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Pha dung dich chuan bang nuwde mudi sinh v (TT) (khong

it hon 5 nong d6) c6 ham lugng trong khoang tir 10 pg/ml

dén 200 pg/ml. Biéu chinh pH tr 8 dén 10,5 trude khi thém

thudc thir phthaldehyd.

Dung niwece muoi sinh Iy (TT) 1am mau trang.

Trén 10 pl cac dung dich mau thir, miu chuin, mau lrﬁng

véi 0,1 ml thude thir phthaldehyd, dé yén & nhiét d¢ phong

trong 15 min. Thém 3 ml dung dich natri hydroxyd 0,5 M
va lic déu. Do curomg d6 huynh quang cac dung dich mau

chudn va miu thir & budce song kich thich 340 nm va budc

song phat xa gitra 440 nm va 445 nm.

Dua vao dudmng chuén tinh ra ham lrgng protein ¢o trong
mau thir.

Pha dung dich dém borat: Hoa tan 61,83 g acid boric
trong nuce car va diéu chmh pH 10,4 bang d:mg dich kali
hydroxyd, thém nueée cat vira du 1000 ml, ldc déu.

Pha dung dich géc phthaldehyd: Hoa tan 120 g
o-phrhaldehyd trong 1,5 ml methanol (TT), thém 100 ml
dung dich dém borat (TT), lac déu. Thém 0,6 ml dung dich
macrogol 23 lauryl ether va lic déu. Bao quan & nhiét do
phong sir dung trong 3 tudn.

Pha thuéc thir phthaldehyd: Thém 15 ul 2-mercaptoethanol
vao 5 ml dung dich géc phthaldehyd. Chuan bi dung dich
nay trude khi dung 30 min. Sir dung trong vong 24 h.

Tiéu chuin chép thuén
Theo quy dinh trong chuyén ludn riéng.

1535 XAC PINH PO AM TON DU TRONG VAC XIN,
SINH PHAM PONG KHO

Nguyén ly
Sir dung phlrcmg phap Karl Fischer dé xac dinh @5 a am ton

du trong vac xin dong kho theo nguyén Iy chung la dya
trén phan {mg toan lugng cua nudc vdi luu huynh dioxyd
va iod trong su co0 mdt cua alcohol va mot chét base hiru
co thich hop.

Hién nay c6 nhiéu thiét bi dé do d6 dm ton du trong cac
vic xin, sinh pham dong kho, tuy nhién nguyén tic clia cac
thiét bi nay déu phai cAu tao sao cho thao tac thudn tién va
tranh am.

Phwong phép tién hanh

Tuy theo thiét bi ciia cac hang khac nhau nén thao tac theo
huéng dan van hanh cua hang do.

Phu'(mg phap phé bién hién nay dé do do am ton du cua
cac vic xin va sinh phdm dong kho la phuong phéap Karl
Fischer. Van hanh may do d am tén du theo hudng din
sir dung. Rét dung dich chuin anod va cathod vao khoang
tuong (mg dén ding mic quy dinh. Can luu y qua mét
thoi gian nhat dinh, methanol trong dung dich cathod co
thé tham qua mang trao déi ion bang cich tham thiu. Dé
giam bét tinh trang nay khong nén rét hoa chit ddy qua
mirc quy dinh.

PHU LUC 15

Bt may vi cai dat phuong phép lua chon. Ncu may do
do 4m tén du khong hoat dong trong vong 3 tuan thi van
nén bat may vai gior trong khoang thoi gian nay du khong
tién hanh kiém tra mau gi dé nap pin va dam bao tat ca cic
théng tin ciia chuong trinh van dugc duy tri. Can dam bao
trudre khi nap mau thir ty 18 % do dm trén man hinh phai 6n
dinh va & mirc do thp dé du dat duge két qua theo yéu cau.

Can chinh xéc khoi lugng téng cua ca mau thir va vt

chira mau.

Nhap khéi lrgng tdng ciia ca mau thir va vat chira mau vao

mdy, sau d6 nhap khoi lugng ciia vit chira mau. Pua mau

vao khoang bén ngoai qua dudmg bom mau (néu vén hanh

trong diéu kién do am cao va sang thi nén déng kin nip

khoang chira mau thir khi van hanh).

Khi thue hi¢n xong thir nghiém, mdy in s& tu déng in ra két

qua do am ton dur ciia mau thir.

Ti¢u chuén chép thuin

P dm tdn du trong véc xin va sinh pham dong kho khong
duge vuot qua 3 % (< 3 %), trir khi co quy dinh trong
chuyén luan riéng.

15.36 PH Aj HIEN MYCOPLASMA BANG PHUONG
PHAP NUOI CAY

Nguyén vat liéu

Madu thir nghiém: Nuée ndi nudi té bao, hén dich virus,
vic xin ban thinh phim va thanh phim.

Méi triréng nudi cdy: Méi trromg Iéng 1: LMI (pH 7,6
dén 7,8; méi trudmg cé mau dé) va méi tnrong long 2: LM2
(pH 7,2; méi truong c¢6 mau vang cam), dudi dang
100 ml/chai hodc 10 ml/éng.

MB@éi trudng nia loc: M6i truomg PPLO long.

Méi trnromg dic: M6i trudmg thach PPLO.

Mang loc 0,1 pm, xy lanh 10 ml va dung cu cin thiét du
cho tién hanh thir nghiém.

Céc buéc tién hanh

Chudn bj méi truomg

Pha méi truomg LM (pH 7,6 dén 7,8): 500 ml.

Nudc cit pha tiém: 375 ml.

Moéi truéng PPLO long: 8 g.

Bo phenol 0,4 %: 2,5 ml.

Hip ¢ 121 °C trong 15 min, sau d6 thém 75 ml huyét thanh
ngua, 50 ml Yeast Extract 25 %, 6 ml glucose 25 % va 1,25 ml
penicilin G. Tron déu, ra chai 100 ml va éng thir 10 ml.

Pha méi trieng LM2 (pH 7,0 dén 7,2): 500 ml.

Nuéc dé pha thube tiém: 375 ml.

MGoi truomg PPLO long: 8 g.

L-Arginin: 1,5 g.

Bo phenol 0,4 %: 2,5 ml.

Héap & 121 °C trong 15 min sau d6 thém 75 ml huyét thanh
ngua, 50 ml Yeast Extract 25 %, va 1,25 ml penicilin G,
I ml acid hydrocloric. Trdn déu, ra chai 100 ml va éng thir
10 ml.
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Pha méi tneomg thach PPLO: 500 ml.
Thach PPLO: 13,5 g.

Nude dé pha thude tiém: 375 ml.
Hip ti 121 °C trong 15 min sau d6 thém 75 ml huyét thanh

ngya. 50 ml Yeast Extract 25 % va 1,25 ml pemuhn G.
Tron déu, sau d6 do thach ra phlén 6 giéng: 8 ml/giéng,
bio quan 37 °C trude khi thir 4§ nhay 1 ngay.

Pha mai trwomg rira mang loc:

Méi truomg PPLO long: 2.1 g.

Nurde dé pha thude tiém: 100 ml.

Hép & 121 °C trong 15 min.

Tién hanh
Loc mau: Sir dung xy lanh 10 ml hit 6 ml miu thir vao gid

loc 0,1 pm va bom mau qua loc cho dén hét.

Rira loc: St dung 30 ml mdi trudng rira loe va xylanh
10 ml. bo kim, sau dé bom tir tir cho dén khi moi trudmg
rira qua hét loc.

Thao loc, liy ulay loc cho vao dia petri v trung, ciit doi
gidy loc, cho mdi mira may loc viio moi chai mdi trudng
LM]1 va LM2 da chuén bj sin.

Chai mdi tnrong sau giy nhiém duge nudi ¢ 37 °C trong
28 ngay.

Cay truyen trén moi truong long: sau giy nhiém 14 ngiy,
ldy mau tir chal mdi truong nudi cﬁy chuyén sang ong mﬁl
trurdng nudi cdy cung loai: 0,2 ml/6ng thy, 3 dng thir mbi
loai méi trudmg va dat tai 37 °C trong 14 ngay.

Cay l:ruyen trén moi tnr(mg dic: Thach duoc chudn bi trén
phién 6 giéng, gy nhidm 10 pl tir éng thir nghi ngd 1én
chinh gifra mit thach, dan kin phlen va nudi tai 37 °C trong
it nhét 14 ngay.

Poc két qui

Poc két qua lan gay nhlem déu tién: Ngay thir 28.

Poc két qua lan cay truyén: Ngay thir 14 trén moi truong
long va ngay thir 10 trén moi trudmg thach;

Két qua duong tinh khi mau méi trudng LMI chuyén tir
mau do sang mau vang cam; mau moi trudng LM2 tr mau
vang cam sang méu do 4nh tim va c6 khuén lac gidng hinh
trimg dp 1ép trén moi trudng thach.

Két qua am tinh khi mau moi truomg cua 2 loai moi truong
long khéng thay d6i giong nhu ong thir déi chimg va khong
¢6 khuan lac moc trén méi truémg thach.

1537 XACPINHHAM LUQNG ViPOLYSACCHARID
CUAVAC XIN THUONG HAN Vi POLYSACCHARID

Nguyén ly
Sir dung phan tmg dién di mién dich rocket dé xac dinh
ham lugng Vi polysaccharid trong viic xin thuong han Vi.

Phwong phép tién hanh

Pha dung djch d¢m va thach agarose
Dung dich dém' (Dung dich dém barbital %: hodc Tris
0,1 M): Dung 6ng dong 500 ml dong 200 ml nudc cét
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3 ldn cho vio chai thiy tinh logi 1000 ml, thém 1.84 g acid
bacbituric vio chai thuy tinh, dun trong cich thuy va lic
déu cho dén khl hoa tan hodn toan. Dé ngudi dén nhigt 4
phong. Thém ncp 10,3 g natri bacbital vao chai thiy tinh,
lic cho tan. Chuyén dung dich thu duge vao binh dlnh mire
500 ml, thém nuére cft 3 1in vira di dén vach, lic déu.
Diéu chinh dén pH 8.6 biing dung dich acid hyvdrocloric
0.1 M(TT) hodc dung dich natri hvdroxyd 5 M (TT).

Bao quan dung dich thu duge & nhigt dd phong, trong chai
O nit viin kin. Sir dung trong thai gian khong qua 30 ngay
ké tir ngdy pha ché.

R6t dung dich dém barbital % vao bé dién di.

Thach agarose: Thém 0,5 g thach agarose vao 40 ml dung
dich d¢m. dun cich thiy hofic dun trén mdy khudy tr gia
nhigt cho dén khi thach tan chay hoan toan.

Dé thach ngudi dén khoang 56 °C, cho | ml huyét thanh
tho khing Vi vdo va lic nhe trdn déu chai thach sao cho
huyét thanh tho khéng Vi hoa tan déu vao thach nhung
khong bi tao bot.

Tao ban gel va duc 16 thach

Do thach trén khudn, ché thach ngudi hoan toan,

Duc 16 thach bang by dyc 16 chuyén dung sao cho cic giéng
trén ban gel phai cdch mép bén gel it nhét 2 cm va céch nhau
it nhét 1 cm. S8 lugng giéng trén ban gel phi duge tinh todn
sa0 cho c6 dii 5 giéng cho cdc ham lwgng khang nguyén Vi
chudn, 2 giéng (lam kép) cho mdi miu thur.

Pha mdu khdng nguyén Vi chuén

Pha loang khéng nguyén Vi chuén bing dung dich PBS &
cdc d§ pha lodng sao cho ndng d6 khang nguyén Vi miu
thir ndm trong dudng chuin. Vi du: 100 pg; 50 pg: 25 pg:
12,5 ng: 6,25 ug Vi polysaccharid/ml.

Lan lugt nho méu chudn ¢ cic 6 pha lodng nhu trén vio
ttmg gleng trén ban gel (thé tich pha hop/g:eng) cho vao 2
gleng tiép theo mdi gleng mét lugng vic Xin miu thir véi
thé tich nhur viic xin mau chudn.

Chay di¢n di mién dich Rocket

Pit ban gel vao méy dién di theo huéng mau di tir cyc dm
sang cyc duong.

Bit nguf“)n, cai dat cac thong s6 thich hop vé hiéu dién thé,
cudng dO dong dién va thoi gian chay dién di clia mu.
Dung gidy loc Whatman lam cdu néi tir bé dung dich di¢n
di t6i ban gel & ca 2 dau ban gel.

Bam nut “Run” dé chay dién di.

Rira ban gel

Sau khi chay dién di xong, tat nguon, ldy ban gel ra khoi
may di¢n di, cho viio hdp nhya trong cé nap kin.

Cho nuwde mudi sinh ly ngdp ban gel va ngam, lac nhe bing
may lic trong 3 h (thay nudc mudi sinh ly 1 W1an).

Hit hét nude mudi sinh 1y ra va thay bing mede car. Ngm
va lic hop nudc cdt ¢6 chira ban gel lién tyc. Sau khi ngdm
dugce 1 h, thay nudc cit 30 min/ldn.



