi tràng dài khoảng 2 cm, cho vào khay
đựng dung dịch B (nếu làm chậm phải sục khí carbogen).
Loại bỏ các chất còn trong đoạn ruột bằng cách dùng một
pipet có dung dịch B lồng vào đầu đoạn ruột rồi để cho
dung dịch B trong pipet chảy tự nhiên qua đoạn ruột. Cần
để pipet ở tư thế nghiêng sao cho mặt thoáng của dung
dịch B không cao quá 2 cm so với đoạn ruột trong khay.
Thay dung dịch B mới vào khay. Buộc vào mỗi đầu của

đoạn ruột một sợi chỉ mảnh và rạch một đường ngang nhỏ
ở giữa đoạn ruột.

Cho đoạn ruột vào bình nuôi cơ quan cô lập có dung tích
10 ml đến 20 ml, chứa dung dịch B, và giữ ở nhiệt độ hằng
định 34 °C đến 36 °C. Sục một hỗn hợp khí có 95 thể tích
oxygen và 5 thể tích carbon dioxyd qua bình nuôi. Một đầu
sợi chỉ buộc vào gần đáy bình nuôi, đầu kia nối với đầu

ghi của một kymograph hoặc thiết bị thích hợp để ghi sự
co bóp của ruột. Nếu dùng bút ghi trên giấy thì điều chỉnh
sao cho biên độ có thể khuếch đại lên khoảng 20 lần. Sức
căng của ruột nên vào khoảng 9,8 mN và điều chỉnh theo

độ nhạy của ruột.

Thay dung dịch B trong bình nuôi cơ quan. Để yên 10 min.

Tiếp tục thay dung dịch B 2 đến 3 lần như vậy nữa.
Thêm vào bình nuôi cơ quan, chính xác khoảng 0,2 ml đến
0,5 ml dung dịch histamin dihydroclorid có nồng độ nhất
định để gây nên một đáp ứng gần tối đa có thể lặp lại được.
Liều này gọi là liều "cao".
Thay dung dịch B ở bình nuôi 3 lần trước mỗi lần thêm
histamin. Nên thêm histamin vào những khoảng thời gian
cách đều để ruột giãn hoàn toàn giữa các lần thêm (khoảng
2 min).

Tương tự, thêm những thể tích bằng nhau của dung dịch
có nồng độ histamin thấp để cho đáp ứng có biên độ bằng
khoảng một nửa biên độ của liều "cao" và có thể lặp lại
được. Liều này gọi là liều "thấp".
Tiếp tục thêm đều đặn các liều "cao" và liều "thấp"
histamin như đã nêu ở trên và xen kẽ thêm cùng một thể
tích dung dịch pha từ mẫu thử. Điều chỉnh độ pha loãng
của dung dịch thử để cho sức co của ruột nhỏ hơn sức co
của liều "cao".

Kiểm tra xem sức co của dung dịch thử có lặp lại không và
xem đáp ứng với liều cao và liều thấp có như trước không.

Tính hoạt lực của chất thử ra microgam histamin base căn

cứ vào độ pha loãng đã xác định ở trên. Lượng histamin

xác định được không được vượt quá lượng ghi trong

chuyên luận.

Nếu chất thử không gây co bóp ruột, pha một dung dịch
khác và cho thêm một lượng histamin tối đa dung nạp
được ghi trong chuyên luận và thử với dung dịch này. Theo

dõi xem sự co cơ của dung dịch này có tương ứng với
lượng histamin đã thêm không. Nếu dung dịch này không

gây ra sự co cơ tương ứng hoặc sự co của dung dịch thử
không lặp lại được, hoặc sau khi thử chất thử rồi, thử lại

với histamin chuẩn liều "cao" và liều "thấp" mà đáp ứng
có giảm đi thì kết quả thử là không có giá trị và phải thử
chất hạ áp của thuốc theo chuyên luận "Phép thử các chất
hạ áp, Phụ lục 13.3".

Dung dịch A:

Kali clorid

Calci clorid khan

Magnesi clorid khan

Dinatri hydrophosphat
Nước cất pha tiêm

Dung dịch B:

Dung dịch A

160 g

4,0 g

2,0 g

1,0 g

50 mg
vừa đủ 1000 ml

50 ml

0,5 mg

1,0 g

0,5 g
vừa đủ 1000 ml

Atropin sulfat

Natri hydrocarbonat
D-glucose

Nước cất pha tiêm

Dung dịch B chỉ pha ngay trước khi dùng và phải dùng trong
vòng 24 h.

Natri clorid

13.2 PHÉP THỬ NỘI ĐỘC TỐ VI KHUẨN

Phép thử nội độc tố vi khuẩn dùng để phát hiện hoặc định

cần kiểm tra. Phương pháp sử dụng thuốc thử lysat là dịch
lượng nội độc tố của vi khuẩn gram âm có trong mẫu thử

phân giải tế bào dạng amip có trong máu một loài sam
biển, Limulus polyphemus hoặc Tachypleus tridentatus.
Hiện nay có 3 phương pháp để thực hiện phép thử này:

Phương pháp tạo gel dựa trên sự tạo thành gel khi cho
thuốc thử vào dung dịch có chứa nội độc tố; phương pháp
đo độ đục, dựa vào sự thay đổi độ đục của thuốc thử lysat

khi tạo gel; phương pháp đo màu dựa trên sự thay đổi màu
của phức hợp màu - peptid.
Tùy theo điều kiện và tính chất của mẫu thử, có thể áp

dụng một trong các kỹ thuật thích hợp để thực hiện phép

thử. Tuy nhiên, khi có nghỉ ngờ hoặc tranh chấp, kết luận
cuối cùng sẽ dựa vào phương pháp tạo gel trừ khi có chỉ
dẫn khác.

Phép thử được thực hiện trong điều kiện tránh nhiễm khuẩn.
Thiết bị và dụng cụ:
Tất cả dụng cụ dùng trong phép thử này đều phải không có
chứa nội độc tố.
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