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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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Ly tam tach hmér thanh: Ly tdm céc ong eppendorf dyng
mau téc do 4000 rpm trong lO min ¢ 4 °C.

Cén than tich hét phﬁn huyet thanh trong sang mot ong
eppendorf khéc (khong duqc lam lan huyet thanh giira cac
6ng khédc nhau). Néu chua tién hanh dlnh luong khéng thé
khang HBsAg ngay thi bao quan cdc mau huyét thanh &
-20 °C.

Dinh heong khdng thé khang HbsAg bing phuong phép
ELISA, sir dung b sinh pham chuén dodn cia BIO-RAD
hoic Dia.pro hodc b sinh pham chén doan phu hop khéc.
Tinh két qua:
Tinh gia tri ngudng (ODcy, ofr) de xac dinh sé chudt duo*ng
tinh trong nmg d6 pha cua ca vic xin mau thir va vic xin
mau chuin. S6 chudt duong tinh & moi do pha clia mau
twong duong sé chuét tao dugc dép tmg mién dich. Tinh
két qua cong hiéu twong quan theo chuong trinh Probit
Analysns (WHO) thong qua s6 chudt duong tinh trén tong
s6 chudt gdy mién dich & timg do pha.

Thir nghiém co gia tri néu:

EDxsg cho ca hai véc xin mau chudn va vic xin méu thir
phai nim trong khoang céc liéu d tiém.

Cac gidi han 95 % d0 tin cdy cta cong hiéu dwgc xac dinh
cho méi vic xin trong thir nghiém phai nam trong khoang
33 - 300 %.

Tiéu chudn chap nhdn: Theo quy dinh trong chuyén luén
riéng.

15.44 MOT SO PHUONG PHAP MIEN DICH SU
DUNG TRONG KIEM PINH VAC XIN

Gidi thiéu chung

Phuong phép mién dich l& phuong phap dua trén cic
lién két dic hiéu, thuan nghich va khdng cng héa tri cia
khang nguyén va khang thé. Phuong phép ndy duoc sk
dung dé phat hién hoic dinh lugng khang nguyén hodc
khang thé c6 ban chit la protein, polysaccharid, virus, vi
khuén, ADN hozc ARN trong d6 chu yéu la protein, Sy
hinh thanh phirc hop khang nguyén-khang thé c6 thé duoc
phat hién va dinh lugng bing nhiéu ky thuat.

Cac két qua cia phwong phap mién dich phu thudc vao
diéu kién thuc nghiém, ban chét va chét luong ciia cac hoa
cht sir dung. Do d6 viéc chudn héa céc thanh phin cua
mot thir nghiém mién dich véi chit chuén qudc té 1a diéu
rdt can thiét. Hién nay cac héa chit sir dung cho phuong
phap mién dich da duqc thuong mai hoa qua céc bd kit
chuyén ‘dung. Trong mdi bd kit da c6 di céc thanh phin
can thiét va huéng din sir dung di kém dé dinh lu'qng,
nhan dang mdt loai khéng nguyén hoic khéng thé nhat
dinh. Moi loai kit déu c6 mot gi6i han phat hién, quy trinh
va tiéu chuan riéng. Do vdy, khi sir dung kit cho mdi thir
nghlem phai tudn thu theo dung huéng dén cua kit dé dam
bao két qua dugc chuin xéc va cé ¥ y nghia.
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Phuong phap mién dich c6 rat nhiéu k¥ thuat khac nhau va
sé& cho ra cac két qua khac nhau (do mdi ky thuét c6 mot
don vj tinh riéng, tiéu chuén neng ). vi thé mudn biét két
qua kiém tra c6 dat hay khong, can so sanh véi tiéu chuén
chap nhdn 4p dung cho timg k¥ thuat, timg don vi tinh,
khong nén dung két qua ciia cac ky thuit khic nhau dé so
sanh, danh gia.
Hi¢n tai phuong phap mién dich chia thanh 2 dang: Dang
sir dung khang thé hodc khang nguyén cé danh diu va
khong danh dau.

Phuong phép sir dung khing nguyén hodc khing thé
danh d4u

C6 nhiéu phuong phap mién dich danh dau khac nhau va
dugc phan ra nhu sau:

Phuong phap mién dich phong xa, dung détng vi phong xa
nhu 1'25, Viét tit 1a RIA (Radio Immuno Assay), IRMA
(Immuno Radiometric Assay).

Phuong phép mién dich gin men (EIA - Enzyme Immuno
Assay hay ELISA - Enzym Linked Immuno Sorbent Assay).
Phurong phép mién dich khac nhu: Mién dich huynh quang
(FIA - Fluoro Immuno Assay); phuong phap mién dich hoa
phat quang (CLIA - Chemiluminescence Immuno Assay).
Tuy nhién trong kiém dinh vic xin va sinh phim y t chu
yéu sir dung phuong phép ELISA (EIA) trong thir nghiém
cong hidu, nhin dang cac vic xin Viém gan B, Viém gan A,
HPV (vic xin phong ung thur cé tir cung), IPV (véc xin bai
liét tiém trong céc vic xin don va phdi hop 5 hodc 6 thanh
phén); Nhan dang, dinh lvong khang nguyén cia virus
viém ndo nhat ban; Thir nghiém nhén dang thanh ph?m Hib
trong vic xin Hib cong hop uén van va Hib cong hop giai
doc td bach hau (Véc xin vi khuén); dinh Irong ham lugng
céc chét ton du trong vic xin c6 ban chét [a protein: BSA,
ovalbumin, gentamicin, neomyecin.

Phuong phép sir dung khing nguyén hodic khing thé
khéng danh dédu

Phuong phéap khuéch tan mién dich tr phat bao gom:
Khuéch tan mién dich don (SRID hay con viét 1a SRD -
Single radial immunodiffusion).

Khuéch tan mién dich kép (DID - double immunodiffusion).
Phuong phap khuéch tan mién dich dudi anh huémg cia
dién truong gom:

Phuong phép diéndi mién dich (1E - Immunoelectrophoretic
method): La sy két hop giira 2 phuong phap dién di trén
gel va khuéch tan mién dich.

Phuong phdp dién di mién dich ddi luu (CIE - Crossed
lmmunoelectrophoresm) La phuong phap IE cal tién.
Trong kiém dinh vic xin va sinh phim y té chi yéu sir dung
phuong phap SRD va DID. Phuong phap SRD thuong su
dung dé nhan dang, dinh lugng ham lugng khang nguyén
HA, NA cua virus cim (thir nghiém kiém tra cong hiéu,
nhédn dang vic xin cim); Kiém tra ham lugng glycoprotein
(khang nguyén cua virus dai) trong vic xin dai hay thir



