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PHU LUC 13

13.1 PHEP THU HISTAMIN

Dung chugt lang niing 250 g dén 350 g. Dé chugt nhin doi
trong 24 h, cho udng nude theo nhu ciu cua chudt, Gidt
chuol dot ngot bang m@t ci danh manh vio dau chudt.

Mb bung chudt, dung kep, ke;p vao manh trang, nang lén
va kéo ra phia trudc, s& thiy hoi trang néi vao manh trang.
Cit Iay mot doan hdi trang dai khodng 2 cm, cho vao khay
dung dung dich B (néu lam chim phai suc khi carbogen).
Loai bo cac chét con trong doan rudt bing cach dung mét
pipet ¢6 dung dich B 1éng vao dau doan rudt rdi dé cho
dung dich B trong pipet chay tw nhién qua doan rugt. Can
dé pipet ¢ tu thé nghiéng sao cho mat thoang ciia dung
dich B khéng cao qua 2 cm so véi doan rudt trong khay.
Thay dung dich B méi vao khay. Budc vao mdi déu cua
doan rudt mét s¢i chi manh va rach mét duong ngang nho
@ gitta doan rudt.

Cho doan rudt vao binh nuéi co quan ¢ 1p ¢6 dung tich
10 ml dén 20 ml, chira dung dich B, va gift & nhiét do hang
dinh 34 °C dén 36 °C. Suc mét hén hop khi c6 95 thé tich
oxygen va 5 thé tich carbon dioxyd qua binh nudi. Mot dau
sgi chi budc vao gin day binh nudi, diu kia ndi voi diu
ghi ciia mgt kymograph hogc thiét bi thich hop dé ghi su
co bép cuia rudt. Néu ding but ghi trén gidy thi diéu chinh
sao cho bién d6 c6 thé khuéch dai 1én khoang 20 l4n. Strc
cang cua rudt nén vao khoang 9,8 mN va diéu chinh theo
d6 nhay cuia rudt.

Thay dung dich B trong binh nuéi co quan, Bé yén 10 min.
Tiép tuc thay dung dich B 2 dén 3 1in nhu vay nifa. '
Thém vao binh nudi co quan, chinh xac khoéng 0,2 ml dép
0,5 ml dung dich histamin dihydroclorid c6 nong d¢ nhat
dinh dé gay nén mot dap g gén tdi da c6 thé lap lai duoc.
Liéu nay goi l4 liéu "cao". ‘ .

Thay dung dich B & binh nu6i 3 14n truéc moi lan thém
histamin. Nén thém histamin vao nhimg khoang thoi gian
cach déu dé rudt gian hoan toan gitta céc lan thém (khoang
2 min).

Tuong ty, thém nhing thé tich bing nhau cia dung dich
c6 ndng do histamin thap dé cho dép 1 img c6 bién do bang
khoang mdt nura bién d6 cua liéu "cao" va c6 thé lap lai
dugc. Liéu nay goi la liéu "thaP"

Tiép tuc thém déu din cic lifu "cao" va liéu "thap"
histamin nhu d4 néu & trén va xen k& thém cing mot thé
tich dung dich pha tir méu thir. Diéu chinh d§ pha loang
ciia dung dich thir dé cho strc co clia rudt nho hon sire co
caa lidu "cao".

Kiém tra xem stc co cia dung dich thir ¢ 13p lai khong va
xem dép tmg véi liéu cao va liéu thép c6 nhu trude khong.
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Tinh hoat lyc ctia chit thir ra microgam histamin base cén
cir vao d¢ pha lodng da xac dinh & trén. Lugng histamin
xac dinh dugc khéng dugc vugt qué lugng ghi trong
chuyén ludn.

Néu chét thir khong gy co bop rudt, pha mot dung dich
khéc va cho thém mét luong histamin t6i da dung nap
dugc ghi trong chuyén ludn va thir véi dung dich nay. Theo
ddi xem su co co cia dung dich nay c6 tuong (g véi
lwong histamin da thém khong. Néu dung dich nay khéng
gdy ra sur co co tuong (rng hodc sy co cia dung dich thir
khéng lap lai dugc, hodc sau khi thir chét thir rdi, thir lai
v6i histamin chuan liéu "cao” va liéu "thap" ma dap (mg
¢6 giam di thi két qua thur 1a khéng c6 gid tri va phai thir
chit ha 4p cua thudc theo chuyén luan "Phép thir cac chit
ha ap, Phuy lyc 13.3".

Dung dich A:

Natri clorid 160 g
Kali clorid 40¢g
Calci clorid khan 20g
Magnesi clorid khan 10g
Dinatri hydrophosphat 50 mg

Nudec cit pha tiém
Dung dich B:

vira di 1000 ml

Dung dich A 50 ml
Atropin sulfat 0,5 mg
Natri hydrocarbonat 10g
D - glucose 05¢g
Nudrc cét pha tiém vira di 1000 ml

Dung dich B chi pha ngay truéc khi dung va phai ding trong
vong 24 h.

13.2 PHEP THU NQI POC TO VI KHUAN

Phép thir ndi doc t6 vi khun dung dé phat hién hodc dinh
lu'ong ndi doc to ciia vi khuan gram am c6 trong mau thir
cin kiém tra. Phuong phép sir dung thude thir lysat Ia dich
phan giai té bao dang amip c6 trong mau mot loai sam
bién, Limulus polyphemus hodc Tachypleus tridentatus.
Hi¢n nay c6 3 phuong phap dé thyc hién phép thir nay:
Phwong phdp tao gel dva trén su tao thanh gel khi cho
thudce thir vao dung dich c6 chira ndi doc td; phuong phap
do d6 duc, dva vio sy thay dbi do duc cua thude thir lysat
khi tao gel; phuong phap do mau dya trén sy thay déi mau
cua phirc hgp mau - peptid.

Tiy theo diéu kién va tinh chét cia mAu thir, c6 thé ap
dung mét trong céc k¥ thudt thich hop dé thyre hi¢n phép
thu Tuy nhién, khi c6 nghi ng¢ hodc tranh chap, két luén
cudi ciing s& dya vao phuong phap tao gel trir khi c6 chi
din khéc.

Phép thir dugc thyre hién trong diéu kién tranh nhidm khuén.
Thiét bi va dung cu:

Tét ca dung cy ding trong phép thir nay déu phai khong c6
chira ngi doc td.
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VvV nhimg dung cu thuy tinh hojc hnug chiit ligu chiju
duge nhigt, logi chit iy sOt biing cich siy & 250°C lmm.,
it nhét 30 min. Néu ding cac dyng cy la chit deo, nhr céce
dau hit cua nuuuplpd Imy cic khay 16 d¢ 1am phan (mg,
chi dung cic loai co chat li¢u khnnl~ anh hudng (&i phép
thir va khong ¢6 chira ndi de (0.
Nieore dé thie ngi doe 1o (nede BET).: La nude Lfn ph.l tiem
cho két qua am tinh trong phép thu ngi doe (6 & dicu kign
quy dinh. C6 thé dimg nude cat 3 lin hoje mot loai nude
cat pha tiém thu dugc bing phurong phap thich hop khic
dat yéu céu trén.
Néu khong c6 chi dan gi khic, ding nrde BET lam dung
mdi dé pha tit ca cac dung dich ding trong phép thur.
Dung dich acid hydrocloric 0.1 M BET va natri hydroxyd
0,1 M BET: La dung dich dugc pha wr acid hydroclorie
(TT) hodc natri hydroxvd (TT) véi nuée BET trong mét
dung cy khong co chira ngi dge to Céc dung dich nay dat
yéu cau néu sau khi diéu chinh dén pH 6,0 dén 8,0, cho ku
qua am tinh trong diéu kién cua phép thur.
Noi doc 10 (huan va dung dich chuan s,rm NQI doc )
Chuan duge sir dung trong phép thur nhur mot chit dm chiéu.
C huan duoc thiét lap va danh gid theo ngi djc to th.l:ll]
quoc té. Hoat lye cta chuan duqc biéu thi theo don vi quce
té quy dinh boi T6 chire Y u. Thé gidi (International Unit
- 1U) hodic don vi ndi dc 6 (Endotoxin Unit - EU). I 1U
twong duong vai 1 EUL
Dung dich chudn gbe noi doc té duge pha theo quy dinh
dong g6i cua timg nha san xuat. Trén nhan va (& hudng dan
sir dung kem theo ghr ro cach pha, diéu kién bdo quan va
0 don vi noi doc to ¢o trong dung dich chuin g,oc sau khi
pha theo hudng dan.
Pha dung dich chudn: Pha dung dich chudn gbe voi nude
BET dé dugc day chuan c6 nong d¢ thich hop. Trude khi
pha, tluromg yeu cdu léc manh dung dich chuin gde trong it
nhit 15 min, va mdi lin pha loang, tron cic dung dich pha
loang it nhit 30 s. Dung céc dung dich chudn da pha loing
cang som cang tdt dé tranh mat hoat lye.
Dung dich thu:
Chuan bj dung dich thu béng cdch hoa tan hodic pha loﬁng?
mau thir voi nuée BET dén d¢ pha lodng thich hop. Mot s
chit hoic ché phim c6 thé can phai hoa tan hojc pha lodng
trong dung dich than nudce khac. pH cia hon hop ph'm ung
phai nam trong khoang quy dinh cho mdi loai thude thur,
thong thudng trong khoang 6,0 dén 8,0. Do vay, nén diéu
chinh pH cta dung dich thir cho phi hop béng cdc dung
dich acid hydrocloric 0,1 M BET, natrl hydroxyd 0,1 M
BET hodc mgt dém thich hop theo khuyLn cdo ctua nha san
xuat thude thu.
Phép thir khong thich hop véi m{)t s6 loai mAu thir nhu céc
loai nhii dich, hon dich... M6t s6 chit cé thé cho phén
duong tinh hodc 4m tinh gid voi thude thir nhu céc ché
phim tir méu, polynucleoud ché pham cé chira kim logi
ning, chat dién hoat, néng d¢ ion cao. Do viy, cin phai
khao sat, tim phuong phap xir Iy va dénh gié trude khi 4p
dung phép thir cho ché phim.
DG pha lodng 16i da:
D pha loang téi da (MVD) 1a hé s6 pha loding 16n nhét cho

PL-388

DUGC PIEN VIET NAM VI

phép ;‘IC- thu duoe dung dich thir ¢é chira lugng ndi doe 1d

cd the phat hi¢n duge.

MVD duge tinh nhar sau:

Gidi han ndi doe 16 ndng 4o dung dich thir
A

MVD

Trong do:

(i IJ(JH noi doc 1o (Endotoxin Limit - EL): Gidi han ndi
doe 16 thudmg durge quy d|nh trong cic thl)’t.l'l [udin ncnb
Ché¢ phim dat yéu céu néu lrgng ndi dde 16 ¢co tmng ché
phim lhup hon gidi han quy dinh. Gidi han ndi déce (0 clia
chie ché phim dwge tinh trén co sér liéu ding cho ngudi
theo cong thire sau:

EL = K/M

Trong dé:

K 1a ngudng néi dgc 16 tinh cho 1 kg can niing co thé ngudi
¢6 thé chiu dyng duge ma khong xay ra phan tmg dge hai;
Gia trj K dugce tham khao trong Bang 13.2.1 dudi ddy;

M [a lidu t6i da cuia sin phflm tinh cho 1 kg cin niing co thé
ding dudi dang don licu trong thoi gian khoang | h. Liéu
nay duge hiéu 13 lugng lhum (61 da ¢6 thé duge dung trong
vong 1 h. Vai céc loai thude tiém dudi da, tiém b‘ip hodic
tiém tinh mach mdt lin s& duge coi nhur diing don licu. Vi
cac dich lmyul tinh mach trong thoi gian dai, tinh M theo
lugng thude Llld liéu c6 th dugc truyén [DI da trong mot
gidy, dya tén toc do tmym tiéu chuin néu khong co quy
dinh riéng nao cho ché pham. Gia tri dugc dung la licu t6i
da theo khuyén cao ctia nha san xudt, ¢6 lhu mire licu d6
vugt qui mire lidu theo chi dan cia thiy thude.

Néu mot san phdm ¢6 thé duge ding theo ca 2 dudng tiém
trong mang cing va cac duong tiém khdc thi gioi han ndi
doc t6 cho san pham duge tinh theo gia tri K cua dudng
tiém trong mang clng vi co yéu ciu chat ch& hon.

Bang 13.2.1

Loai siin phim :;u(lt::;:l;l:;lmkg
| Cic loai thude tiém trong mang clng 0,2
Céc thube phong xq tiém tinh mach ‘ 25
Tét ca cac thude tiém trr logi tiém trong | 5.0

mang cimg hofic thude phéng xa

Trén thye té, cac nha san xudt thuong quy dinh gigi han
ndi doc to cho san pham tlmp hon nhiéu so voi gidi han
tinh theo ngudng cluu dung cua ngudi bénh, dé khi dung
lleu toi da san pham van dam bao an toan cho ngudi bénh.
Nong d{) cua dung d;c h the:

Tinh bing mg/ml néu gidi han ndi doe t6 trong chuyén
lun riéng quy dinh theo khoi ltrqn;, (EU/mg).

Tinh bing don vi/ml néu g,lérs han ndi doc (6 trong chuyén lugn
riéng quy dinh theo don vi hoat lyc sinh hg)c (EU/dom vy).
Tinh biing ml/ml néu gu&t han ndi doc td trong chuyén ludn
riéng quy dinh theo thé tich (EU/ml).

Alado nha¥ ctia thube thir duqu ghi trén nhan (k¥ thudt tao
gel) hodic nong d§ ndi djc t6 thip nhit da dung dé xdy dymg
dudmg cong chuén (phuong phép do d6 dyc hoiic do mau).
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PHUONG PHAP TAO GEL

Phuong phdp tao gel cho phép phét hién hodic x4c dinh
lugng ngi dde 1o dya trén sy tao gel cua thudc thir lysat
voi ndi de t6. Nong dd ndi doc t6 yéu chu dé tao gel véi
thudc thir lysat trong dieu kign tiéu chuén 1a dd nhay ghi
trén nhan cua thuoe thir. Bé dam bao do chinh xéc va gia
tri cua phép thir, phai tién hanh phép thir kiém tra dé khang
dinh d6 nhay ghi trén nhan cia thuée thi lysat va kiém tra
céc yeu t0 anh hudng theo huéng din duci day.

Chuén bj thir

Kiem tra do nhay cua lysat:

Do nhay cua thude thir lysat ghi trén nhan 1a ndng 6 n6i
ddc t0 thap nhat can thiét dé tao gel vdi thude thir trong
dicu kién xac dinh.

Phép thir kiém tra d6 nhay duogc thuc hién mdi khi c6 16
thude thir méi hodc khi ¢6 su thay ddi diéu kién thi nghiém
c6 thé anh huong téi két qua cia phép thir.

Tién hanh:

Chuan bi céc dung dich ndi doc t6 chuan véi it nhat 4 ndng
do6 twong dwong 2 A; A; 1/2 L va 1/4 A béqg cach pha loéng
dung dich chuan goc v6i nude BET, mdi néng do cén 4
ong. Trong d6 A la d6 nhay ghi trén nhan cta lysat muén
kiém tra. Pha thudc thir lysat v&i nude BET theo huéng
dan trén nhan. Tron mot thé tich thudc thir véi ddng lwong
dung dich chuan (thuong dung 0,1 ml) cho mi éng. U cac
dng nghiém c6 chira hdn hop phan img trong mét khoang
thoi gian quy dinh theo khuyén céo cta nha san xuét thube
thir lysat [thuong & (37 + 1) °C trong (60 + 2) min], tranh
bi rung déng manh.

Doc két qua sau mot khoang thai gian quy dinh. Phan tmg
duong tinh néu gel tao thanh khéng bi chay ra khi nhe
nhang doc nguoc dng nghiém (180°). Phan tmg 4m tinh
khi khong tao thanh gel hodc gel khong du chac, rat dé bi
rd khi dé¢c nguoc éng nghiém. ) )

Phép thir khong c6 gid tri péu bat ky 6ng nao cua dung
dich chuén néi déc té c6 nong do thap nhat (0,25 L) cho

Bang 13.2.2 - Kiém tra yéu t6 anh huong
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phan {mg duong tinh. Khi d6, cin kiém tra ky lai céc diéu
ki¢n thir nghiém va Iap lai thi nghiém.

“Piém dimg” 1a bng cudi cling c6 hé sb pha loang I6n nhit
trong ddy cho phan (g duong tinh.

D¢ nhay ciia thubc thir duge biéu thj Ia trung binh nhan
cta nong do diém dimg (EU/ml), dugce tinh nhu sau: Tinh
gia trj trung binh cua céc logarit néng dd noi doc to tai
diém dimg, sau d6 I4y di - logarit ciia gié trj trung binh.
Trung binh nhén nong d6 diém dimg = anti log (Ze/f).
Trong dé:

e la tong cac logarit n?)ng d6 diém dimg ctia mdi day di thir;
f l1a s day chuin noi doc td da thur.

Do nhay ghi trén nhan cua thude thir duge khang dinh 12
ding néu trung binh nhan ndng do diém dimg 16n hon
hozc bang 0,5 A va nhé hon hodc bing 2,0 A.

Kiém tra yéu 16 anh huong:

Phép thir dugc tién hanh dé xac dinh xem trong mu thir
¢6 chira cac yéu té lam tang hay Gc ché phan tmg hay
khéng. Khi c bét ky su thay déi diéu kién nao d6 c6 thé
anh huéng dén két qua thir nghiém, cén thyuc hién phép
thir nay.

Chuén bj cac dung dich A, B, C va D theo nhu Bang
13.2.2. Céc diéu kién thir nghi€ém nhu nhiét d9, thoi gian u
va danh gia két qua twong ty nhur trong phan Kiém tra dé
nhay cua lysat

Trung binh nhan néng d6 diém dirng cua dung dich B va
C duoc xéc dinh theo hudéng dan da néu trong phan Kiém
tra do nhay cua lysat.

Phép thir c6 gié tri khi dung dich A va D cho phan irg 4m
tinh va két qua dung dich C khing dinh ding d¢ nhay cua
thuée thir.

Néu d6 nhay cta lysat tinh theo dung dich B 16n hon 0,5 A
va nhé hon 2,0 A thi mdu thir khéng chira yéu té anh huéng
va phép kiém tra yéu t anh huong dat yéu ciu. Néu khong
thoa man cac yéu ciu trén thi mau thir cé chira yéu t anh
hudng tdi phép thur.

T | g oA [ R
. Nong d¢ ndi doc té dwge = Hé so Nong dj ndi dfc to sau  _; « -
Dung djch | thém vao mdi dung dich Dung moi ‘ ) pha lodng ) ‘ khi pha lodng Shong nghu;ﬂm
A O/dungdichthi | - | - - 4

L 1 | 2 4

; . 2 1A 4

B ; 2 Mdung dich thir dung dich thur 4 0.5 A 4

8 oash i

- I 1 20 )

. | 2 12 2

C 2 Mnuée BET Nuéc BET ‘ p 051 2

| 8 0,252 2

D Onu6c BET - - - )
Trong do:

Dung dich A (dung dich thir): Mdu thir pha & dé pha loang < MVD. L . .
Dung d;c h B ;d 5:’5 himg duong tinh c6 mau thir): Noi déc to pha trong dung dich thir dé kiém tra yéu 1o anh hwong.
Dung dich C (khd'ng dinh do nhay cua lysat): Chudn ngi dic 1o pha trong nuce BET véi nong dp khdc nhau.

Dung dich D (doi chirmg dm tinh): Nudc BET.

PL-389



https://nhathuocngocanh.com/

PHU LUC 13

Néu mau thir c6 chira yéu t6 anh huéng téi phép thir 6' do
pha lodng nho hon MVD, 1am lai phép thir Kiém nayeu 16
anh heomg, ding dung djch thir ¢6 d§ pha lodng 16n hon
nhung khéng qua MVD.

Sir dung thudc thir 6 dQ nhay cao hon s& cho phép mau
thu dugc pha lodng nhiéu hon, khi d6 c6 thé han ché duo’c
yeu td anh huémg. Ngoai ra, cé thé xir ly dé loai cdc yeu
to anh huong bing phuong phap thich hgp nhu loc, trung
hoa, tham téch hogc dun nong. pé dam bdo phuong phap
xur ly da chon chic chan loal dugc yeu t anh hucng ma
khong [am mét ndi ddc lo cin thyre hién phép thir Kiém tra
yéu to anh huong vdn dung dich thir sau khi xir Iy va cho
thém chuén ndi doc t6. Néu phuong phép c6 hiéu qua, cén
ghi vao tiéu chuan.

Phép thir giéi han

Dua trén su tao gel cua thude thir lysat véi ndi doe to,
ph_uomg phap nay kiém tra xem lugng ndi doc t6 c6 trong
mau thir ¢6 1én hon gidi han quy dinh hay khéng.

Tién hanh: Chuén bj dung dich A, B, C va D theo Bang
13.2.3, mdi dung dich 2 ong. Cac diéu kién thir nghiém
nhwr nhiét do, thoi gian u va danh gia két qua twong ty nhu
trong phén Kiém tra dé nhay cua lysat.

Bang 13.2.3
Dungdicn | ok Shuf e ot S g
B A Ofdung dich thir | 2
B B - | 2 M/dung dich thir | 2
g | 2 Mnuée BET ! 2
D | O/nudec BET 2
Trong do:

Dung dich A (dung dich thi): Mau thir pha ¢ dp pha lodng
khéng duwgc lon hon MVD.

Dung dich B (doi chimg dwong tinh co mau thir): Ngi doc 16 pha
trong dung djch thit.

Dung dich C (doi chimg duong tinh): Chudn néi dic 16 pha
trong nuoc BET.

Dung dich D (déi chimg am tinh): Nudc BET.

Ddnh gid két qua:

Phép thir c6 gia tri néu ca 2 éng cia dung dich B va C déu
cho két qua duong tinh va dung dich D am tinh.

Mau thir dat yéu cau néu két qua &m tinh & ca hai bng
nghl@m cua dung dich A.

Mau thir khong dat yéu cu néu két qua duong tinh trén ca hai
ong nghiém cua dung dich A khi d6 pha loang bing MVD.
Neu hai 6ng cia dung dich A cho két qua khac nhau, mjt
ong duong tinh va mét ong am tinh thi lam lai phep thur.
Mau thir dat yéu ciu néu & lan thir thir hai cé hai bng déu
cho két qua am tinh.

Phép thir ban dinh luwgng

Phép thir ndy xac dinh lugng ndi djc t6 c6 trong dung dlch
mau thir bing cach thyc hién phan (mg tién dén téi diém
dimg trong qua trinh tao gel.
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Tién hanh: Chuin bj dung dich A, B, C va D theo Bang
13.2.4, mdi dung dich 2 ong nghiém.

Dung djch thir diing cho dung dich A va B phai khong cé
chira yéu t6 anh hudng. Cac diéu ku;n thir nghi¢m nhy
nhiét dQ, thoi gian u va danh gia két qua twong ty nhy
trong phan Kiém tra d nhay cua lysat.

Bang 13.2.4
Nong d npi | . x Nbngaj
'Dung | djc t6 duge ‘ DungI Hisb ndi dgc td  S6 bng
| dich | thém vio mbi | mai loAng . sau khi | nghi¢m
dung djch | | | pha lodng
, | 1 2
' dich thi 2 | 2
A | 0/dung djch thu| - 4 '. 2
| [ 8 | 2
— 1
. . | Dung
B 2 Nd:l;:f dich dich | i | 22 )
\ | tha | I
B ] | 1 | 22 2
‘ , Nuée | 2 | 1A 2
C | 2 Mnude BET BET| 4 | 05 % 2
| |8 | oash 2
D | ougeBET | - | - | - | 2

Trong do:
Dung dich A (dung dich thi): Dung dich thir c6 do pha lodng

khéng dwge lon hon MVD, khong 6 yéu 16 anh huedng. Pha mau
thir vdi medc BET theo cdc hé sé pha lodng 1/2, 114, 18... Co
thé pha lodng nep dé c6 két qua phit hop nhung hé s6 pha lodng
dung djch thir cudi ciing phai khong qua MVD.

Dung dich B (doi chimg duong tinh co mau thit): Noi déc 16 pha
trong dung dich A, dé kiém tra yéu 16 irc ché sir tao gel.

Dung dich C (d6i chimg dicomg tinh): 2 ddy chuan néi déc 16 pha
trong nudc BET.

Dung dich D (déi chimg dm tink): Diing nwoc BET.

Tinh todn va ddnh gid két qua:

Phép thir c6 gia tri khi thod mén 3 diéu kién sau:

a) Ca 2 6ng cua dung dich D d&u am tinh (d6i ching dm
tinh).

b) Ca 2 éng ciia _dung dich B déu duong tinh (d6i chimg
dwong tinh c6 mau thur).

¢) Trung binh nhén nong do diém dimng ctia dung dich C
nim trong khoang 0,5 A dén 2 A.

Piém dimg dugc xdc dinh la 6ng nghiém c6 hé s0 pha
lodng cao nhét trong day cua dung dich A cho phan img
dwong tinh, va nong d6 ndi ddc té & diém dirng cua dung
dich A 1a tich s6 ciia do pha loang tai diém d6 nhan voi hé
sO \.

Néng do ndi doc t6 trong dung djch mau cin kiém tra
duoc xéc dinh 14 trung binh nhan nong do dlem dirng cua
cdc ddy thw, tinh trung binh ndng do nodi ddc td cua 2 diy
(trong ty nhu phan Kiém tra d¢ nhay cua lysat).

Néu khéng c6 nong dd nao cua dung dich A cho phén img
duong tinh, thi nong do ndi doc t6 cua dung dich A nho
hon A x hé s6 pha loang thdp nhét cia dung dich A.
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Néu tat ca cc d pha loding déu cho phan (mg duong tinh,
ndng d9 ni doc 6 ctia dung dich A 13 bing hoic 16n hon tich
ctia h¢ s6 pha loang 16m nhét cia dung djch A nhén védi A
C6 the pha loang tiép dé tim dugce didm dirng. Tinh néng
d6 ndi ddc t6 cia mAu thir (EU/ml, EU/mg hoiic mEq hoc
EU/don vi), dya trén ndng 49 ndi dc t4 trung binh cua
dung dich A. Mau thir dat yéu cau phép thir ndy néu ndng
dp ndi ddc t6 ¢ trong mau thir thép hon gidi han ndi doc
t6 quy dinh trong chuyén luan riéng,

PHUONG PHAP DO QUANG

Phuong phéap do d¢ duc

Phuong phap do d duc xéc dinh lugng ndi doc té c6 trong
dung dich mau thir dua trén do mire d6 thay déi do duc
trong qua trinh tao gel cua thude thir lysat. Hi¢n nay co 2
ky thudt duoc dp dung: do 9 dyc tai diém dimg holic do
do duc dong hqg.

Do dd duc tai diém ding dwa trén sy tuong quan giita ndng
d9 ndi ddc t0 va d6 duc cia hdn hop phan tmg & thoi diém
xac dinh vao cudi cua giai doan 0.

Do d0 duc dong hoc dya trén sy twong quan gitra ndng
d9 ngi ddc 16 va thoi gian can thiét dé dat t6i do duc dinh
truéc ctia hon hgp phan {mg hoic téc d ting do duc ciia
hon hop.

Phép thir thuong thuc hién & (37 + 1) °C, d6 duc biéu thi
bang d6 hap thu hay d¢ truyén qua.

Phuong phap do mau

Phuong phap do mau x4c dinh ndng d6 ndi doc té clia cac
dung dich mau thir dya trén do chit mau dugc giai phong
ra tir mdt co chat mang mau do phan (mg ciia ni doc té
v6i thube thir lysat.

Cé6 2 ky thudt do: do mau tai diém ding hodic do mau
dong hoc.

Po mau tai diém dimg dua trén trong quan giita ndng d6
ndi doc td va dam do chit mau tao thanh cia hdn hop phan
{mg & diém cudi cua giai doan 0.

Do mau dong hoc dya trén méi twrong quan dinh lwong
giira néng dd noi doc td va thoi gian can thié} dé hon hgp
phan {mg dat t&i d6 hap thu (hoic dd truyén qua) dinh
trrée hoic toe do ting mau cua hén hop.

Phép thir thuémg thye hién & (37 £ 1) °C.

Chuin bi

Dé dam bao d6 ding va gid tri coa phuong phép do mau
hoédc do d¢ duc, phai tién hanh phép thir Kiém tra dwong
chudn va Kiém tra yéu 16 anh huwong nhu sau: i
Kiém tra diomg chudn: Phép thir dugc thye hién véi méi
16 thuc thir lysat méi. Dung dung dich ndi dgc to chuén,
pha it nhét 3 n?)ng dd ndi doc té’dé tao dugc dudng chuan
trong khoang ndng d¢ ndi doc to ghi trong huéng dan cia
thu6c thir lysat dang sir dyng. Vi mbi nong do, phai ding
it nhét 3 éng tuy theo diéu kién quy dinh cho thudc thir
lysat dang diing (vé ty 1& thé tich, thdi gian U, nhiét do,
pH...).*
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Gié trj tuyét d6i cua hé so twong quan [r], phai l6n hon
ho#c bing 0,980 cho khoang nong dd ndi doc t§ da dung.
Néu phép thir khong c6 gia trj, kiém tra cic diéu kién thir
nghiém va tién hanh lai nhur trén.

Phép thir Kiém tra dwong chudn phai duge thyc hién moi
khi c6 thay d6i mot diéu kién nao d6 c6 thé anh hudng dén
két qua thir nghiém. ,
Kiém tra yéu t6 anh hiéng: Chon ndng do ndi doc té vao
khoang giira clia dwong chuin.

Chuén bj dung dich A, B, C va D theo Bang 13.2.5. Tién
hanh phép thir véi cac dung dich nay sau khi d3 chudn héa
céc diéu kién theo quy dinh cta loai thuéc thir lysat sir
dung (vé thé tich, ty 1é thé tich dung dich thir va thudc thir
lysat, thoi gian ).

Phép thit Kiém tra yéu t6 anh huong phai duge thuc hién mi
khi c6 sur thay déi c6 thé anh huong t6i két qua thir nghiém.

Bang 13.2.5

TN Nong dj ngi dgc = Dungdich = Sé éng nghiém

. to dwgc thém vao | duge thém  hoic I3 phin
dich x. : s g 0 o
' moi dung dich | Dngi doc to img
A 0 ' Dung dich thir  Khéng it hon 2
Néng d¢ & khoang

B |giita cua dudng

d ! Dung dich thir | Khéng it hon 2
cong chuan ;

' Mbi nong do

C |itnhét 3 ndng do khong it hon 2

Nude BET
\

Nuéc BET ~ Khong it hon 2

D 0

Trong do:

Dung dich A (dung dich thir): Dung dich thir c¢6 d¢ pha loang
khong dwoe lon hon MVD.

Dung dich B: Thém dung dich chudn vao dung dich thir dé cé
néng dé ngi dic 16 véo khoang doan giita cuia domg cong chudn.
Dung dich C (doi chiimg dwong tink): Dung dich chudn néi déc
16 c6 nong dé dimg trong tham dinh phurong phdp nhir mé ta
trong phan Kiém tra dwong chudn.

Dung dich D (d6i chimg Gm tinh): Ding nueéc BET.

Phép thir chi c6 gid tri khi hé sb tuong quan cua duomg
chuén thu dugc tir dung dich C 16n hon hoic bing 0,980.
Dung dich D phai cho két qua khong vuot qua gidi han gia
tri tréng theo quy dinh cua thudc thir lysat da dung, hodc
thép hon gii han ndi doc t6 phat hién cua lysat di dung.
Kha ning tim lai dugc lugng ndi doc td chudn thém vao
dung dich B bang hiéu s6 nong do da tim thdy trong dung
djch B trir di ndng d6 ndi doc td tim dugc trong dung dich A.
Néu kha ning tim lai lugng ndi doc td thém vao ndm trong
khoang 50 % dén 200 %, dung dich mau can kiém tra dugc
coi 1a khéng ¢6 yéu td anh hudng.

Néu ndng d¢ tim lai duge nim ngoai khoang quy dinh,
dung djch mau can kiém tra c6 chira yéu t anh huong. Khi
d6, cin xir ly dé loai yéu tb anh hudng bing cic phuong
phéap thich hop (nhu da néu trong phuong phap tao gel).
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Sau d6, phai thyre hi¢n dénh gid lai xem phuong phap xir
ly c6 logi duge yéu té anh huéng khong.

Xdc djnh hrgng ndi djc td trong miu thir

Tién hanh: Chuin bj dung dich A, B, C va D theo nhu
Bang 13.2.5, va theo quy trinh nhu d4 mé ta trong phﬁn
Kiém tra yéu t6 anh huéng,

Tinh ncing do ngi doc 16:

Tinh ndng do ndi doc t6 trong mdi dng cia dung dich
A theo dudng chudn thu duge tir dung dich C. Phép thir
khong c6 gié trj trir khi lhoé min cc yéu cu sau:

1) Gia trj tuyét dbi cia h¢ s6 trong quan cuia dudmg chudn
theo dung dich C lon hon hozc biang 0,980.

2) Lugng ndi dc to tim lai duge, tirc 1a hiéu ) nong, do
ndi doc to tim lai dugc trong dung dich B trir di nong d¢
néi doc t6 trong dung dich A, phai ndm trong khoang
50 % dén 200 %.

3) Két qua cuia dung dich D khéng vuot qua gldrl han gié tri
tring cua thuoc thir lysat da dung, hodc phai thap hon gioi
han n6i doc té phat hién cua lysat da dung.

Ddnh gid két qua:

Mau thlr dat phép lhu ndi doc tb vt khuén néu nong do noi
doc tb co trong mau thir tinh tir nong dd ndi doc td trung
binh cuia cic éng dung dich A thap hon giéi han ndi déc t6
quy dinh trong chuyén ludn riéng.

* Néu ty SO gid tri loganl déap ung giira ndng do cao nhat
5o v6i ndng do thap nhat trong khoang khao sat I6n hon 2,

thi nén thém mot sé ndng do dé thu duge duong chuén c6

khoang cach giira cac gia tri log phu hop.

13.3 PHEP THU CAC CHAT HA AP

Thir cic chat ha 4p la phuong phap sinh hoc dua vao tac
dung ha huyét ap cta thube dem thir trén méo da dugc gy
mé so véi tac dung ha 4p ciia thudc histamin chuén.

Chuén bi thi nghi¢m

Déng vdt: Méo khoe manh, trudng thanh, duc hodc cai
(khong mang thai), can nang tir 1, 8 kg tro 1én.

Nude muéi heparin: Dung dich chira 50 don vj heparin
trong 1 ml dung dich natri clorid 0,9 % dung dé chéng
déng mau. C6 thé ding mot dung dich chbng déng thich
hop khéc dé thay thé.

Dung dich histamin chudn: Ding histamin dihydroclorid
hodc histamin monohydrophosphat bao quan trong 19 kin,
lam kh§ bing silica gel 2 h trudc khi can. Hoa tan trong
nucée cat mft lugng histamin dd dugce cdn chinh xac thanh
dung dich chira 1 mg/ml histamin base. Ngay trudc khi
thir, pha loang dung dich histamin nay (1 mg/ml) bing
dung dich natri clorid 0,9 % da tiét tring thanh dung djch
co nong d6 0,1 pg/ml tinh theo histamin base.

Mdu thir: Pha theo timg chuyén lun tuong {ng trong dung
dich natri clorid 0 9 % d4 tiét khuan hoic trong dung méi
thich hop, dén nong d6 can thiét.
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Tién hanh

Méo duge giy mé bang cloralose hogc mét loai barbiturat
thich hgp nhu phenobarbital v.v... dé duy tri duge huyét
4p dong déu trong sudt thoi gian thi nghiém. Cd dinh
ddng vat trén ban md, can lam nhe nhang sao cho méo
khong bj kich thich. Cé bién phap gilr dé than nhiét méo
khong giam qué gi6i han sinh Iy bang dén hosc 16 suéi.
Thong khi quan bing mdt canuyn thay tinh. Boc 15 dong
mach canh, 16ng canun cé chira day nude mubi heparin
(hoﬁc dung dich chong dong khac) vao dong mach canh.

Nbi canuyn véi huyét ap ké thiy ngan hodc mét thiét b
ghi huyét ap khac dat yéu cau vé d9 nhay. Béc 16 tinh
mach dui, lubn vao dé mot kim tiém dau ti co chita nuéce
mudi heparin, budc ¢b dinh lai dé tiém miu tha hoéc
histamin chuan.

Xac dinh do nhay ciia dong vat voi histamin bang cach
tiém tinh mach cac liéu 1 ml (0,1 e va 1,5 ml (0,15 pg)
dung dich histamin chuin cho mdi kg thé trong. Khoang
cach thoi gian gilra cac lin tiém it nhat 12 1 min sau khi
huyét 4p d4 tror lai mire binh thuong. Binh thuong mét liéu
histamin 0,1 pg/kg thé trong méo lam huyet ap ha khoang
20 mmHg. Lap lai liéu thap histamin chuan (1 mlkg) it
nhit 2 lin. Pong vat dugc dung vao thi nghiém khi su
giam huyét ap 1a hiang dinh & cac liéu 1 mlkg va voi liéu
1,5 ml/kg phai c6 do ha ap 16m hon.

Sau khi d3 dat yéu cau thir 6 nhay véi histamin, tiém tinh
mach cho mdi kg méo 1 ml dung dich histamin chuin.
Tiép theo tiém 2 liéu lién tuc ctia mau thir theo chi dan cia
timg chuyén luan va cudi ciing lai tiém dung dich histamin
chudn véi lidu 1 ml/kg. Théi gian giira cac lan tiém la hing
dinh nhur da néu & trén. Nhic lai chudi tiém nhur trén mot
l4n nira va két thac bang 1,5 ml dung dich histamin chuan

cho 1 kg méo.

P4nh gia két qua

a) Néu d6 ha 4 ap cta dung dich histamin chuén liéu 1,5 mlkg
khéng lén hon liéu 1 ml/kg thi thi nghiém khong c6 gia tri.
b) Ché phim dat yéu cau vé thir cac chat ha ap néu dat ca
2 diéu kién sau:

Gi4 trj trung binh cta cac d¢ ha 4p khi tiém mau thir khong
16m hon gia tri trung binh cia cac do ha ap khi tiém dung
dich histamin chuén lidu 1 mlfkg thé trong méo.

Mirc ha ap ciia mdi lan tiém mau thir déu khong cao hon
mirc ha 4p cia dung dich histamin chuén liéu két thic
1,5 ml/kg.

¢) Ché pham khong dat yéu cdu néu mét trong 2 diéu kién
trén khong dat.

Chui y: Dong vat khéng dugc dung dé thir tac dung ha ap
nita néu trong quéa trinh thir, 43 c6 lin mau thir giy ha
ap 16m hon mirc ha 4p do liéu két thic 1,5 ml dung dich
histamin chudn cho 1 kg méo, hodc gia trj ha dp cua dung
dich histamin chuan & liéu két thic 1,5 ml/kg nho hon gid
trj trung binh ciia cac liéu | ml/kg da tiém trude do.



