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lan bang nudc cét 2 14n tinh theo thé tich va dun nhg binh
56 1 (chira mau vac xin thir) trong céch thiy cho dén khi tan
hét. Thém vao mdi binh 5 ml dung dich kali permanganat
5 % (TT), lic déu va dé yén trong 1 h,
Loai bo kali permanganat thira bing cach thém 1,5 ml
dung dich hydroxylamin clorid 10 % (TT), thém 35 ml
nuéce cét 2 lin, 5 ml dung dich acid acetic 6 M (TT) va
tron déu. Ding buret thém chinh x4c vio mdi binh 10 ml
dung dich dithizon 0,001 % va lic 30 s.
Chuyen toan bg dung dich thir ctia timng binh vao méi binh
ling gan neng biét, tach lcrp cloroform qua mét l6p bong
da hap va sdy khé vao céc dng nghiém. Po d6 hap thu ¢
budce song 620 nm (Phu luc 4.1).
Ham luong thimerosal (X %) c6 trong vic xin thir duge
tinh theo cong thire:

ax 100 x 100
0,2 x 49,55 x 1.000.000

X(%) = =ax0,00101
Trong do:

ala luqng thuy ngén ( Hg) xac dinh dugc theo dudng chuan;
0,2 la sb ml dung dich véc xin thir;

49,55 14 ham hurong thity ngén c6 trong 100 phén cta thimerosal,
100 1a 100 phan thimerosal;

100 1a di ra phan trim;

1.000.000 14 hé sé chuyén dbi tir ug sang g.

Cdch dung dwong chudn:

Can chinh x4c 0,5 g thity ngén, hoa vao 15 ml acid nitric (TT)
va thém nuwde car vira da 500 ml, duge dung dich thiy
ngan c6 ham lugng 1 mg/ml (DD*). Xdc dinh ham luong
thuy ngan nhu sau: Lay 10 ml DD*, cho thém 10 giot dung
dich phén sdt amoni 10 % va chuin do tr tir vén dung dich
amoni sulfocyanid 0,01 N (CD) cho dén khi xuét hién mau
da cam.

1 ml dung dich amoni sulfocyanid 0,01 N (CD) twong
duong vai 0,001003 g thity ngén.

Léy 5 binh niit mai c6 dung tich 100 ml dé tién hanh song
song 5 thi nghiém véi 5 mau: 0,4 ml, 0,6 ml, 0, 8 ml, 1,0 ml,
1,2 ml dung dich thiy ngin chuén trén. Thém vao méi binh
1,2 ml acid sulfuric (TT) da pha loang 2 lan bing nudce
¢t 2 14n va 30 ml nuéc cat 2 lan. Néu khong c6 nudc cét
2 lan thi sir dung nuéc xir 1y dithizon nhu sau: Cho vao
moi binh gan 10 ml dung dich dithizon (TT) (0,01 g/L), sau
d6 tach phan cloroform ra. Néu miu cia dithizon thay doi
thi [am di 1am lai vai lan cho dén khi mau cua dithizon khong
thay d6i. Thém 5 ml dung dich natri clor:a’ 0,9%( TT) va
5 ml dung d;ch acid acetic 6 M (TT) va tién hanh tiép tuc
nhu déi véi miu kiém tra ghi & phan trén. Cac két qua thu
dugc cho phép lap mét duwdmg chudn vé thiy ngén.

Cdch pha dung dich dithizon 0,001 %:

Can chinh xéc 10 mg dithizon (TT) hoa tan vao cloroform (TT)
va thém vira da 100 ml véi cung dung moi.

Bao quan dung dich & chd tdi 4 °C dén 8 °C trong vong
| thang. Trudc khi dung pha lodng 10 lan.

PHU LUC 15

Phuong phap vi sinh vt
Nguyén ly:
Phucmg phép thuc hién dua trén sy hinh thanh vong trc
ché su phat trién cta vi sinh vét dugce tao bcn dung dich
thimerosal chudn vé thimerosal cé trong miu thir; so sanh
dudmg kinh vong trc vo khuén.
Cdch tién hanh:
Pha thach thuémg, dun néng chay hoan toan va dé thach
day 4 mm lén mot phién kinh hinh chir nhit phing. Dé
thach ngudi hoan toan, duc 15 thach (duéng kinh 8 mm) sao
cho khoang cach giira cic 16 thach it nhét 12 30 mm. Cy
ching Staphylococcus aureus trén thach nghiéng, 1 637 °C
trong 18 h dén 24 h. Gat va pha vi khuin béng miegc mubi
sinh Iy vé khuan thanh huyén dich 10° vi khuan/ml. Lang
déu huyen dich vi khuan (0,5 ml/dia thach) trén dia thach
da duc 16. Nho vao mdi 16 100 pl dung dich thimerosal
chuin nong 46 1 g/L & cac 4o pha loang 1/2.5, 1/5, 1/10,
1/20, 1/40, 1/80, 1/160. U & 37 °C trong 24 h.
Poc két qua:
Po dudng kinh cic viing (¢ ché vi khuan moc cia cac
dam d6 thimerosal chuin, xiy dung duémg chuin. Dua
vao duong chuan va duomg kinh viing trc ché caa vac xin
mau thir dé tinh ra ham lugng thimerosal c6 trong vic «rm
mau thir.

Tiéu chuin chip thuin

Ham luong thimerosal trong mdi vic xin va sinh phim vo
thé khéac nhau tiy theo yéu cau cu thé, nhung khéng duoc
thap hon ham hrong cho thiy c6 kha nang khang khuan va
khéng cao hon 115 % ham lugng thimerosal ghi trén nhan.
Yéu ciu chung cho ham luong thimerosal trong cac vic
xin va sinh phim c6 sir dung thimerosal lam chét bdo quan
déu khéng duoc vrgt qué 0,02 % trir khi c6 chi dan khac.

1531 XAC DPINH HIEU LU'C VAC XIN DAI THEO
PHUGNG PHAP NIH

Nguyén ly
Thir nghiém NIH (National Institute of Health - USA)

dugc Té chire Y té Thé gidi chinh thirc cong nhan dé kiém
tra cong hiéu vic xin dai bat hoat. Cong hiéu vic xin dai
duogc xac dinh bang cach so sanh liéu hiru hiéu bao ve
chudt chong lai liéu gay chét cua virus dai véi mot vic
xin dai mau chudn da biét trudc cong hiéu (IU/ml). Thar
nghiém dugc tién hanh song song 2 vic xin (mau thir va
mau chuan), sau 14 ngdy thir thach vai cing 1 liéu ching
virus thir thach CVS.

Phuong phép tién hanh

Pha vac xin va gay mién dich:

Pha véc xin mau chudn bing nudc vo khuén dé tiém (hodc
PBSpH7,2-74) de c6 duge d pha c6 chira khoang 2 [U/ml.
Phiin chia vao cic ong mot lugng vic xin da ding cho mt
lan pha tiém mi&n dich. Bao quan ¢ -20 °C.
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Pha vdc xin thir: Néu 1a viie xin dong khé phai hodan nguyén
bnng nurdre hm chinh cho tai nong do Iu.u ti€ém cho nguoi.
Dung dth viie xin chuén va dung dich viic xin thir da hodn
nguyén tiép tuc duge pha lodng thinh it nhit 3 d¢ pha
trong nurde mudi sinh li (hoiic PBS). Cic d¢ pha dwgc chon
sao cho ¢ EDsy trung binh khéng ndm ngoéu cic d¢ pha
loding cua viic Xin mau thir va viic xin mau chudn, thuong
sir dung d¢ pha lodng bjc 5 1a 1/5, 1/25, 17125, 1/625 dé
pha tiém mién djch.

Gdy mién diclr: M&i do pha lodng viic Xin dugce gly mién
dich cho it nhit 16 chudt nhit trﬁng, 11 g dén 15 g. Mébi
chudt tiém 0,5 ml vao phiic mac. Tiém 2 mii vao ngay 0
va ngay 7.

Nhém chudt déi chimg gdm 40 con dugc nudi song song
trong ciing diéu kién véi nhém chudt midn dich, Chudt déi
chimng dugce ding dé chuén d§ hiéu gia ching virus thi
thach, mdi d¢ pha lodng tiém 10 chuét.

Pha ching CVS va thir thach.

Nhom chudt mién dich duge tiém thir thach véi lidu trong
khodng tir 10 dén 100 LDs,. Thudng ding lidu thir thach
c6 chira 25 dén 50 LDs.

Vi dy: sau 5 lan chudn d6 hiéu gia ching CVS la 108",
Nhu vy dé c6 duge liéu 25 LDs, phai ding d¢ pha ddm
dic hon 1.4 log tirc 13 d§ pha 10

Cdch pha cu thé:

Dung huyét thanh ngwa 2 % pha hdn dich CVS 20 % dé
¢6 duge hdn dich 10 % (hdn dich A). Sau dé pha tiép:

D¢ pha loéing Ky hiéu

0,3 ml A + 2,7 ml huyét thanh 2 % 102 B
0,3ml B +2,7 ml huyét thanh2% 103 C
03 mlC+2,7 mlhuyétthanh2% 10 D
1 ml D + 24 ml huyét thanh 2 % 105+ E

Ly d9 pha E tiém cho tit ca nhém chudt mién dich, médi

chudt tiém 0,03 ml vao ndo.

Dé chuin d6 hiéu gia ching CVS thir théch thyc té trong

thir nghiém, tiép tuc pha loang bac 10 tir hén dich E (10-54)

dé co cdc d6 pha 104, 1074, 108, Mdi do pha chung CVS

tiém vao ndo cho 10 chudt, mdi chudt 0,03 ml.

Theo dbi va doc két qua:

Sau khi tiém thir thach, theo déi cdc nhém chudt trong

vong 14 ngay. Nhimg chugt ligt hofic chét tir ngay thir 5

méi duge tinh vao két qua. Nhimg chudt c¢6 dau hiéu co

giat, ligt, rbi loan vén dong duge coi nhr chét vi bénh dai.

Can ghi chép két qua hang ngay. Doc va tinh két qua cubi

cung vao ngay thir 14 sau tiém thir thach.

Tinh ket qua:

Higu gid chung thir thach CVS tinh theo phuong phép

Reed-Muench,

Coéng hleu (E.Dso) tinh theo chuo'ng trinh Probit analysis.

Tiéu chudn chdp thugn: Vic xin dai phai dat cong hi¢u
>2,5 TU/Niéu.
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1532 XAC D]NH HAM LU (JNG NITO PROTEIN
CUA VAC XIN VA SINH PHAM BANG THUOC THU
NESSLER

Nguyén ly

Phuong phip dya vao tinh chét cia thude thir Nessler cho
phan {mg mau véi ion amoni (NH,*) dugc tgo thanh sau
khi v6 co héa cac protein.

Phwong phip tién hanh

Chuan bi mau thnr

Cho 1 ml ché pham va 1 ml dung dich acid tricloroacetic
20 % (TT) vao mit ong ly tim 10 ml, dé & nhiét do 4 °C
dén 8 °C trong 10 h dén 12 h. Sau dé ly tim 3500 rpm
trong 1 h, Iombophannuuc Rira tia bing 2 ml dung
dich acid tricloroacetic 5 %, tiép tuc ly tdm 3500 rpm trong
1 h, logi bo phan nude. Thém vao cin 0,2 ml acid sulfiric (TT)
dem vo co héa trén bép cat cho dén khi dung dich mat
mau. Dé ting tdc do phan img thinh thoang cho vai giot
dung dich oxy gia dam ddc vao dng dét sau khi lam ngudi.
Khi ché phim da dugc v co héa hoan toan, dung dich
mét maéu, thém niede cdr 2 lan vira di b ml, thu duge dung
dich A.

Lay 1 ml dung dich A vao ong nghi¢m, thém 8,5 ml nuoc
cdt 2 lan va 0 5ml thuéc thir Nessler (TT). dwgc mau thir.
Chudn bi mau tr ang. Tron déu 9,5 ml nudc cét 2 lan va
0,5 ml thudc thir Nessler (TT).

Dung dwong chudn

Hit dung dich amoni sulfat chuan c6 ham legng 0,05 mg
nito/ml vao cac 6ng nghiém theo thir ty sau: 0,1 ml; 0.2 ml;
0,3 ml; 0,4 ml; 0,5 ml; 0,6 ml; 0,7 ml. Thém mwdc cdt 2 ldn
vira du 9,5 m] va 0,5 ml rhuéc thir Nessler (TT).

Léc déu cac éng nghiém.

Do dp hap thy (Phu luc 4.1) ¢ bude song 420 nm.

V& d6 thi dudng chudn,

Luong nito protein trong ché pham duge tinh theo cong
thirc sau:

axb

Xmgmh= =0

Trong d6: )

a la lugng nito tim dugc trén dudng chuin (mg);

b 1a thé tich dung dich A (ml);

1,0 1a thé tich mdu sau pha lodng dem so mau (ml);

1,0 14 thé tich mau dem tda roi v6 co héa (ml);

Cdch pha dung dich amoni sulfat chudn cé ham heong nito
0,05 mg/mi:

Can 0,2375 g amoni sulfat (42 dugc siy kho trong binh
hat Am béng silica gel dén khéi lugng khong ddi), hoa tan
vira dii 500 ml bing nwée cat 2 lan. Dung djch vira pha c6
ham lugng nio 0,1 mg/ml, truée khi ding pha lodng gip
d6i biing nudc cét 2 lan.

Tiéu chufin cho phép _ ‘
Ham lugng nito protein trong vic xin va sinh pham theo
quy djnh riéng.



