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PHY LUC |5

Xdc djnh hi¢u gi4 cia virus thir thich

Chuing virus dai thir thach dugc ding trong thir nghiém
xéc dinh hi¢u gi4 ctia huyét thanh khang dai |4 ching CVS
(Challenge virus strain), dugc gitr & dang hdn djch 20 %
nfo chuft, bdo quan & nhidt dd -70 °C.

Lam tan bang nhanh dng dyng chiing virus dai thir théch
dudi voi nudce chay.

Pha loAng bic 10 v6i dung dich huyét thanh ngya thuémg
2 % (da dugc bat hoat 30 min & 56 °C) dé c6 ndng d6 tir
2%102,2%107 ... dén 2 x 10,

Trong mot ddy dng nghiém, I4n lugt cho vio mdi éng:
0,5 ml hén djch virus ciia mdi d9 pha loang, tir 2 x10- dén
2 x 10 va 0,5 ml dung djch huyét thanh ngya thuémg 2 %.
Lic déu cic bng, dé yén & 37 °C trong 90 min.

Tiém 0,03 ml vao no ctia mdi chudt nhat, ding 6 chudt cho
mdi 4o pha, cin ning mdi chuét tir 14 g dén 16 g. Cac éng
chung dugc gift trong nudce da trong sudt qud trinh tiém.
Theo ddi va ghi chép sb chudt bj chét tir ngay thir 6 dén
ngay thir 20 sau khi tiém.

Tinh LDs, theo Spearman - Karber.

Xdc djnh hiéu gi4 huyét thanh khéng dai

Pha lodng huyét thanh khdng dai chudn quoc 16, huyét thanh
khéng dai thir nghi¢m va trung hoa véi virus thir thach:
Pha huyét thanh khéng dai chudn quéc té véi nuée mubi
sinh ly dé ¢6 dung dich huyét thanh khang dai chuan chira
10 dom vj qudc té (TU)Y/ml.

Pha huyét thanh khang dai thir nghiém véi nuée mudi sinh
Iy dé c6 dung dich huyét thanh khéng dai thir nghiém chira
khoang 10 IU/ml.

Pha lodng bac 5 hai dung dich trén véi dung dich huyét
thanh ngya thuomg 2 % dé c6 cic do pha 1/5; 1/25; 1/125;
1/625 va 1/3125.

Pha hdn djch virus thir thach da biét higu gia dé co
200 LDsy/0,03 ml.

Trong m6t ddy cac 6ng nghiém, 1an lugt cho vao mdi dng:
0,5 ml huyét thanh khéng dai & mdi 49 pha loang va 0,5 ml
hdn dich virus thir thach c6 chira 200 LD4,/0,03 ml.

Lic déu cc 6ng nghiém va dé yén ¢ 37 °C trong 90 min.
Giir cc ng trong nurde d4 trong sudt qua trinh tiém.
Tiém 0,03 ml vao néo cia mdi chudt nhat, ding 6 chudt
c6 cn ning tir 14 g dén 16 g cho mdi d6 pha ctia khéng
huyét thanh.

Theo ddi va ghi chép sb chudt bj chét tir ngay thir 6 dén
ngay thir 20 sau khi tiém.

Xac dinh s6 LDy, ctia ching virus dai trong thir nghiém
(nhém chumg):

Tir hdn dich virus pha dé trung hoa c6 chira 200 LDsy/0,03 ml
da néu & trén, duge xem la 107 dé tir d6 pha loaing bac 10 thinh
34) pha 10; 102 va 10°,

Trong mot day 6ng nghiém, l4n lugt cho vao mdi 6ng:
0,5 ml hdn djch virus tir mdi do pha va 0,5 ml dung djch
huyét thanh ngya thudmg 2 %.
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Léc déu céc 6ng nghiém va dé yén & 37 °C trong 90 min.
Gilr céc éng trong nudc da.

Tiém 0,03 ml vao nio ciia mdi chuét nhat, ding 6 chugt
c6 cin nang tir 14 g dén 16 g cho mdi do pha cia hdn dich
virus dai.

Theo ddi va ghi chép s6 chudt bj chét tir ngay thir 6 dén
ngay thar 20 sau khi tiém.

Tinh LDs, theo bang Spearman - Karber.

Tinh két qua

Thir nghi¢m chi ¢6 gia trj khi s6 LDy, dé trung hoa huyét
thanh khéng dai 14 100 LDy, dén 300 LDs, trong 0,03 ml.
Tinh EDy, ciia huyét thanh khéng dai theo phuong phép
Spearman - Karber.

Hi¢u gi4 cua huyét thanh khang dai dugc tinh ra don vj
québc té trong 1 ml va bing:

Antilog(EDs, huyét thanh chuan quéc té: EDs; huyét thanh
thir nghiém) x 2 x N

Trong do:

2 1288 TU c6 trong | ml huyét thanh khéng dai chuin quéc
té diing trong thir nghiém:;

N 14 s6 1an pha loang huyét thanh khang dai thir nghiém.

15.18 XAC PINH HAM LUQGNG NITO TOAN PHAN
CUA VAC XIN VA SINH PHAM BANG THUOC THU
NESSLER

Nguyén ly

Phuong phép dya vao tinh chat ciia thude thir Nessler cho
phan (mg mau véi ion amoni (NH,") dugc tao thanh sau
khi v6 co héa cic chit protein.

Phuong phép tién hanh

a. Chuan bj mdu thir

Cho 0,2 ml ché phim va 0,2 ml acid sulfuric (TT) vio mot
6ng thuy tinh va dem dét trén bép cat. Dé tang toc do phan
g, thinh thoang cho vai giot nwéc oxy gia dam dac (TT)
vao 6ng dbt sau khi 1am ngudi. Khi ché phdm da dugc vo
co héa hoan toan, dung dich mit mau, cho nuwde cdt vira da
b ml thu dugc dung dich A.

L4y 1 ml dung djch A vao éng nghiém, thém 8,5 ml nwdc
car va 0,5 ml thudc thir Nessler, duge miu thir.

b. Chudn bj méu tring: 9,5 ml nuée cdt va 0,5 ml thuoc
thir Nessler (TT).

c. Dung cong chudn

Hat dung dich amoni sulfat chudn c6 ham lugng nito
0,05 mg/ml vao cic éng nghiém theo thir tr sau: 0,1 ml;
0,2 ml; 0,3 ml; 0,4 ml; 0,5 ml; 0,6 ml va 0,7 ml. Cho nuwdc
cdt vira 40 9,5 ml va 0,5 ml thudc thir Nessler (TT).

Léc déu cac 6ng nghiém.

Do quang phd & budc séng 420 nm.

V& dudmg cong chuan.

Lugng nito toan phin trong ché phim dwgc tinh theo cong
thirc sau:
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axbx100
1,0 x 0,2 x 1000

X(%) =

Trong do:

a la Iugmg nito tim dugc trén duong chuin (mg);

b lathé tich dung dich A (m])

100 1a chuyén don thanh phan trim;

1.0 la lugng mau thir sau pha lo@ng dem so mau (ml);
02 la qung mau thir dem vé co hoa (ml);

1000 1a hé s6 chuyén d6i g thanh mg.

Dung dich amoni sulfat chuén c¢6 ham lweomg nito 0,05 mg/mi:
Cén 0,2375 g amoni sulfat (dd dugc say kho trong binh
hat 4m bang silica gel dén khm legng khong doi), hoa tan
vao vira du 500 ml niede cat. Dung dich vira pha c6 ham

lwong nito Ié 0,1 mg/ml, truée khi ding pha loding 2 l4n
bing nudie cat.

Tiéu chuén cho phép
Ham qung nitro toan phan trong vic xin va sinh pham tuy
theo yéu cau d6i véi timg loai véc xin va sinh pham cuy thé.

1519 THU NGHIEM NHAN DANG THANH PHAN

BACH HAU - UON VAN - HO GA TRONG VAC XIN
DTwP HAP PHU

Cac thanh phﬁn bach hau, uén van, ho ga toan té bao trong
vac xin DTWP hip phu durge tién hanh kiém tra nhan dang
theo cac budc nhu sau:

Gidi hép phu

Vic xin Bach hau - Ubn vén - Ho ga (toan té bao) hip phu
dugc tach gel bang cach cho thém nartri citrat véi nong
do 5 % u & 37 °C trong 48 h. Sau d6 ly tdm 2000 rpm
trong 15 min. Hoac ly tdim véc xin & 3000 rpm. Cho dung
dich EDTA-natri phosphat vao phan két tia sau ly tim véi
nong do 20 %. Danh déu tao dung dich ddong nhét. U &
37°C trong 18 h. Ly tm 3000 rpm trong 10 min. Nuéc ndi
duge dung 1am dung dich kiém tra. Nudc ndi dugc ding
dé nhan dang thanh phan bach hiu va udn van bing phan
img 1én bong, cin ly tim dung dé nhan dang thanh phan
ho ga cé trong vic xin bing phan (rng ngung két trén phién
kinh véi céc huyét thanh khang ho ga dic higu.

Nhén dang thanh phén bach hiu va ubn vén

Phwong phdp le"n biong

Phueong phap tién hanh (phan tmg 1én bong).

Ding 5 ong nghn:m thuy tinh c6 dudng kinh 10 mm, ddnh
s0 thir tr tir | dén 5 dé 1am thir nghiém kiém tra sy c6 mat
cla thﬂnh phén bach hau.

Dung 5 ong nghiém thuy tinh khac cé dudng kinh 10 mm,
dénh s6 thir ty tir 6 dén IO dé 1am thir nghiém kiém tra sy
c6 mat cua thanh phin udn van.

Huyét thanh chuén khéng doc t& bach hau hoac ubn vén
dugc pha lodng dén nong 6 20 1U/ml.
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Cho vao day dng nghi¢m tir | dén 5 lucmg huyét thanh
chudn khéng déc t6 bach hau ting déin déu trong khodang
twong tmg vdt lugng khéng nguyén gidi doc t6 bach héu c6
trong nudc ndi viic xm Tuong ty, cho vao didy ong nghlcm
tir 6 dén 10 lugng huyét thanh chuén khéng doc t uén vén
ting dan déu trong khoang twong g vai qung khéng
nguyén gidi doc t6 ubn van cé trong nudc néi vac xin.
Thém mro’c muo: sinh Iy vao cdc ong cho du 1 ml.

Cho vao mdi 6ng nghiém | ml nuéc nbi.

Déy céc bng nghiém bing gidy parafin. Lic déu va dit vao
ndi cach thiy & nhiét do 45 °C. Quan sét lién tuc dudi anh
dén, ghi nhan thdi gian cia 6ng nghiém dau tién xuét hién
sir [én bong va khoang thoi gian 1én bong (Kf).

Ddnh gid két qua

Ham luong Lf/ml cia thanh phén bach hau hodc uén van
tinh theo cong thirc:

Vexa
Lfiml =

Trong do:

Ve 1a thé tich huyét thanh chuin khang doc t6 ¢ dng dau
tién c6 sy 1én bong (ml).

a 14 sb don vi huyét thanh chuan khang doc té (IU/ml).
b 13 sb ml nuéc néi.

Hién twgng lén bong xdy ra chi ching to trong miu thir
nghiém c6 chira giai doc t& bach hau hoic uén vin chir
khong phan anh cong hiéu cia gidi doc to.

Vidu

Luong huyét thanh chuan khang dgc t6 bach hau (20 TU/ml)
va lugng huyét thanh chuén khing doc t6 uon van (20 IU/ml)
dugc cho vao cic dng nhu so d6 sau:

— _

| Ong s6 Thé tich | Ong sb Thé tich |
B ‘ h_uyet thanh (rr}l) 1 . (ml) I
1 03 | 6 | 016 |
2 o4 | 7 | o018 |
B 0.5 8 020 |
4| 06 9 022
5 |07 |10 | o024

Ong s6 3 1én bong dau tién tirc ham lugng Lf/ml clia thanh
phén bach hdu c6 trong 1 ml véc xin thir 1a:

(0,5 ml huyét thanh x 20 [U/ml)/1 ml= 10 Lf/ml

Tuwong tir, néu thay ong so 8 1én bong dau tién c6 nghia
14 ham lugng Lf/ml ctia thanh phan uén van c6 trong 1 ml
vic xin thir 13 4 Lf/ml.

Hién tirgng 1én béng xay ra & v1 dy nay chimng to trong mau
thir nghiém c6 chira gidi dgc ) bach hau hodc udn van chir
khong phan anh cong hiéu cia giai djc 10.

Phwong phdp khuyéch tin mién dich kép trén thach -
Ouchterlony

Chudn bj cdc dung djch:

Dung dich I: Dung djch dém Helena buffer
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