https://nhathuocngocanh.com/
PUOC PIEN VIET NAM VI

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.

PHU LUC I5

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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Cén 18 g dém Helena Bufler, hoa tan trong nude cit 3 lan,
pha loang vira du 1500 ml véi cung dung méi,

Dung dich 2: Dung dich EDTA 0,15 M, dtrqc_ pha nhr sau:
Cin28g EDTA. hoa tan trong 40 ml mroc car, sau do diéu
chinh pH vé 8.0 + 0,3 bing dung d,'r. h natri hy a‘rmld (TT),
thém vira du 50 ml dung djch bing medc cdr. Sir dung
trong vong | thing ké tir ngay pha.

Dung dich 3. Dung djch dinatri hydrophosphat 0,25 M,
dugc pha nhu sau: Can 4,45 g dinarri hvdm phasphat ( 7).,
hoa tan hoan toan trong 80 ml mrde car, thém niede cdr vira
di 100 ml. Str dung trong vong | thing ké tir ngay pha.
Dung dich 4: Hén hgp bao gém 0,1 ml dung dich EDTA
va 4.9 ml dung djch dinatri phosphat.

Dung d;ch 5: Pha lodng dung d|ch khing huyel thanh uén
vén chudn trong 14 ml nwde cdr pha tiém dé tao thanh
100 TU/ml, lay ra mdi tuyp ly tdm 500 pl, sau dé bao qudn
& nhiét dé dudi -20 °C.

Dung dich 6: Pha loang gii doc td uén van chufin trong
IO ml niede cat pha tiém dé tao thanh 100 1U/ml, I'ly ra
moi tuyp ly tim 500 pl. sau d6 bao quan & nhiét 4§ dudi
-20 °C.

Giai hdp phu

Ly tim 5 ml vic xin can kiém tra & 3000 rpm trong 10 min.
Lay 1 ml Dung dich 4 cho vao phén két tia sau khi ly
tam, tron déu (bing voltex) dé tao dqu: dung dich dong
nhét. D¢ dung dich thu duge trong ti am & (37 + 1) °C
it nhat 18 h. Tlep tyc ly tim dung dich ¢ 3000 rpm trong
10 min. Chuyén phin dich ndi sang | ong sach lim dung
dich kiém tra.

Tién hanh )

Lam tan hoan toan (dén khi dung djch trong suot) dung djch
agarose 1 % trong Dung dich I, dé ngudi dén (56 £ 1) °C.
Dung pipet 25 ml chuyén I8 ml dung dich agarose sang
ban ph:m ‘gelbond da dugc cb dinh bang khuén thach.

Pé mau co dinh trong 15 min (c6 thé dat vao tu lanh néu can).
Duc bin gel thanh cic giéng c6 dudng kinh 4 mm, nhur chi

dan & hinh sau:

1O 5@ 40
20 @ 100
30 1@ 110
10 8@ 120

Nhé 10 pl antitoxin/antiserum Dung djch 5 vao giéng 5;
6;7:;8.

Nho 20 ul Dung dich kiém tra (méu thir) vao giéng 1; 2; 3
va 10 pl vao giéng 9; 10; 11. )

Nho 10 pl Dung dich 6 (chimg duong) vao giéng 4, 10 pl
chimg dm vao giéng 12.
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Dt bin gel vio bubng 4m bao hoa hoi nuéc trong 48 h.
Lam kho hmn toan ban gel (cho dén khi ban gel trong
sudt) biing gidly thim nuéc.

Nhudém mau: Ngim ban gel trong dung dich Coomassie
stain solution (1X) 10 min, trong qué trinh ngam lac nhe
bin gel bing may lic ngang.

Tay mau: Chuyén ban g gel véo binh chtra dung dich Destain
solution Coomassie R-250 (1X). Lic nhe béan gel trong
5 min.

Rira lgi ban gel bing nude cat.

Dé kha, doc két qua.

Doc két qua

Quan sat dudmg tia méu xanh cua khang thé uén van
chuan véi gidi doc t6 uén van trong véc xin tai vi trf Dung
dich kiém tra (trong khoang gitra gleng 1 va 9 véi glenf, 5,
khodng gitra gleng 2 va 10 v6i gieng 6, khoang giira giéng
3va 1l véi giéng 7).

Tiéu chuan danh gia

Thu nghi¢ém c6 gid trj khi tuan thu diing quy trinh (céc yéu
to. diéu kién ctia qua trinh thuc hién la dam bao khéng anh
hwdng dén két qua 1h1 nghi¢m).

Tai chung duong, xuat hu:n duong tua cia khang thé uén
van chudn véi gidi doc lo u6n van chuén.

Tai chimg am, khéng xuét hién duong taa.

Thir nghiém dquc coi la c6 gia tri khi thoa mén ca 3 tiéu
chuan trén. Néu khong thoa man 1 trong 3 tiéu chuén, thu
nghiém dugc coi la khéng ¢ gid tri.

BDanh gia

Vic xin duoge coi la dat tiéu chuén khi tai vi tri kiém tra
dung dich (trong khoang giira gleng 1 va 9 vdi gleng 3,
khoang giira gleng 2va 10 voi gieng 6, khoang giita giéng
3va 1l véi gleng 7) xuét hién duodng tua mau xanh cua
khang thé uén van chuén véi giai doc t6 udn van trong
véc xin.

Néu két qua khong dat ma thir nghiém khdng c6 gia tri, lap
lai thir nghiém nhur lan dau.

Néu két qua khong dat ma thir nghiém c6 gia tri thi lap lai
thir nghiém véi s6 lugng mau gip doi lan dau.

O lan 13p lai, véic xin dugc coi la dat tiéu chuén khi tai vi
tri klern tra dung dich (trong khoang giira gleng 1 va9vaoi
gleng 5 khoang giira gleng 2 va lO voi gieng 6, khoang
giira g:eng 3vall vm giéng 7) xuit hién ducng tua mau
xanh cua khang thé uén van chuén véi giai doc td uon van
trong vic xin. Vic xin dugc coi la khong dat yéu cau khi
khéng c6 dudng két tia & cdc vi tri trén.

Nhén dang thanh phﬁn ho ga trong vic xin DTwP

Can cia vac xin DTP hap phy sau khi ly tim dugc ngung
két trén phién kinh véi khang huyét thanh ho ga dic hiéu
typ 1, 2, 3. %
Hién tuong ngung két xay ra chimg to trong mau thir
nghiém c6 chira vi khuan ho ga.
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Tiéu chufin chép thudn

Co hién tugng Ién bong khi lam phan img véi huyél thanh
chuan khang déc t6 bach hau, uén van va co phan (ng
ngung két vdi huyét thanh chuan ho ga dic hiéu typl,2,3.
Ham lugng Lf/ml cua giai doc td bach hau < 30 Lf/ml.
Ham lugng L/ml cua giai dgc t6 udn van < 10 Li/ml.

1520 XAC PINH PQC TO THAN KINH TON DU
TRONG VAC XIN BAI LIET UONG

Khi dung dé thir nghiém c6 can nang khéng dudi 1,5 kg.
Dung khi loai Macaca hoic Cercopithecus. Hon dich ban
thanh phim da loc phai thir song song vdi ché phdm chuin
bang cach tiém vao stmg trude iy song khi tai doan thit
lmg. Trude khi tiém phai lay mau khi va kiém tra dé chirng
t6 huyét thanh cua ching khéng chira khang thé trung hoa
déi véi timg typ v1rus bai ligt. Nhitng tiéu ban té chirc hoc

khi da doc xong can phai duge lwu lai trong thoi gian 10
nam dé lam bang chimg.

S0 lirgng khi

Vic xin thir va méu chuan dbng typ can thir [lghlcl'l‘l song
song v&i s6 lugng khi bang nhau. Phan chla ngau nhién
nhom khi s& dwogc tiém vic xin thir hodc mau chuén. Phai
dat duoc it nhat 11 khi dwong tinh cho véc xin thir v it
nhat 11 khi duong tinh cho mau chuén ddi vai typ 1 va typ
2 (khi duong tinh 14 khi c6 nhirng tén thuong thin kinh
dic hiéu do virus bai liét & hé than kinh trung wong nhung
khong bi liét). Bbi voi typ 3 phai c6 it nhét 18 khi duong
tinh cho vac xin thir va 18 khi duong tinh cho mAu chuén.
C6 thé tiém mét Lic nhiéu loat vic xin ban thanh phim ma
chi cdn 1 mau chuén déng typ.

Pé co thé co durgc 11 va 18 khi duong tinh thudng 1a tiém
12 va 20 khi tuong Umg.

Gay mé khi bing ketamin hydroclorid hogc nhitng thuéc
gay mé phu hop khéc.

Ham lrong virus cia véc xin thir va méu chuin trong
liéu tiém

Ham luong virus cia vic xm thir va miu chudn dong typ
tiém cho khi pha1 cang giéng nhau cang t6t va nim trong
khoang 1053 dén 106° CCIDs¢/0,1 ml. Chi tiém mgt ddm do.

Theo ddi khi sau tiém 1
Theo dai khi sau tiém tir 17 ngay dén 22 ngay dé phat
hién triéu chu-ng nghi do virus bai liét hodc céc virus khac.
Nhimg khi séng qua 24 h va chét trudc 11 ngdy sau tiém
can phai giai phiu dé xac dinh xem c6 phai chét do virus
bai liét hay khong.

Tét ca nhimg khi chét do nhimng nguyen nhén khong phai
virus bai liét thi khong tinh vao két qua nhung vén phai ghi
vao phiéu theo ddi.

Nhimng khi liét ndng hoac hap héi va tt ca nhﬁ'ng khi song
qua giai doan theo ddi déu phai giai phiu dai thé va vi the.

PHU LUC 15

S6 lwgng cdc tidu ban phai ddnh gid

Phai lam tiéu ban timg con khi dé kiém tra 16 chire hoc it
nhat cac viing sau:

Tuy song: Ving phinh lung, ving phinh cb.

Phén trén va phin dudi ctia hanh tuy.

Nio gira (mesocephalon).

Chu nio, tiéu ndo.

Di thi.

Ving vén déng cua vo ndo.

Tiéu ban cit mong 8 pm dén 15 um va nhudém gallocyanin
hodc nhudm Nissl.

S6 tiéu ban 16i thiéu phdi kiém tra nhir sau:

12 tiéu ban dai dién cho viing phinh lung.

10 tiéu ban dai dién cho viing phinh cé.

2 tiéu ban ving hanh fuy.

| tidu ban ving cu nio va tiéu nio.

1 ti€u ban ndo giira.

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

Vo ndo ban céu phai va trai mdi bén 1 tiéu ban.

Cho diém hoat tinh virus trén tiéu ban

Ding phuong phap cho diém theo mirc d¢ tén thuong dé
danh gia hoat tinh cla virus trong tirng ntra tiéu ban. Kiéu
tbn thuong nhu 14 thim nhiém t€ bao hodc pha hiy té bao
than kinh déu quan trong, cac ton thuong duge cho didm
nhu sau:

Piém 1 - Chi c6 tham nhidm té bio (diém nay khéng du dé
tinh 1a khi duong tinh).

Diém 2 - Tham nhim té bao va cd hity hoai noton téi thiéu.
Diém 3 - Tham nhiém té bao vdi huy hoai nhiéu noron.
Piém 4 - Huy hoai nhiéu noron c6 hoiic khong cé thim
nhiém té bao.

Ghi diém va bao co theo biéu miu chuén.

Khi c6 tdn thuong noron nhung khéng cé vét tiém van
duoc coi la khi (+).

Khi ¢6 vét tiém trén tiéu ban nhung khéng c6 ton thuong
noron la khi (-).

Tiéu ban c6 ton thuong do tiém nhung khéng c6 tén thwong
virus dic hiéu thi khong tinh diém.

Poc va cho diém timg nira tiéu bin (NTB) ciia viing that
lu'ng (L) ¢b (C); ndo (B).

Diém ton thuong cua timg con khi duong tinh dugc tinh
nhu sau:

Téng 6 diém L
Téng s6 NTB

Tong s6 diém C  Téng s6 diém B
C o : at— .
Tong s0 NTB Tong so NTB
3

LS =

D4nh gi thir nghi¢m ddc tinh thin kinh

Dua trén hoat tmh ¢ vung phinh lung va mirc d¢ lan truyen
1én ving phinh c6 va ndo, so sénh hoat tinh giira viic xin
thir va mau chuén.

Viéc xuét xuong hojc hiy bo vic xin dya trén diém tong
thé cua toan b sic vét thir nghiém. Nhirng khi ¢6 hoat tinh
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