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nghi¢ém cong hi¢u vic xin thuong han Vi (véc xin vi
khuan)... Phuong phap DID chu yéu chi sir dung trong
thir nghiém nhén dang mét s véc xin vi khuan nhu: Hib,
thuong han Vi, phé cau..

Phuong phap IE va CIE chu yéu sir dung kiém tra trong
qua trinh san xuat (IPC-in process control) vic xin dang
ban thanh pham (bulk).

Pinh gis két qua

Tiéu chuan ddnh gid

Phuong phap dinh luong co gid tn khi: Cac khang thé hoic
khéng nguyén cua mau thir va mau chuin pha1 khong co su
khac biét dang ké vé ban chit va thanh phan

Phlr(mg phap mién dich bj anh hudmg béi cac yéu t6 gay
nhiéu trong san pham kiém tra nhu: Protein tap, cac mudi,
chit bao quan, ta duoc (mudi nhém, MPL.. )... déu co thé
gay anh hudng dén sy phén giai cua protein kiém tra. Do
do khi sir dung phuong phap héa mién dich déu phai thim
dinh va chimg minh s khéng anh hudng cua cac chat gay
nhiéu trong san phim dén két qua thir nghiém.

Gigi han dinh Iugng cua phuong phap phai nho hon gidi
han vé tiéu chudn chip nhén cho timg loai chi tiéu kiém
tra. Vi du: Tiéu chuan vé ham lrong ndi doc t6 cho vic
xin Gardasil (HPV) khéng dugce qué 10 EU/mI thi phuong
phap sir dung hoac kit sir dung phai c6 gidi han phat hién
thip hon 10 EU/ml.

Mdi phuong phap mién dich phai dwa ra dugc d6 chinh
xac ciia phuong phép va sir thay ddi vé két qua kiém tra
giita cc lan phai dap img dugc cic yéu cau (tiéu chuan)
quy dinh cho timg loai miu theo chuyén luan riéng. Két
qua kiém tra cdc méu sinh hoc thudng phai ndm trong giéi
han GMT = 2SD.

Qua trinh tién hanh thir nghiém khong durgc 1am phat sinh
16i hé thong. Khong nén c6 qua nhiéu budc trung gian dé
tranh gy sai sot hé théng.

Phwong phdp dinh gid

Xac minh, danh gia cac tiéu chudn trén s& bao gom céc
yéu td sau:

Thir nghiém phai dugc tién hanh it nhit ba lan.

Thu nghlem phai sir dung it nhat ba do pha loang khac
nhau ciia mu kiém tra v mau chuan. Méu chuin va mau
kiém tra phai dugc tién hanh song song trong clng mot
diéu kién.

Viéc bd tri thir nghiém duge phén bé ngau nhién.

Thanh phan, ham luong va ban chit cua mau chuin phai
tuong déng v&i mau kiém tra. Vi du méu kiém tra la dang
huyel thanh hay dugc két hop voi thanh phan khac thi mau
chuan ciing phai dugc chuin bi dé c6 thanh phin twong ty.

Trong thir nghiém kiém tra phai xac dinh ca tinh dic hi¢u
ctia chit phan img danh dau. Vi du trong thir nghiém kiém
tra ham lugng khang nguyén HPV trong vic xin Gardasil
(cO4typ: 6, 11,16 va 18), néu dinh lugng typ 6 gin khang
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thé dac hiéu cho typ 6 thi vén phai kiém tra sy dic hi¢u cta
khang thé bing cach nho khéng nguyén khac typ (typ 11
hodc 16 hodic 18). Néu dic hiéu thi chi ding typ méi cho
phan img, khac typ khong cho phan img.

Thay thé thir nghi¢m

Thay thé thir nghlem mién dich khi c6 yéu t6 sau:

Su két hop t6i da (khong c6 sy thay d6i) duge xdc dinh;
Céc d0 pha loang da bao quit dugc toan bo gidn han phin
mg tir nong do co su gén két toi da dén khong c6 su gin
két ctia ca mau thir va mau chudn.

Tinh todn thong ké

Dé tinh toan két qua, cac dudng cong phan img cho miu
thir va mau chuén duoc tinh toan theo cac phuong phap
mo ta trong Phu luc 13.10 Phan tich thdng ké cic két qua
thir nghiém sinh hoc.

Truémg hop thay thé thir nghiém mién dich 1a khl két qua
thu duogc khong c6 sy khac bi€t dang ke tir nong d¢ cao
dén ndng d6 thap cua mau kiém tra va miu chuan Su khéc
nhau ¢6 thé cho thay su anh hudmg cia chét nén hodc chét
trc ché sur lién két hodc suy giam sy nhan biét danh diu
co chon loc. Vi du trong thir nghiém kiém tra ham lrong
endotoxin trong véc xin HPV tiéu chuan khéng duoc qua
10 EU/ml, sir dung bd hoa chat chuén endotoxin ¢6 dg
nhdy la 0,0625 thi do pha loang tdi da cho mau nay khoang
160 lan. Kiém tra mau tir do pha gdc dén do pha 160 lan
ma két qua thu dugc khong co su thay déi, mau chimg
duong déu cho két qua am tinh thi c6 nghia la trong mau
kiém tra c6 chat gdy nhidu.

15.45 XAC PINH BSA TON DU TRONG VAC XIN

BSA (Bovine Serum Albumin) la mét loai protein dudi
dang huyét thanh bao thai bo (FBS - Fetal Bovine Serum)
hodc huyet thanh bao thai bé (FSC - Fetal Calf Serum)
dugc bo sung trong qua trinh nuoi cdy té bao dé san xuét
vic xin. Theo Khuyen cao cua WHO, tit ca cac dang
protein ¢6 nguon goc tir dong vat néu sir dung trong san
xuat vic xin déu phai dugc kiém soat dé han ché cac phan
img phu.

C6 thé sir dung phuong phap dién di mién dich déi hru
hoac cac kit thuong phim (hodc tr gin) dé xac dinh BSA
ton du trong vac xin.

PHUONG PHAP BIEN DI MIEN DICH POI LUU

Nguyénly

Dién di mién dich déi hru 13 ky thudt da trén sy ngung két
dic hi¢u gilra khang nguyén va khang thé xdy ra khi cho
khang nguyen va khang thé & nong 46 du dé xay ra phan
tmg ngung két di chuyén trén gel agarose. Néu khang thé
va khang nguyén ngung két dac hig¢u sé cho cung két tia va
ngugc lai, s& khong co cung két tia néu khang nguyén va
khang thé khong ngung két dic higu. Trong k¥ thuft nay,
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dudi tac dung cia cudmg d dién trudng, khéng nguyén va
khéng thé gap nhau va két hop dic hi¢u v6i nhau nhanh
hon trén gel agarose.

Thiét bj, dyng cy

Buong dién di nim ngang.

T4Am thuy tinh (85 x 85) mm.

Ban cén bing v&i dung cu do giot nudc.

Ampe ké.

Puc giéng thach dudmg kinh 3 mm.

Khay giir 4m.

Khay thiy tinh diing dé nhudm va rira tiéu ban.
Gidy Whatman No.1 va No.3.

Vi gac loc Agarose.

Hoa chit, dung dijch thir

Agarose.

Dung dich dém barbital 0,1 M pH 8,6.

Dung dich natri clorid 0,85 % hodc dém PBS pH 7,2.
Dung dich nhuém mau Amido Black 10B 0,1 % hodc dung
dich thudc nhuom Coomassie Brilliant Blue R250.

Dung dich tdy mau: Dung dich acid acetic 2 % hoac hon
hgp ethanol/acid acetic (gbm 100 ml ethanol, 70 ml acid
acetic va nudc cdt vira di 1000 ml).

Huyét thanh tho khing BSA (Anti-Bovine Albumin
antibody produced in rabbit) dic hiéu.

Chimg duong (BSA) gbm 3 nong do: 0,005 %; 0,0005 %
va 0,0001 %.

Cich tién hanh

Chudn bj tiéu bin

Hoa tan 1,5 g agarose trong 100 ml dung dich dém barbital
0,1 M, pH 8,6. Pun sbi nhe cho dén khi agarose tan hoén
toan. Loc dung dich trén bang miéng vai gac, tinh lugng
dung vira du, dung pipet d6 thach lén tim thiy tinh
(85 x 85) mm vdi thé tich khoang (12 — 14) mI/1 tim kinh.
Dé 30 min cho agarose dong cimg.

Diing dung cu duc thach thanh 2 ddy v s lugng giéng tity theo
mau kiém tra. Khong c4ch giira c4c giéng khoang 10 mm.
Cho mdu vao tiéu bin

Hut 16 pl dén 18 ul miu véc xin cn kiém tra cho vao day
15 c6t thir nhit.
Diy 16 cot thir 2 dbi dién cho huyét thanh tho khang BSA
v@i lugng twong duong.
Chimg duong cho tuong tu.

Chay di¢n di

Dt tiéu ban d2 c6 vac xin cén kiém tra va huyét thanh thé
khang BSA trén vao budng dién di nim ngang c6 chira
dung dich chay dién di (dung dlch dém barbital 0,1 M
pH 8,6). D3y c6 vic xin nim vé phia cyc duong, day c6
huyét thanh tho khang BSA nam vé phia cyc 4m.

Dung 2 miéng gidy Whatman thAm néi tiép giira bé mat tiéu
béan véi dung dich chay dién di & 2 canh bén cia tiéu ban.
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Cho dong dién chay vao véi dong dién c6 hiéu dién thé 13
125 V (c6 thé 140 hodc 170 V) va cuomg dd khéng vurr
qua 90 mA. Théi gian chay tir 30 - 60 min.

Rira va nhugm tiéu bin

Sau khi két thic chay dién di, tiéu ban dugc ldy ra va ngim
trong dung djch PBS pH 7,2 hodc dung djch natri clorid
0,85 % tir 16 h dén 24 h. Trong giai doan nay, nén thay
dung djch 3 lan.

Rira tleu ban lai bing nudc cit va ngam tiéu ban trong
nudre cht khoang 30 min.

Dt tiéu ban vao khay giir 4m.

Lam khd tiéu ban: Lam khé ty nhién hoic c6 thé bing thdi hoi.
Rira lai tiéu ban bing nudc cat va dit tiéu ban vao khay
6 chira dung djch nhuém Amido Black tir 5 dén 10 min.
D6 thudc nhuém di va thy mau tiéu ban bﬁng dung d;ch
acid acetic 2 %. Cir nhu vy, nhuom va tay mau 3 lan.
Néu dung thuoc nhudm Coomassie Brilliant Blue thi ciing
nhudm va tdy mau tuong ty nhung ding dung dich tiy
mau 14 hdn hgp ethanol/acid acetic.

Pé tiéu ban kho fur nhién.

DPoc két qui

Trén ti€u ban, giira hai ddy giéng cét 1 va 2 s& xuét hién
dudng tha mau xanh. Pudng tua to va dam ty 1¢ thuin véi
lugng BSA c6 trong miu thir.

Giéng miu vic xin phai khong tao duémg tia voi huyét
thanh tho khang BSA dic hiéu hodc duomg tua rit nhat,
nhé hon duong tia chuan cé ndng do 0,0001 % bovine
albumin. Piéu nay dvoc cho la lugng BSA trong vic xin
thap hon 50 ng trong 1 lleu vic xin.

Giéng chimg duong c6 ndng d6 c6 dudng tia tir ddm dén
rat nhat (vét) theo ndng do tuong img 0,005 %; 0,0005 %
va 0,0001 % BSA.

PHUONG PHAP DUNG KIT THUONG PHAM

Yéu cdu thir nghiém: Phai tuin thu ddy du cac budce co ban
cla quy trinh thyc hién theo huéng din sir dung, d4nh gia
thir nghiém cua timg b kit.

Mau kiém tra can dugc 13p lai it nhét 2 giéng/do pha.
Tinh két qua: Theo phan mém chuyén dung.

Ghi chii: Néu ham lugng BSA trong miu can kiém tra tinh
dugc 16n hon gioi han phét hién trén cua kit thi phai tiép
tuc pha loﬁng tiép mau va lam lai thir nghlem Trudmg hop
pha lodng mau qué nhiéu cung dan t6i két qua am tinh
hodc cho gi4 tri nhd hon gi6i han phat hién cua kit, cin
phai tinh toan lai d pha (tham chi khong pha lodng) mau
rdi lam lai thir nghiém.

TIEU CHUAN CHAP THUAN

Ham lugng BSA ton du trong miu phai nim trong gidi han
cho phép ddi véi timg vic xin hodc nim trong gidi han nha
san xudt dang ky.



