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15.40 XAC DINH HAM LUQNG LIPID TRONG
VAC XIN VA SINH PHAM

Nguyén ly

Dyra trén phan tmg cua lipid voi vanilin trong moi truong
acid sulfunc va acid phosphoric tao thanh hgp chéit mau.
Po hgp chit mau nay & buc’yc song 540 nm, tir d6 xac djnh

ham luong lipid trong miu thur.

Tién hanh

Mau thir duge didu chinh bing nwde cdr dé cé ndng do
protein khoang 200 pg/ml.

Hut dung dich déu 6 liu (olive oil) chudn 500 pg/ml vao
cac 6ng nghiém lan gt 0,1 ml; 0,2 ml; 0,3 ml; 0,4 ml;
thém nudc cit vira du 1 ml.

Hat 1 ml miu thir vio éng nghiém, 1 ml nuéc cat vao
miu tring. Thém 3 ml acid sulfuric 95 % vio mdi éng
nghiém, lic manh bing méy lic. Pun cich thiy 100 °C
trong 10 min, 1am lanh bing nuéc da trong 5 min. Thém
13 ml dung dich phosphovanilin (TT) vao mdi dng nghiém,
lac ky. Pun céch thiy 37 °C + 2 °C trong 30 min, 1am lanh,
dé yén & nhi¢t do phong 30 min.

Po do hap thu (Phu luc 4.1) & buéc song 540 nm dung
dwémg chudn, tir d6 tinh ra ham lugng lipid trong méu thir.
Pon vi tinh: pg/100 pg protein.

Cach pha cac dung dich:

Dung dich déau 6 liu (olive oil) chuin 5000 pg/ml: Can
0,25 g olive oil vao binh dinh muc 50 ml, thém ethanol
(TT) vira du, lic ky. Bao quan dung dich & 4 °C dén 7 °C,
dung trong 1 thang. Trudce khi dung, pha lodng 10 l4n bing
nuée cdt.

Dung djch vanilin 0,6 %: Hoa tan 6,0 g vanilin (TT) trong
6 ml dén 7 ml ethanol (TT), chuyén vao binh dinhmac 1 L,
thém nudc car dén dinh mirc.

Dung dich phosphovanilin: Cho 350 ml dung dich vanilin
0,6 % va 50 ml nude cdt vao coe thiy tinh, khudy déu.
Thém 600 ml acid phosphoric 85 % (TT) trong khi dang
khudy tir.

Tiéu chuén chép thuin

Tty timg loai véc xin va sinh pham.

Doi v6i ban thanh phdm viém gan B, ham lugng lipid
khéng 1én hon 100 pg/100 ug protein.

15.41 XAC PINH HAM LUQNG CESI TRONG
VAC XIN VA SINH PHAM

Nguyén ly
Cesi ton du trong qué trinh tinh khiét HBsAg dugc xéc
dinh bang phuong phép sic ky trao déi ion.

Tién hanh

Mau chuan: Hat | ml nuoc khir ion vao 3 6ng nghi¢m,
thém lan luot 0,2 ml; 0.4 ml; 0,6 ml dung djch cesi chuén
0,001 %.
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M@u thir : Hat | ml mAu @4 pha lodng 5 1dn bing nudc khir
ion vio bng nghiém, thém 0,4 ml dung djch chuin. Loc che
dung dich mAu chuin va miu thir qua mang loc 0,22 pm.
Diéu kién van hanh méay sic ky ion: Cot lonPac Cs-12,
detector do d9 din dién 5 mcS dén10 mcS, tbc 9 dong
1,0 ml/min, thé tich mAu thir: 100 pl, nhiét 4o phong.
Dya vao dién tich pic dé tinh ra ham lugng cesi trong mAu thir,
Pon vj tinh: pg/20 ug protein.
Cdch pha cac dung dich
Dung djch acid hydrocloric 0,04 M (dung djch rira giéi):
Loc 1,5 L nudre khir ion qua mang loc 0,45 pm, hat 3,3 m|
acid hydrocloric (TT) pha trong vira du 1 L nuwde khir ion
vira lgc trén,
Dung djch tetrabutyl amoni hydroxyd (T BAOH) (dung
dich tai sinh): Hat 66,67 ml TBAOH vao éng dong 2 L,
thém nuede khir ion vira da 2 L, khudy déu.
Dung dich cesi chuin 0,01 %: Can chinh xic khoéng
10 mg (a) cesi clorid, chuyen vao binh dinh mirc 100 ml,
thém nwde khr ion vira da, lic déu,
Pha loang 10 lan dung dich cesi chuin 0,01 % béng nudre
khir ion trude khi dung. Ham lugng cesi thyc c6 trong
dung djch thu dugc (X) duge tinh bing cong thirc:

132,9 a I

Xl q
(hg/ml) = ™ Too * To <1000

Trong do:

132,9 1a phén tir lugng cua Cs;

168,4 1a phén tir lugng cua CsCl;

10 14 hé sb pha lodng dung dich chuin;
1000 14 hé sb chuyén tir mg sang pg.

Tiéu chuén chép thudn
Khong 16m hon 5 pg/20 pg protein.

1542 XAC D|JNH HAM LUQGNG PRP TONG SO
VA PRP TY DO TRONG VAC XIN Hib LONG
DPON BANG PHUONG PHAP ORCINOL

Nguyén tic

Phuong phdp cho phép dinh lugng polyribosylribitol
phosphat (PRP), polysaccharid nay dugc xem la thanh
phén hoat dgng chinh cua vic xin Haemophilus influenza
typ b. Phuong phap dya trén sy hinh thanh phire hgp mau
xanh va hoa tan trong nudc.

Chuén bj dung djch

Céc dung dich sau ddy dugc pha ngay trude khi thu nghlem
Dung djch chudn ribose: Hoa tan 5,0 mg ribose chuan
lrong binh dinh mirc 10 ml bang mudc cat, thém nwdc cat
dén vach. Lic déu.

Dung djch sdt (I11) clorid trong acid hydrocloric: Cin | g
sdt (1) clorid (TT) va hoa tan trong 10 ml mede cdt. Pha
0,25 ml dung djch thu dugc véi 50 ml acid hydrocloric
(TT).
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Dung djch orcinol: Cin 230 mg ercinel (TT) v hoa tan
trong 5 ml ethanol (TT), chudin bj xong phai chira dung
dich trong chai thiy tinh mau.

Dung dich natri azid 0,02 %: Cén 0,02 g natri azid (TT) v
pha lodng vai 100 ml mede e,

Chuan bj dung djch dé Igp dwomg chudn: T dung djch
chudin ribose pha v& cic ndng dg | ug/ml, 4 pg/ml,
12 pg/ml va 20 pg/ml.

Chudn b mau kiém tra:

DGi véi mdu cong hop (ARM): 50 il miu pha loding véi
450 pl made cdt.

Néu mdu 18 sin phim cudi cing thi khéng cin pha lodng,

Tién hanh

Xdc djnh ham hepng PRP r(fng 80

l.éy vio mdi Gng 500 pl dung dich chudn ribose da pha
(nong dg 1, 4, 12, 20 pg/ml).

Ldy 500 pl mdu viie xin cin kiém tra vio mot dng khic.
Thém mede vio tit ca cie dng dé duge 2000 pl.

Thém 1000 pl dung dich sdt (1) clorid ong acid hvdrocloric
VAo cie (‘mg.

Thém 80 pl dung dich orcinol vao céc dng.

Gitr 80 °C trong 15 min,

Dé ngudi, do mit 4o quang cua cic dung dich & 670 nm
(OD 670 nm) vi & 580 nm (OD 580 nm) va tinh két qua.

Xdc dinh ham lwgng PRP ty do
Chii y: Trude khi st dung 6ng ly tim Centricon véi ming
loc Ultracel YM-30, phai rira 6ng ly tam lai véi mede va
sau d6 thém 500 pl neede car va ly thm trong 5 min.
Thém 500 pl miu vio phin trén cia dng ly tim Centricon.
Ly tim ¢ 3500 rpm trong 20 min.
Sur dung phén dich duge loc ra (phan dich ndm bén dudi)
vi tién hanh cdc budc theo phéin xac dinh ham hrong
saccharid tong so.
Rira hé théng 6ng ly tim Centricon véi mang loc Ultracel
YM-30 bing nuéc va thém dung dich nani azid 0,02 %.
Béo quan ¢ 4 °C cho dén khi ding trér lgi.
Tinh ham lugng saccharid cubi cling cia maéu thir (Cy) theo
cOng thirc sau:

Ci=Cpx 107 x 2,45

Trong do:

C,, lagié trj trung binh cua ham hrgng ribose trong méu thir;
2,45 1a hé s6 biéu hién méi twong quan vé khéi lugng phin
tr cia polymer (saccharid) va D-ribose;

10 1a hé sb chuyén dbi tir don vi pg/ml thanh mg/ml.
Két qua duge tinh theo don vi mg/ml (mg carbonhydrat/ml
miu cin kiém tra).
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15.43 KIEM TRA CONG HIEU (IN VIVO) CUA VAC
XIN VIEM GAN B TAI TO HQP

Nguyén Iy thir nghigm: Cong higu in vivo viic xin viém
gan B tdi t& hop duge xdc dinh qua s6 chudt tao ddp img
mién djch bao v§ (khdng thé khing HBsAg) sau khi tiém
viic xin biing bg sinh phdm chén dodn HBsAg. Tinh két qua
¢Ong hi¢u trong quan theo chuong trinh Probit Analysis
(WHO) théng qua sb chuft tgo ddp (mg mién djch trén
tdng s8 chudt giy mién dich & timg d pha.

Nguyén vit li¢u

Chudt nhit tring dat yéu chu 4 dén 6 tudn tudi, cin niing
i thiu 16 g, vin chuyén va chidm séc trong didu kién
cich ly. Ding 12 - 15 con/d{ pha.

Viic xin viém gan B tai td hop chudn quée gia hodic miu
chudin ndi bd nha san xudt,

Vile xin viém gan B tdi t& hop mau thur.

B¢ sinh phim chudn dodn HBsAg 96 giéng.

Tién hanh
Dung djch pha lodng: Hoa tan nhém hydroxyd (Sigma
hofic Merck hofic hiing trong dwong) trong dung dich natri
clorid 0,9 % theo ty 1§ t 1/4 - 1/5 (ty 1§ nay c6 thé thay déi
theo timg logt viic xin). Hap tigt tring dung dich da pha ¢
121 °C trong 30 min, Bdo quén ¢ 4 °C.
Pha loang ciia véc xin:
Tién hanh trong hét vé tring.
Viic xin mu thir va viic xin miu chuan (ham lugng khodng
20 pg khang nguyén/ml) duge pha loding bdc 2 bing Dung
dich pha lodang thinh céc d§ pha phi hop (tinh theo ty 1¢
gitta thé tich viic xin nguyén miu trén tdng thé tich cua
viic xin nguyén méu va thé tich dung dich pha lo@ing), vi
dy nhur béng 15.43. Tuy timg logi viic xin viém gan B téi
tb he¢p, d§ pha co thé thay ddi dé tao dugc dudmg chuén
phtt hop.

Bang 15.43 - Pha lodng cla viic xin (vidy)

Miiu viie xin Dung dich Tyl§ pha HBsAg ;

(ml) pha loding lofing (ng/ml) |

(ml) (49 pha) :

10 (viic Xin nguyén miu) 30 1/4 5 \

20 (vic xin 1/4) 20 /8 25

20 (viie xin 1/8) 20 1/16 1,25 '
20 (viie xin 1/16) 20 1/32 0,0625
|20 (viie xin 1/32) 20 1/64 0,0312
|20 (viic xin 1/64) 20 1/128  0,0156

Gdy nhiém trén dong vt

V&i mdi d¢ pha cia vite xin gay nhiém trén it nhét 12 chudt
nhiit (1 ml/con) biing dudmg tiém & bung (phic mac). Sau
khi tiém theo ddi trong vong 28 - 35 ngay (thy vic xin).
Lay mdu: Liy méu riéng ttmg chuét vao éng eppendort,
ddn nhan ghi s6 16 va d6 pha. Dé mau & nhigt 4§ phong thi
nghiém trong 2 h, sau d6 dé & 4 °C trong 2 h hofic qua dém.
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