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LOI CAM POAN

T6i xin cam doan dé tai nghién cizu trong lugn véin ndy la céng trinh
nghién citu cua toi dira trén nhing tai liéu, sé liu do chinh ti tur tim hiéu va
nghién cizu. Chinh vi vdy, c&c két qud nghién ciu dam bdo trung thuc va
khach quan nhat. Pong thoi, két qud nay chira tig xudt hién trong bdt ci
mét nghién cizu ndo. Cac so liéu, két qud néu trong ludn vén la trung thuc néu
sai t6i hoan chju trach nhiém truoc phép ludt.

Tac gia luan van ky va ghi ro ho tén

Nguyén Ai Thusng



LOI CAM ON

Trong sudt qué trinh hoc tap va hoan thanh luan van nay, t6i da nhan
dugc sy huéng din, giup d& quy bau cua cac thiy cd, cac anh chi, cac em va
cac ban. Véi long kinh trong va biét on siu sic t6i xin dugc bay to 1i cam on
chan thanh toi:

Ban gidm Ddc Hoc vién Khoa hoc va Cong ngh¢, Vién Nghién Ciru va
Ung dung cong nghé Nha Trang, Ban giam déc Vién Vic xin va Sinh pham Y
té da tao moi diéu kién thuan loi giup d& t6i trong qua trinh hoc tap va hoan
thanh khoa luan.

Xin chan thanh cam on Phé gido su- Tién si L& Van B¢, Tién si Huynh
Hoang Nhu Khanh d3 gidp d&, dong vién, cling nhu cac thay cd trong hoi
ddng chdm luan van da cho tdi nhitng dong gbp quy bau dé hoan chinh luan
van nay.

Xin gui 101 cam on téi cac dong nghiép, cac anh chi em & Trai Chin
nudi Subi Dau, Phong Kiém Pinh, Phong Huyét thanh Tinh ché, Phong
Thanh Pham Vién Vic xin va Sinh pham Y té da nhiét tinh giap d& toi trong
qua trinh hoan thanh luan van.

Cubi cling, toi xin chan thanh cam on B6 Me va gia dinh da luon ¢ bén
canh dong vién va giup do t6i hoc tap lam viéc va hoan thanh chuong trinh

hoc.
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1
MG PAU

Cac lodi rin doc ¢ Viét Nam hién nay chu yéu thudc vé ho ran Ho
(Elapidae, 36 loai) va ho ran Luc (Viperidae, 19 loai), tuy nhién c6 mot sb
lodi ran doc thudc ho ran nudc (Colubridae, 6 loai) da va dang gay nén céac
truong hop nhidm doc rat nang. Ran doc can gay nén 3 tinh trang chinh: (1)
Tai ving cian gay sung né, chay méu, hoai tir thuong dan ti nhidm tring va
dé bi cit cut mot phan hodc di ching seo, tan phé; (2) Toan than bi liét,
thuong phai hdi stc, thd may, bénh nhan nhanh chéng tir vong sém do liét co
hd hap néu khong duoc cap ctu kip thoi; (3) Réi loan déng mau, khong cam
mau dan t&i chay mau ¢ nhiéu vi tri va dé tir vong.

Ran Cap nia Bac thuoc chi (Bungarus) ho ran Ho (Elapidae), la mot
trong 5 loai ran doc nhat trén thé gioi va l1a loai ran doc nhat ¢ Viét Nam.
Theo céc tai liéu céng b, doc té cua rin Cap nia Bic co tac dung gay liét va
khdng thé hoi phuc néu khong cd huyét thanh khang noc ran dac hiéu kip
thoi. Cac bénh nhan bi ran Cap nia Bic can sé& bi liét toan than, thuong liét
murc do hoan toan. Néu khong duoc cap cau kip thoi tai cac co sé y té, bénh
nhan s& tir vong nhanh chong. Néu khong duoc dung huyét thanh khang noc
ran dac hiéu, bénh nhan s& phai trai qua thoi gian hoi sic va thd may 2 - 4
tuan véi nhiéu bién chiing nhu nhidm trang, loét,... va van c6 nguy co tir vong
do suy ho hap. Sau khi ra vién cac bénh nhan van con bi yéu co, giam sic lao
d6ng nang né, dau mai co thé va thi lyc bi anh huong trong nhiéu thang. Viéc
nam vién hoi suc kéo dai cua cac bénh nhan bi ran Cap nia Bac can gay ton
kém, lang phi rat Ion, lam ting thém qua tai bénh vién. Hién nay Viét Nam
van chua san xuat duoc huyét thanh loai nay.

Tai Viét Nam, qua tong hop cac nghién ctiu va tai liéu da cong bd cho
t6i nay, tai bénh vién Chg Ray véi 67 ca ran can nam 1990 d3 ting 1én 648 ca
nam 2000. Theo sb liéu tai Trung tdm Chéng doc bénh vién Bach Mai, tir
2000-2006 c6 141 bénh nhan ran Cap nia Bac can nhap vién. Theo sb liéu
méi nhat nim 2015, trung tim Chdng doc bénh vién Bach Mai tiép nhan 528
ca ran cin trong d6 c6 60 bénh nhan bi ran Cap nia Bac can.

Huyét thanh khang noc ran la ché pham globulin mién dich dic hiéu,
khi str dung cho bénh nhan bj rin cin s& trung hoa doc té cua noc ran, gidp
nan nhan thoat khoi trinh trang nguy kich, de doa tinh mang, héi phuc diéu tri
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nhanh. Dén nay, tinh ché huyét thanh khang noc rin dang F(ab)2 duoc cac
don vi san xuat huyét thanh wu tién lra chon. Dang huyét thanh khang noc rin
nay an toan hon cho nguoi bénh, c6 hiéu qua cao do st dung ammonium
sulfate tiia protein nhung khong lam bién dbi tinh chét caa ching, thoi gian
ban huy tuong ddi cham, du thoi gian trung hoa doc té noc ran, phan tng phu
véi huyét thanh thap.

Véi sy can thiét can c6 mot sinh pham diéu tri dic hiéu, huéng dén dap
tng nhu cau cap bach trong viéc st dung huyét thanh diéu tri nan nhan bi ran
Cap nia Bic can, ching tdi tién hanh dé tai: “Nghién ctu san xuat thir nghiém
huyét thanh khang noc ran Cap nia Bac (Bungarus multicinctus) tinh ché”.

Muc tiéu cia dé tai
(1) Thiét 1ap quy trinh gdy mién dich ngua, thu nhan huyét twong khang

noc ran Cap nia Béc.

(2) Ung dung quy trinh tinh ché huyét thanh cua Vién Vic xin va sinh
pham Y té (IVAC), tinh ché 500 lo (1000 LDsg/lo) huyét thanh khang noc ran
Cap nia Béc tinh ché (IVACAV-Bun) va dé xuat tiéu chuan co so.

Noi dung nghién ciru

(1) Khao séat noc ran Cap nia Bic (Protein tong sé va lidu gay chét 50%
- LDx).

(2) Xay dung phat d6 mién dich, gay mién dich trén nguya, thu nhan
huyét twong khang noc ran Cap nia Bac.

(3) Ung dung quy trinh tinh ché huyét thanh khang noc ran caa IVAC
dé tinh ché 3 16 thtr nghiém quy md 10 1it/Id va 1 16 san pham quy mo 60 lit/
16. Bong 500 lo IVACAV-Bun dang thanh pham (1000 LDsg/l0).

(4) Bé xuét tiéu chuan co sé cho IVACAV-Bun pht hop DBVN V,
2018.

Y nghia khoa hec va thyec tién

- Y nghia khoa hoc: Két qua cua dé tai cung cap dit liéu khoa hoc mai
vé quy trinh gay mién dich ngwa san xuat huyét thanh va tng dung quy trinh
tinh ché huyét thanh khang noc ran cé ciing céng nghé san xuat tai don vi.
Péng thoi, nang cao duoc niang luc nghién ciru khoa hoc cho doi ngii can bo
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cua Vién trong viéc tao ra san pham pham mai thiét yéu.

- Y nghia thyc tién: Thanh cong cua dé tai cung cap co s khoa hoc tién
dé cho viéc hoach dinh san xuét huyét thanh khang noc ran Cap nia Bic ¢ quy
md 1on, dat yéu ciu vé chat lugng san pham, mang tinh an toan cao va tién téi
tao ra san pham méi, dap tng nhu cau diéu tri cap bach cho bénh nhan bi rin
cap nia B4c cin & cac bénh vién va trung tdm chdng doc trén toan qudc.
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CHUONG 1. TONG QUAN TAI LIEU
1.1. TONG QUAN VE RAN, TINH HINH RAN CAN TREN THE GIOlI

Ran 14 tén goi chung dé chi mot nhdm loai dong vat bo sat co vay
(Squamata), khéng chan, toan than pha mot 16p vay khd, khdng cd mi mét va
tai ngoai, c6 mang 4i, ngoai nhiét, c6 than hinh tron dai gdm 3 phan: Dau,
minh va dudi, thuoc phan bo (Serpentes) trong nganh dong vat c6 xwong sdng
(Chordata). Cac loai ran phan bé gan nhu khidp moi chau luc (ngoai trir chau
Nam Cuc), trong 10ng céc dai duong nhu An D6 Duong va Thai Binh Duong,
trén cac ving c6 do cao do 4.900 m trong khu vuc day nii Himalaya & chau A
va trén phan I6n cac khéi luc dia nhd hon bao gom mét s6 dao 16n nhur Ireland
va New Zealand va nhiéu dao nho trong Pai Tay Duong va Trung Thai Binh
Duong.

Trong sb gan 3.900 loai ran dugc ghi nhan trén thé gioi tap trung vao
20 ho véi 2 can bo la Alethinophidia va Scolecophidia trong phan bo
Serpentes, trong d6 c6 khoang trén 650 loai la ran doc chiém khoang 17%.
Gan nhu tat ca céac loai ran nay déu co rang déc ma qua d6 noc doc duogc dua
vao co thé con méi hoic ké thi. Céc loai ran c6 noc doc vé co ban dugc phan
loai trong 2 ho: Ho Elapidae, 12 ho ran Ho, bao gém rin H6 mang (Naja), ran
H6 mang chda (Ophiophagus hannah), Cap nong (Bungarus fasciatus), Cap
nia (Bungarus spp.), ran Mamba (Dendroaspis spp.), ran Pau déng Uc
(Austrelaps), ran Bién (Hydrophiinae), ran San hd (cac chi Leptomicrurus,
Micruroides, Micrurus), ran La khd (Calliophis) va ho Viperidae, 1a ho Ran
Luc, bao gom ran Luc (Trimeresurus spp.), ran Luc tre (Trimeresurus
albolabris), rin Luc dau bac (Azemiops feae), rin Vipe (Viperinae), ran Budi
chuéng (cac chi Crotalus, Sistrurus), ran Pau dong My (Agkistrodon
contortrix), ran Miéng bdng (Agkistrodon piscivorus) va rin Chia bui
(Lachesis spp.) [1].

Ran cin la mot trong nhitng nguyén nhan gay ra cac hau qua nghiém
trong nhat trong s tat ca céc loai dong vat gay doc va cd noc doc lam ton
thuong voi con ngudi gay anh huang cho stc khoe cong ddng ¢ nhiéu ving
mién trén khap thé gi¢i nhu Chau Phi, Chau My, Chau A, bao gém céc nudc
Pong Nam A, dic biét 13 ¢ nhiing ving nhiét doi noi ma nganh néng nghiép
van con dong vai trd chinh vé kinh té [2]. Trén thé gisi, c6 khoang 5,4 triéu
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ngudi bi rin cin xay ra mdi nam, dan d&én 1,8 dén 2,7 triéu truong hop ngod
doc do ran cin, cd tir 81.410 dén 137.880 ca tir vong, sb ca bi cit cut chi va
cac thuong tat vinh vién khac cao khoang ba 1an sé luong ca tr vong. O chau
A, ¢6 t6i 2 tridu nguoi bi ran can mdi nam, trong khi & chau Phi uéc tinh c6
khoang 435.000 dén 580.000 ca rin cin hang nim can duoc diéu tri. Noc doc
cua ran anh hudng tram trong dén phu nit, tré em va ndng dan ving néng thon
nghéo & cac nudc c6 thu nhap thap va trung binh. Ganh ning cao nhat xay ra
& cac qubc gia o hé thdng y té yéu kém va ngudn lyc y té han ché [2][3].

Loai rin Kraits (chi Bungarus) thuoc ho rin Hb chi duoc tim thiy &
Chéu A. Loai ran nay duoc con nguoi dac biét quan tam. N6 gay chét nguoi,
nguy co chét ngudi gap khoang 15 lan so véi ran Ho mang thong thuong.
Hién nay nguoi ta phét hién dugc 15 loai ran thudc chi nay trong dé c6 céc
lodi nhu rin Cap nong (Bungarus fasciatus), ran Cap nia Nam (Bungarus
candidus), rin Cap nia Bic (Bungarus multicinctus), Cap nia An Do
(Bungarus caeruleus) la nhitng loai c¢6 chat doc than kinh cuc manh gay suy
ho hép [4].

Ran can 1a mot tai hoa dbi vai hau hét ngudi nghéo ¢ ndng thdn cua
mot sé qudc gia kém phat trién. Trén thé gioi, trong cac lodi rin duogc biét dén
c6 khoang 15% duoc coi 1a nguy hiém dbi voi con nguoi. Rin doc phan b
hau hét cac khu vuc trén thé giéi (trir Nam Cuc). C6 325 loai thudc ho ran Ho
va 224 loai thudc ho ran Luc. Sé lidu théng ké caa To chicc Y té thé gidi
(WHO) cho thay, sé nguoi chét do ran doc can hang nim ¢ cac nudc chau A
cao hon cac chau Luc khac (khoang 100.000 nguoi) va hon 90% cac truong
hop tir vong xay ra & chau Phi va chau A [5][6]. Ran cin va tir vong do ran
can la mot van dé suc khoe cong dong rat quan trong ¢ cac ving ndng thon
nhiét déi & chau Phi, chau A, chau M¥ Latinh va chau Pai Duong [1]. Theo
wéc tinh, mdi nam trén thé giéi c6 khoang 5 triéu ngudi bi anh hudng bai rin
cin, trong s6 nay c6 khoang 100.000 ngudi chét va khoang gan gap 3 lan sb
nay bi cat cut chi hodc cac khuyét tat khac [7]. Tai Bangladesh, ugc tinh c6
589.919 ngudi bi ran can va 6.041 ngudi chét vao nam 2009. Tai Sri Lanka,
tir nam 2012 - 2013, c6 khoang 80.000 ngudi bi ran can, trong s6 d6 co
30.000 ngudi bi cin bai rin doc va 400 ngudi chét mdi nam [6]. O Thai Lan
trong mét cudc khao sat quéc gia vé nhitng con rin duoc dwa dén bénh vién
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boi nhitng ngudi bi ching cén thi 70% sé ran 1a 10ai ¢ noc doc, thuong 1a ran
Luc M4 Lai (Calloselasma rhodostoma) 38%, ran Luc tre (Trimeresurus
albolabris) 27%, ran H6 mang chua (Daboiarusselii siamensis) 14%, rin Ho
mang phun noc Pong duong (Naja siamensis) 10% va ran H6 mang (N
kaouthia) 7% [8]. O Pai Loan ty 1& bi ran Cap nia Bic (Bungarus
multicinctus) chi chiém 7,5% (khoang 0 — 17,1%) téng s6 nan nhan bi ran
cin. Tuy nhién, vét can cua rin Cap nia Bic kha ning gay chét ngudi rt cao
theo trurong hop duoc bao cao la 7 — 50%, vai truong hop tir vong xay ra tu 6
— 30 gio sau khi bi cin néu khong c6 liéu phap khang noc doc nao dugc cung
cap [9].

Ran Cap nia Bac la loai séng trén can va phan bo cha yéu ¢ DPai Loan,
mién Nam Trung Qudc (gom Hong Kong, Hai Nam), Myanma, Lao, mién
Béc Viét Nam, Thai Lan; 1a mot trong sau 10ai rin doc nhat trén thé gigi thudc
ho ran H6 va dugc md ta lan dau nam 1843 boi Reinhardt [10][11]. Ran c6
dau 16n va ngan, khéng c6 nhiéu phan biét véi phan co, mat tron, nho, dudi
ngan, mut dudi tron, gitra song lung c6 mot go doc chay tir ¢6 dén dudi, vay
séng lung c¢6 6 canh Ion hon vay phia bén [12]. Than c6 nhiig khoang den
tring xen k& nhau, ¢ kich thudc 16n, nhitng con truéng thanh dai trung binh
tir 1 mét dén 1,5 mét. Loai nay thuong duoc tim thay ¢ cac khu vuc thap, dic
biét 12 viing cay bui, riing cay gd, cac canh dong canh tac va ring ngap man,
ngoai ra chung cling dugc tim thdy ¢ do cao dén 1.300 mét. Ban ngay ching
an nap trong hang, dudi déng cay gé hoic cudn tron trong la cay khé. Chiing
hoat dong va sian mdi vao ban dém. Binh thuong chiing khdng tin céng con
ngudi, chi tin cong khi c6 mdi de doa, vét can rat nguy hiém dén tinh mang
[10].

David Warrell nam 1983 khi théng béo két qua nghién ctu vé cac tai
nan do ran Cap nia Nam (Bungarus candidus) gay ra tai mién déng Théi Lan
va tay bic Malaysia. T4c gia d4 trich dan nghién ctu caa Kuo T.p. va cong su
trén tap chi The Snake (1972) vé 925 truong hop bi ran Cap nia Bic can tai
Pai Loan véi ty 18 tir vong t6i 23%. Pay la nhiing canh bao dau tién vé su
nguy hiém do ran Cap nia gay ra [13].



Hinh 1.1. Ran Cap nia Bac (Bungarus multicinctus) [14]

Tong quan trén cho thay phdn nao vé si da dang, khu vic phan b céac
lodi rdn doc va mirc dg nghiém trong dnh hwong d@én tinh mang khi bi céc
lodi ran déc can trén thé gidi.

1.2. TONG QUAN VE RAN VA TINH HINH RAN CAN O VIET NAM

Tong quan Vé ran ¢ Viéet Nam: Viét Nam la nude nhiét d6i, voi % dién
tich ring nGi va dat néng nghiép, bo bién dai hon 3000 km, nang am, mua
nhiéu kém theo lrong thic an phong phl 1a méi truong rat thuan loi cho cac
loai ran sinh sdng va phat trién. Nghién cau sinh thai hoc céc lodi rin cua Viét
Nam di duoc nhiéu tac gia tién hanh va da duoc tong két lai mot cach hé
thdng. Trong dé ghi nhan cé trén 230 loai ran sinh song voi 55 loai ran doc
gom 35 loai (15 gidng) thudc ho ran Ho (Elapidae) va 20 loai (8 gidng) thuoc
ho ran Lyc (Viperidae) [15][16][17].

- Ho ran Ho (Elapidae): gdom bén phan ho, phan ho ran Cap nia
(Bungarinae Fitzinger, 1803); phan ho Réan ho (Elapinae Boie, 1827); phan
ho ran Bién (Hydrophiinae Boie, 1827) va phan ho rin Bién soc dudi
(Laticaudinae Cope, 1879). Mot s6 l0ai ran phd bién thuong gip nhu ran H6
mang mot mat kinh (Naja kaouthia); rin H6 méo (N.siamensis); ran H6 mang
banh (N.atra); rin Ho6 chia (Ophiophagus hannah); ran Cap nia Nam
(Bungarus candidus); ran Cap nia Bac (Bungarus multicinctus); ran Cap nong
(Bungarus faciatus).
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- Ho ran Luc (Viperidae): Gom hai phan ho rin Luc dau bac
(Azemiopinae Liem, Marx & Rabb. 1971), phan ho rin Luc (Crotalinae
Oppel, 1811). Mot sb loai ran luc thudng gap rin Luc tre (Trimeresurus
albolabris); ran Luc xanh (Trimeresurus stejnegeri); ran Luc ndi (Ovophis
monticola); rian Luc cudm (Protobothrops mucrosquamatus); ran Luc stng
(P.cornutus); rin Choam quap (Calloselasma rhodostoma).

- Ho rin Nuéc (Colubridae): Mot phan nho cac loai ran trong ho nay la
ran doc, ¢o ca tuyén nudc bot doc 13n noc doc that su trong tuyén noc doc.
Vi loai ¢ tuyén noc doc, noc dugc dan qua mdéc doc moc & phan sau va
huéng vé phia sau cia miéng. Vi tri moc doc nhu vay lam cho ran can kém
hiéu qua hon véi con nguoi khi so véi vi tri moc doc phia trudc cua hau hét
cac loai ran doc khac. Tuy nhién mét sé it giéng, loai trong ho nay rat doc va
d4 tung gay tar vong voi nguoi bi can bai rin Sai co6 do (Rhabdophis
submirniata).

Bén canh d6, su phan b theo ving dia ly cta céac loai ran doc ciing
khac nhau: 12 loai chi ghi nhan & mién Bac, 19 loai chi ghi nhan & mién Nam
va 22 loai ghi nhan & ca hai mién dat nude. CO 5 loai hién duogc coi 1a dac hitu
cua Viét Nam gom: ran Cap nia Slowinski (Bungarus slowinskii), ran Bén
xanh lo (Hydrophis parviceps), ran Luc hon son (Trimeresurus honsonensis),
ran Luc trang khanh (Protobothrops trungkhanhensis) va ran Luc trudng son
(Trimeresurus truongsonensis) [15][16][17].

O Viét Nam, ran Cap nia Bac phan bo chu yéu tir Bac mién Trung tro
ra gom Thira Thién Hué, Quang Tri, Quang Binh, Ha Tinh, Nghé An, Vinh
Phic, Cao Bing, Bic Kan, Lang Son, Hoa Binh, Ha Nai ...[18].

Tinh hinh ran déc can ¢ Viét Nam: O Viét Nam phan 16n cu dan sinh
sbéng, lam viéc trong moi trudng néng nghiép, rang ndi, hai dao... nguy co bi
ran doc cin rat cao. V& mit dich t& hoc, chua co khao sat ¢ cip do qudc gia
nao dugc thuc hién dé udc tinh ty 18 bénh nhan bi rin can thyc té. Cac chuyén
gia ugc tinh mdi nam nudce ta ¢ khoang 30.000 truong hop bi ran can vai ty
& tir vong do ran doc can 1a 80 nguoi/l triéu dan. So lidu tir cac bénh vién da
khoa khu vuc cho thay sé trudong hop ran cin diéu tri tai cac bénh vién nay Ia
cac con sb dang ké. Tai Bénh vién Bach Mai, tir naim 1994-1997, ¢ 79 bénh
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nhan nhap khoa San soc ting cudng A9, trong d6 hau hét 1a rin H6 va ran
Cap nia. Nam 2001, c6 155 truong hop va nam 2002, c6 129 truong hop bi
ran can nhap vién. Tir ndm 1990-1998, Khoa Hbi strc, Bénh vién 103 diéu tri
cho 22 trudng hop ran can nhiém doc than kinh, suy hé hap. Tir nim 1992-
1997, Trung tdm nudi trong nghién ciu va ché bién duoc liéu Quan khu 9
(Trai ran Bong Tam) ghi nhan diéu tri cho 3147 bénh nhan, trong d6 57%
(1636 bénh nhan) do ran Luc cin va 8% (152 bénh nhan) do ran Ho, ran Cap
nong va ran Cap nia can. Tir nam 1993 - 1998, Bénh vién Quan Y 175, ¢6 137
nan nhan rin doc cin trong tong sé 180 bénh nhan ran can, trong d6, 102 bénh
nhan do ran Luc can va 8 bénh nhan do ran H6 can. Tai Bénh vién Cho Ray,
hang nam c6 tir 600 dén 1000 bénh nhan ran can nhap vién. Tuy nhién, nhiing
s6 liéu trén day ciing chi phan anh phan noi cua tang bang [18].

O Viét Nam, ti Ié ran can thay doi theo ting ving mién khéac nhau trén
ca nudc. Hau hét cac truong hop ran doc can diéu tri tai Trai rdn Dong Tam 14
do ran Luc va ran Ho dat; trong khi tai Bénh vién Cho Ray, ti Ié ran doc thay
d6i: Luc tre 43,3%, H6 dat 27,5%, Choam quap 19,4%, H6 méo 6,3%, Ho
chta 1,2%, Cap nia Nam 2,1% va ran Bién 0,2% [19]. Nham giam thiéu ty l¢
tar vong do ran doc can, Bo y té di quan tdm chi dao viéc nghién ctu, tng
dung san xuat huyét thanh khang noc rin. Bén nay, di c6 mot sd nghién ctu
rat thanh cong, gop phan ctu séng hang ngan bénh nhan. Tuy vay, sau nhiéu
nam nd lyc, dén nay ching ta van dang thiéu tram trong nhiéu loai huyét
thanh khang noc ran, hau nhu ta chi ¢ duy nhat hai loai huyét thanh khang
noc ran cho ran Ho dat va ran Luc tre.

Theo sé liéu tai Trung tdm Chdng doc bénh vién Bach Mai, tir 2000 -
2006 c6 141 bénh nhan ran Cap nia Bac can nhap vién. Theo s6 liéu méi nhat
nam 2015, trung tdm Chdng doc bénh vién Bach Mai tiép nhan 528 ca ran can
trong d6 ran Cap nia Bic can & 60 bénh nhan chiém 11,36%.

Theo théng ké ghi nhan caa bénh vién Cho Ry nam 1993 - 1998, ¢6
430 treong hop tir vong do ran cin & ring cao su, gy tir vong cao va thuong
gap ¢ vlng trong nhiéu cay cao su va cay diéu thuoc cac tinh viing Pong Nam
Bo, Nam Trung Bo, Ty Nguyén, nli Cam (An Giang) va khu vuc nui da voi
Nam bo nhu Kién Luong, Ha Tién thudc tinh Kién Giang [19].
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Vaja kaouthia
Riin hé dir

Calloselasma rivodasioma
27,5% Ran chodam quap

T 19.4%

—

Naja siamensis
6,3% Ranhi méo

43.3% Bungarus candidus
1A r N
Cryptelytrops albolabris |'. 2.1% Ran cgp nia
Rién lyc |'._ 1,2% Ophiophagus hannal

[ Rin hd chita

= 0,2% Sea snakes— Rin bién

Hinh 1.2. Phan b6 bénh nhan bj cac loai ran ddc cin tai Bénh vién Cho Riy tir
nam 1990 — 1998 [19].

Téng quan trén cho thay phan ndo vé si da dang, phan bé cac 10ai ran
déc ndi chung, ran Cap nia Bdc noi riéng va mizc dé nghiém trong anh huréng
aeén tinh mang khi bj cac 10di ran déc can ¢ Viét Nam.

1.3. THANH PHAN BOC TINH CUA NOC POC CAP NIA BAC

Noc doc ran Cap nia Bac 1a hdn hop cua cac enzym va protein khdng
phai enzym, ham lugng noc doc tiét ra sau mot nhat cian cua ran trudong thanh
trung binh khoang 4,6 mg - 18,4 mg [10][12]. Trong thanh phan noc ran Cap
nia Bic chu yéu gom 4 loai doc t6 sau: Three-finger toxins (3FTs),
Phospholipase A2 (PLA2), chat tic ché protease loai kunitz (Kunitz) va Lectin
dang C [4][20], nhém doc t6 nay chiém gan 97,1% ham lugng noc, phan con
lai chiém 2,9% 1a nhom doc té L - Amino oxidase (LAO), yéu té tang truong
than kinh (Nerve growth factor, NGF), protein bai tiét gidu cysteine
(Cysteine-rich secretory protein, CRISP) va vespryn. Tuy nhién, Natriuretic
peptide (NP), chat hoat héa Prothrombin (Pa) va Acetylcholinesterase
[20][21]. Ba nhom doc t6 Three-finger toxins (3FTs), Phospholipase A2
(PLA?2), chat tc ché protease loai kunitz (Kunitz) c6 cha yéu trong noc doc
cua loai ran Cap nia Bac thuoc nhom doc té than kinh Ia nguyén nhan chinh
gay ra cac triéu chiing 1am sang do noc doc gay ra va dan dén tr vong. Cac
noc doc khac nhau vé hoat tinh caa enzym, c6 thé 1a két qua cua su bién doi
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gitta cac thanh phan noc doc lién quan véi nhau va doc luc thap, it co tac dung
Véi co thé sbng [4][20].

3FTx, 64.7%

C-type

NP, 1.3%—
CRISP.O.7%/7 ‘NGF,OJ% ,
Vespryn, 0.4% ‘Acetyicholinesterase, 0.1% Orphan group XVII, 6.1%
Pa, 0.1%

,0.1% Orphan XIX. 0.4%
LhEL A Other 3F Txs, 0.7%

B. multicinctus
Hinh 1.3. Ty 1& % cac thanh phan noc rian Cap nia Béc [20]

Tuy nhién, sy phic tap cia thanh phan noc doc rin Cap nia Bic chi
dugc cong bd gan day véi su ra doi cua cdng nghé phan tich protein
(Proteomics). Cac phuong phap phan tich khac nhau da duoc ap dung va cac
phat hién vé protein cia noc ran Cap nia Bic ndi chung 1a khac nhau gitra cac
nghién ctru, dic biét 1a vé su phong pha vé cac loai protein trong cac mau noc
doc ¢ ngudn gbc khac nhau. Do d6, viéc so sanh va giai thich thém vé su
bién d6i noi tai cu thé cua noc doc ran Cap nia Bac 1a mot thach thac. CO rat
nhiéu nguyén nhan gay ra su bién ddi noc doc trong timg loai, trong d6 yéu tb
dia ly d4 va dang dugc nghién ciu gan day.

Do da dang cua protein noc doc ran cap nia Bac cua Viét Nam duogc
xac dinh gém cac thanh phan sau: doc t6 3FTx (doc té ba ngon tay); AChase
va acetylcholinesterase; p-bungarotoxin; CDF (yéu té suy giam bd thé);
CRISP (protein bai tiét gidu cysteine); Kunitz (chat Gc ché protease serine loai
Kunitz); LAAO (L-axit amin oxydaza); PLA2 (Phospholipase A2), PLB
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(phospholipase B): SP (serine protease); SVMP (metallicoproteinase noc ran);
NGF (yéu t6 tang truong than kinh noc doc); VGF (yéu to tang truong ndi mo
mach mau); NP (natriuretic peptide) ; BP (protein mau); TBP (protein tham
gia sinh tong hop doc td) (Hinh 1.4). Trong d6 3 thanh phan chinh chiém ty I¢
cao trong téng s protein cua noc doc la p-Bungarotoxin (40,75%), 3Ftxs
(27,5%), va PLA2 (15,34%) [22]

BP
svw‘;”zv" VGF B L
19% o.08%
0.7 M1,  L61%7 e
PL8 goex. \ |/ ~ ~— _—
0.33% il “ES

NP
0.09%.
\

\
NGE |
032%. |
\

Lectin '~'
0.41%._\
211%
Kunitz/
2.26%

Hyaluronidase
0.29%

|
AChase
110%

crise””
2.47%

0.08%

Hinh 1.4. Ty 1& % céc thanh phan noc ran Cap nia Bac & Viét Nam [22]

Cac protein noc doc ran Cap nia Bic séng ¢ Trung Quéc duoc phan bd
thanh 5 nhém: doc té ba ngdn tay (3FTx) chiém ty & 76,72%; doc td
phospholipase A2 (PLA2) chiém ty 18 16,42%; SVMPs (metallicoproteinase
noc ran) 4,01%; Kunitz (chat wc ché protease serine loai KSPI) 2,7% va
CRISP (protein bai tiét gidu cysteine) 0,16%. Trong khi d6 protein noc doc
ran Cap nia Bic séng ¢ Pai Loan dugc phan thanh 7 nhom: doc té ba ngén
tay (3FTx) chiém ty 18 59,74%:; doc td phospholipase A2 (PLA2) chiém ty 18
35,21%; SVMPs (metallicoproteinase noc ran) 3,72%; AChE
(Acetylcholinesterase) 0,53%; L-amino acid oxidase 0,5%; Kunitz (chat tc
ché protease serine loai KSPI) 0,3% va CRISP (protein bai tiét giau cysteine)
0,16%; NGF (su phat trién than kinh yéu t5) <0,01% (Hinh 1.5) [23].
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a) Bm-China b) Bm-Taiwan
K-BTx S-3FTx NC-3FTx
10.66% S-3FTx K-BTx  4.79% 1n.76%

3.96% 2.03%

NC-3FTx
10.10%

B-BTx (PLA2)

" B-BTx(PLA2) 34.89%
5.75%

Other PLA2

Other PLA2 0.32%

i 0.67% NGE svmPs
CRISP kspi | 401% <0.01% 3.72%
0% o 52:/3 3 ‘;25 o :!st;/l
B 3Frx °
' PLA2

Hinh 1.5. Ty 1& % céc thanh phan noc ran Cap nia Bac (a) Trung Qudc va (b)
bai Loan [23]

- Three-finger toxins (3FTs): la cac peptit khong chira enzym, cac phén
tir doc t6 ndy thé hién sy thich nghi cao ddi vai thu thé Acetylcholine ¢ co bap chiing
dugc dic trung bai sy gap cu thé cua ba vong beta kéo dai tir 16i trung tdm va
duoc ndi véi nhau bang cau noi disulfua [24]. Tuy thudc vao sb lugng va vi
tri cua cac lién két disulfua ma Three-finger toxins (3FTs) dugc phan loai
thanh ba loai & chudi dai, chudi ngan va khong theo quy udc (long - chain,
short-chain and non-conventional). [4][20].

+ Three-finger toxins long-chain (k - 1- bungarotoxin): chtra 66-79 gbc
axit amin ¢4 cau ndi roi vai lién két disulfua thir 5 trong vong lap thir hai va
trong hau hét cac trudng hop, 1a phan mé rong dau Carbon [24][25]. C6 hai
phan nhan nhanh la Alpha-neurotoxin type Il chiém 41,2% va Kappa-
neurotoxin 3,6% ham luong noc doc cua ran Cap nia Bac. La loai doc t6 tac
dong sau synap gay ra liét co [20][26].

+ Three-finger toxins short-chain: cac protein chira 57 - 66 gbc axit
amin vai bén lién két disulfua va thuong chi ¢ hai gbc du trude cysteine dau
tién va goc du sau cysteine cudi clng [24][25]. Nhanh chudi ngan dugc chia
thanh nhiéu phan nhanh gom Orphan group gém Orphan group 111 (3,2%),
Orphan group VII (1,7%), Orphan group 1X (3,2%) va 3FTs khac chiém
0,7%, phan anh hoat dong hoac su tap hop lai theo phan bé dia Iy va moi
trudng song caa loai nay [20][21].
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+ Three-finger toxins non-conventional: 1a cac protein chira 62 - 77 gbc
axit amin, n6 bao gém 3FT vai lién két disulfide thir 5 trong vong dau tién. La
nhom "chat doc than kinh yéu", dugc chia thanh mot sé phan nhanh Orphan
group IV (3,0%), Orphan group V (1,7%), Orphan group XVII (6,1%),
Orphan group X1X (0,4%) va y-bungarotoxin (< 0,7%).[20][21].

Doc té nhém Three-finger toxins cua ran Cap nia Bac tin cong 1én céac
kénh canxi loai L, kénh natri, thu thé tich phan, phospholipid mang té bao,
Acetylcholinesterase, Nicotinic Acetylcholine hoiac thu thé Muscarinic,
Adrenergic va Dopaminergic, trong d6 ¢6 5 phan nhém doc td tac dong trudc
synap va 2 phan nhom tac doc t tac dong sau Synap gay nén xo hoa co, doc
véi tim, dic tinh chéng dong mau, Gc ché/kich hoat két tap tiéu ciu, xuat
huyét, tan mau, ha huyét ap [27][28].

- Phospholipase A2 (PLA2): 1a nhom doc té 16n thir 2 chiém 15,34%
dén 34,89% ham luwong trong noc ran Cap nia Bac, tly thudc vao su phan bd
va moi truong sdng [20][22][23]. Dua vao co ché tac dong cia doc td ma chia
ra 2 phan nhom 1a: phan nhom doc té loai Kunitz, khi vao co thé cd thé xay ra
trong ba giai doan: doc t6 mot chirc ning (v6i hoat dong Gc ché serine
protease), doc t6 hai chirc ning (v6i ca serine protease va hoat dong tc ché
kénh kali) va doc té chic nang méi (voi hoat dong tc ché kénh kali). Cac chat
chen kénh kali gdy doc than kinh manh va cu thé véi md tip kiéu Kunitz dic
biét phat trién tot ¢ ran Cap nia Bac gom 2 loai doc to la p-bungarotoxin va y-
bungarotoxin. Va phan nhoém doc t6 loai phospholipase A2 gom LPA2 la cac
enzym nho va a-bungarotoxin. Dya trén cac nghién ciu vé noc doc cua loai
ran cap nia Béic, cac thanh phan gay chét nguoi cao nhat la dang
phospholipase A2, trong d6 noéi bac 1a doc té a-bungarotoxin va doc té p-
bungarotoxin [29].

+ Poc t6 a-bungarotoxin: cé trong lwgng phan tir trung binh tir 7.000
— 8.500 dalton, diém ding dién 1a 9,0 - 9,2 va isoleucine hoic methionine ¢
dau N [30][31]. Boc t6 a-bungarotoxin 1a mot chat doc than kinh tac dong sau
synap c6 kha ning ngan chan canh tranh cac thu thé Acetylcholine [32].
Trong noc doc lodi ran Cap nia Bic thi a-bungarotoxin chiém 14,2% tong
ham lugng noc doc [20].
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+ Pdc td B-bungarotoxin: Co trong luong phan tir khoang 20 — 22.000
dalton, diém ding dién 8,80 — 9,70, céu tric gom 2 chudi gdm chudi nhe
6.000 — 7.000 dalton va chudi nang 11.000 — 15.000 dalton duoc 6n dinh cong
hoa tri bai cac cau ni disulfua gitra cac chudi, déu c6 mot Tryptophan va axit
aspartic dau N hozic Asparagin [33][34]. Boc té B-bungarotoxin 1a chat doc
than kinh truéc synap, tac dung trudc va can thiép diac biét vao viéc giai
phong Acetylcholine tir té bao than kinh van dong va hoat dong cua ching la
can thiét cho su phong téa khong thé dao nguoc truyén dan than kinh co.
Trong té bao than kinh, ching cé thé 1am giam chu ky cua tui tiép hop bang
cach thiry phan phospholipid va bang céach lién két véi cac muc tiéu protein cu
thé nhu calmodulin va protein 14-3-3 trong té bao [20][21]. p-bungarotoxin la
thanh phan doc nhat trong noc ran Cap nia Bac vai gia tri LDso 14 0,004 pg/g
(i.p), 0,015pg /g (i.m) va 0,007ug/g (i.v.) [4]. Trong noc doc lodi rin Cap nia
Bac thi f — bungarotoxin chiém 10,8% ham luong noc doc [20].

+ Poc t6 LPA2 Ia cac enzym nho co trong luong phan ta trung binh
khoang 14 kDa, chiém ty I& 3,2% thanh phan cta noc doc noc ran Cap nia
Bac [20].

+ Poc td y- bungarotoxin: 1a mot loai doc té than kinh méi caa loai rin
Cap nia Bac chiém ty 1& nho 0,1% [20]. Cau trtc chinh cua n6 ¢ chtra them mot
lién két disulfua véi viing dau cudi N va trinh tu Arg — Gly - Asp (RGD) 5°, 1a chat doc
than Kinh truéc synap, tac dung truéc va can thiép dic biét vao viéc giai
phong acetylcholine tir té bao than kinh van dong [35].

- Lectin dang C (hoat tinh cua lectin phu thudc vao su c6 mat caa cation
Ca?*): chtra cic phan nhom da dang khac nhau, bao gom lectin thuc su,
protein dong tu, chat chi van két tap tiéu cau va chat d6i khang két tap tiéu
cau. Céc lectin thuc sy gy ra su két tu cua hong cau theo cach phu thudc vao
lidu luong, thudng bao gdm hai tiéu don vi gidng hét nhau dugc lién két cong
hoa tri, mdi tiéu phan bao géom 135 - 141 axit amin [35]. Trong thanh phan
noc doc cua loai ran cap nia Bac doc té Lectin dang C chiém 3,5% ham lugng
doc t6 [20].

- Natriuretic peptide (NP): Ia mot pro-peptit CNP duoc tao thanh boi
mot peptide tin hiéu, mot trinh lién két, mot phan mé rong dau N linh hoat, c6
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cau tric vong duoc bao ton, vai vong I8i 17 axit amin, véi phan mé rong caa
mot vai axit amin trong hai phan cudi. Natriuretic peptide 1am ting thai natri
qua than dan téi ha natri trong méau ha huyét ap. Trong noc doc ran Cap nia
Béc, Natriuretic peptide chiém 1,3% [20].

- L-amino acid oxidase: chiém ty & nho 0,1% trong luong noc. Enzyme
nay la mot glycoprotein co6 tinh axit (Pl 4,4) véi trong luong phan tu la
132.000 dalton va bao gdm hai tiéu don vi c6 trong lugng phan tir biang nhau.
Cac nghién ctru so bd ciing chi ra rang enzym c6 trong noc ran Cap nia Béc
khong du gay chét nguoi ciing nhu cac biéu hién vé triéu chung 1am sang
[36].

- Acetylcholinesterase: Cetylcholinesterase tir noc doc ran Cap nia Bic la
mot glycoprotein, trong luong phén tir 140.000 + 5.000 dalton. Gom 2 chudi
c6 kich thuéc bang nhau (70.000 + 2.000 dalton), phan tich axit amin dau N
cho glycine va serine. Gia tri pi cua isozyme 1a 5,98 + 0,05 [37] chiém ty I¢
0,1% thanh phan cta noc doc [20].

Noc doc ran Cap nia Bac chira mot s6 doc t6 than kinh a-neurotoxin va
enzyme, bao gom ca thu thé Acetylcholine nicotinic & co hodc té bao than
kinh (AChR) va céc chat ddi khang véi thu thé muscarinic. a-Bungarotoxin
hoat tinh PLA2 hoat dong sau synap (tic dong 1én mang sau diém tiép hop
than kinh noi tiép xdc gitra cac neuron than kinh qua khe synap), ngan chan
canh tranh cac thu thé Acetylcholine trong diém ndi than kinh co, lién két véi
AChR nicotinic trong co cua dong vat cé va vai ai luc cao, khoa cac kénh
Na*, K* va CI, gay ra mot khéi than kinh co giéng curare nhanh chong, l1am
co ddng tir, co that phé quan, dau bung, tiéu chay, va hau qua liét gidng
nhugc co. Trong khi B-bungarotoxin véi hoat tinh PLA2 hoat dong trudc
synap trong diém ndi than kinh co (tdc dong 1én mang trugc diém tiép hop
than kinh noi tiép xdc giita cac neuron than kinh qua khe synap), gay ton
thuong két thic day than kinh va tiép tuc wc ché dan truyén xung dong, khoa
kénh Ca*™, can thiép dac biét vao viéc giai phong Acetylcholine tir té bao than
kinh van dong va hoat dong caa ching la can thiét cho su phong téa khong
thé dao nguoc truyén dan than kinh co [30][38], x-Bungarotoxin (o-
neurotoxin) ngan chan AChR nicotinic sau synap trong hach tu tri, trong khi
y-bungarotoxin méi, cé tac dung 1am sang it dic trung hon, tc ché cac AChR
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muscarinic, nicotinic va két tap tiéu cau [35]. Phan tram trong lwong cua a-
neurotoxin, a-bungarotoxin, B-bungarotoxin va y-bungarotoxin trong noc déc
ran Cap nia Bac lan luot 1a 13 - 61%, y-bungarotoxin c6 0,1% [3], 22,0 -
26,4% (tong cua a, p1-5) [39]. Liéu gay chét trung binh (LDso) cua doc td o-
neurrotoxin va a,B- bungarotoxin & chuét lan luot 1a 0,3mg/kg va 0,089mg/kg
khi tiém dudi da (s.c), liéu gay chét trung binh cua doc té y-bungarotoxin &
chuét 1a 0,15 mg/kg tiém tinh mach (i.v.) [40]. Pay la nhitng wdc tinh so bo Vi
noc doc cua ting con ran co6 thé khdng bao gom tat ca cac dong dang doc to.
Céac enzym hoac peptid khac c6 y nghia 1am sang khong dugc danh gia cao
cling ¢ trong noc doc [41]. Ran Cap nia Bac 14 loai ran doc tha 5 trén thé
gidi [42]. Noc doc thd cuaa ran Cap nia Bac co doc tinh rat cao véi gia
tri LDso dat 0,09 mg/kg — 0,108 mg/kg tiém dudi da (s.c), 0,113 mg/kg tiém
tinh mach (i.v) va 0,08 mg/kg tiém phic mac (i.p) & chudt nhat [10][43].

Phan téng quan trén cho thdy noc déc cua ran Cap nia Bdc chira dong
thoi 2 nhém déc té than kinh rdat mgnh gém nhém tac dong truéc synap (8-
bungarotoxin, p-bungarotoxin) va sau synap (a-bungarotoxin, a-
neurotoxin type Il, x-neurotoxin) gay ra liét co, xo hoa co, doc voi tim, dac
tinh chdng déng mau, irc chélkich hoat két tdp tiéu cau, xuat huyét, tan mau,
ha huyét ap gay ty 1é tir vong rat cao.

1.4. DPAC TINH MIEN DICH CUA PROTEIN NOC RAN CAP NIA BAC

Cac dic tinh sinh mién dich cua cac protein khong chira enzyme va céc
enzyme cua noc ran Cap nia Bac da duoc nghién ciu bang cach su dung ky
thuat 1ay mau mién dich. Két qua chi ra rang nhém enzyme gdm cac doc td
than kinh tdc dong sau synap (a-bungarotoxin, PLA2) tao thanh mét 1op
khang nguyén c6 hoat tinh sinh mién dich yéu véi trong luong phan tir tur
7.000 -8.500 dalton [11].

Nhém enzyme gdm cac doc té than kinh tac dong trudc synap (B-
bungarotoxin, y- bungarotoxin) vai trong luong phan ti 20.000 - 22.000 dalton
tao thanh nhom khang nguyén thu hai, co tinh sinh mién dich manh trén dong
vat thir nghiém [11].

Nhém khang nguyén noc doc la protein khéng chia enzyme (Three-
finger toxins (3FTs)) gém nhiéu loai doc to (a-neurotoxin type Il, x -
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neurotoxin, ...) ¢ trong lugng phan tir thip, chira 57-79 gdc amino acid ¢6
tinh sinh mién dich yéu hon nhém khang nguyén thu hai [11].

1.5. PONG HQC CUA HUYET THANH KHANG NQC RAN CAP NIA
BAC

DA4u hiéu nhan biét cua nhidm doc noc ran Cap nia Béc 1a liét than kinh
co hd hap tién trién, doi hoi phai thong khi nhan tao kéo dai, it sung va dau
cuc bo tai chd cin. Nhitng bénh nhan bj ran Cap nia Béc can s& d& bi suy hd
hip mic dU duoc st dung véi sé lugng khuyén cdo cua Huyét thanh khéang
noc ran Cap nia Bac sém (tac 1a trong vong 4 gio sau khi bi can). Ngudi ta da
phat hién ra rang biéu hién 1am sang nay cua ngudi bi nhiém doc noc ran Cap
nia Bac (tuc 1a doc to than kinh khang noc ran) cha yéu la do su c6 dinh
nhanh chéng va sy thodi hoa hoai tir khdng thé phuc hoi cua cac dau day than
kinh bai PLA2, B-bungarotoxins. Gop phan vao tac dung nay, cac doc té than
kinh sau synap tir noc doc cuaa ran Cap nia Béc la cac doc té than kinh chudi
dai o twong ddi khong thé dao nguoc [11][24].

1.6. TAC PONG LAM SANG CUA NGO BOC NOC RAN CAP NIA BAC

- Tac dong 1am sang cua ngdo doc noc ran Cap nia Bac di duoc nghién
ctru rong rai va chi tiét. Thuong khong c6 dau hiéu gi khi méi bi cén, doi khi
chi nhin thdy 2 vét méc nhé nhu dau kim hodc khdng thiy méc doc vi méc
doc cua ran Cap nia rat nho. Tai chd vét can khong phu né, khéng hoai tir.
Thoi gian u bénh thuong trong vong mot vai gio sau khi bi can, bat dau tir
biéu hién su bi liét cac co, theo thir ty tir cac co ving dau mat ¢d, dén co lién
suon, co hoanh va cudi cing 1 cac chi [44].

- Sup mi 1a mét trong céc dau hiéu dau tién, bénh nhan biéu hién gidng
nhu budn ngu, sau do tir tir & tién dén sup mi hoan toan, khéng mé duoc mit.
Péng tir gidn t6i da, khong co va mat phan xa anh sang, ton tai lau suét qua
trinh sau d6. Dong thoi liét van nhdn, cic co bi liét, nhdn cau han ché van
dong hoic bat dong. Pay 1a mot trong dau hiéu dic trung chi gap ¢ ran Cap
nia Bac can [44].

- Triéu chimg dau hong, n6i kho, do miéng va khé nuét dan téi « dong
dom rdi ciing 1a mot trong nhitng dau hiéu cua liét hau hong, thudng xuat hién
cha yéu & nhimg ngudi bénh bi rin Cap nia Bic can. Liét co lién suon, co
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hoanh, gay suy hd hap. Suy hd hip 1a nguyén nhan chinh dan dén tir vong va
thuong ton nang I&n do rin Cap nia Bic cin. Liét chi, cac chi liét ddi xtng hai
bén, ngon chi 14 noi liét cudi cling va trong nhiéu treong hop cd thé con van
dong nhe [44].

1.7. PIEU TRI RAN CAN

Hau hét cc nan nhan bi ran cin déu dugc diéu tri bang phuong phap
truyén thong. Nhiéu nguoi bi ran cin van sdng sét nhung lai bi tan phé vinh
vién. Nhiéu ving thao nguyén Chéau Phi, Nam Phi, An D9, Pong Nam A,
Trung Qudc, New Guinea va Trung, Nam My bi anh hudéng Ion nhat vé tinh
trang bi ran doc can. Ty Ié tir vong do ran can da duoc bao cao 13 dao dong tur
50.000 mdi nim [45] dén 100.000 mdi nam [46]. Tuy nhién, nhiing con sb
cha yéu dua trén bénh vién nay cd thé bi danh gia thap, vi phan 16n nan nhan
bi ran can tim cach diéu tri truyén théng va co thé chét tai nha ma khong duoc
ghi nhan. Mot vai nd luc dé thuc hién cac nghién cau dya trén dan sé duge
thiét ké pht hop da cho thay ty 1¢ tar vong cao bat ngo, tir 2 dén 16 trén
100.000 nguoi mdi nam & Nigeria, Kenya, Senegal va Tay Bengal [5]. Khong
gidng nhu hau hét cac bénh nhiét d6i co dién khac, tinh hinh rin cin dang gia
tang, do con ngudi thuc hién nhimg thay doi vé méi truong, 1am thay doi cac
tap tinh sinh séng va dia hinh cu tri cua cac loai ran doc [46].

Huyét thanh khang noc ran dugc coi 1a chat diéu tri hop Iy va hiéu qua
duy nhat khi bi ran can, duoc san xuat lan dau tién boi Albert Calmette vao
nam 1894. Nhiéu thap ky trdi qua, tir tic dung thuc tién cua huyét thanh
khang noc ran di duwoc WHO khang dinh: “huyét thanh khang noc ran Ia
thudc dic tri ran doc cin duy nhat phé bién khap toan cau, giai quyét mot
trong nhitng van dé Y té con ton tai cua thé gisi” [5][6].

Mét diém noi bat caa huyét thanh khang noc ran c6 thé trung hoa chéo
gitra cac loai ran c6 chung mot sb thanh phan noc doc, Chen va cong su, 1995
d4 cong bd vé hai trudong hop bi ran Cap nia Bac (Bungarus multicinctus) can,
v6i day du triéu chang nhidm doc noc ran Cap nia nhu liét co ho hap, sup
mi,... sau khi dugc diéu tri véi huyét thanh don gia khang noc ran Cap nong
(Bungarus fasciatus) va thd may hd trg, da hdi phuc sau tam ngay [47]. Thoi
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diém nay chua c6 nudc nao san xuit dugc huyét thanh khang noc cua hai loai
ran Cap nia Bic va ran Cap nia Nam (Bungarus candidus).

Nhze vdy, huyét thanh khang noc rdn 1a mét gidgi phap diéu tri dac hiéu
hop Iy nhdt da diwoc khang dinh d@é cdp cizu ngn nhan bj rdn déc can, thoat
khoi s de doa tur vong.

1.8. HUYET THANH KHANG NOC RAN

Nam 1895, thudt ngir “antivenin” tiéng Phap bat dau duoc st dung,
nghia 1a huyét thanh khang noc ran, tir @6 dén nay da phé bién khip toan cau.
T nam 2003, thuat ngir “antivenin” d3 duoc WHO chuyén sang tiéng Anh
“antivenom”, do Vay ca hai thuat ngir nay déu dugc cong nhan sir dung trong
Y vin cua Thé gigi véi y nghia giong nhau [1].

Huyét thanh khang noc ran (antivenom) la sinh pham chaa cac y-
globulin mién dich khang noc ran trung hoa dic hiéu noc ran twong tng, thu
duoc tir dong vat hoic tir ngudi da dugc mién dich, dugc tinh ché dé luong
globulin dat muc can thiét theo quy dinh va dé loai bo cac protein khdng can
thiét [1]. Cho dén nay, sir dung huyét thanh khang noc doc c6 nguon goc tir
dong vat 1a lidu phap diéu tri duy nhat da duoc chang thuc vé mat khoa hoc
dé diéu tri ran can [48][48]. C6 mot sd loai globulin midn dich, dugc goi l1a
IgG, IgM, gD, lgA va IgE, trong d6 1gG c6 nhiéu nhat trong tuan hoan mau.
IgG tuong ung vai phan tng mién dich trudng thanh va do d6 bao gdm phan
l6n cac khang thé duoc san xuat thuong mai. Tét ca cac IgG déu co cau trdc
chung giong nhau (Hinh 1.4) [49]

Hinh 1.6. Cau trlic Immunoglobulin G [49]
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Hau hét huyét thanh khang noc doc caa cac loai ran bao gdom toan bo
IgGs (150 kDa), manh khang thé kép F(ab)2 (100 kDa) hoiac manh khéang thé
Fab (50 kDa) dugc diéu ché tir huyét twong ctiia dong vat da ching ngira Vai
noc doc cua mot loai ran twong ung. Nguy@n tic caa quy trinh san xuat huyét
thanh khang noc ran khong cé sy thay doi, su tién bo trong san xuét san pham
huyét thanh khang noc doc chinh 1a viéc tng dung céc k¥ thuat tién tién trong
cac cong doan tinh ché [46][50].

1.9. SAN XUAT HUYET THANH KHANG NOC RAN

Nam 1894, Calmette, Phisalix va Bertrand da bao céo tai hoi nghi khoa
hoc & Paris vé két qua xac dinh dac tinh khang noc ran Ho tir huyét thanh tho
[1]. Nam 1896, Albert Calmette va Le’Pinay da ché tao thanh cong huyét
thanh khang noc ran Ho dat Viét Nam bang cach tiém noc ran cho ngua sau
d6 thu huyét twong ngua va str dung huyét tuong khang noc ran diéu tri ctu
séng nan nhan, lan dau tién trén thé gioi, huyét thanh khang noc ran dugc st
dung hiéu qua trén nguoi [1][51]. Viéc gay mién dich cho dong vat, lay huyét
thanh tri bénh ciru nguoi - kiéu mién dich thu dong (passive immunity), do
Emil Adolf Von Behring va Shibasaburo Kitasato phat minh nam 1890 da
duoc A. Calmette tng dung trong thuc tidn, san xuat thanh cong huyét thanh
khang noc ran [1][52].

Nghién ciru, ché tao thanh cong huyét thanh khang noc ran da mo ra mot
thoi ky méi trong diéu tri tai nan ran doc trén thé gioi. Tir d6, cac nghién ctu
vé huyét thanh khang noc ran ngay cang phat trién, ung dung diéu tri ngay
cang hiéu qua, an toan. Huyét thanh khang noc ran cé thé ngin chin hoic dao
nguoc hau hét céc triéu ching nhidm doc caa 20 loai noc rin va dong vai trd
quan trong trong viéc giam thiéu tir vong va tan phé caa nan nhan trén pham
vi toan thé gidi [53].

Ngua van 1a dong vat chu yéu duoc lwa chon dé san xuit huyét thanh
khang noc ran, bai vi ngua co thé phat trién manh & tat ca cac ving khi hau,
rat dé xur Iy, mang lai khéi luong 16n méau, ngoai ra huyét thanh khang noc ran
tr mau ngua cho thay an toan trong thoi gian thir nghiém va co thé con nguoi
chap nhan duoc khang thé tir ngua. Ngoai ra ctru va ga ciing da duoc nghién
ctru san xuat huyét thanh khang noc ran. Khang thé ciru 1a dic biét hitu ich ¢
nhitng bénh nhan qua man cam véi khang thé ngua [46][50].
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Khang nguyén gay mién dich duoc sir dung trong san xuét huyét thanh
khang noc doc 1a noc doc khong phan doan dang thé bao gom nhiéu loai
protein, chi c6 mot sd trong d6 co ban chét la chat doc, viéc str dung cac thanh
phan noc doc phan doan duoc cho 1 tao ra phan wng mién dich dép tng
khang thé trung hoa tét hon do c6 hién tugng canh tranh khang nguyén. Céc
nghién ctru khac nhau da chi ra rang "su canh tranh khang nguyén™ 1a mot
hién twong hiém va dap tng khang thé tot hon c6 thé dat dugc so véi noc doc
tho [46][50].

Gay mién dich cho dong vat dé san xuat huyét thanh khang noc ran
duoc thuc hién bang céch tiém lap di lip lai cac lidu lugng noc doc khac nhau
tir mot hozc nhiéu lodi ¢6 noc ran, tuan theo mot phac d6 tiém dugc xac dinh
trude. Lugng noc ran duoc tiém phai thip dé ngan ngira ton thuong md hoic
cac biéu hién khac caa noc ran, nhung du cao dé kich hoat hé théng mién dich
tao ra mot luong 16n khang thé chdng noc ran [54][55]. Puong tiém gay mién
dich & ngua, thuong duoc ap dung theo duong tiém dudi da (s.c.) va ham
luong thdng thuong chira tir 0,5 dén 5,0 mg noc doc mdi lan tiém, khoang
cach gitta cac mii tiém va so lugng phu thugc vao nha san xuat [55].
Pratanaphon R. va cong su, 1997 dd st dung liéu tiém 0.5 dén 3mg noc
doc/ngua mdi 1an tiém, thuc hién 6 mii tiém vai tong legng noc doc la
8mg/ngua trong thoi gian 10 tuan dé san xuat khang noc doc loai ran Thai
cobra (Naja kaouthia) [56]. Wahby A.F. va cong sy, 2007 da su dung liéu
tiém 0,5 dén 2,0 mg noc doc/ngua mdi lan tiém, thyc hién 7 mii tiém véi tong
lwong noc doc 1a 11,5mg/ngua trong thoi gian 29 tuan dé san xuét khang noc
doc loai ran Egyptian cobra [57].

Muc tiéu cua cac ké hoach gay mién dich 14 tao ra mot luong khang
thé trung hoa cao trong huyét thanh cia dong vat thi nghiém, cac huyét thanh
khang noc doc cd thé duoc tao ra véi hiéu luc cao va ham luong protein tong
s6 thap, do d6 1am cho san pham hiéu qua hon va an toan hon. Hon nira, voi
hiéu gia khang thé khang noc doc cao, cé thé tao ra dugc nhiéu lo khang noc
doc hon trén mdi thé tich huyét thanh, 1am giam chi phi c¢é dinh trong san
xuat, do d6 1am cho quy trinh tro nén nang suat va hiéu qua hon [58].

Ngoai ra, trong quéa trinh tiém mién dich, noc ddc duoc tron véi cac ta
duoc giup ting cudng phan tng khang thé caa dong vat. Mot sé nghién cau
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d3 danh gia cac phat dd tiém mién dich va chét b tro khac nhau dé san xuét
huyét thanh khang noc doc [56][59], nhung can cd nhiéu nghién ctu hon
trong linh vuc nay. Cac ta dugc thudng dugc st dung trong san xuat chét
khang noc doc 1a mudi khoadng, hop chat cao phan ta hoic nhii twong
[54][55]. T4 dugc Complete Freund (CFA) 1a mot chat bo trg rat manh trong
viéc gay mién dich sinh khang thé nhung c6 thé gy ra céc tac dung phu
nghiém trong nhu 1a 4p xe va u hat, da duoc khuyén khich viéc sir dung né
trén ngua. DBé giam thiéu cac phan tng cuc bo, mot hinh thic da nhil twong
ciia CFA di duoc sur dung tai Brazil, tuy nhién, 4p xe va u hat van ¢ thé dugc
hinh thanh trong khoang 25% ctia ngua. Bén canh d6 ciing c6 mot sb ta chat
khac duoc st dung nhu Bentonite va nhom Phosphate, Emulsigen-D.... Mac
dd nhiéu nghién ctu duoc thyc hién trén cac loai dong vat khac nhau voi
khang nguyén 1a noc doc cua ran duoc phu tro véi cac ta duge déu khong thay
d6i nhiéu dé tao dugc huyét thanh khang noc doc [46][50].

Viéc tinh ché cac globulin mién dich tir cac thanh phan khéc caa huyét
thanh hoic huyét twong cua dong vat bang cach sir dung céc phan tng hoa
hoc don gian di duoc (ng dung tir nhimg nam dau cua thé ky trudc. Hon nita
thé ky trudc, cac kham pha tiép theo vé ciu trdc caa cac khang thé dd ma ra
nhitng canh cira moi d6i vai su phan doan cuaa cac globulin mién dich [1]. C6
nhiéu phuong phéap tinh ché huyét thanh khac nhau: Phuong phap dic hiéu
hay khong dac hiéu, phuong phap vat ly hay héa hoc véi nhiéu quy trinh khac
nhau. Cac phuong phap tinh ché ding trong san xuat dugc &p dung nhiéu trén
thé gidi 1a phuong phap dung pepsin va ammoni sulfat (Pope, 1939), phuong
phap dung con lanh (Cohn, 1973), phuong phap dung ether (Anh), phuong
phap ding ammoni sulfate, phuong phap tinh ché globulin mién dich bang
acid caprylic (Rojas, 1994). Phuong phap Pope duoc tng dung ¢ nhiéu noi
trén thé gidi véi cac quy trinh tinh ché khéc nhau: quy trinh Laverge cua
Phap; quy trinh Kasauli caa An Do (1990); quy trinh Harms-laboratory cua
Anh; quy trinh Michigan sate laboratory of health [18].

Pén nay, cong nghé tinh ché huyét thanh khang noc ran c6 thé thuc
hién theo mot trong ba ki thuat tinh ché tao ra 3 dang san pham la IgG,
F(ab’)2 va Fab. TUy diéu kién va kinh nghiém cua nha san xuit, nhu cau diéu
tri cua ting qudc gia, timg dia phuong va ting loai noc ran; c6 thé san xuét
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huyét thanh khang noc ran & mét trong ba dang san pham néu trén, sau do tinh
ché loai bo cac thanh phan khac, chi dé lai phan dac hiéu tc dung voi 27 doc
td noc ran 1a phan IgG, F(ab’)2 hoic Fab, voi mic d6 ¢6 diac cao nhat. Qua
trinh dung ky thuat khong dwoc lam suy giam hoat tinh trung hoa cua cac
khang thé va tao ra mot san pham cé cac dic diém hoa 1y va do tinh khiét véi
ham lugng protein tdng sé thap, khdng gay sét va kha ning thu hdi cua cac
khang thé tét, néu co thé, trong san xuét 16n can tinh dén quy trinh don gian
va tiét kiém dé khong lam ting gia thanh [2].

Viéc cd thé tao ra cac manh khéang thé F(ab’)2 hoic Fab gitp lam giam
tan suat phan ung phu khang noc doc sém va muon bang cach loai bo cac
doan Fc tir khang thé 1gG. Piéu nay duoc cho 1a giup ngan chin sy kich hoat
cua cac bo thé va lam giam cuong do hinh thanh phtc hé mién dich gay ra cac
bénh di tng huyét thanh mudn. Trong vong 60-70 nam trd lai day, cac phan
doan F(ab")2 cua cac globulin mién dich da dugc sir dung rong ri [1].

Hién nay, hau hét cac nha san xuat déu tuan theo quy trinh c6 dién san
xuat khang doc té manh F(ab')2 dugc phat trién bai Pope, voi mot sb diéu
chinh. Phuong phap st dung enzym Pepsin cat phan tir 1gG tao thanh manh
F(ab’)2 bang céch loai bé va phan huy manh Fc thanh cac peptide nho, hai
manh Fab van con lién két véi nhau 1 cau néi disulfua [60]. Trong khi d6
huyét thanh khang noc rin dang Fab duoc san xuat bang cach sir dung
enzyme Papain cat phan doan & vi tri 1am roi 2 manh Fab (khéng con cau noi
disulfua lién két voi nhau). Tiép theo, ding k¥ thuat héa hoc véi cong nghé
tach loc c& phan ta hoac ding sac ky &i luc (affinity chromatography) hay sic
ky trao ddi ion (lon-exchange chromatography) tap trung san pham mong
mudn c6 do tinh sach cao.



25

Ny X 7

A § i Pepsin Papain

\y — —_—

FcU IgG Fc

Hinh 1.7. Cac manh IgG khac nhau thu dugc tir qué trinh tiéu hda pepsin va
papain [49]

O Tuy-ni-di, huyét thanh khang noc ran da duwoc san xuit tai Vién
Pasteur tir nhitng nam 1950. T4t ca cac budc san xuat, tinh ché va kiém soat
chat luong huyét thanh khang noc ran da duoc cai tién va tiéu chuan hoa dé
tao ra san pham F(ab")2 tinh khiét, an toan va hiéu qua, khéng chia albumin,
duogc danh gia boi SDS-PAGE 12,5% va dién di trén cellulose acetate [61].

Nam 1996, Lomonte va cong su da so sanh kha nang khang noc doc
cua Fab va F(ab")2 trén chuot, két qua cho thay viéc trung hoa cac yéu té hoat
dong xuat huyét cuc bo do noc doc ran Luc Vipera berus gay ra khong dugc
cai thién khi stir dung cac manh Fab, so vai F(ab")2 [8].

Két qua thar nghiém 1am sang so sanh hiéu qua khang noc doc cua
F(ab")2 va Fab trén nhiing nguoi truong thanh bi ran dudi chudng can & My
cua Boyer va cong su (2013) cho thay: sau diéu tri, s lwong tiéu cau va nong
d6 fibrinogen ¢ nhom duoc diéu tri Fab thap hon so voi nhom duoc diéu tri
F(ab")2. Nong d6 noc doc giam xudng dudi gisi han phat hién ¢ tat ca bénh
nhan sau khi diéu tri ban dau nhung sau d6 ting tro lai & 4 trong s6 6 truong
hop diéu tri Fab. Muac d6 khang noc doc cia F(ab')2 ton tai 1au hon trong
huyét twong so voi Fab. Ngoai ra, hai bénh nhan trong nhém Fab c6 cac tac
dung phu dang ké lién quan dén cac bat thuong vé dong mau sau thoi gian
diéu tri ban dau [62].

Tuong tu, Bush va cong su (2015) da so sanh hiéu qua cia khang noc
doc F(ab)2 va Fab bang thir nghiém 1am sang trén 121 bénh nhan bi ran Luc
nua can. Két qua cho thy, F(ab")2 c6 hiéu qua vuot troi hon trong viée ngin
ngtra rdi loan déong mau mudn sau diéu tri, do F(ab')2 cé thoi gian ban hay dai
hon, 1am giam nguy co rdi loan déng mau va chay mau bén viing hon so voi
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khang noc doc Fab [63]. Tai Hoi nghi doc hoc thé gisi tai Mexico lan tht 12
(1997), c4c nha khoa hoc da thong nhét quan diém cho rang hiéu qua diéu tri
cua huyét thanh khang noc ran F(ab’)2 phu hop hon F(ab) [64].

Do tinh dic hiéu khang nguyén noc ran theo ving dia Iy, WHO khuyén
c4o, mdi qudc gia phai tu san xuat huyét thanh khang noc ran cho chinh quéc
gia minh. Bé dap ng nhu cau cap cuu, diéu tri rin doc cin, ching ta rat can
day manh nghién cau, san xuat huyét thanh khang noc ran, dac biét I1a cac
huyét thanh khang noc ran cho cac loai rin doc nguy hiém, thuong gap [1].

Cho dén nay, huyét thanh khéng noc rin Cap nia Bic don gia (Bungarus
multicinctus monovalent antivenom) duoc san xuat ¢ Pai Loan va Trung
Quéc, sir dung dé diéu tri nan nhan bi ran Cap nia Bac can ¢ Trung Qudc,
Hong Kong, Pai Loan. Huyét thanh khang noc ran Cap nia Bac thuong mai
cho thay phan @ng mién dich manh mé& véi cac phan doan c6 trong luong
phan tir cao cua ran Cap nia Bac nhu a-neurotoxin, B- bungarotoxin, nhung
tac dung yéu hon dugc ghi nhan ddi véi cac phan doan co trong luong phan tur
thap nhu a- bungarotoxin va y-bungarotoxin [9][11]

O Viét Nam trudce 1990 van chua ¢6 mot loai huyét thanh khang noc ran.
Viéc diéu tri ran doc cin, khi bi cac lodi ran doc can thuong duoc diéu tri
bang cac phuong phap khong dic hiéu, vi vay rat nhiéu bénh nhan ti vong
hoac tan phé.

Mii d¢én nam 1991, don vi nghién ciu ché tao huyét thanh dugc thanh
lap tai bénh vién Cho Riy, da nghién ctu ché tao duoc huyét thanh H6 mang
(Naja kaothia antivenom) tng dung ldm sang hiéu qua, lam giam ty 1€ t&r vong
tir 19,5% xudng 3,1%. BS. Trinh Xuan Kiém va cong su tiép tuc nghién cau 3
loai khang huyét thanh 1a huyét thanh khang noc ran Ho6 dat, huyét thanh
khang noc rin Choam quap va huyét thanh khang noc rin H6 mang chta
nhung chi ding lai & mac do thi nghiém & labo. Tur thang 12-2004 dén thang
7-2007, TS-BS Trinh Xuan Kiém, TS-BS Tran Thdy Hanh d& nghién ctu san
Xuat va tng dung thanh cong huyét thanh khang noc rin H6 chla tir mau
ngua. Két qua diéu tri 40 bénh nhan bi ran H6 chla can, nhiém déc ning, sau
khi sir dung huyét thanh khang noc rin H6 chaa da hoi phuc hoan toan trong
24 gio dau. Phan ang khdng mong mudn trong gigi han cho phép 10 - 18%
[18].
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Nam 2013, & Viét Nam da nghién ciru san xuét thanh cong huyét thanh
khang noc rin da gia F(ab)2 cua ran Cap nia Bic (Bungarus multicinctus) va
ran Cap nia Nam (Bungarus candidus) va dé tai: “nghién ctu san xuat huyét
thanh khang noc ran Choam quap da gia F(ab’)2 tir huyét trong ngua; danh
gia chét luong ché pham trong phong thi nghiém”, dat yéu cau voi 8/8 chi tiéu
cua Tiéu chuan Qudc gia (Dugc dién Viét Nam 1V, 2009), dat 9/10 chi tiéu
cia WHO vé huyét thanh khang noc rin dung cho nguoi [64]. Tuy nhién, cac
nghién cau trén dén nay van khong phat trién duoc thuong mai hda san pham
dé sir dung rong réi.

T nam 1996 dén nam 2000, IVAC da nghién ctru thanh cong quy trinh
san xuat 2 loai khang huyét thanh don gia tir mau ngua: Huyét thanh khang
noc ran Ho mang dat (Naja kaouthia) va huyét thanh khang noc ran Lyc tre
(Trimeresurus albolabris). Tir nam 2005 - 2007, Vién tiép tuc nghién cau
thanh cong quy trinh san xuat huyét thanh khang noc ran Cap nong (Bungarus
fasciatus) tir mau ngua. Thang 4/2004, IVAC duoc su cho phép cia Bo Y Té
da san xuat dai tra va thuong mai hoa hai loai huyét thanh khang noc ran Ho
dat (Naja kaouthia) va ran Luyc tre (Trimeresurus albolabris), dap tng nhu
cau diéu tri bénh nhan bi 2 loai ran doc can trén pham vi toan quéc [65].

Nam 2012, IVAC d3 ung dung ta chat Montanide ISA 50V2 vao quy
trinh mién dich ngua san xuat huyét thanh khang noc ran Ho6 dat da mang lai
hiéu qua dap tng dich va cho hiéu gia khang thé cao [66].

IVAC c0 co s& chan nudi ngua rong lon, lam cha quy trinh cong nghé
san xuat huyét thanh khang noc ran ¢ quy md cong nghiép, thuong mai hoa
san pham, tir viéc nudi ngua, gdy mién dich thu nhan huyét teong thd, dén
cong nghé tinh huyét thanh, cdng nghé déng ong lién hoan tu dong. Tir nhiing
diéu kién hién c6 vé co sé hau can, 1am cha cdng nghé ciing nhu ¢6 doi ngi
can bd chuyén mén cao trong linh vuc san xuat cac loai huyét thanh khang
doc t6 ubn van, khang dai, khang noc ran 1a hoi tu cac yéu té can va du dé
IVAC tiép tuc nghién ciu san xuat cac loai huyét thanh khang noc rian khéc
ma Viét Nam can, trong d6 c6 huyét thanh khang noc rac Cap nia Bac.



Hinh 1.8. Hai loai huyét thanh khang noc ran dugc IVAC san xuat va luu
hanh. (A) Huyét thanh khang noc ran Luc tre tinh ché ; (B) Huyét thanh
khang noc ran H6 dat tinh ché [67]

Téng quan trén cho thdy phdn ndo vé si phat trién cia cac dang huyét
thanh khang noc ran (khang noc rdn dang nguyén ban 1gG, F(ab')2 va Fab
cua cac nha san xudt huyét thanh. Dya trén tinh hiéu qud thi nghiém 1am
sang va diéu tri trén bénh nhan cia huyét thanh khang noc rdn dang F(ab')2
vieot tréi hon va co thoi gian ban hiy dai hon so véi huyét thanh khang noc
ran dgng Fab. Vi vdy nhiéu nha sdn xudt chon quy trinh sdn xudt khdng doc
té dang manh F(ab')2 dé sir dung trong diéu tri.

1.10. QUY TRINH LOI TINH CHE HUYET THANH KHANG NOC RAN
O IVAC.

IVAC d3 nghién cau va xay dung quy trinh I18i san xuét huyét thanh
khang noc ran tinh ché trén 2 san pham huyét thanh khang noc ran Luc tre
tinh ché va huyét thanh khang noc ran H6 dat tinh ché (Hinh 1.8) da duoc Bo
Y té cho phép san xuat san pham va dang luu hanh trén thi truong trong nudéc.

Huyét thanh ngua c6 chira khang thé khang noc ran duoc pepsin héa
loai bo fibrin, sau d6 tha ammonium sufate 14% da loai bo tua albumin va
protein khdng can thiét. Tién hanh taa thu khang thé bang cach thém vao 16%
nong d6 ammonium sufate (tong 2 lan taia ammonium sufate 1a 30%), hoan
nguyén taa khang thé va tham tich loai mubi ammonium sufate trong nudc
cat, sau d6 tay mau bang Al(OH)s. Huyét thanh khang noc ran tinh ché thu
duoc sau khi 1am dang truong trong dung dich nugc mudi sinh 1y va loc vo
trung. V6i day chuyén céng nghé tinh huyét thanh khang noc ran duoc thiét
lap, nhitng nam gan day IVAC da chi dong nghién ctiu dé phat trién céc loai
huyét thanh khang noc ran khac trong dé cé huyét thanh khang noc ran Cap
nia Bac.
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CHUONG 2. POI TUQNG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. POI TUGNG NGHIEN CUU

- Béi tugng nghién ciu cua chang toi 14 huyét thanh thd dugc ldy tu
ngua c6 chira khang thé khang noc ran Cap nia Bc.

- Pham vi nghién cuu: trén quy md phong thi nghiém.

- Thoi gian nghién ctu: Tir thang 8 nam 2022 dén thang 3 nam 2023
2.2. NGUYEN VAT LIEU

2.2.1. Pong vat thi nghiém

- Ngua: Buoc IVAC nhap tir cac trang trai nubi ngua trong nhan dan ¢
Viét Nam, véi trong luong > 210 kg va do tudi > 3 tudi.

- Chudt nhat ICR: Tur 4 dén 5 tuan tuoi, trong lugng 18g dén 20g,
IVAC.

- Tho: Tir 4 d&én 5 thang tudi, trong lugng 2.0 kg dén 2.4 kg, IVAC.

- Chuét lang: Tir 6 dén 7 tuan tudi, trong luong 250 g dén 350 g, IVAC

2.2.2. Noc ran

Noc rin Cap nia Bac duogc tiép nhan tir Bao tang Thién nhién Viét
Nam, Vién Han Lam Khoa Hoc Cong Nghé Viét Nam, c6 ngudn gc tir Trang
trai ran gia truyén Nguyén Van Quyét - Thén 4 - Vinh Son - Vinh Tuong -
Vinh Phuc.

2.2.3. Hoa chat

Hoa chat st dung trong nghién ciu gom: Sodium chloride ( Merck),
Ammonium Acetate (Merck), Acid Acetide ( Merck), Coomassieb.blue R250
(Merck), Dung dich Tri-sodium citrate dihydrate 4% (Merck), Dung dich
Merthiolate (CoHgsHgNaO,S), 1% (Merck), Sodium hydroxide (Merck), Acid
Octanoic (Merck), Sodium chloride (Merck), Sodium aluminum chloride
(Merck), Pepsin (Sigma Aldrich), Cén 70° (Cong ty Hai Duong), Con 16t, 3%
(Xilong Trung Quéc), Dung dich nudc mudi 0,9% (Puc Giang), Nudc cat pha
tiém (IVAC), T4 chat Montanide ISA 50V2 (Seppic, Phap).
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2.2.4. Thiét bi va dung cu
2.2.4.1. Thiét bi, may méc

Thiét bi may mac str dung trong nghién cau gom: Laminar flow (Phap),
May khudy tir (Biotech), Tu lanh 4°C (Panasonic Nhat Ban), May lic (IKA,
buc), Ta lanh am 40°C (SANYO, Nhat Ban), Kho lanh 2 + 8°C (Copeland,
Thai Lan), May lic vortex (IKAv- Dtc), Bom chan khdng (KNF - Buc), May
do hematocrit (Hettich - Buc), May ly tdm Sorval (My), May TFF KvicK Lab
(GE — My), Hé thdng loc tiép tuyén TFF Beta (Santoflow Beta, Purc), Tank
inox 65 lit (Het-Noorden, Ha Lan), Bo dién di BIORAD (Themo, My), Hé
théng loc-cot loc 0,45/0,22 m; 0,8-3um; 20m (Satorius, Puc).

2.2.4.2. Dung cu

Cac dung cu st dung trong nghién ciu gom: Bom tiém 1 mL, 5ml
(Vinahankook), Thung gitt nhiét (Viét Nam), Kim lay mau (Viét Nam), Nhiét
ké thay ngan (Gold Star), Tube thay tinh @ 12, 18 va 20 (PYREX), Chai thuy
tinh 5 lit, 10 lit (Duran).

2.3. PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.3.1. Khio sat noc rian Cap nia Bac (Bungarus multicinctus)

Noc ran Cap nia Bic duoc ly tAm 4.000 vong/phdt trong 10 phat dé loai
bo tap chat thu dung dich noc ran, tién hanh danh gia ham luong protein va
doc luec.

- X4c dinh ham lugng protein: Str dung phuong phap Lowry dé xac dinh
ham leong protein c6 trong noc ran Cap nia Bac (Phu luc 9).

- Xéc dinh doc luc (LDsg): Sir dung phuong phap Spearman — Kérber dé
xé&c dinh doc luc LDsg €6 trong noc ran Cap nia Bac (Phu luc 4).

2.3.2. Xay dung phat do mién dich, gdy mién dich trén ngua, thu
nhan huyét twong khang noc rin Cap nia Bic

2.3.2.1. Tiéu chudn ngea si dung trong nghién crzu

Yéu cau ngua khi sir dung dé san xuat huyét thanh thd phai cé stc khoe
tét, nguc rong, mdng ng, nhanh nhen, hoat bat, mau 16ng bong muot, chiéu
cao > 1,2 m; trong luong > 210 Kg; tudi > 3 tudi; khong bi di tat; khong bi
bénh ngoai da; sé lugng hdng cau tir 6,0 + 9,0 triu/mmd; sé luong bach cau
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tir 6,0 + 12,0 ngan/ mm?3; hematocrit trong khoang 25 + 46%; ngua duc duoc
cit bo tinh hoan; ngua cai khong mang thai; ngua trudc khi dua vao san xuét
huyét thanh tho da duogc tiém phong 3 miii vaccine udn van va nudi hau bi ti
3 + 6 thang.

2.3.2.2. Bé tri thi nghiém

Thi nghiém duogc thuc hién trén 2 nhém ngua véi 2 phac dd mién dich
duoc thiét ké nhu sau

- Nhém 1: Gom 4 con ngua duoc danh sb ngua sb 1, ngua sé 2, ngua
s6 3 va ngua sé 4. Bugc gay mién dich véi phac dd mién dich s6 1:

Giai doan mién dich co ban mizn dich nhic lai

Ngay tiém | A | /\

mizn dich © 7 14 21 27 35 42 49 59 77 87 105 115

Mii tiém M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 LMCK1 NL LMCK2 NL LMCK3

Ghi Chi: - M: miii tiém
- LMCK: 1y méu chu ky
- NL: miii tiém nhac lai

Hinh 2.1. Phac d6 mién dich 1

Liéu gay mién dich co ban:

+ Gay mién dich co ban véi phac d6 8 miii tiém, véi liéu tiem duoc tinh
tir lidu gay chét 50% sé chudt nhat thi nghiém (1LDsy dugc tinh theo pg
protein noc ran da xéac dinh tur trudc) tir mii 1 dén mii 8 twong ung 1a: 0,5;
1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5 va 4,0 LDso/1kg trong Iwgng ngua.

+ Str dung noc ran Cap nia Bac phéi hop véi ta chat ISA 50V2.

+ Dbuong tiém: tiém dudi da lung.

+ Khoang céach gitta cac miii tiém mién dich co ban & 7 ngay.

+ Tién hanh lay mau kiém tra dap ung khang thé ¢ ngay 21, 35, 49,
(bang phuong phap Ouchterlony) va mau ngay 59 (bang phuong phéap trung
hoa trén chudt).

+ Khai thac huyét thanh thé: Sau khi tiém mii cudi cing (mii 8), cho
ngua nghi 10 ngay rdi tién hanh 1ay mau khai thac huyét thanh thd chu ky 1,
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lwong mau Iy ra bang 1% trong leong co thé ngua. Sau d6 cho ngua nghi 18
ngay va tién hanh gay mién dich nhaic lai cho chu ky mai.

Mién dich nhic lai:

+ Tiém nhac lai 1 miii v6i lidu tiém véi liéu tiém duoc tinh t lidu gay
chét 50% sb chudt nhit thi nghiém (1LDso dugc tinh theo pg protein noc ran
da xac dinh tur trudc) la 3,0 LDs¢/kg trong luong.

+ Str dung noc ran Cap nia Bac phéi hop vai ta chat ISA 50V2.

+ Puong tiém: Tiém dudi da lung.

+ LAy mau kiém tra dap (ng khang thé sau 10 ngay tiém nhac lai.

+ Khai thac huyét thanh thé: Sau khi tiém mii nhac lai, cho ngua nghi
10 ngay roi tién hanh lay mau khai thac huyét thanh tho, tir chu ky khai thac
thar 2 tién hanh ldy mau 2 1an, mdi lan cach nhau 4 ngay, luong mau lay ra lan
113 1,5% va lan 2 14 1,2% trong luong co thé ngua. Sau d6 cho ngya nghi 18
ngay rdi tién hanh gay mién dich nhac lai cho chu ky khai théc tiép theo.

- Nhém 2: Gom 4 ngua duoc danh sb ngua s6 5, ngua s6 6, ngua s6 7
va ngua s6 8. Pugc gay mién dich véi phac do mién dich 2:

Giai doan mién dich co ban mién dich nhic lai

A

Ngéytiém( \
micn dich 0o 7 14 21 27 35 42 49 56 63 70 80 a0 94 98 108

Muoitiém M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 M11 LMCK1 NLMI1 NLM2 NLM3 LMCK2

Ghi Chi: - M: miii tiém
- LMCK: léy méu chu ki
- NLM: mfii tiém nhéc lai

Hinh 2.2. Phac d mién dich 2
Liéu gay mién dich co ban:
+ Gay mién dich co ban voi phac d6 11 mii tiém, véi liéu tiém duoc
tinh tir lidu gay chét 50% s6 chudt nhit thi nghiém (1LDso duoc tinh theo g
protein noc ran da xac dinh tir trugc) tr mii 1 ¢én mii 11 twong ang 1a: 0,1;
0,2;0,3;0,5;0,7;1,0; 1,3; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0 LDso/1kg trong luong ngua.
+ Str dung noc ran Cap nia Bac phéi hop véi ta chat ISA 50V2.
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+ Duong tiém dudi da

+ Khoang céch giira cac miii tiém mién dich co ban la 7 ngay.

+ Tién hanh lay mau kiém tra dap ung khang thé caia ngua thi nghiém &
ngay 21, 35, 49, 70 (bang phuong phép Ouchterlony) va ngay 80 (bang
phuong phap trung hoa trén chuét)

+ Khai thac huyét thanh thd: Sau khi tiém mdi cudi cung (mii 11), cho
ngua nghi 10 ngay rdi tién hanh 1ay mau khai thac huyét thanh thd chu ky 1,
lwong mau lay ra bang 1% trong luong co thé ngua. Sau dé cho ngua nghi 10
ngay va tién hanh gay mién dich nhic lai cho chu ky tiép theo.

Mién dich nhic lai:

+ Mién dich nhac lai gém 3 miii véi liéu tiém duoc tinh tir lidu gay chét
50% s6 chuot nhat thi nghiém (1LDso duoc tinh theo pg protein noc ran da
X&c dinh tir trudc) 1an luot 13: 0,5; 1,0; 2,0 LD50/Kg trong lwong ngua.

+ Str dung noc ran Cap nia Béc phéi hop véi ta chat ISA 50V2.

+ Pbuong tiém: Tiém dudi da lung.

+ Khoang céch gitra cac miii tiém mién dich nhac lai 1a 4 ngay.

+ Lay mau kiém tra dap tng khang thé sau mii tiém tha 3 1a 10 ngay
(bing phwong phap trung hoa trén chudt).

+ Khai thac huyét thanh thd: Sau khi tiém mii nhac lai cudi cing (mii
3), cho ngua nghi 10 ngay roi tién hanh lay mau khai thac huyét thanh tho, tir
chu ky khai thac thir 2 tién hanh lay mau 2 lan, mdi lan céch nhau 4 ngay,
lwong mau lay ra lan 1 1a 1,5% va lan 2 1a 1,2% trong luong co thé ngya. Sau
d6 cho ngua nghi 10 ngay rdi tién hanh gay mién dich nhic lai 3 miii cho chu
ky khai thac mai.

2.3.2.3. Tiéu chi danh gia

- Panh gia dap tng khang thé cua ngua ¢ giai doan gay mién dich co
ban bang phuong phép ngung két khang nguyén - khang thé (Ouchterlony)
ctia cac mau lay o thoi diém sau 7 ngay tiém cac miii tha 3, 5, 7 va 10 (D21,
D35, D49 va D70).

- Panh gia hiéu gia khang thé bang phuong phép trung hoa trén chuot
mau & cac thoi diém Iy mau lan 1 cua tat ca cac chu ky khai thac huyét thanh
tho.
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- Banh gi4 sic khoe ngua bang cach quan sat tai chd tiém, theo ddi thé
trang ngua nhu an udng hoat dong, xét nghiém chi sé hematocrit va do nhiét
d6 truéc khi ldy mau.

2.3.2.4. So' do quy trinh khai thac huyét thanh tho

So dd khai thac huyét thanh thd chung cho ca 2 phac @6 mién dich, chi
khac nhau vé sé lan tiém mién dich nhac lai va thoi diém Iy méu khai thac
huyét thanh.

Ngua

!

N Mién dich co ban
” Mién dich nhac lai

L4

Kiém tra hiéu gia

Y

San xuat huyét thanh tho [—{>f L4y mau, chit huyét thanh tho

Y

» Kiém tra vo khuan

A J

5 Ton trit huyét thanh tho
&2 -80C

Y

Tinh ché

Hinh 2.3. Quy trinh khai thac huyét thanh thd khang noc ran Cap nia Bac
2.3.3. Ung dung quy trinh tinh ché huyét thanh khang noc rin cia
IVAC dé tinh ché 3 16 thir nghiém quy md 10 Iit/Id va 1 16 san pham quy
mo 60 lit /16. Pong 500 lo IVACAV-Bun dang thanh pham (1000 LDso/lg).
2.3.3.1. Quy trinh tinh ché huyét thanh khang nec rén cia Vién Vic
xin va sinh pham Y té
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Huyét thanh tho

¢ I oai fibrin

e 56°C/1h, loai bo tia
e Pha loang 1:1

Y

Két tia cdc protein khong can thiét

< Ammonium sulfate 14%
. I_orgli tua
- ‘.: # - "
v Lay nuoc nol

Tua khang thé
l‘( Ammonium sulfate 16%

* Loai nudc noi
= Laytua

Tham tich va tay mau

e Tham tich trong nuoc cat

,: e Tay mau bang Al(OH); 3-3%
Lam dang trwong va loc vo tring
e NaCl0.85%. pH®6.5-7.0
e Merthiolate 1/10.000
Huyet thanh tinh che . Hiéu gid
< ¢ Vo tring
¢ Ham luong protein
z . A . toa
Huyet thanh tinh ché An foan
ban thanh pham _ i
Dong lo, lay mau danh gia chat lwgng
l‘ e Hiéu gia
. - e Vo tring
Huyeét thanh tinh ché ¢ Ham luong protein
thanh pham

Hinh 2. 4. So @ quy trinh tinh ché huyét thanh khang noc ran 4p dung tai
IVAC
- Tua phan doan huyét thanh thé: Nong do pepsin, pH, nhiét do, thoi
gian u da duoc xac dinh.
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- Loai bo albumin va nhitng protein khéng can thiét: Nong do acid
octanoic, nong d6 mudi ammonium sulfate 14%, pH, nhiét do va thoi gian o
da duoc xac dinh.

- Két taa khang thé: Thém vao 16% mudi ammonium sulfate (dé duoc
nong do cudi cing 30%) va pH dd duoc xac dinh. Xac dinh khéi luong taa
khang thé thu duoc.

- Tham tich: Xac dinh céc thdng sé k¥ thuat nhu ap luc dau vao, dau ra,
thoi gian 1 chu trinh, thé tich nuéc cit va nudec mudi ding dé trao ddi. Thé
tich co dac.

- Hap phu va ly tam: véi nong do AI(OH)s va thoi gian trong giai doan
hap phu da dugc xac dinh. Xac dinh cac théng sb ki thuat trong giai doan ly
tam gom thoi gian, téc do, ...

- Loc v tring: Xac dinh céc théng sé quy trinh loc.

- Lay mau va danh gia chat lugng huyét thanh theo cac tiéu chi sau:
hiéu suat, do tinh sach, hiéu gi4, Protein, an toan...

2.3.3.2. Thiét ké thiz nghigm

- C& mau tht nghiém: Thuc hién tinh ché tha nghiém trén 03 16
(IVACAV-Bun- 01/TN, IVACAV-Bun -02/TN va IVACAV-Bun -03/TN)
mdi 16 dua vao tinh ché 10 Iit huyét thanh ngua c6 chtra khang thé khang noc
doc noc ran Cap nia Bac véi cac thong so da dugc xac dinh theo quy trinh
tinh ché huyét thanh khang noc ran caa Vién Vac xin va sinh pham Y té.

- Tiéu chi danh gia: Déanh gié tinh phi hop cac thdng sé quy trinh hién
tai theo so d trén, danh gia chat lwong san pham sau tinh ché.

- San xuat thir nghiém 01 16 ban thanh pham: IVACAV-Bun-001-B/S:
quy mo 60 lit.

+ Panh gia chat luong san pham sau tinh ché.
+ Panh gié gia tinh on dinh caa quy trinh.

+ Tiéu chi dang gia: Theo tiéu chuan tham chiéu huyét thanh khang noc
ran H6 dat va Luc tre ban thanh pham (Bang 2.1) va thanh pham (Bang 3.2)
hién tai caa IVAC.
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Bang 2.1. Tiéu chuan chat lugng béan thanh pham huyét thanh khang noc ran
tinh ché (theo tiéu chuan cua IVAC d3 ding ky voi 2 loai huyét thanh tinh
khang noc Luc tre va H6 dat)

- . . Tai liéu tham
STT| Chitiéu Phuong phap Tiéu chuan "
khao
VS Duogc dién
Do dién the - dién N
1 pH cuc 6,0-7,0 Viét Nam V,
10
' 2018
» : .. | Dung dich trong suét | Dugc dién
Cam Kiem tra bang mat ) 9 . Vg f) _P’QC ©
2 . khéng mau hoac mau | Viét Nam 'V,
guan thuong . L
vang nhat, hoi nhét 2018
. en Duogc dién
e Trung hoa trén B
3 | Hiéugia o L Le el > 200 LD50/lo (*) Viét Nam V,
chudt nhat trang
2018
Protein Duogc dién
4 | tongsd Lowry < 150 mg/ml Viét Nam V,
(mg/ml) 2018
. . Duoc dién
Potinh |  Dién di SDS- L | Tmeede
5 Khéng cé vét albumin | Viét Nam V,
sach PAGE
2018
Khong c6 su phét trién | Duoc dién
6 | Vokhuan| Cay truc tiép cta vi khuan vanaim | Viét Nam V,
sau 14 ngay theo doi 2018
Panh gia tinh chat
gay sbt dua trén su »
L g . o Duoc dién
Chat gay | tang than nhiét cua . . . g .
7 . L Khong co chat gay sot | Viét Nam V,
sot tho trudc va sau 2018

tiém mau vao tinh
mach tai

(*): theo thuc té
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Bang 2.2. Tiéu chuan chat lugng thanh pham huyét thanh khang noc ran tinh
ché (theo tiéu chuan cua IVAC di dang ky véi 2 loai huyét thanh tinh khang
noc Luc tre va Ho dat)

Tai liéu tham

TT| Chitiéu Phuong phép Tiéu chuan )
khao
Dung dich trong
9 Kiém tra bang mit | suét khdng mau |Duoc dién Viét
1 Cam quan . R
thuong hoac mau vang | NamV, 2018
nhat, hoi nhét
Khong co su phat
o . L trién cua vi khuan |Duoc dién Viét
2 | V06 khuan Cay truc tiep .
va nam sau 14 Nam V, 2018
ngay theo doi
e Dugc dién Viét
3 pH Po dién the - dién cuc 6,0-7,0
Nam V, 2018
Phan tng dac hiéu
Théng qua thtr nghiém| gitra noc ran tinh |Duoc dién Viét
4 | Nhandang gq. . g.,' an ¥ . ' '
xac dinh hiéu gia che vai HT khang | Nam V, 2018
noc tuong tng
.. | Trung hoatrén chudt | >1000 LD50/lo |Duoc dién Viét
5 Hiéu gia .
nhat trang *) Nam V, 2018
Protein tong Duoc dién Viét
6 . Lowry <150 mg/mi
SO Nam V, 2018
. Po quang véi thudc
Ham luong .
L i thur Duoc dién Viét
7 |chat bao quan| . <0,01%
) Diphenilthiocacbazon Nam V, 2018
Merthiolate

(dithizon)
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Tai liéu tham

TT| Chitiéu Phwong phap Tiéu chuan )
khao
g Ham luong Morh Tir 0,85% dén  |Dugc dién Viét
Natri clorid 0,9% Nam V, 2018
Sau it nhat 7 ngay
theo doi, toan bd
. o .. | chuot khoe manh, o
An toan Thu trén chuot nhat 5 . |Duoc dién Viét
) chun tring va chuot lan tang trong va Nam V, 2018
al 0 .2 . )
J J P9 hong c6 bidu hien
bénh ly hoac
nhiém doc
Panh gia tinh chat gay
s6t dua trén sy ting L L
a2 . ...~ |Khong cod chat gay | Dugc dién Viét
10 | Chat gay sot | than nhiét caa tho .
sot Nam V, 2018

trudc va sau tiém mau

vao tinh mach tai

(*): theo thyc té

2.3.4. Pé xuit tiéu chuan co sé cho huyét thanh khang noc ran Cap

nia Bic tinh ché phu hop DPVN 'V, 2018

2.3.4.1. Tiéu chudn khai thac huyét thanh thd khang nec rin Cap nia
Bdc thd tir mau ngua

Dua trén tiéu chuan tham chiéu ngua khai thac huyét thanh cua 2 san
pham khai thac huyét thanh khang noc ran H6 dat va huyét thanh khang noc
ran Lyc tre hién tai dang duoc san xuat tai Vién VAc xin va Sinh pham Y té va
két qua mién dich thu duoc sau thi nghiém 2 phac @6 mién dich san xuat
huyét thanh khang noc ran Cap nia dé dé& xuat tiéu chuan co s¢ khai thac
huyét thanh thé trén ngua cho ngua san xuét huyét thanh khang noc rin Cap

nia Bic (Bang 2.3)
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Bang 2.3. Panh gia cac tiéu chi khai thac huyét thanh Cap nia Béc tho

STT| Chitiéu | Phuwong phép Tiéu chi

Trung hoa trén

. Ghi nhan sau thtr nghiém
chudt nhat trang

1 | Hiéugia

Kiém trabang | Dung dich trong suét mau vang nhat,

2 Cam quan . , N .
amg mat thuong sanh keo, khong co vat la.

Khéng c6 sy phat trién cua vi khuan va

3 | Vokhuan | Cay trycticp nédm sau 14 ngay theo ddi

2.3.4.2. Tiéu chudn chdt Iweng huyét thanh khang nec rdn Cap nia
Bdc tinh ché ban thanh pham

Dua trén tiéu chuan tham chiéu cua 2 san pham huyét thanh khéng noc
ran Ho dat tinh ché va huyét thanh khang noc ran Luc tre tinh ché ban thanh
pham (Bang 2.1) da duogc dang Ky, hién tai dang duoc san xuat tai Vién Vac
Xin va Sinh pham Y té va két qua sau tinh ché 3 16 thir nghiém 10 1it/16 va 1 16
ban thanh pham dé dé xuat tiéu chuan co s& cho huyét thanh khang noc ran
Cap nia Béc tinh ché ban thanh pham phu hop DBVN V, 2018.

2.3.4.3. Tiéu chudn chdt lweng huyét thanh khang nec rin Cap nia
Bdc tinh ché thanh pham

Dua trén tiéu chuan tham chiéu cua 2 san pham huyét thanh khang noc
ran H6 dat va Luc tre tinh ché thanh pham (Bang 2.2) hién tai dang dugc san
Xuat tai Vién Vac xin va Sinh pham Y té dé dé xuat tiéu chuan co s& cho
huyét thanh khang noc ran Cap nia Bac tinh ché thanh pham pht hop DDVN
V, 2018.

2.3.5. Phwong phap kiém dinh

2.3.5.1. Panh gid dinh tink d@ap fing mién dich cia huyét thanh ngea
tho

- Phuong phap: Khuéch tan mién dich Ouchterlony (Phu Luc 1)

- Nguyén ly: Phuong phap nay dya trén hién twong khuéch tan va
ngung két gitta khang nguyén (noc ran Cap nia Bic) va khang thé (huyét




41

thanh sau khi duoc gay mi&n dich noc ran Cap nia Béc) trén thach agarose
1%, & nhiét d6 2 - 8°C trong 48h. Tao ra cac cung ngung két khi nhuom
coomassie blue 0,025%.

2.3.5.2. Kiém tra dp tinh khiét huyét thanh

- Phuwong phép: bién di SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulphate
polyacrylamide gel electrophoresis) (Phu Luc 2).

- Nguyén ly: Phuong phap dién di trén gel polyacrylamide sir dung cac
16 siéu nho cua gel va dong dién chay qua nham kéo theo va phan tach céc
chudi poypeptide c6 khéi luong, 6 phirc tap khac nhau. Protein c6 kich thudc
cang lon di chuyén cang cham trén gel va nguoc lai. SDS dung trong phuong
phap nay gitip tich dién &m cho cac goc amino acid caa protein. Nho vay,
protein khdng con & trang thai gap cuon va dudi dai thanh chudi polypeptide
va di chuyén vé cuc duong cta dong dién. Khi qua cac 15 gel, cac protein
phan tach nhau chi boi khdi lwgng (chiéu dai, thanh phan cua chudi
polypeptide). C6 hai diéu kién xt ly protein trudc khi chay dién di 1a khdng
khtr va khtr. D6i véi diéu kién khong khi, protein nguyén ven va xac dinh
dugc khéi luong tuong wng véi dang tu nhién. Doi voi diu kién khu, p-
mecaptoethanol duoc thém vao nham phéa v& cac lién két disulfide. Trong
truong hop khir hoan toan, chudi nang dugc phan cat hoan toan véi chudi nhe
va trén gel nhan duoc hai vach chinh.

2.3.5.3. Cam quan
- Phuong phap: Kiém tra vat Iy (biang mat thuong) (Phu Luc 3)

- Tiéu chuan: Dung dich trong suét khdng mau hoac c6 mau vang nhat,
hoi nhét.

2.3.5.4. Nhén dang

- Phwong phép: Bang thir nghiém xac dinh hiéu gia trung hoa trén chuot
(Phu Luc 4).

- Tiéu chuan: Huyét thanh thir nghiém c6 kha nang trung hoa dic hiéu

noc doc ran twong ang.

2.3.5.5. Xac dinh LDso nec rdn.
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- Phwong phap: phuong phap ctia Spearman — Karber (phu luc 4)

- Nguyén tic: Xéc dinh liéu LD50 doc tb noc ran 1a xé4c dinh liéu gay
chét 50% stc vat thi nghiém duoc dién ta bang ug protein noc ran

2.3.5.6. Higu gi&

- Phuong phap: Dua vao kha ning trung hoa noc rin véi huyét thanh
khang noc ran twong tng (Phu Luc 4).

- Nguyén ly: Thir nghiém xéac dinh hiéu gia cua huyét thanh khang noc
ran dugc thuc hién trén nguyén Iy trung hoa noc ran véi huyét thanh khang
nocC ran tuong ung. Thtr nghiém duoc thuc hién trén chudt nhit tring ICR dé
xac dinh s6 LDsy ¢ trong 1 ml huyét thanh (theo cong thic Spearman va
Kérber).

- Hiéu gid/ lo = Hiéu gia (LDso/ml) x thé tich (ml).

2.3.5.7. Do thé tich

Phuong phap: Can va xac dinh khdi luong chia cho ty trong (Phu Luc 5)
2.3.5.8. An toan chung

- Phuong phap: Thtr trén 5 chudt nhat trang va 2 chudt lang (Phu Luc 6)

- Nguyén ly: Thir nghiém xéac dinh hiéu gia cia huyét thanh khang noc
ran dugc thuc hién trén nguyén ly trung hoa noc ran véi huyét thanh khang
noc ran tuong tng. Thir nghiém dugc thuc hién trén chudt nhit tring Swiss dé
xac dinh s6 LDsg c6 trong 1 ml huyét thanh.

2.3.5.9. Chdt gay sét
- Phuong phép: Panh gia tinh chat gay sot duwa trén sy tang than nhiét

cua tho trudc va sau khi tiém vao tinh mach tai dung dich mau thir (Phu Luc
7).

- Nguyén ly: Thir nghiém chat gy sét 1a phuong phap sinh hoc dung
danh gia tinh chat gay sét cua sinh pham dua trén sy tang than nhiét cua tho
truéc va sau khi tiém vao tinh mach tai dung dich cua sinh pham dem thir.

2.3.5.10. V6 khudn
- Phuong phap: Cay truc tiép (Phu Luc 8)
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- Nguyén 1y: Do vo khuan 1a mot trong nhitng yéu cau vé do tinh sach
trong qué trinh thim dinh san pham. Phuong phap ndy nhiam chang minh sy
vang mat caa nhitng vi sinh vat séng ngoai sinh trong duoc pham. Néu mau
thanh pham c6 hién dién vi sinh vat thi khi dugc thém vao mai trudng giau
dinh dudng va nhiét d6 u thich hop, chung sé tang sinh nhanh chdng va phat
hién duogc dua trén do duc.

2.3.5.11. Protein téng sé

- Phuong phép: Lowry (Phu Luc 9)

- Nguyén tac: Protein c¢6 trong mau tht bi taa véi acid tricloacetic nong.
Xac dinh lugng tua dé tinh ra luong protein trong mau bang cach hoa tan tua,
cho phan g véi dong tactrate va thudc thir Folin trong moéi truong Kiém dé
tao phuc mau xanh da troi, do quang ¢ budc song 750 nm.

2.3.5.12. X&c dinh chdt bdo quan Merthiolate
- Phuwong phap hoa ly (Phu Luc 10)

- Nguyeén tic: Dya vao phan tng giai phong ion thiy ngan (Hg?*) tu do
tir merthiolate, két hop voéi dithizon thanh dithizonat thiy ngan, xac dinh bang
cach do quang ¢ budc song 620 nm...

2.3.5.13. Xac dinh pH
- Phuwong phap: May do pH (do dién thé - dién cuc) (Phu Luc 11)

- Nguyén ly: pH caa mot dung dich dugc xac dinh bang cach do thé
hiéu gitra dién cuc chi thi nhay cam vaéi ion hydrogen (dién cuc thay tinh) va
mot dién cuc so sanh (dién cuc calomen béo hoa).

2.3.5.14. binh lwgng Natri clorid
- Phuong phap Morh (Phu Luc 12)

- Nguyén tic: Duya trén phan tng xac dinh ion Cl- bang Bac nitrat
(AgNO3) 0,1N vai chi thi mau Kali cromat K,CrO4 10%; tur lugng AgNOs
ding chuan do tinh ra ham luong NaCl.

2.3.5.15. Phwong phép xi ly sé ligu

- Xir Iy s6 liéu bang excel.
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CHUONG 3. KET QUA VA THAO LUAN
3.1. KHAO SAT KHANG NGUYEN NOC RAN CAP NIA BAC

3.1.1. Panh gia cam quan nec rin

- 316 noc ran Cap nia Bac 01, 02 va 03 duoc tiép nhan tir Bao tang
Thién nhién Viét Nam, Vién Han Lam Khoa Hoc Cong Nghé Viét Nam (Hinh
3.1).

+ O dang dung dich
+ C6 mau hdng nhat
+ CO mui tanh

- Bao quan ¢ nhiét @6 dudi -25°C.

B

Hinh 3.1. 3 16 noc ran Cap nia BAc st dung cho nghién ctru: (A) 16 01;
(B) 16 02; (C) 16 03.
3.1.2. X&c dinh Protein téng s6 va LDso noc riin Cap nia Bic

Két qua xac dinh ham luong protein cua 3 16 noc ran Cap nia Bac duoc
trinh bay ¢ trong Bang 3.1.

Ham lugng protein c6 trong noc ran Cap nia Bic (dang dung dich) cua
316 noc dua vao thir nghiém lan luot 12 92,8 mg/ml (16 01); 25,0 mg/ml (16
02) va 35,4 mg/ml (16 03). Trung binh 51,07 mg/ml. Két qua nay cho thay
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ham lugng protein ¢ trong noc rin Cap nia Bic ¢ Viét Nam thip hon so véi
cac loai ran doc khac dugc khao sat & IVAC nhu Noc rin H6 Chua (dang
dung dich) ham lugng protein trung binh 100,2 mg/ml, noc rin Cap Nong
mién nam (dang dung dich) ham luong protein trung binh 134,3 mg/ml, noc
ran Luc tre (dang dung dich) ham luong protein trung binh 101,5 mg/ml va
noc rin Choam quap (dang dung dich) trung binh 259,6 mg/ml.

Bang 3.1. Két qua danh gia ham luong protein cta 3 16 noc ran Cap nia Bic

Ld noc ran Thé tich (ml) Ham luong Protein (mg/ml)
01 6 92,8
02 12 25,0
03 12 35,4

Trung binh 51,07

L6 01 c6 ham luong protein cao hon nhiéu so véi 16 02 va 03 diéu nay
cho thay thoi gian ldy mau anh hudng rat 16n dén ham luong protein noc. Lo
noc 01 duoc lay cudi thang 02, thoi gian rin Cap nia Bac trai qua qua trinh
ngua dong nén ham lugng protein duoc tich lay trong noc cao hon 2 16 noc 02
duoc lay cudi thang 5 va 16 noc 03 lay gitra thang 8.

Bang 3.2. Két qua danh gia doc luc cta 2 16 noc ran Cap nia Bac tuoi

Lo Thé tich (ml) Doc luc (ug protein/ 1LDso)
o1 6 2,26
o 12 2,85
0 19 2,78
Trung binh 2,63

Doc luc tinh theo ham lugng protein cua 3 16 noc ran Cap nia Béc lan
luot 13 2,26 pg/1 LDso (16 01), 2,85 pg/1 LDso (16 02) va 2,78 1 LDso (I6 03).
Su chénh léch nay khoéng qua 16n, c6 thé do diéu kién khai thac noc nhu: khai
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thac noc sau khi cho ran in, mua lay noc, ciing nhu s6 luong ca thé duc cai
trong qué trinh lay noc... Tinh trung binh doc lyc caa 3 16 noc dat 2,63ug/1
L Dsp tuong duong 0,131 mg/kg chudt. V&i ¢ mau n = 3 thi két qua ching toi
chua c6 nhiéu y nghia vé mat thong ké. Két qua nay cho thay doc luc noc rin
Cap nia Bic cua ching toi thu duoc thdp hon so véi doc luc dugc cong bd
0,113 mg/kg [43]. So sanh véi cac loai rin doc cung ho (Elapidae) khac chira
noc doc than kinh nhu rin H6 mang 0,373 mg/kg, rin H6 mang chda 1,314
mag/kg, lodi rin doc thudc ho ran Luc (Viperidae) nhu rin Luc tre 0,370
mg/kg, ran Choam Quap 5,2 mg/kg. Tir d6 cho thay noc doc Ran Cap nia Bac
dugc danh gia 1a mot loai ran doc dang tha 4 trén thé gigi va 1a loai doc nhat
& khu vire Trung Quéc va Viét Nam [9][41].

Trong qua trinh danh gia doc lyc caa noc rin, ching tdi ciing tién hanh
theo ddi céc triéu chiing nhidm doc caa noc ran Cap nia Bac trén chudt. Hinh
3.2 cho thdy doc té cta noc ran Cap nia Biac da gay tac dung 1én chuot nhat
trang sau khi tiém vao tinh mach duéi véi lidu luong 16n, gy ra hién tuong
liét co nhanh, suy hd hap dan dén co thé tim tai va tir vong. O lidu tiém véi
ham luong doc td thap hon thi xay ra hién tuong liét co tir tir, chudt di chuyén
kho khan, mat w6t giam thi luc, bo dn sau do tiy vao lidu lugng ma chudt co
thé séng tro lai hoic tir vong sau 48 gio. Céc triéu ching nay ciing phd hop
véi cong bb cia Mao va cong su [9] va Lin va cong su [11].

Hinh 3.2. Triéu chiing chudt khi nhiém ddc noc ran Cap nia Bic
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Dua trén két qua doc luc cua noc ran Cap nia Bic sau khi dugc danh
gia, ching tdi xay dung 2 phat ¢ gay mién dich khac nhau trén ngua. Sau d6
tién hanh gay mién dich, danh gia kha nang dap ung khang thé trén ngua va
ldy mau san xuat huyét thanh tho.

3.2. KET QUA THIET LAP QUY TRINH MIEN DICH TREN NGUA,
DANH GIA QUY TRINH SAU KHI GAY MIEN DICH

3.2.1. Panh gié tiéu chuin ngua

So véi tiéu chuan ngua dua vao san xuat huyét thanh cua Vién Vic Xin
va Sinh pham Y té (IVAC), ca 8 ngua dugc chon 1am thi nghiém déu dat tiéu
chuan theo quy dinh bao gém céc tiéu chi sau: Stc c6 khoe tot; ngoai hinh
(nguc rong, mdng no, nhanh nhen, hoat bét, 16ng bong muot) dat yéu cau;
chiéu cao, can nang va do tudi dat tiéu chuan quy dinh; ngua khong co di tat;
khdng c6 cac bénh ngoai da; ngua duc dd duoc cit bo tinh hoan va ngua céi
khong mang thai; cac chi sé sinh Iy nhu hong cau, bach cau va chi sb
hematocrit déu nam trong tiéu chuan cho phép; ngua da duoc tiém phong da 3
mili VAC Xin uén van va co thoi gian nudi hau bi tir 3 dén 4 thang (Bang 3.3)
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Sau mdi lan tiém noc rin Cap nia Bac gay mién dich trén ngua, quan
st thay cac ton thuong cuc bd phat trién tai vi tri tiém trén tat ca cac ngua &
ca 2 nhom thi nghiém (Bang 3.4). Cac ton thuwong cuc bd ¢ kich thudc khac
nhau (duong kinh tir 10 &én 20 cm), cac ton thwong ¢6 giéi han rd va lan toa
véi didc trung bai su phét trién cia mo xo (ran khi so thay). Nhiing tén thuong
nay tao thanh céc 6 ap xe 16n va tao mu dan dén sy hinh thanh I3 ro trudc khi
xo hoa va thuong duoc chira lanh va tai hap thu trong 4-7 tuan. Ton thuong
md tai vi tri tiém khang nguy&n mién dich noc ran c6 thé I1a do su két hop cua
kich ing md xung quanh do ta chat Montanide (ISA 50V2) tao ra hoic do tac
dung cua noc ran duoc giai phong tir tir khoi nhil tuong, hoic do cac hoat
dong duoc kich hoat boi cac té bao viém duoc kich thich boi noc ran Cap nia
Bac va ta dugc. Theo nghién cau cua Arguedas va cong sy, viéc hinh thanh
cac ton thuong cuc bo tai vi tri tiém mién dich phan 16n 1a do cac ta chét su
dung trong mién dich (Montanide va Freund) gay ra [68].

Theo dbi thé trang ngua sau tiém cho thay nhom ngua dugc tiém véi
phac d¢6 mién dich 1 (nhém 1) c6 biéu hién mét moi, sot cao va stc an giam
trong 1 dén 2 ngay sau tiém miii 1 va mii 2, thé trang ngua dugc phuc hoi va
tré lai binh thuong sau 3 dén 4 ngay tiém. CAc triéu chiing nay duoc giam dan
tir mii tiém tha 3 dén mdi tiém tha 4 va tro lai binh thuong sau mii tiém tha
5. Trong khi ¢6 nhom ngua dugc tiém vai phac dd mién dich 2 (nhém 2) ngua
chi sét nhe, khdng c6 biéu hién mét moi va an udng binh thuong sau tiém mii
1. Triéu chung sét nhe giam tir mii 2 va binh thuong sau tiém mii 3 (Bang
3.4). O phac @4 mién dich 1, liéu mién dich mdi 1, 2 va 3 (0,5; 1,0 va 1,5
LDso/kg) 16n gap 5 lan liéu mién dich mii 1, 2 va 3 (0,1; 0,2 va 0,3LDso/ml) &
phac 6 mién dich 2 nén muc do tac dong Ién thé trang va sac khoe cua ngua
nhom 1 16n hon & ngua nhom 2. Két qua nay cho thay rang liéu khang nguyén
mién dich d& c6 tac dong khdng nho 1én suc khoe cua dong vat thi nghiém
trong giai doan dau cua qua trinh mién dich. Mién dich liéu cao kha nang dap
trng mién dich nhanh hon nhung tac dong rat Ion dén stc khoe cua dong vat
thi nghiém, dong vat thi nghiém c6 thé tir vong khi sicc khoe giam sut
[57][67]. Trong khi mién dich liéu thap kha nang dap tng mién dich cham
hon nhung dam bao dugc sirc khoe cho dong vat thi nghiém [59][69]. Do dé
viéc nghién ctu thiét 1ap mot quy trinh mién dich phu hop ddi véi chang loai
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khang nguyén noc ran doc tao dugc hiéu gia khang thé cao dong thoi dam bao
dugc suc khoe caa dong vat thi nghiém 12 mot sy can nhic quan trong cho
nha san xuat déi vai san xuat khang huyét thanh khang noc ran trén dong vat.

3.2.3. Két qua danh gia dap ng mién dich ciia 2 phac dd mién dich
trén ngua trong giai doan mién dich co ban

3.2.3.1. Phéc dé mién dich 1

Ung dung phuong phap khuéch tan mién dich Ouchterlony dé danh gia
kha nang dap tng khang thé sau khi mién dich ¢ cac ngay D21, D35 va D49.
Két qua dap ung mién dich duoc trinh bay ¢ Bang 3.5.

Bang 3.5. Bap tng mién dich cua 4 ngua nhém 1 sau khi tiém noc ran Cap nia
Bac bang phuong phap ngung két trén thach Agarose (Ouchterlony)

Két qua ngung két
Ngua thi nghiém sé D21 D35 D49
1 + ++ +++
2 + + ++
3 + + +++
4 + ++ +++

Ghi chi: - : am tinh; +: c0 thé dirong tinh hogc am tinh; +: duong tinh;
+ < ++ <+++<++++: Muc do duong tinh

Tai thoi diém D21 sau 7 ngay tiém mdi tha 3, huyét thanh cua ca 4
ngua déu da c6 dap ung khang thé trong huyét thanh nhung ham lugng con
thap. Hinh 3.3A cho thay d4 c6 khang thé ngung két véi khang nguyén noc
ran nhung chi ngung két yéu va vét ngung két chi (+). Pén D35 sau 7 ngay
tiém mii thir 5 thi ham luong khang thé ca 4 ngua thi nghiém déu tang Ién, 2
ngua s 2 va sd 3 xuat hién ngung két (+), 2 ngua sé 1 va s6 4 mac do ngung
két tang 18n (++), két qua thé hién rd khi vét ngung két rd rang va dam dan
(Hinh 3.3B). O D49 tic sau tiém mii 7 thi chi c6 ngua sé 2 ngung két (++)
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con 3 ngua sb 1, 3 va 4 déu cd ngung két twong ddi dam (+++), vét ngung két

Mau huyét thanh D21
Ngwa s6 4

Noc fan Cap nia Bac

dam nét va day Ién (Hinh 3.3C).

Mmhuyetthanhml Vla"h“Y“haﬂhD“ Mmhuytthanthl
gua s Ngwaso 2 Ngwaso 3

NocranCapmaB

~ “ Mmh!yé!ﬂﬂﬁmf‘ MallhnydthanhIBS
= Ngrasé2 N‘ . Ngwasé 3 E

Mu huyét thanh D49 Mau huyét thanh D49 |
Ngwa s6 2 Ngwaso 3

Hinh 3.3. Két qua ngung két trén thach véi mau huyét thanh thd dugc gay
mién dich véi noc ran Cap nia Bac cuia 4 ngua thi nghiém nhém 1 & cac ngay
(A: ngay D21; B: ngay D35 va C: ngay D49).

3.2.3.2. Phéc dé mién dich 2

Két qua danh gia kha nang dap tng khang thé cua 4 ngua sau khi gay
mién dich tai cac ngay D21, D35, D49 va D70 & phat ¢6 mién dich 2 duoc
trinh bay ¢ Bang 3.6.

Bang 3.6. Béap ttng mién dich cua 4 ngwa nhdm 2 sau khi tiém noc ran Cap nia
Bic

Két qua ngung két
Ngua thi nghiém sé D21 D35 D49 D70
5 - + + +4+++
6 - + ++ ++++
7 - - ++ ++++
8 - + +++ ++++

Ghi ch: - : &m tinh; +: ¢6 thé dwrong tinh hogc am tinh:+: dwwong tinh;
+ < ++ <+++<++++: Muc do duong tinh
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O phac @6 mién dich 2, tai thoi diém D21 sau 7 ngay tiém mii tha 3,
két qua danh giéa cho thay huyét thanh thé cua ca 4 ngua déu khong cé khang
thé dé ngung két véi noc ran Cap nia Bac (Hinh 3.4A), nhu vay sau 21 ngay
tiém ca 4 ngua chua c6 dap tng khang thé (&m tinh). Bén D35 sau 7 ngay
tiém miii tha 5, ¢6 2 ngua sé 6 va s6 8 da co khang thé trong huyét thanh thd
cho ngung két véi noc ran Cap nia Bac (+), ngua s6 5 ¢6 khang thé thap hon
cho ngung két yéu véi noc ran Cap nia Bac (+). Trong khi d6 ngua s6 7 van
am tinh (-) chua c6 khang thé (Hinh 3.4B). O D49 ttc sau tiém mii 7 thi
huyét thanh cua ca 4 ngua déu da co khang thé cho phan ng dwong tinh véi
noc ran, trong d6 ngua sé 8 ¢ muc d6 ngung két (+++), dén ngua s6 6 va 7
cd mac d6 ngung két (++) va ngua sé 5 c6 muc do ngung két (+) yéu nhat
trong 4 ngua thir nghiém (Hinh 3.4C). So sénh véi phac ¢6 mién dich 1, miu
D49 cua phac dd 2 ¢d dap tng mién dich thip hon, nhung sau 7 ngay tiém
mii 10 (D70) tat ca 4 ngua déu cd ngung két rat dam (++++), vét ngung két
rat dam nét va day 1én (Hinh 3.4D).

Miuvhuyét thanh D21 B0 0
Ngwass3 <o <
o

B wa 38 » el s Tanl 8 vz sé 6
Noeraa o iz B
Miu huyét thanh D49 4 g M oyt thanh D49
C Newa 56 5 I u Nzwas6 8
NQCfgﬂC%PmBI:C NoctanCapmaBac
My huyét thanh D70 Miv huyét thanh D70 Mo huyét thanh D70 Mu huyét thanh D70
D Nezwasé 5 Newa 36 6 Newasé 7 Newa 56 8

Noc ran Cap nia Bac NocranCapszac

Hinh 3.4. Két qua ngung két mau huyét thanh thd duoc gay mién dich véi noc
ran Cap nia Bic cia 4 ngua nhom 2 & cac ngay (A: ngay D21; B: ngay D35;
C: ngay D49 va D: ngay D70).

Cac két qua trén cho thay ca 2 phac @6 mién dich duoc thi nghiém trén
2 16 ngua déu cho dap &ng mién dich va cé kha nang sinh khang thé. Huyét
thanh thd thu duoc da ngung két véi noc ran Cap nia Bic. CO su khac biét vé



54

thoi gian dap tng (nhanh, cham) va mac do dap tng mién dich (manh, yéu)
giira cac ngua trén cing 1 16 ngua thi nghiém, diéu nay cho thiy rang dap tng
mién dich trén dong vat phu thudc vao thé chat va co dia cua tirng ca thé. T
két qua danh gia cho thay: 4 ngua nhom 1 duoc gay mién dich vai phac d6
mién dich 1, tiém véi lidu cao khang nguyén noc ran Cap nia Bic da cho két
qua la thoi gian dap ttng mién dich nhanh hon va mac do dap tng mién dich
manh hon (Hinh 3.3) so véi 4 ngua nhdm 2 dugc gay mién dich véi phac do
mién dich 2, véi liéu tiém mién dich khang nguyén noc ran Cap nia Bac thap
thi thoi gian dap ang cham va c6 mac do dap tng mién dich yéu hon ¢ céc
ngay D21, D35 va D49 nhung sang ngdy D70 dap tng mién dich rat manh
(Hinh 3.4). biéu nay cho thay ham luong noc ran dua vao gay mién dich ciing
la yéu t6 dang xem xét trén 2 khia canh l1a dap ung mién dich va suc khoe
ngua thi nghiém.

3.2.4. Két qua danh gia hiéu gia khang thé trung hoa ciia 2 phac do
mién dich trén ngwa qua 4 chu ky khai thac

3.2.4.1. Két qua danh gia higu gia khang thé trung hoa cia phac do
mién dich 1
Bang 3.7. Két qua hiéu gia khang thé khang noc ran Cap nia Bic bang thu
nghiém trung hoa trén chudt nhit caa 4 ngya thi nghiém nhém 1 qua 4 chu ky
khai thac huyét thanh thé

Chu ky khai Hiéu gia khang thé khang noc ran Cap nia Bac (LDso/ml)
thac Ngua 1 Ngua 2 Ngua 3 Ngua 4
Chu ky 1 145,1 49,8 78,2 122,7
Chu ky 2 187,0 128,1 163,1 1 60,2
Chu ky 3 1 75,2 +37,6 161,7 1 85,1
Chu ky 4 182,9 + 38,1 152,8 1 96,6

Ghi chu: |: giam so vai chu ky trueoc do; 1:

tang so vai chu ky truoc do
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Két qua & bang 3.7 cho thay hiéu gia khang thé khang noc ran Cap nia
Béc cua huyét thanh ngwa sau 10 ngay tiém mién dich mii 8 (chu ky 1 ldy
mau) vai noc ran Cap nia Bac trén chudt caa 4 ngua thi nghiém tir thap dén
cao lan luot 12 49,8 LDso/ml ngua s6 2; 78,2 LDs/ml ngua sé 3; 1227
LDso/ml ngua s6 4 va 145,1 LDso/ml ngua sé 1. Hiéu gi& khang thé khang noc
ran Cap nia Bic cua ca 4 ngyua thir nghiém giam manh sau khi tiém mién dich
nhic lai va lay mau chu ky 2, trong d6 ngua sé 4 giam hon 50,9% tir 122,7
LDso/ml xudng con 60,2 LDso/ml, tiép theo 1a ngua s6 2 giam 43,6% tur 49,8
LDso/ml xuéng con 28,1 LDso/ml, ngua s6 1 giam 40% tir 145,1 LDsy xubng
con 87,0 LDso/ml, cudi cung ngua s6 3 giam nhe 19,3% tir 78,2 LDso/ml
xuéng 63,1 LDse/ml.

O chu ky khai thac tht 3 sau khi mién dich nhic lai c6 2 ngua hiéu gia
khang thé khang noc ran Cap nia Bac tang Ién so voi chu ky khai thac tha 2:
ngua sb 2 tang 33,8% tir 28,1 LDso/ml 18n 37,6 LDso/ml va ngua s6 4 ting 1én
41,4% tir 60,2 LDso/ml 18n 85,1 LDso/ml. Trong khi d¢6 ngua s6 1 tiép giam
thém 13,6% tir 87,0 LDso/ml xudng 75,2 LDso/ml va ngua sé 3 tiép tuc giam
nhe 2,2% tir 63,1 LDso/ml xudng 61,7 LDse/ml.

O chu ky khai thac thir 4 ¢6 3 ngua c6 hiéu gia khang thé tang so voi
chu ky trugc d6, cao nhat 1a ngua s6 4 tang 13,5% tir 85,1 LDse/ml 18n 96,6
LDso/ml, dén ngua s6 1 tang 10,2% tir 75,2 LDso/ml 18n 82,9 LDso/ml va ngua
s6 2 tang nhe 1,3% tir 37.6 LDso/ml Ién 38,1 LDso/ml. O chu ky nay chi c6
ngua sb 3 tiép tuc giam thém 14,4% tir 61,7 LDsg/ml xudng con 52,8 LDse/ml.
Biéu db theo dai su bién thién caa hiéu gia khang thé trén chuot qua 4 chu ky
khai thac huyét thanh thd cua 4 ngua gay mién dich véi phac @6 mién dich 1
duoc trinh bay & Hinh 3.5.

Nhu vay, nhdm ngua gay mién dich véi phac dd6 mién dich 1 cho thiy
tat ca 4 ngua déu c6 hiéu gia khang thé giam (tir 19,3% dén 50,9%) ¢ chu ky
khai thac tht 2, hiéu gia khang thé cua ngua duoc tiém mién dich nhac lai c6
tang nhung khong cao (tir 1,3% dén 41,4%) va duy tri & muc thap (ter 37,6
LDso/ml dén 96,6 LDso/ml) tir chu ky 3 trg di.
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Chu ki khai thic huyvét thanh thé

Hinh 3.5. Sy bién thién cua hiéu gia khang thé khang noc rin Cap nia Béc
trén chudt nhat qua 4 chu ky khai thac huyét thanh thé cia 4 ngua duoc mién
dich vé6i phéc d6 1.

3.2.4.2. Két qua danh gia higu gia khang thé trung hoa cia phac do
mién dich 2 (nhém 2)

Két qua & bang 3.8 cho thay 4 ngua nhém 2 dugc gay mién dich véi
phac d6 2 sau miii tiém tha 11 cho hiéu gia trung hoa trén chuot tuong ddi cao
& chu ky 1 khai thac huyét thanh thé, trong d6 ngua sé 6 cé hiéu gia khang thé
cao nhit 12 251,8 LDso/ml, tiép dén ngua sb 8 hiéu gia 203,6 LDso/ml, ngua s6
7 12 187,2 LDso/ml va thap nhat ngua s6 5 hiéu gia 147,6 LDso/ml.

Bang 3.8. Két qua hiéu gia khang thé khang noc ran Cap nia Bic bang thir
nghiém trung hoa trén chudt nhat caa 4 ngya thi nghiém nhém 2 qua 4 chu ky
khai thac huyét thanh tho

Chu ky Hiéu gia khang thé khang noc ran Cap nia Bac (LDso/ml)
khai thac Ngua 5 Ngua 6 Ngua 7 Ngua 8
Chu ky 1 147,6 251,8 187,2 203,6
Chu ky 2 1 46,5 | 165,2 | 146,3 | 165,2
Chu ky 3 1369 1 209.1 1 273,0 1923
Chu ky 4 £99,0 1206,0 £ 337.,6 1 106,7

Ghi chu: |: giam so vai chu ky trueoc do; 1: tang so vai chu ky truoc dé
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Sau 3 miii mién dich nhac lai, hiéu gia khang thé khang noc rian Cap nia
Béc cua chu ky khai thac thir 2 ca 4 ngua thi nghiém déu giam trong d6 ngua
sb 5 giam manh nhat 68,5% tir 147,6 LDso/ml xuéng 46,5 LDso/ml, ngua s6 6
giam 34,4% tir 251,8 LDso/ml xubng 165,2 LDso/ml, ngua s6 7 giam 21,8% tir
187,2 LDso/ml xubng 146,3 LDso/ml va ngua s 8 giam 18,9% tur 203,6
LDso/ml xudng con 165,2 LDso/ml.

O chu ky khai thac thir 3 ¢ 2 ngua hiéu gia khang thé tiép tuc giam so
Vvéi chu ky truéc @6 1a ngua s6 8 giam 44,3% tir 165,2 LDso/ml xubng 92,3
LDso/ml va ngua s6 5 giam 20,4% tir 46,5 LDso/ml xuéng 36,9 LDsy/ml.
Trong khi d6 2 ngya con lai c6 hiéu gia khang thé tang, ngua s6 7 ¢6 hiéu gia
taing cao nhat 86,6% tir 146,3 LDso/ml 1én 273,0 LDso/ml, ngua sb 6 ting
26,5% tir 165,2 LDso/ml 1€n 209,1 LDso/ml.

Pén chu ky khai thac thir 4 hiéu gia khang thé ngyua s6 5 tang cao nhat
167,6% so véi chu ky trugc d6 tir 36,9 LDso/ml 1én 99,0 LDso/ml, tiép dén la
ngua so 7 tang 23,7% tir 273,0 LDso/ml Ién 337,6 LDso/ml va ngua s6 8 tang
it nhat 16,0% tir 92,3 LDso/ml 18n 106,7 LDso/ml. Trong khi d6 ngua s 6
giam khong dang ké tir 209,1 LDso/ml xudng 206,0 LDso/ml. Biéu do theo ddi
su bién thién cua hiéu gia khang thé trén chudt qua 4 chu ky khai thac huyét
thanh thd cua 4 ngua gay mién dich véi phac d¢6 mién dich 2 duoc trinh bay ¢
Hinh 3.6.

Nhu vay, & nhém ngua gay mién dich vai phac do mién dich 2 cho thay
tat ca 4 ngua déu cd hiéu gia khang thé giam & chu ky khai thac thir 2 (tur
18,9% dén 68,5%). Sang chu ky khai thac thr 3 c6 sy bién dong hiéu gia
khang thé: 50% ngua c6 hiéu gia khang thé tang 1&n (tir 26,6% dén 86,6%) va
50% s ngua con lai hiéu gia khang thé tiép tuc giam (tir 20,6% dén 44,1%).
Pén chu ky khai thac thir 4 hiéu gia khang thé cua ca 4 ngua tang (tir 16,0%
dén 167,6%) va duy tri & mac khé cao (tir 99,0 LDso/ml dén 337,6 LDso/ml).
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Hinh 3.6. Sy bién thién cua hiéu gid khang thé khang noc rin Cap nia Béc
trén chudt nhat qua 4 chu ky khai thac huyét thanh thé caa 4 ngua gay mién
dich vé&i phac dd mién dich 2.

O ca 2 phat &6 mién dich tat ca cac ngua co hiéu gia khang thé khang
noc ran Cap nia Bac giam manh sau khi tiém mién dich nhic lai dé lay mau
khai thac ¢ chu ky 2, sang chu ky khai thac thir 3 ¢6 ngua tiép tuc giam nhung
mot s6 ngua tiang trd lai (Hinh 3.5 va 3.6). Két qua nay cho thay sy anh huong
ctia viéc khai thac huyét thanh thd khi ngua méi dua vao san xuat da tac dong
Ién suc khoe va thé chat caa ngua sau chu Ky 1ay méau thir nhat, do d6 da anh
huong dén dap ang mién dich cia ngua sau khi tiém mién dich nhac lai, 1am
giam ham luong khéng thé trong huyét thanh thd ¢ chu ky ldy mau tha 2.
Sang chu ky 3 ngua dan thich nghi va cho dap ¢tng mién dich tét hon, dan dén
hiéu gia khang thé dan tang tro lai sau chu ky khai théc thir 3 va thu 4.

Pénh gia hiéu qua dap (g mién dich cua phac d6 mién dich 1 va phéc
d6 mién dich 2 trén 2 nhém nguya thi nghiém qua 4 chu ky khai thac duoc thé
hién & Hinh 3.7. Hiéu gia trung binh LDse¢/ml cuia 4 ngua ¢ 4 chu ky khai thac
huyét thanh thd ctia nhém ngya thi nghiém 2 cao hon nhiéu so véi nhém ngua
thi nghiém 1 1an luot tir chu ky 1 dén chu ky 4 1a 197,6/99,0; 130,8/59,6;
152,8/64,9 va 189,3/67,6. Két qua nay cho thiy véi phac dd mién dich 2 véi
11 mii tiém mién dich voi lidu khang nguyén thap cho két qua dap ang mién
dich tt hon, c6 hiéu gia khang thé khang noc ran Cap nia Bac cao hon phac
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d6 mién dich 1 dugc gay mién dich 8 mii tiém véi liéu gay mién dich cao
hon. So sanh vai két qua nghién ctru san xuat huyét thanh khang noc ran Cap
nong (Bungarus faciatus) cing nhém ddi twong noc déc than kinh vai phac
dd 4 mii tiém liéu cao [70], thi két qua ching tdi thu duoc c6 hiéu gia khang
thé tot hon.

Hiéu gia ENhom 1 B Nhom 2
LDso/ml
210.0
180.0
150.0
120.0
90.0
60.0

30.0

0.0

CK1 CK2 CK3 CK4

Chu ky khai thac huyét thanh tho

Hinh 3. 7. Hiéu gia khang thé trung binh caa 2 nhém ngya thi nghiém (nhém
1 mién dich 8 miii, nhém 2 mién dich 11 miii) sau 4 chu ky khai thac huyét
thanh tho.

3.2.5. Két qua danh gia sirc khée ngwa ciia 2 phac do mién dich
trén ngwa qua 4 chu ky khai thac

3.2.5.1. Phdn #ng phu tai vi tri tiém

Két qua ¢ bang 3.9 cho thay tat ca cac ngua thi nghiém duoc gay mién
dich véi phac d¢6 mién dich 1 déu bi ap xe ning véi vét tiém sung to, tao mu
tai chu ky lay méu thtr 1. Sang chu ky 1y mau thir 2 ¢6 3 ngua van con ap xe
nang (ngua s6 1, 3 va 4), ngua sb 2 vét ap xe d& giam chi con bi sung nho tai
vi tri tiém. O chu ky ldy mau thtr 3 chi mot ngua s6 4 vi tri tiém bi ap xe ning,
con ngua s6 1, 2 va 3 chi con &p xe nhe. Pén chu ky khai thac thir 4 khéng co
ngua nao bi 4p xe nang, chi con &p xe nhe & vi tri tiém. Trong khi do tat ca
cac ngua duoc tiém mién dich véi phac @6 mién dich 2 déu bi ap xe ning véi
vét tiém sung to, tao mu tai cac chu ky ldy mau 1, 2 va 3; sang chu ky 4 ¢
ngua sb 8 tinh trang &p xe nhe hon, tai vi tri tiém bj sung nhé khéng c6 mu, 3
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3.2.5.2. Thé trang ngua

Ca 2 nhom ngua thi nghiém 1 va 2 & cac chu ky lay mau tha 1, 2, 3 va
4 khéng c6 hién tuong bat thuong xay ra nhu sét cao (> 39°C), ngua bo an,
hoat dong kém linh hoat. Bu diéu kién dé 1ay mau khai thac huyét thanh thd.

3.5.2.3. Chi sé hematocrit

Chi sb hematocrit ciia 4 ngua thi nghiém nhém 1 va 4 ngua thi nghiém
nhém 2 tai céc chu ky ldy mau 1, 2, 3 va 4 khdng c6 su bién dong 16n va nim
trong tiéu chuan cho phép (25% + 46%) caa quy trinh chuan khai thac huyét
thanh thd trén ngua & Vién Vac xin va sinh pham Y té du diéu kién dé lay
MA&U San XUAt.

3.2.6. Thu nhan huyét thanh thd khang noc rin Cap nia Bic

3.2.6.1. Véi phac d6 mién dich 1
Bang 3.10. S6 luong huyét thanh thd khai thac ctia ngwa nhdm 1 sau 4 chu ky

S6 lugng Hiéu gia khang thé | Kétquakiém
, . Danh gia N

Chu ky | huyét tuong trung binh, n =4 cam quan tra vo trung

a

(Iit) (LDso/ml) f (KPH)
CK1 5,0 99,0 Dat KPH
CK2 15,5 59,6 Pat KPH
CK3 16,8 64,9 bat KPH
CK4 16,6 67,6 Pat KPH
53,9 (Tong) | 71,3 + 17,8 (trung binh)|  Pat KPH

Ghi chi: KPH - khéng phat hién Vi sinh vat

Két qua khai thac huyét thanh thd khang noc ran Cap nia Bac cua 4
ngwa nhém 1 gay mién dich theo phac ¢6 mién dich 1 duoc trinh bay & Bang
3.10. O chu ky khai thac thtr 1 véi ty 1& 1dy méu 1% theo trong luong co thé
va lay 1 1an nén thé tich huyét thanh thé thu duoc 5,0 lit. Tir chu ky 1dy méu
thir 2 tro di mdi chu ky lay 2 1an voi ty 1é 1an 1 bang 1,5% va lan 2 bang 1,2%
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theo trong lugng co thé ngua, thé tich huyét thanh thd thu dugc 6n dinh tur
chu ky 2 dén chu ky 4 (tir 15,5 lit dén 16,8 lit). Tong thé tich huyét thanh thd
sau 4 chu ky khai thac dat 53,9 lit va hiéu gia trung binh dat 71,3 + 17,8
LDso/ml. Huyét thanh thé thu dugc dat tiéu chuan vé cam quan 1a c6 mau
vang rom; trong sudt, khdng bi van duc; khong vat la; sanh keo; c6 mét 1op
mong dudi day binh. Huyét thanh thd dat tiéu chuan vé tring (khdng co su
phat trién caa vi khuan/nam sau 14 ngay theo ddi).

3.2.6.2. VVgi phac dé mién dich 2

Két qua khai thac huyét thanh thd khang noc ran Cap nia Bic cua 4
ngua nhom 2 gay mién dich theo phac ¢6 mién dich 2 duogc trinh bay & Bang
3.11. O chu ky khai thac thir 1 thé tich huyét thanh tho thu duoc 5,5 lit. Thé
tich huyét thanh thd thu dugc on dinh tir chu ky 2 dén chu ky 4 (tir 14,5 lit dén
16,5 1it). Tong thé tich huyét thanh thd sau 4 chu ky khai thac dat 52,5 lit va
hiéu gi4 trung binh dat 164,9 + 30,9 LDsy/ml. Huyét thanh thé thu duoc dat
tiéu chuan vé cam quan Ia c6 mau vang rom; trong sudt, khéng bi van duc;
khong vat la; sanh keo; c6 mot 16p mong dudi day binh. Huyét thanh thd dat
tiéu chuan vo trang (khdng c6 su phét trién cua vi khuan/nam sau 14 ngay
theo doi).

Bang 3.11. S6 lwong huyét thanh thd khai thac cua ngua nhém 2 sau 4 chu ky

S6 luong o R .| Kétquakiém
. . Hiéu gia khang thé trung | Banh gia .
Chu ky | huyét tuwong . tra vo trung
i binh, n =4 (LDso/ml) | cam quan

(lit) (KPH)

CK1 55 197,6 Pat KPH
CK2 14,5 130,8 Pat KPH
CK3 16,0 152,8 Pat KPH
CK4 16,5 187,3 Pat KPH
Tong | 52,3 (tdng) | 164,9 + 30,9 (trung binh) |  Pat KPH

Ghi chi: KPH - khéng phat hién Vi sinh vat
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S6 luong huyét thanh thd thu dugc caa nhém 1 va nhém 2 véi thé tich
gan bang nhau, nhung hiéu gia trung binh huyét thanh thu duoc cua nhém 2
cao hon hiéu gia trung binh huyét thanh thu dugc cua nhém 1 1a 2,3 lan. Két
qua nay cho thay phac ¢d mién dich 2 cho dap tng mién dich tét va hiéu qua
hon phac dd mién dich 1.

Bang 3. 12. Tong hop danh gia céc chi sé giit 2 phac d6 mién dich trén ngua

Cac chi sb Phéac d¢6 mién Phéac 6 mién Panh gia
dichl,n=4 dich2,n=4 (PP1/PD2)
Phan tng phu tai | - CK1: 4/0 - CK1: 4/0 Phan ung tai vi
vitritiém (s0 | cio- 31 - CK2: 4/0 tri tiNém & phéac do6
ngua ap xe nang/ mien dich 1 nhe
£ . - CK3: 1/3 - CK3: 4/0 ok
SO Ngua ap xe hon phat @6 mien
nhe) - CK4: 0/4 - CK4: 3/1 dich 2
Thé trang ngua | Khong sot, khdng | Khdng sét, khong Gidng nhau

(Sét, b6 an, hoat
dong)

bo an, hoat dong
binh thuong

bo an, hoat dong
binh thuong

Hematocrit (%)

25% + 41%

25% + 36%

Khéng cé khac

biét, & trong tiéu

chuan cho phép
(25% =+ 46%)

Hiéu gia khang 71,3+17,8 164,9 + 30,9 PDP2 > PD1
thé trung binh 4 (164,9/71,3=2,3
chu ky khai thac |an)
(LDso/ml)
Tong thé tich 53,9 52,5 Xap xi ngang
huyét thanh thd nhau

khai thac 4 chu
ky (lit)
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Dénh gia chung: C6 2 chi s khac biét giira phac d6 mién dich 1 va 2:
thir nhat 1a chi s6 phan tng phu tai vi tri tiém cua ngua dugc gay mién dich
bai phac @6 mién dich 1 nhe hon so véi ngua duoc gy mién dich bai phéac db
mién dich 2 qua 4 chu ky khai thac; tht 2 13 hiéu gia khang thé khang noc ran
Cap nia Bic (LDso/ml) caia phac d6 mién dich 2 cao hon phac do mién dich 1:
2,3 1an, dat gia trj trung binh 164,9 + 30,9 LDso/ml. Trong khi d6 chi s vé thé
trang ngua, hematocrit va thé tich huyét thanh thd khai thac khéng cé sy khac
biét giira 2 phac @6 mién dich. Két qua nay cho thiy phac d6 mién dich 2 hiéu
qua hon phéc d6 mién dich 1, can nhéc &p dung phac d6 gay mién dich 2.

3.3. KET QUA TINH CHE HUYET THANH KHANG NOC RAN CAP NIA
BAC

3.3.1. Két qua tinh ché 3 16 huyét thanh khang nec rin Cap nia Bic
quy mo 10 lit/I6, danh gia tinh phd hop cac thdng sé ciia quy trinh

Ung dung quy trinh tinh ché huyét thanh khang noc ran dang ap dung
tai Vién VAc xin va sinh pham Y té, ching toi tién hanh tinh ché tha nghiém 3
16 duoc danh sé Lo IVACAV-Bun -01/TN, L6 IVACAV-Bun -02/TN va L6
IVACAV-Bun -03/TN (IVACAV-Bun Ia ban quyén diang ky nhan hiéu hang
hoa) dé danh gia cac thong sé caa quy trinh tinh ché. Chat luong huyét thanh
thd sir dung dé dua vao tinh ché 3 18 thir nghiém duoc trinh bay tai Bang 3.13.
Hiéu gia huyét thanh thd ban dau dua vao tinh ché tir 91,45 LDso/ml dén
96,89 LDso/ml.

Bang 3.13. Chat luong cac 16 huyét thanh tho dua vao tinh ché quy mo 10
lit/16

L0 IVACAV- | L0 IVACAV- | L0 IVACAV-

Tiéu chi
Bun -01/TN Bun -02/TN Bun -03/TN

Hiéu gia huyét thanh thd

96,89 91,45 93,40

Thé tich (lit) 10 10 10

Cac budc tién hanh 3 16 tinh ché thir nghiém o quy mé 10 1it/16 véi cac
thong sé cu thé caa quy trinh tinh ché dugc trinh bay ¢ Bang 3.14, Bang 3.15
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va Bang 3.16. Nhém nghién cau sir dung hé théng KvicK Lab dung trong giai
doan tham tich cho thi nghiém nay. Dua trén két qua danh gia san pham cudi
cuing sau tinh ché caa 3 16 thtr nghiém ching tdi danh gia tinh phu hop va hiéu
qua caa quy trinh tinh ché déi voi san pham huyét thanh khang noc rin Cap

nia BAc.

Bang 3.14. Cac thong sb quy trinh tinh ché thir nghiém 3 16 huyét thanh
khang noc ran Cap nia Béc giai doan pepsin hoa huyét thanh thd

Tiéu chi Lo huyét thanh thd
kiém

Clal | ong s quy trinh | SO W | IVACAV- | IVACAV- | IVACAV-

doan trinh 161 BUnN - Bun - BUnN -
cua 0L/TN 02/TN 03/TN
IVAC
%, | Thé tich huyét thanh

Huyét | ¢ HEN LY NA 10 10 10
thanh tho (Iit)

thO | Thé tich nuoc ct (Ii)|  NA 10 10 10

Nhiét @6 dung dich
3032 32 32 32
trong tank (°C)
Khdi lugng pepsin

Pepsin | dé dat nong do 0,7

héa | gllit huyét thanh NA ! ! !
huyét ()
thanh

thé pH 32-33| 3,24 3,21 3,24

Thoi gian pepsin hoa
huyét thanh 30+1 30 30 30
(phit)

Ghi chi: NA: khéng ap dung; IVACAV-Bun: la nhan hi¢u hang hoa do Cuc
s¢ hiru tri tué cap
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Bang 3.15. Cac thong sb quy trinh tinh ché thir nghiém 3 16 huyét thanh
khéng noc ran Cap nia Bic giai doan tua albumin va khang thé

Tiéu chi Lo huyét thanh thd
kiém
Glal | 1 ong sé quy trinh | CE9W | IVACAV- | IVACAV- | IVACAV-
doan trinh 16i Bun - Bun - Bun -
Cid | oyTN | 02TN | O03/TN
IVAC
Khéi lugng
ammonium sulfate 14 14 14 14
Tua (%)
albumin
va Nhigtdo (°C) | 56+1 | 56,5 55,8 56,2
nhing pH 42-43| 423 4,22 4,25
protein
khong Thé tich acid
can octanoic 0.1- 0,15 0,15 0,15
- 2 0,2%
thiét (ml)
Thoi gian u (phat) | 60 + 1 60 60 60
Khéi lugng
ammonium sulfate 16 16 16 16
(%)
Két tia pH 65-66| 657 6,53 6,59
khang
thé Nhiét do dung dich | 22+2°C| 23°C 22,5°C 22,8°C
Thaoi gian tua khang | 10 —12 11gio | 10gio 55 | 11 gio 10
thé phut phut phut

(gio)
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Bang 3.16. Céc thong sd quy trinh tinh ché thir nghiém 3 16 huyét thanh
khang noc ran Cap nia Bic giai doan tham tich, hap phu va loc vo tring

Tiéu chi L& huyét thanh thd
kiém
Giali . . soat - - ,
lal Thong sé quy trinh | ° Uy | IVACAV- | IVACAV- | IVACAV
doan trinh 16i Bun - Bun - Bun -
cua 01/TN 02/TN 03/TN
IVAC
Dang khang thé | Kéttoa | Kéttna | Kéttna | Kéttaa
Ho3 én kh ,
oarl nguyen ;ang 16 dén
thé (khang thé: 18 1:7 1:7 1.7
nudc cit) '
Thim Nuéc cat (lit) NA 30 30 30
Tich | Dungdich NaCl0,2| NA 40 40 40
—0,3% (lit)
Thoi gian chay mdi | 20 — 60 25 25 25
chu trinh (phat)
Nhiét ¢o °C 22 -30 28 28 28
Al(OH)3 (%) 3-5 3 3 3
Hap Nhiét o °C 56+ 1 56 56 56
phu Thai gian (phit) 60 60 60 60
Ly tdm (vong/ phat) | 4000 4000 4000 4000
Lam |Dung dich NaCl (%)|0,85-0,9| 0,85 0,85 0,86
dang oH 65+05| 654 6,6 6,56
truong .
valoc | Loc Vo tring bang
Vo cot loc ¢ kich 0,22 0,22 0,22 0,22
trang | thudc 16 loc (um)

Két qua kiém tra chat luong cua céc 16 huyét thanh sau tinh ché thir
nghiém quy mé nhé duoc thé hién tai bang 3.17.
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Bang 3.17. Két qua danh gia chat luong cta 3 16 huyét thanh khang noc rin
Cap nia Bac tinh ché thir nghiém.

Tiéu chuan Két qua 3 16 huyét thanh khang noc ran Cap
huyét thanh nia Bac tinh ché tha nghiém
TT| Chitiéu | khang noc ran
IVAC ding kY IVACAV-Bun|IVACAV-Bun| IVACAV-Bun
V6i Bo Y té -01/TN -02/TN -03/TN
Dung dich trong| Cé mau vang | Cé mau vang L
1 [Camquan| suét, c6 mau nhat, trong nhat, trong Comau vangA
. 2 A nhat, trong suot
vang nhat, suot suot
Vo khuan | Khong cosuy | Khdng co su | Khong cd sy | Khong c6 sy
phat trién caa vi | phat trién caa | phat trién cua | phat trién cua
2 khuan vanam | vikhuanva | vikhuanva | vikhuanva
saul4ngdy | namsauld | nimsau 14 | namsau 14
theo doi ngay theo doéi | ngay theo d6i | ngay theo doi
g | Protein <150 100,34 96,72 98,54
(mg/ml)
Hiéu gia
4 (LDso/ml) > 200 458,78 427,45 443,82
An toan Toan bo chudt | Toan bd chudt | Toan bo chuot
chung Sau itnhat7 | thinghiém | thinghiém |thi nghiém déu
ngay theo ddi, | déu khoe déu khoe khoe manh,
toan b chuot | manh, tang manh, tang tang trong
5 khoe manh, tang [trong luong ya trong luong yé luong va 7
trong va khong | khdng co biéu | khong co bicu | khdng cé biéu
c6 biéu hien | hiénbénhly | hiénbénhly | hién bénh ly
bénh Iy hoac | hodc nhiém | hoic nhiém | hoic nhiém
nhiém doc doc sau 7 docsau 7 | doc sau 7 ngay
ngay theo déi | ngay theo doi theo ddi
6 Chét,géy Khong c6 chat |Khéng co chat|Khdng co chat| Khong co chat
sot gay sot gay sot gay sot gay sot
bo tinh  |Khong phat hi¢n| Khéng phat | Khong phat | Khong phat
sach  |c6 Albumin trén| hién c6 band | hién c6 band | hién c6 band
7 dién di SDS- | albumin trén | albumin trén | albumin trén
PAGE hinh anh dién | hinh anh dién | hinh anh dién
di SDS-PAGE |di SDS-PAGE | di SDS-PAGE
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Két qua tai bang 3.17 cho thay: 7 chi tiéu danh gia chat luong cta 03 16
huyét thanh khang noc rin Cap nia Bic duoc tinh ché thir nghiém theo quy
trinh tinh ché huyét thanh khang noc ran Luc tre/H6 dat dat yéu cau theo tiéu
chuan huyét thanh tinh ché, cu thé:

- Chi tiéu cam quan: dung dich mau huyét thanh sau tinh ché cua 3 16
IVACAV-Bun-01/TN, IVACAV-Bun-02/TN, IVACAV-Bun-03/TN c6 mau
vang nhat, khdng xuat hién can, taa, dat yéu cau vé tiéu chuan chit luong theo
Duoc dién Viét Nam V, 2018.

- V6 tring: Ca 3 16 thi nghiém khéng c6 su phat trién cua vi khuan va
nam sau 14 ngay theo ddi. Pat vé tiéu chuan v tring.

- Chi tiéu ham lugng protein: Ham luong protein cia 3 16 huyét thanh
IVACAV-Bun-01/TN, IVACAV-Bun-02/TN, IVACAV- Bun-03/TN lan luot
la 100,34 mg/ml; 96,72 mg/ml va 98,54 mg/ml (dat theo yéu cau cua tiéu
chuan co sé: ham lugng protein < 150 mg/ml). Két qua nay cho thay khong
c6 su khac biét giita cac 16, thé hién tinh 6n dinh cua quy trinh tinh ché dang
ap dung.

+ Hiéu gié tinh ché: 3 16 huyét thanh IVACAV-Bun-01/TN, IVACAV-
Bun-02/TN va IVACAV- Bun-03/TN sau tinh ché thir nghiém c6 hiéu gié lan
luot: 458,78 LDso/ml; 427,45 LDso/ml; 443,82 LDsy/ml. Ca 3 16 tinh ché thu
nghiém déu co hiéu gia cao gap 2 lan so véi quy dinh tdi thiéu vé hiéu gia
theo tiéu chuan co s¢ caa huyét thanh khang noc ran hién tai (> 200 LDso/ml).
Pay la tin hiéu rat tot dé co6 thé san xuat duoc loai huyét thanh khang noc ran
Cap nia Béc tinh ché c6 chat luong cao.

+ An toan chung: Ca 3 16 huyét thanh khang noc ran Cap nia Béc tinh
ché IVACAV-Bun-01/TN, IVACAV-Bun-02/TN va IVACAV-Bun-03/TN
sau khi thir nghiém an toan chung déu c6 két qua 1a toan bo chuét thi nghiém
déu khoe manh, tiang trong luong va khdng cé cac biéu hién bénh Iy hoic bi
nhiém doc sau 7 ngay theo ddi, dat yéu cau vé tiéu chuan chat luong theo
Duoc dién Viét Nam V, 2018.

+ Chat gay st: Ca 3 16 huyét thanh khang noc ran Cap nia Bac tinh ché
IVACAV-Bun-01/TN, IVACAV-Bun-02/TN va IVACAV-Bun-03/TN sau
thir nghiém, cac tho nghién ctru khong ting nhiét d6 va khong xuat hién cac
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ddu hiéu bat thuong (phu luc 13). Pat yéu cau vé tiéu chuan chat lugng 1a
khong phét hién c6 chat gay sot.

+ V& db tinh sach: Hinh anh dién di SDS-PAGE san pham sau tinh ché
thir nghiém cua 3 16 huyét thanh khang noc ran Cap nia Bac IVACAV-Bun-
01/TN, IVACAV-Bun-02/TN va IVACAV-Bun-03/TN cho thdy khdng phét
hién thiy band albumin (Hinh 3.8). Két qua nay cho thay quy trinh tinh ché
cho d6 sach dat yéu cau.

1 5 & 5

(1): Huyét thanh tho

| (2): IVACAV-Bun - 01/TN
(3): IVACAV-Bun - 02/TN
(4): IVACAV-Bun - 03/TN

(5): Marker Bovine Serum Albumin
(BSA. MW = 66.4kD)

Hinh 3.8. Hinh anh dién di SDS - PAGE 3 16 huyét thanh sau tinh ché thu

nghiém.

Két qua kiém tra chat lwong san pham cua 3 16 huyét thanh tinh ché thu
nghiém cho thdy su twong dong vé chat luong gitra cac 16; trén co so tiéu
chuan cho phép caa huyét thanh khang noc rin Luc tre/H dat, ching tdi nhan
thay ca 7 chi tiéu chat luong vé cam quan, vo khuan, protein, hiéu gi, an toan
chung, chat gay sbt va do tinh sach déu nam trong quy dinh cua tiéu chuan co
s& huyét thanh khang noc ran ma IVAC dang ky voi Bo Y té. Bong thoi, kiém
soat cac théng so trong quy trinh tinh ché (Bang 3.14, Bang 3.15 va Bang
3.16) déu 6n dinh. Do vay, ching t6i nhan thay quy trinh tinh ché hién tai caa
IVAC phu hop dé &p dung cho tinh ché huyét khang noc rian Cap nia Bic
(Hinh 3.9).
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Huvét thanh thé
l Pepsin 0.7g/lit; pH 3,2 - 3,3

nhiét do6 32°C

Tiéu hoa huyét thanh tho

lenonium sulfate 14%: pH 4.2:

nhiét do 56 + 1°C; acid octanoic 0,1 - 0,2%

Loa1 bo albumin
va protein khong can thiet

Ammonium sulfate 16%: pH 6.5 - 6.6;
nhiét @6 phong 28 - 30°C

Két tiia khang thé

Nuéce cat va dung dich NaC10.2 - 0.3%
Y
Tham tich

Al(OH)s; nhiét d6 56°C/60 phut

Y
Hip phu

l 4.000 vong/phut; 30 phut

Ly tam

v

Loc vo trung

Hiéu gia

Vo trung

Ham lwong protein
An toan

*« 8 @

Huyét thanh tinh ché ban thanh pham

Dong lo. 1ay mau danh gia chat
hrong

Huyét thanh tinh ché thanh pham

Hinh 3.9. Quy trinh tinh ché huyét thanh khang noc ran Cap nia Bic
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3.3.2. Két qua tinh ché 16 huyét thanh khang nec rin Cap nia Bic
ban thanh pham

Chuing t6i 4p dung quy trinh da tha nghiém dé tinh ché 16 huyét thanh
ban thanh pham khang noc ran Cap nia Bic duoc ky hiéu: IVACAV-Bun-
001-B/S véi quy md 60 lit huyét thanh thd, hiéu gia huyét thanh thé truée tinh
ché 124.68LDsy/ml, c4c budce thuc hién bao gom:

- Thé tich huyét thanh thd duoc tinh ché V = 60 lit. Huyét thanh thd
dugc pha lodng voi nudc cat theo ty I1é pha lodng 1:1. Pem tiéu hda huyét
thanh thd bang pepsin (0,7g/1it) & nhiét d6 32 — 33°C, dat pH 3,2 — 3,3: tiéu
hoa huyét thanh thé trong thoi gian 30 phut.

- Loai bo albumin va nhiing protein khéng can thiét bang tua
ammonium sulfate ((NH4)SO4) lan 1 vai ti 1é 14% wi/v va acid octanoic c6
nong do (0,1 — 0,2%) & nhiét do 56°C, giir trong 1 gio véi pH 4,2 — 4,3. Tién
hanh ha nhiét do xuéng 28-30°C.

- Loc qua loc gidy Simoneton (khung loc Simoneton 18x20cm) loai bo
tua thu duoc sau taa lan 1, tién hanh taa 1an 2 vai ti 16 ammonium sulfate 16%
wi/v (ndng d6 cudi cuing cua 2 lan taa 1a 30%). Dé qua dém voi pH 6,5 — 6,6.

- Cho dung dich taa lan 2 loc qua gidy loc Simoneton (khung loc
Simoneton 18x20cm) loai phan nudc noi trén, thu Iy phan taa chia khang
the, ép kho khang thé bang khi nén.

- Thu khéng thé, can trong luong khang thé thu dwoc va bao quan & kho
lanh véi nhiét @6 2-8°C.

- Khéng thé thu duoc hoan nguyén bang dung dich NaCl 0,2% sau d6
tién hanh loai SO4% bing hé thong TFF. Dung dich loai hét ion SO4% dugc
bao quan trong dung dich merthiolate 1%.

- Dung dich dugc hap phu AI(OH); theo ti 1&6 3 — 5% ¢ nhiét do
56°C/1h. Sau do6 ly tdm 4.000 vong/phut trong 30 phat, sau qué trinh ly tam
thu nude noi va loai bo can.

- Tinh NaCl dé dung dich c6 nong do 0,85 — 0,90%, chuan pH sau ciing
dé dung dich c6 pH dat 6 — 7.
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- Loc vé trung bing hé théng Sartorius 0,45/0,22um, thu dugc huyét
thanh tinh ché ban thanh pham. LAy mau kiém tra danh gia chat luong huyét
thanh sau tinh ché.

Két qua kiém tra chat lwong 16 huyét thanh ban thanh pham khang noc
ran Cap nia Bac tinh ché IVACAV-Bun-001-B/S duoc danh gia theo tiéu
chuan co s& cua 2 loai huyét thanh tinh ché khang noc rin Luc va Ho d4 duoc
cap phép san xuit dugc trinh bay ¢ Bang 3.18.

Bang 3.18. Két qua kiém dinh huyét thanh ban thanh pham khang noc ran
Cap nia Béc tinh ché 16 IVACAV-Bun-001-B/S

Tiéu chuan huyét thanh

Két qua kiém dinh 16

STT Chi tiéu khang noc ran IVAC
.. . IVACAV-Bun-001-B/S
dang ky v6i Bo Y té
1 pH 6-7 6,58
Khong quan sat thdy | Khdng quan sat thiy sy
L, su phét trién cia nam | phét trién caa nam va vi
2 V0 khuan . . . . . A
va vi khuan sau 14 khuan sau 14 ngay nudi
ngay nudi cay cay
3 | Protein (mg/ml) <150 42,41
Hicu gia
4 > 200 312,43
(LDso/ml)

5 Do tinh sach

Khéng phat hién band
cua albumin trén dién
di SDS-PAGE

Khéng phét hién thay

band cua albumin trén

hinh anh dién di SDS-
PAGE

6 |Chat gay sét (°C)

Khong c6 chat gay sét

Khong cd chat gay sét

7 Cam quan

Dung dich trong suét,
cd mau vang nhat

Dung dich trong sudt,
c6 mau vang nhat
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Cu thé nhu sau:

+ Chi tiéu v khuan: Khong quan st thiy sy phét trién caa nam va vi
khuan sau 14 ngay nudi cdy, dat yéu cau vé vé khuan.

+ Chi tiéu protein: Ham lugng protein 16 tinh ché IVACAV-Bun-001-
B/S c6 két qua 1a 42,41 mg/ml (Bang 3.18), dat yéu cau theo tiéu chuan co s&
(protein < 150 mg/ml).

+ Chi tiéu hiéu gia: L6 tinh ché IVACAV-Bun-001-B/S c6 két qua hiéu
gia 1a 312,43 LDso/ml (Bang 3.18), dat yéu cau theo tiéu chuan co s (> 200
L Dso/ml).

+ Chi tiéu d6 tinh sach: Hinh anh dién di SDS-PAGE san pham 16
huyét thanh ban thanh pham IVACAV-Bun-001-B/S khang noc ran Cap nia
Bac tinh ché khong phat hién thay band albumin (Hinh 3.10), dat theo tiéu
chuan chap nhan.

1 2 3
- Chu thich

(1): Huyét thanh tho
' (2): IVACAV-Bun-001-B/S

(3): Marker Bovine Serum Albumin
(BSA. MW = 66.4kD)

Hinh 3. 10. Két qua dién di SDS -PAGE 16 huyét thanh khang noc ran Cap nia
Bic tinh ché ban thanh pham IVACAV-Bun — 001-B/S.

+ Chi tiéu pH: Dung dich huyét thanh khang noc ran Cap nia Bac tinh
ché béan thanh pham c6 pH bang 6,58 nam trong tiéu chuan cho phép pH 6 —
1.

+ V& chi tiéu cam quan: San pham 16 tinh ché IVACAV-Bun-001-B/S
c6 mau vang nhat, trong sudt, khdng cé xuat hién can tua trong dung dich
(Hinh 3.11)



IVACAV-Bun-001B/S

Hinh 3.11. L6 huyét thanh béan thanh pham IVACAV-Bun-001-B/S tinh ché

Bang 3.19. Két qua danh gia chi tiéu gay sot ddi véi 16 huyét thanh ban thanh
pham IVACAV-Bun-001-B/S tinh ché

, Tho s6
Chi s6
1 2 4
Can nang (kg) 1,9 1,9 2,0
Nhiét do tho trudc khi tiém (°C) 39,0 39,2 | 39,05

Nhiét do tho toi da do duogc sau khi tiém (nhiét
d6 cao nhit do dugc trong 3 lan do sau khitiém | 39,4 | 392 | 39,2
mau, mdi lan do cach nhau 1 gio) (°C)

Hiéu sb nhiét do t6i da sau khi tiem va nhiét do

X « 0,4 0 0,15
ban dau caa moi tho (°C)

Tong nhiét do chénh léch 3 tho (°C) 0,55
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+ Chi tiéu chat gay sbt: Sau tiém thtr nghiém san pham 16 huyét thanh
ban thanh pham IVACAV-Bun-001-B/S tinh ché, cac tho nghién cau khdng
tang nhiét do va khong xuat hién cac ddu hiéu bat thuong, két qua kiém tra chi
tiéu gay sét dugc thé hién tai Bang 3.19.

Két qua nay cho thay 16 huyét thanh béan thanh pham khang noc ran
Cap nia Béc tinh ché IVACAV-Bun-001-B/S dat 10 chi tiéu co s& giéng nhu
hai loai khang huyét thanh noc ran Luc tre va Ho dat da dugc cap phép luu
hanh. Chlng t6i tién hanh san xuét thir nghiém 1 16 huyét thanh khang noc ran
Cap nia Bic thanh pham.

. 3.3.3. Két qua huyét thanh tinh ché khang noc rin Cap nia Bic thanh

pham

Ttr 16 huyét thanh khang noc ran Cap nia Bac tinh ché ban thanh pham
IVACAV-Bun-001-B/S chiing t6i san xuét 16 huyét thanh khang noc rin Cap
nia Bac thanh pham IVACAV-Bun-001. Sé luong lo d& dong duoc 12 1.128 lo
huyét thanh khang noc ran Cap nia Bic (Bang 3.20) dat yéu cau theo tiéu
chuan chat luong co so caa hai loai khang huyét thanh noc ran Luyc tre va Ho
dat da duogc cap phép luu hanh caa Bo Y té (Bang 3.21).

Bang 3.20. S6 lwong thanh pham huyét thanh khang noc ran Cap nia Bic

L6 ban thanh | S6 lweng ban thanh | L6 thanh S6 lwong thanh
pham pham doéng (lit) pham pham (lo)

IVACAV- 50 001 1128
Bun-001-B/S




Bang 3.21. Két qua kiém dinh 16 thanh phdm huyét thanh khang noc ran Cap
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nia Bac IVACAV-Bun-001.

Tiéu chuan co sé caa IVAC da

< . . Két qua
T Chi tidu dwoc B9 Y té cap phép lwu hanh
1 . , i , - -
véi huyet thanh khang noc ran IVACAV-Bun
Hoé dat va Luc tre 001
Dung dich trong sudt khéng mau
1 Cam quan ? 1\ ‘g © .g . bat
hoac mau vang nhat, hoi nhét
: Khong c6 su phét trién cua vi Khong phat
2 V6 khuan 2 \g J P e\ . ~ g P
khuan va nam sau 14 ngay theo doi hién
3 pH 6,0-7,0 6,58
Phan &ng dic hiéu giira noc ran véi
4 Nhan dang a;u’g ? ,e gluafio a, © Dat
huyét thanh khang noc tuong tng
6 | Protein téng s6 < 150 mg/ml 42,41 mg/ml
Ham Iuong
7 | chat bao quan <0,01% 0,0093%
Merthiolate
Ham lugng P
8 ) ) Tur 0,85% dén 0,9% 0,85%
Natri clorid
Sau it nhat 7 ngay theo dai, toan b
. chudt khoe manh, tang trong va
9 | Antoan chung . L x T Dat
khdng co biéu hién bénh ly hoac
nhiém doc
10 | Chat gay st Khong c6 chat gay sét Dat
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s IVACAV-Bun
nuvh THANH KHANG NOC RAN CAP NIA TINH CHE
Hop 10 1o (1000 LD /l0)

000 L,

5001 %
085-09%
Sin phiim diing cho ¢ namuu cm dimg cho myc dich khic

w.u VIEN VAC x4 v

Rox o0 BAN TG EON \VACAV-Bi VACAV-Bun
HUVET THANH KNANG NOC ﬂrN CAP NIATINH CHE HUYET THANH KNANC NOC RAN (AP NIA TINH CHE
10 1o (1000 LD, /o)
0n n »e dung dich tiém
Thinh phin trong 1 g hurdt thaoh
Lhulqmu rén cop ni m" ché

S

IVAC,
uvh THANH KHAN
E Not R N (Ap

Hop 1010 (1000 L0, /1o; NIATINH ik

e udy VIEN VAC XIN VA 3 ™
Sl IVACAV-Bun )
Resen IVACAV-Bun ot KH AP
AP NIA TINH ;
H KHANG NQCRAN C 6 i
HUV(.’ i Io (00010, o) = o
Thisnh Fess—" huyét (han.
0 ché dun i v ity Eme - 1 31 €3
o tinh ¢! i - 4 Me
8 o Na
o

Toes Mhic
it sing, e ding cho moc 2

AR LELSLLLE

Hinh 3.12. Huyét thanh khang noc ran Cap nia Bac thanh pham 16 IVACAV-
Bun 001

Dua trén két qua thu duoc ching toi tién hanh xay dung tiéu chuan co
s& cho san pham huyét thanh khang noc ran Cap nia Bac tinh ché.

3.4. XAY DUNG PHUGNG PHAP KIEM TRA CHAT LUONG VA DBE
XUAT TIEU CHUAN CO SO CHO HUYET THANH KHANG NOC RAN
TINH CHE PHU HOP DDVN V, 2018

3.4.1. Xay dung cac phwong phap kiém dinh huyét thanh tinh ché
khang noc rin Cap nia Bic

Ap dung cac phuong phap kiém dinh 2 loai huyét thanh tinh ché khang
noc ran Luc tre va H6 dat 4 duoc cip phép tai IVAC ching tdi tién hanh xay
dung cac phuong phap kiém dinh huyét thanh tinh ché khang noc ran Cap nia
Béc. Danh muc phuong phép duoc trinh bay & bang 3.22.
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Bang 3.22. Danh muc cac phuong phap kiém dinh huyét thanh khang noc Cap
nia BAc tinh ché.

Ngay co
TT Chi tiéu Phwong phap SOP % Y
hiéu luc
1 V6 khuan Cay truc tiép KP/089 18/08 | 10/05/18
2 pH Po dién thé - dién cyc | KP/124 21/06 | 13/10/21
Po quang véi thudc tha
3 | Merthiolate (%) | Diphenilthiocacbazon | Kb/131 18/03 | 23/07/18
(dithizon)
4 NaCl (%) Morh Kb/12521/06 | 13/10/21
5 | Protein (mg/ml) Lowry Kb/136 18/02 | 02/07/18
Hiéu gid tinh | Trung hoa trén chuot
6 . L KH/029 19/03 | 03/07/19
ché (LDso/ml) nhat trang
7 | Do tinh sach bién di SDS-PAGE Kb/073 19/03 | 03/07/19
Panh gia tinh chat gay
, , s6t dua trén su tin
Chat gay sot AO u & ang
8 Q) than nhiét cua tho truéc| KD/138 17/03 | 28/07/17
va sau tiém mau vao
tinh mach tai
‘ Thtr trén chudt nhét
9 | Antoan chung R N Kb/052 19/08 | 02/07/19
trang va chuot lang
Kiém tra bang mat
10 Cam quan . Kb/143 18/02 | 20/07/18
thuong
11 | Do thé tich Can KP/129 19/04 | 10/07/19
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3.4.2. P& xuit tiéu chuin chit lwong kiém dinh huyét thanh tinh
ché khang noc rin Cap nia Bic ban thanh pham va thanh pham

Dua vao két qua mién dich khai thac huyét thanh Cap nia Bac trén
ngua, két qua 3 16 tinh ché quy mé nho (10 lit/ 16) va két qua tinh ché 16 quy
md 16n (60 Iit/16) véi su tham chiéu tiéu chuan cua 2 loai huyét thanh tinh ché
do IVAC san xuit di duoc dang ky luu hanh, ciing nhu cac tiéu chuan cua
DDVN V — 2018, ching tdi d& xuat tiéu chuan co s (TCCS) day chuyén san
xuat huyét thanh khang noc rin cap nia Bac nhu sau:

- Dé xuét tiéu chuan chat luong co so khai thac huyét thanh thd khang

noc ran Cap nia Bac trén ngya.

Bang 3.23. B¢ xuét tiéu chuan chat luong co so khai thac huyét thanh tho
khang noc ran Cap nia Bac trén ngua.

STT Chi tiéu Phwong phap Tiéu chuin co sé
. _, Trung hoa trén
1 Hiéu gia Ly > 20 LDso/mi
chudt nhat trang
q Kiém tra bang | Dung dich trong suét mau vang
2 Cam quan . . , R .
mat thuong nhat, sanh keo, khéng co vat la.
Khong c6 su phat trién cua vi
3 V6 khuan Cay truc tiép | khuan va ndm sau 14 ngay theo
doi

- Pé xuat tiéu chuan chat lugng co so huyét thanh khang noc rin Cap
nia BAc tinh ché ban thanh pham va thanh pham.
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Bang 3.24. Dé xuét tiéu chuan chét luong co so huyét thanh tinh ché khang

noc ran Cap nia Bic ban thanh pham va thanh pham

TT Chi tiéu Tiéu chuin co s¢ Tai liéu tham khao
A Khéng c6 su phat trién cua o
V6 khuén ONg €0 Sur PRALTTIEN CU& | 1y e didn Viet Nam V,
1 vi khuan va nam sau 14
*) : > 2018 [71]
ngay theo doi
5 pH 57 Dugc dién Viét Nam V,
(**) 2018 [71]
, Merthiolate (%) <001 Duoc dién Viét Nam V,
(%) 2018 [71]
NaCl (%) Duogc dién Viét Nam V,
4 0,85-0,90 ' i
(**) 2018 [71]
. Protein*img/ml) <150 Duoc dién Viét Nam V,
(**) 2018 [71]
Hiéu gi tinh ,
. chlé'@?LgI; /'ml) 200 Duoc dién Vit Nam V,
. - 2018 [71]
(**)
. Khodng phat hién cé P
Do tinh sach . J p i ¢ . Duoc dien Viét Nam V,
7 (%) Albumin trén dién di SDS- 2018 [71]
PAGE
Chét gay sbt , , Duoc dién Viét Nam V,
8 Khdng co chat gay sot ‘ ‘
(°C) (**) J €0 chat gay s 2018 [71]

An toan chung

Sau it nhat 7 ngay theo dbi,
toan b chudt khoe manh,

Duoc dién Viét Nam V,

(**) tang trong va khong co biéu 2018 [71]
hién bénh ly hoic nhiém doc
Dung dich trong suét, c6 | Dugc dién Viét Nam V,
10 | Cam quan (**) g g SUo R e VT

mau vang nhat

2018 [71]

(*): thuc hién trén ban thanh pham va thanh pham

(**): chi thyc hién trén ban thanh pham hogc thanh pham
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KET LUAN VA KIEN NGHI
KET LUAN

- P4 thiét 1ap duoc quy trinh gay mién dich trén ngua va khai thac
huyét thanh thd khang noc ran Cap nia Bac dat yéu cau chat lugng cao véi
phac d6 gay mién dich 11 mii co ban, liéu khang nguyén ting dan tir 0,1
LD50 dén 3,0 LD50/kg trong luong ngua; tiém nhac lai gitra 2 chu ky khai
thac huyét thanh thd 3 mii vai liéu 0,5; 1,0; 2,0 LDse/kg trong luong ngua;
duong tiém dudi da, cach nhau 7 ngay. Khai thac huyét thanh thé chu ky dau
tién vao ngay tha 80, tao dugc hiéu gia trung binh qua 4 chu ky khai thac la
164,9 + 30,9 LDs¢/ml.

- P4 ung dung quy trinh 16i tinh ché huyét thanh khang noc ran cia
IVAC, tinh ché thanh cong 3 16 thir nghiém voi quy mé 10 Iit/16 va 1 16 san
pham véi quy md 60 lit, phu hop dé tinh ché huyét thanh khang noc ran Cap
nia Bac. P4 dong 1128 lo IVACAV-Bun thanh pham, hiéu gia 1276 LDsy/lo,
dat tat ca tiéu chuan co sé chat luong giong tiéu chuan cua hai loai huyét
thanh khang noc ran Luc tre tinh ché va ran Ho dat tinh ché ma Vién da duoc
cap phép, phu hop vaoi Dugc dién VN V, 2018. D3 dé xuat xay dung 3 tiéu
chuan co sé cho khai thac huyét thanh thd khang noc ran Cap nia Bic, 7 tiéu
chuan chat luong huyét thanh khang noc Cap nia Bac tinh ché dang ban thanh
pham va 10 tiéu chuan chét lugng dang thanh pham véi pht hop véi DDVN
V, 2018. P4 x4c dinh danh muc 11 quy trinh chuan, phuong phép kiém dinh
huyét thanh khang noc ran hién hanh tai IVAC &p dung cho kiém dinh chat
lwong huyét thanh khang noc ran Cap nia Bac tinh ché.

KIEN NGHI

Nghién ctru duoc luc/dong hoc huyét thanh khang noc ran Cap nia Bic
trén dong vat thi nghiém dé cung cap di liéu thir 1am sang trén bénh nhan bi
loai ran nay can, huéng dén dang ky luu hanh san pham (huyét thanh khang
noc rin Cap nia Bac tinh ché voi ban quyén dang ky nhadn hiéu hanh hoéa:
"IVACAV-Bun".
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PHU LUC
Phu luc 1: Thir nghiém nhin dang huyét thanh bing k§ thuit khuéch tan
mién dich (Ouchterlony)

(Tham khao Phu luc 15.34 — trang PL-371 — DDVN V — 2018)

1. Nguyén tic:

Ky thuat nay dua trén nguyén ly khuéch tan kép tu do cua khéang
nguyén va khang thé tir cac giéng riéng biét duoc tao trong gel agarose 1%
vao moi truong va tao thanh vong cung taa do phan ung dac hiéu cua chang.

2. Nguyén vat liéu va thiét bj:

- Phién kinh

- Agarose 1% trong dém phosphate pH 7,4

- Hop am

- Huyét thanh thir nghiém mién dich

- Noc ran Cap nia Béc

- Dung dich nhuom: coomasie blue 0,025%

- Dung dich tay mau: methanol — acid acetic — nudc cat (4 : 1 : 5)
3. Thuc hién:

- b6 gel agarose 1% lén phién kinh.

- DUng dung cu duc giéng loai c6 duong kinh 3 mm tao 7 giéng trén phién
kinh (1 giéng & gitra, 6 giéng cach déu xung quanh). Nho huyét thanh can thir
nghiém vao cac giéng xung quanh va noc ran Choam quap vao giéng & giira.

- Pat phién kinh vao hop am tir 12 dén 48 gio.

- Nhom gel véi dung dich nhuom coomasie blue 0,025%.

- Tay mau bang dung dich tdy mau, sau d6 rira bang nuéc cit.
- Pé kho phién kinh & nhiét do phong.

4. Tiéu chuan danh gia:

Duong tinh: xuat hién cung ngung két dic hiéu.



Phu luc 2: Kiém tra @9 tinh khiét huyét thanh bang phwong phap dién di
SDS-PAGE

(Tham Khao phu luc 5.6 — trang PL-154 - DDVN V — 2018)

1. Nguyén tic:

Phuong phap dién di trén gel polyacrylamide str dung cac 16 siéu nho
cua gel va dong dién chay qua nham kéo theo va phan tach céc chudi
poypeptide c6 khdi luong, ¢ phuc tap khac nhau. Protein c6 kich thudc cang
I6n di chuyén cang cham trén gel va nguoc lai. SDS dung trong phuong phap
nay gitp tich dién &m cho cac géc amino acid caa protein. Nho vay, protein
khoéng con & trang thai gap cudn va dudi dai thanh chudi polypeptide va di
chuyén vé cuc duong cua dong dién. Khi qua cac 15 gel, cac protein phan tach
nhau chi bai khéi lwong (chiéu dai, thanh phan caa chudi polypeptide). C6 hai
diéu kién xur ly protein trudc khi chay dién di 1a khdng khir va khir. Di voi
diéu kieén khdng khtr, protein nguyén ven va xac dinh duoc khéi luong twong
ting véi dang tu nhién. D6i voi dieu kién khir, B-mecaptoethanol duoc thém
vao nham phé v& céac lién két disulfide. Trong truong hop khir hoan toan,
chudi nang duoc phan cat hoan toan vai chudi nhe va trén gel nhan duoc hai
vach chinh.

2. Nguyén vat liéu va thiét bi:

- Bo dién di Mini protean

- May sbc nhiét

- SDS gel preparation kit

- Protein Albumin chuan

- Nudc mudi sinh Iy

- Dung dich nhuom: coomasie blue 0,025%

- Dung dich tay mau: methanol — acid acetic — nuéc cat (4 : 1 : 5)

3. Thuc hién:

3.1. Chuan bi miu thi:



« Pha lodng mau thir vé ~ 1 mg/ml.

« Tron mau thir voi dém G mau theo ti 1¢ 1:1.

« U maiu ¢ 100°C trong 2 phit.

3.2. Chuan bi gel:

« Pha running gel theo bang:

Thanh phan (ml)

Nong do (%)

5 7,5 10 12,5 15
PAA Stock solution
2,50 3,75 5,00 6,25 7,50
(30:0 ~ 8%)
Separation gel buffer 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Nuéc cat 725 | 6,00 | 475 | 350 | 2,25
TEMED 10% 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
APS 10% 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
. Phastacking gel theo bang:
‘ Nong do (%)
Thanh phan (ml)
3 6 9
PAA Stock solution (30:0 ~
ution ( 0,50 1,00 1,50
8%)
Stacking gel buffer 1,00 1,00 1,00
Nuéc cat 3,40 2,90 2,40
TEMED 10% 0,10 0,10 0,10
APS 10% 0,03 0,03 0,03




« Pha running bufer:

« Pha lodng running buffer 10X véi nudc cat.
3.3. Cac bwéc tién hanh

« Budc 1: D6 running gel

Ht 4,5ml running gel vao khudn kinh. Bé trong thoi gian 30 phat dén
khi gel dong hoan toan.

« Budc 2: B6 1,5ml stacking gel

Hut 1,5ml stacking gel vao khuén kinh. Gan luoc dé trong thoi gian 60
phut dén khi gel dong hoan toan.

« Budc 3: Cho mau:

Théo lugc, gan bang gel vao budng dién di. D6 running buffer vao
budng dién di, phia bén trong ngap hét tiéu ban, bén ngoai khoang 1/2 dung
dich bén trong.

Dung micropipette hit mau/ mau chuan cho vao mdi giéng 10pl.

« Budc 4: Chay dién di:

Pay nip budng dién di, cim dién, chinh hiéu dién thé 110V. Chinh &
ché do hiéu dién thé 6n dinh. Thoi gian chay dién di tir 60-80 phut cho dén
khi vach mau chay dén cudi bang gel. Tat may lay gel cho vao hop nhuom cé
chtra dung dich nhuém xanh coomassie nhuém 30 phat. Lay gel cho vao dung
dich rira tdy mau, thay dung dich tdy mau vai 1an cho dén khi sach.

4. Tiéu chuan danh gia:

Khong c6 band twong trng band albumin.



Phu luc 3: Phwong phap kiém tra cam quan

(Tham khao Phu luc 11.8.B — trang PL-265 — DPVN V — 2018)
1. Nguyén tic: Kiém tra vat ly tinh chat bén ngoai caa céc vac xin sinh pham
bang cam quan (bang mit thuwong) bao gom:

- Kiém tra nhan méc, quy cach dong goi, su nguyén ven cta bao bi.

- Kiém tra trang thai cua mau: ran, 1ong.

- Kiém soat su han kin caa chai lo, ampoule dung sinh pham.

- Kiém soéat mui vi, mau sac, tinh dong nhat, do déng déu, do trong, do
duc caa dung dich va vat thé la cia mau dudi dén soi.

2. Piéu kién phwong tién kiém tra:

Nhan vién kiém tra:

- Phai ¢ thi lyc tot (do chuyén khoa mat xac dinh) dam bao it nhat Ia
9/10 (khi can phai dung kinh ding s6 dé diéu tiét thi luc tot).

- Phai dugc huan luyén quen nhan dang cac tap chat, qua nhiéu lan
huéng dan thuc té dé khdng bi nham 13n, khong bo st dé cé thé doc lap dam
nhan cong viéc.

Co s6:

Phai ¢ khu vuc riéng dé kiém tra vat ly. Phong kiém tra 1a phong toi,
tuong d6i yén tinh, tao diéu Kién cho ngudi kiém tra 1am viéc thuan tién,
khéng gan nhiing noi c¢6 anh sang va dén choi mit.

Phwong tién kiém tra:

- Ngudn sang: Dung bong dén huynh quang 20W, dai 60 cm hoic dung
bong dén tungsten 40W, nguon sang nén chiéu tir dudi 1én.

- Hop den: CO thé soi duoc ca hai phia, lam bang g son trang mo, bén

trong nén soi son mau den mo.



3. Thuc hién:

Mau tha: Lay ngau nhién 20 don vi mau. Loai bo moi nhdn mac, rira
sach va lam kho bén ngoai.

- Cach cam va ldc ong mdu: Xoay day dng mau vé phia c6 ngudn sang
chiéu téi. Lac nhe nhang 180°, khdng lic, viy manh lam dung dich néi bot
kho nhin, thudng quay 3 vong, nhin 3 1an s& phan biét rd.

- Loc thay tinh: 1a cAc manh hoac cac vay mong thuy tinh 16¢ co phat
quang 6ng anh, kich thuéc to hoic nho du phan biét véi tap chat khéng mau
khéac.

- Soi co hoc: 14 tat ca cac loai soi dugc nhin thiy bang mat thuong
chuyén dong trong dung dich khi lic dng mau va lo lang trong dung dich.

- Van mau: 1a cac hat nhé mau den, do, trang, duc... 13n vao trong dung
dich.

- Tua thudc: 1a cac tinh thé hoic vo dinh hinh 1am cho dung dich van
duc.

- Vdt la bdt thuong: 13 bat ct tap chét la ngoai cac dang phé bién da
néu & trén bi 1an vao éng mau.

- CAc tap chdt khac: Bao gom cac phan ta nho lo ltng trong dung dich

4. Tiéu chuan danh gia

La dung dich trong sudt, khdng mau hoic ¢ mau vang nhat. Dung dich
hoi nhét. Tuyét dbi khong cé xo bong, vat la, cin, bui.



Phu luc 4: Phwong phap kiém tra hidu gia
(Huyét thanh khang noc rin —trang 992 — DPVN V — 2018)

1. Nguyén tic:

Dua vao kha ning trung hoa dic hiéu cua noc ran bang khang thé
khang noc ran khi mot loat cac d6 pha lodng khac nhau caa huyét thanh khang
noc ran duoc trung hda véi mot luong noc ran dic hiéu nhat dinh, sau d6 dem
tiém cho chuét nhat. Hiéu gia duoc xac dinh bang cach so sanh su chénh léch
gitta LDso ddc luc caa noc ran véi noc ran di duogc trung hoa bang huyét
thanh tuong ung.

2. Nguyén vat liéu:
Thiét bi — dung cu:
- May khuay tir; May lic (Retech)
- Can phan tich (Sartorius)
- Ta am 37°C
- Tube thuy tinh BPK 18 mm
- Pipet man 50-200 pl va 200-1000 pl
- Pau ¢on 200 pl ; 1000 pl ( (Greiner)
- Pipet thuy tinh 1, 2, 5, 10 ml
- Syringe nhya 0.5 mi
Hoa chat va ché pham:
- Nuéc mubi sinh Iy 0,9%
- Noc ran Cap nia Bic
bong vat thi nghiém:

- Chudt nhat tring 18-20 gram



3. Tién hanh thi nghiém:

0,9%.

0,9%.

3.1.  Xéc dinh LDs, noc ran

- Pha dung dich: Pha dung dich noc ran géc 1000 pg/ml trong NaCl

- Pha dung dich noc ran thi nghiém: 250 pg/ml tir dung dich me NaCl

- Chon tir 5-8 diém néng d6 noc ran lién tuc trén bang 1 va bang 2 dé

tiém chudt sao cho trong cac do pha chira 2 diém 0% va 100% s6 chudt chét.
Tiém tinh mach duéi chudt nhat trang cd trong lwong 18 - 20 gram Vi liéu
0,5 ml/con, méi do pha 6 chudt.

pha.

- Poc két qua sau 48 gio, theo ddi s6 chudt song — chét trong mdi do

- Tinh két qua theo phuong phap ctia Spearman — Karber:
Log LDso= Xo + d/2 - d2Ri/n

T = LDso = antilog (Xo + d/2 - dXRi/n)

T : duoc tinh tir LDso cua 0,5 ml dung dich doc t6 trung hoa

X0 : log cua d6 pha lodng cao nhat caa noc ran tai do gy ra 100% sé

chudt chét.

d :log cua tac nhan d6 pha lodng

n :sd chudt tai mdi do pha

>Ri :tdng sé chudt chét trong mdi d6 pha

3.2.  Phan tng trung hoa xac dinh hiéu gia huyét thanh khang noc ran:

- Chon cac d¢ pha cua huyét thanh sao cho chira téi thiéu hai diém 0 %

va 100 % s chuot chét.

- Chuan bi dung dich noc ran 20 LDsy bang cach can 10 ml noc ran pha

thanh dung dich 1000 ul/ml, tr dung dich nay sé pha thanh dung dich 20



L Dso.

- Nhém d6i ching: gdom cac do pha dung chuan dung dich noc ran 1/20,
1/14, 1/10, 1/7, 1/5 (d=log101,4) hogc 1/12.1, 1/11, 1/10, 1/9.1, 1/8.3 (d=log-
101,1).

- Phan &ng trung hoa gitra khang huyét thanh va noc rin: cho lan luot
vao mdi ong nghiém 2,5 ml huyét thanh khang noc ran caa cac do pha long
cua huyét thanh, thém vao tat ca cac d¢6 pha 2,5 ml dung dich noc ran 20
L Dso/ml. Sau d6 cho vao ta 4am ¢ 37 0C trong 30 phit.

- Tiém tinh mach dudi chudt nhat trang c6 trong lugng 18-20 gr véi licu
0,5 ml/con, méi d6 pha 6 chudt.

- Boc két qua sau 48 gio, theo ddi sé chudt séng — chét trong mdi do
pha.

- Céch tinh két qua:

Liéu bao vé 50 % (PDso)

Theo phuong phap cta Spearman — Karber:
LOg LDso= X, + d/2 - d2.Ri/n
PDso = antilog (Xo + d/2 - dXRi/n)

X0 : log cua do pha lodng cao nhat cua huyét thanh tai d6 100% s6
chuét song.

D :log cua tac nhan @6 pha loang gitra 2 d6 pha.
n :sd chuot tai mdi do pha.
>Ri :tong s6 chudt song trong mdi d6 pha

Hiéu gia huyét thanh: LDso/ml = (T-1)/PDso

T : duoc tinh tir LDsg caa 0,5 ml dung dich doc té trung hoa.
- Panh gia két qua:

Gia tri T cua LDso chitng noc ran phai nam trong khoang tir 4 - 6 thi



khong lap lai thi nghiém (thu nghiém co gia tri).

Néu gia tri T cua LDsy ching nam ngodai khoang 4 - 6 thi lip lai thi
nghiém véi s6 chudt nhu ban dau.
4. Tiéu chuén chat lwong:

Nhan dang: Huyét thanh c6 kha niang trung hoa dic hiéu noc ran twong
ung

Higu gi&/ lo = Higu gia (LDso/ml) x thé tich (ml)

Tiéu chuan: > 1000 LDsy/lo.



Phu luc 5: Phwong phap kiém tra thé tich
(Tham khao Phu luc 11.1 — trang PL-248 — DDVN V - 2018)

1. Nguyén tic: Can va tinh toan thé tich dua vao khéi lwong riéng cua mau.
MAu don liéu: tinh thé tich thu hdi.
2. Nguyén vat liéu va thiét bj:
- Bom tiém Iml
- Can phan tich
- Ong dyng mau
3. Thuc hién:
- Tién hanh trén 6 lo (1 lo trang bom tiém, 5 lo thir)

- DUNng bom tiém sach c6 dung tich Iml hit mot lugng mau tur lo tha 1

dé rira bom tiém, nha hét lwong mau trong bom tiém.
- Can 6ng dyng mau va dua can vé trang thai can bang

- Ding bom tiém hat hét lwgng mau trong ng thtr 2, nha hét mau vao
6ng falcon dung mau. Can legng mau da thu hdi dugc.

- Lam nhu vay d6i voi cac don vi mau con lai.

- Péi voi cac mau dung trong bom tiém khong can dung bom tiém hit
ma nha tryc tiép vao éng dung mau.

- Can 1ml méu dé tinh trong luong riéng.
- Thé tich thu hdi ctia mau dugc tinh nhu sau: X =A/B
Trong dé: A: khéi luong can duoc ciia mau trong 1 don vi dong 6ng
B: Khéi lugng can duoc caa 1 ml mau
4. Tiéu chuan danh gia:
Hiéu gia/ lo = Hiéu gi& (LDso/ml) x thé tich (ml)
Tiéu chuan: > 1000 LDso/lo.



Phu luc 6: Phwong phap kiém tra an toan chung
(Phu luc 15.11 — trang PL-372 - DDVN V - 2018)

1. Nguyén tic:

- Thtr nghiém an toan khong dic hiéu nham xac dinh doc tinh bat
thuong trong huyét thanh khang noc ran, duoc tién hanh trén chudt nhat va
chuét lang. Triéu chimg nhiém doc trén chudt c6 thé biéu hién nhu sau:

o Thay doi dién mao bén ngoai, xu 16ng.

o Trang thai bat thuong, giam hoat dong.

o Chudt giam can.

o Chudt chét do nhiém doc.
2. Nguyén vat liéu:

-DVTN: 05 chudt nhat 17 — 22g, 02 chudt lang 250 — 350g

- Bom tiém nhya 1 ml, 5ml.

- May lac
3. Tién hanh:

Chuan bi chuét

- Chudt khoe manh khong duoc diing cho bat ci thi nghiém nao trude
do.

- Kiém tra loai bo nhitng chuot khong dat yéu cau: Buéu, ia chay, xi
I6ng, ghé...

- Bé chudt lang thich nghi véi diéu kién méi truong it nhat 3 ngay
trudc khi thyc hién thi nghiém 2 chudt lang/mau duoc nhét cling mot 16ng.
Panh diu tirng chudt mot khac nhau va theo ddi can ning, chi chon nhiing

chuot tang can.

- 5 chudt nhét traing/mau dugc nhét chung mot 1dng. Can trong lugng



va danh dau tirng chudt.
- Gan nhan vao 16ng chudt vira chon.
Chuan bi miu thir
- D& 4m mau ¢ nhiét d6 phong.
- Lac k¥ céc lo vac xin truéc khi hat mau.

- DUng pipet hodc bom tiém hat mau thir déu ¢ mdi lo vao chai thay
tinh sach vo trung, lac déu.

Tiém chugt

* Tiém chugt nhdt triang

- Lac k§y vac xin trude khi hit vao bom kim tiém, mdi chuét sir dung 1
bom kim tiém riéng.

- Tiém 6 bung cho mdi chuét 1 liéu tiém cho nguoi nhung khong qua
1ml. Liéu tiém cho ngudi dugc trinh bay trén nhan san pham

* Tiém chugt lang

- Lac k¥ véc xin trudc khi hit vao bom tiém, mdi chudt ding 1 bom
Kim tiém

- Tiém vao 6 bung cho mdi chuot 1 liéu tiém cho ngudi nhung khong
qua 5 ml. Liéu tiém cho ngudi dugc trinh bay trén nhan san pham

* Theo d6i chugt

- Chuot phai duoc quén sat ki 2 gio dau sau tiém va hang ngay trong
suét 7 ngay dé phat hién chuot ém do nhiém doc

- Ghi nhiing triéu chting bat thuong vao bang theo dbi.

- Can trong lugng chudt trudc khi tiém, ngay tha 3 va tha 7 sau khi
tiém.
4. Tiéu chuan chat lwong

- Két qua 12 “PAT” néu trong suét thoi gian theo ddi 7 ngay:



o Tat ca chudt phai séng khoe manh 1én can so véi ngay dau.

o Khéng cd chudt nao co biéu hién bénh Iy hodc nhiém doc.

o Néu c6 hon 1 chudt chét thi thir nghiém khong dat yéu cau (néu
thir nghiém la c6 gia tri)
5. Lap lai thi nghiém

- Trong qué trinh thuc hién néu xac dinh dugc thi nghiém bi anh
huong bai cac yéu to khong dic hiéu nhu: k§y thuat, chat lwong chudt, moi
truong hay su nhiém tring, két qua cua thir nghiém nay khong duoc coi la
tin cay va phai loai bo. Lan thar nghiém tiép theo s& duoc tinh la 1am lan dau.

- Néu c6 1 chudt chét hoic ¢ dau hiéu dm do nhiém doc trong lan thu
nghiém tha nhat, can 1am lai thir nghiém véi sé luong chudt gap doi, thir
nghiém lan thtr 2 dat yéu cau néu nhu khong cé chudt ndo chét hoac 6m do
nhiém doc.

6. Giai phau chugt

- Néu ¢6 chudt 6m hoidc ¢ dau hiéu bat thuong trong qua trinh theo

ddi, can md chudt dé xem xét va xac dinh nguyén nhan gay bénh.

- Ghi chép vao bién ban giai phau chudt.



Phu luc 7: Phwong phap thir chat gay sot
(Phu luc 15.12 — trang PL-372 — DDVN V — 2018)

1. Nguyén tic:

Tha nghiém chéat gay sét 1a phuong phap sinh hoc dung dé danh gia
tinh chat gay sot cua vac xin, sinh pham dya trén sy ting than nhiét cua tho
trudc va sau khi tiém vao tinh mach ria tai thé dung dich mau th.

2. Nguyén vat liéu:

Pong vat thi nghiém: Tho khoe manh, truong thanh, duc hoac cai
khéng mang thai, can nang tr 1,5 kg tro 1én dwoc nudi dudng bang thac an
khong chira chat khang sinh va khong bi sut can trong sudt 1 tuan trudc thir
nghiém. Trong thoi gian 3 ngay trudc khi thi nghiém, khong dung thé nay vao
nhitng thi nghiém tuong ty khac. Dé thé nhin d6i qua dém c6 thé cho udng
nuéc. Khong cho udng nudc trong khi dang thi nghiém.

Thiét bi — dung cu:

- Cén thong dung (can tho).

- Nhiét ké dién tir (OMRON) hoiac May do chat gay sot (Pyrogen Test
Processor).

- Syringe nhya 3 ml, 5 ml

- Pén con.

- Bong tham nudc, Gidy vé sinh, Vaselin.

3. Tién hanh:

Thir nghiém tham do (preliminary test):

Tir 1 dén 3 ngay trude khi tién hanh tiém vac xin, sinh pham can kiém
tra so bo vé tinh nhay cam cua tho thi nghiém bang cach tiém vao tinh mach
ra tai tho 10 ml/kg trong lugng dung dich nudc mudi sinh Iy 0,9% khong
chtra chét gay sét da duoc 1am am 18n ~ 38,5°C. Po nhiét d6 truéc va sau khi
tiém tién hanh do 3 lan mdi 1an do cach nhau 1 gid. Tho nao cé dao dong so
véi nhiét d6 ban dau > 0,6°C s& bj loai, khéng dung cho thi nghiém chinh.



Thir nghiém chinh (main test): i vai mau vac xin, sinh pham.

Trong ngay tiém, tho dat tiéu chuan trén dugc 6n dinh & vi tri thi
nghiém it nhat 60 phut, sau d6 tién hanh do nhiét do tho 2 1an, mdi lan cach
nhau 30 phut (néu do tay) hoic theo chuong trinh cai dit (néu do bang thiét
bi). Nhiét d6 ban dau cua tho 1 gia tri trung binh cua 2 lan do trén. Chi ding
nhitng thé ¢6 2 lan do chénh léch nhau khéng qua 0,2°C va c6 nhiét 6 ban
dau nam trong khoang 38,0 - 39,8°C dé tiém. M&i mau thir duoc tiém tinh
mach ria tai cho nhdm 3 con thé c6 nhiét d6 ban dau chénh Iéch nhau khdng
qua 1°C. Téc do tiém tinh mach 4 - 6 ml/phat. Thoi gian tiém khong kéo dai
qué 4 phat.

Liéu luong: 1ml huyét thanh/ 1kg can nang.

Nhiét do t6i da sau khi tiém 1a nhiét ¢6 cao nhat do duoc trong 3 lan do
sau khi tiém mau, mdi lan do cach nhau 1 gio.

4. Panh gia két qua:

- Péap ting cua mdi tho 1a hiéu sb cua nhiét d6 toi da sau khi tiém mau
thir va nhiét do ban dau.

- Pap tng cua mdi the bang 0 néu nhiét do t6i da sau khi tiém bing
hoic thap hon nhiét d6 ban dau.

- Néu khong c6 tho nao co dap ang 16n hon 0,6°C va néu tong sb dap
g cua 3 tho <1,3°C thi mau thtr dat yéu cau vé tidu chuan chat gay sét. Néu
> 2,4°C thi khéng dat yéu cau. Néu 1 tho tré 1én c6 dap ung >0,6°C va/hoac
néu tong s dap tng cua 3 tho > 1,3°C dén 2,4°C thi thir nghiém can phai tién
hanh thém trén 3 tho khac.

- Néu tong sé dap ung cua 6 the (cong don) < 3°C thi mau ther dat yéu
cau vé tieu chuan chat gay sbt. Néu > 4,1°C thi khong dat yéu cau. Néu nam
trong khoang > 3°C dén 4,1°C thi can Iam thém lan cudi trén 3 tho khéc.

- Néu tong sé dap ang caa 9 tho (cong don) < 4,9°C thi mau tht dat yéu
cau vé tidu chuan chat gay sét. Néu > 4,9°C thi khong dat y&u cau va phai hay
vac xin hay sinh pham thir nghiém.



Phu luc 8: Phwong phap kiém tra vo khuan
(Phu luc 15.7 — trang PL-368 — DDVN V — 2018)

1. Nguyén tic

- Cay tryc tiép vao mai truong Thioglycolate va TSB (Tryp Soyabean
Broth).

2. Quy dinh chung

- Thtr nghiém vo tring phai thuc hién duéi diéu kién ta ATSH
(Biosafety Cabinet) class I dat cip do A, trong phong sach cap do B, duoc
kiém soat ap suat, nhiét do, o6 am, toc do trao ddi khi va giam sat vi sinh.
Nhan vién thyc hién thir nghiém vé khuan phai 1a ngudi dugc dao tao, ¢6 hiéu
biét va kinh nghiém vé thuc hanh, duoc trang bi phuong tién bao ho vé tring
va tuan thu moi quy trinh ra vao khu vuc sach.

3. Thiét bi, nguyén vat liéu chinh, miu
3.1.Thiét bi, nguyén vat liéu
- Phong vé tring cap do B
- T cay v tring
- Ta 4m 30-35°C
- Ta mat 20-25°C
- Pipet Aid, Pipét Pasteur vo trung
- Méi treong Thioglycolate va TSB
- Cdn 70°
- Quan 4o, mii, khau trang, tat vai, gang tay, bong gac v triing

3.2.Mau thur

S6 lugng thanh S6 lugng mau thir (lo/dng)




pham (lo/ong) | T4 tich trong mdi lo > 2 ml | Thé tich trong mdi lo < 2 ml

<100 10% nhung khong it hon 4 | 20% nhung khong it hon 8
101 - 500 10 20
501 - 1000 2% 4%
>1000 20 40

4. Cac bwdéc thuc hién

- Mau thtr can dugc khir tring so bd bén ngoai bang ethanol 70°C da
duoc loc vo tring, trudce khi chuyén vao phong sach.

- Ngay trudc khi thuc hién thao tac cdy v tring, cdc mau thi can duogc
Khtr trang lai.

- Véi vac xin sinh pham déng trong 6ng, phai dung cua, gac vo tring
dé cua va bé dng mau thu.

- Vi viac xin, sinh pham 1a vac xin dong khd phai hoi chinh voi dung
dich di kém trudc khi cy vao mai truong.

- Riéng d6i véi mau vic xin vac xin phong lao (BCG), bot dong khd
(dang ampoule) trudc khi khir tring so bg, can kiém tra d6 chan khong dé loai
bo nhitng 6ng khong dat tiéu chuan.

- Véi sinh pham 1a vac xin phdi hop gom nhiéu thanh phan (vi du:
DTP- HB- IPV hoic DTP- HB- IPV — Hib) dé kiém tra tinh vo khuan cua sinh
pham phai hdn hop cac thanh phan vac xin lai voi nhau ngay trude khi cay
vao moi truong.

- Sau khi cdy, can kiém chang lai dung dich nudc mubi sinh ly hoac
nuéc cat bang cach lay 4 ml, cay 1 ml vao mdi trong 2 6ng thioglycolate va 2
éng TSB. Cac 6ng Thioglycolate kiém chiing duoc u ¢ nhiét do 30 — 35°C,
con cac ong TSB u & nhiét 6 20 — 25°C nhu véi méi trudng dd ciy mau
kiém tra.



- Céch cay: Lic kj mau thtr trude khi cdy vao méi truong, ding qua
bop cao su hodc pippét air c cim pipét Pasteur vo trung dé hit mau th.
Day hét khi thira & dau pipét. Pua pipét xudng tan day dng mdi truong, vira
phdi hop dong tdc bom mau thir vira kéo pipét ra khoi mdi truong thur.

- MOi loat méi truong duoc pha ché dung trong thir nghiém vé khuan
déu phai kiém tra chat luong méi truong vé tinh v tring, tinh tang sinh, kha
nang trung hoa chat wc ché.

Lwong MAu cay vao méi truong:

Lwong VX-SP c6 trong 1 | Lwong VX- SP dwoc | Lwong VX- SP cay
lo |y dé cay vao mdi ong MT
ft hon 1 ml Toan bo Toan bo
Tir 1 mldén <2 ml 1ml 1ml
Tir 2 ml dén <4 ml Y thé tich 1ml
Tur>4 ml dén <20 ml 2 ml 1 mi

Luu y: Thé tich moi truong phai phi hop dé dam bao khi c6 mat mau thir
khong anh huong dén dinh dudng ciia méi truong.

Cay chuyén:

- B4i voi céc san pham khéng 1am duc méi trudng (globulin mién dich,
di nguyén gay bénh va khéng gy bénh, cac khang nguyén, cac dung dich hoi
chinh v.v.), cac dng méi truong s& dugc theo ddi hang ngay trong vong 14
ngay.

- Pdi voi céc san pham 1am duc méi truong nudi cay (nhitng san pham
c6 chat hap phu, sinh khéi hodc chira té bao néo) sau khi cdy 3 — 7 ngay phai
cay chuyén it nhat 1 ml sang 6ng mdi trudng méi trong tng theo thir ty va o
tiép ¢ nhiét d6 nhu quy dinh. Hang ngay theo dbi va ghi chép. Poc két qua
cudi cling vao ngay thir 14.



U mAu: cac ong Thio & & nhiét 6 30 — 35°C it nhat 14 ngay, cac dng
TSB (hoac Thio khi ding thay thé) u ¢ nhiét do 20 — 25°C it nhat 14 ngay.
Cac dng moi trudng cdy chuyén u trong thoi gian it nhat 1 7 ngay.

5. Theo doi va doc két qua

- Theo ddi cac 6ng méi truong vao nhitng khoang thoi gian thich hop.
Doc két qua cudi ciing vao ngay thir 14 ké tir ngay kiém tra.

- Lay céc gia nhya dung mau, nhac lan luot cac dng moi truong 1én dé
quan sét cac dau hiéu tap nhiém sau:

v' Lam duc méi truong, mat chi thi mau, ndi vang. Nbi bot khi, c6 mui
hoi cua vi khuan ki khi. Lang can.

v' Quan sat that k§ cac dau hiéu bat thuong trén cac 6ng nhiém (nut,

Panh gia két qua
- L6 sinh pham dat yéu ciu vo khuan khi: khong cé sy phat trién cua
vi khuan/nim sau 14 ngay theo doi

- L6 sinh pham khéng dat yéu cau vé khuan khi: c6 su phat trién cua
vi khuan/ nim trong cac dng moi trudng nudi cy

- Thir nghiém khdng c6 gia tri khi gap mét trong cac trwong hop
sau:

MBoi trudng nudi cay khdng dat vo tring, do nhay
Nhiét d6 & mau khong dat yéu cau

Chung am khong dat

D N NI NN

Phong sach khong dat tiéu chuan
v" Phat hién c0 sai sot ki thuat trong qua trinh thao tac
6. Tiéu chuan chat lweng

Mau kiém tra dat yéu cau vé vo khuan khi khdng c6 su phét trién cua vi
sinh vat & cac 6ng mai truong sau 14 ngay theo dai.



Phu luc 9: Phwong phap xac dinh protein tong sé

(Phu luc 15.34 — trang PL-392 —- DDVN V — 2018)

1. Nguyén tic

Protein ¢d trong mau thtr bi tua véi acid tricloacetic nong. Xac dinh

lugng tua dé tinh ra lugng protein trong mau bing cach hoa tan tua, cho phan
g véi ddng tactrate va thude thtr Folin trong méi truong kiém dé tao phuc
mau xanh da troi, do quang ¢ buac song 750 nm.

2. Nguyén vat liéu

0007.

Dung cu:

- Tube ¢ 13 x 100 mm - Pyrex®

- Pipet 5ml - 1/20 + 0,03 mlva 10 ml - 1/10 + 0,05 ml
- Binh @inh mc 100 + 0,4 ml.

Thiét bi :

- Can phan tich.

- May ly tdm ~ 10.000 vong/ phat

- May quang phd, Céng do bang thach anh day 1cm.

- Micro pipette 20 — 200 pl va 100 — 1000 pl (+ dau con)

- May lac 6ng nghiém IKA.

Hoa chat:

C6 thé str dung bo Kit Protein Assay cua Bio-Rad DC hoic Sigma

- Protein Assay Standard I1-Bovine Serum Albumin — Catalog 500-
Hoac:

Albumin Bovine — Initial fractionation by heat shock — Fraction V,

minimum 98% - Sigma A — 7906. Hoac: Ampoul Protein Standards 1mg
BSA/ml — Sigma — P0914.



- Trichloroacetic Acid (TCA) —p.a
- Sodium Hydroxide NaOH — p.a

- Sodium Carbonate Na2CO3 — p.a
- Copper (I1) Sulphate CuSO4 —p.a
- Potassium Sodium Tartrate — p.a
- Folin Ciocalteu’s Phenol Reagent

Hoa chat caa cac nha san xuat khac nhau ¢ ciing chat luong (p.a.) c6
thé duoc dung.

Thudc thi:

- Dung dich TCA 10%: Can 10 g TCA, thém nuéc cét vira da 100 ml.
Khudy déu. Bao quan ¢ nhiét do phong tdi da 1 nam.

- Dung dich Alkalin: Chuan bi 2 dung dich:

* Dung dich CuSQO,4 2%: Can 2g CuSQ,, hoa tan trong vua da 100 ml
nudc Cat.

* Natri tartrate 4%: Can 49 Na tartrate, hoa tan trong vira du 100 ml
nuGce Ccat.

Tron déu 2 dung dich trén dugc dung dich A. Bao quan ¢ nhiét do
phong t6i da 2 thang.

* Can 0,89 NaOH va 4g Na,COs, thém nuéc cit vira du 100ml duoc
dung dich B. Khudy déu. Bao quan ¢ nhiét d6 phong ti da 1 nam.

Khi dung tron 50 ml dung dich B véi 1 ml dung dich A duoc dung dich
Alkalin.

- Pha lodng thuéc thir Folin Ciocalteu’s Phenol vé&i nudc cat ty 1¢ 1:2.
Chi pha khi diing. Bao quan toi téi da 1 ngay.

Dung dich chuan:

- Bovine Serum Albumin 2 mg/ml (BSA 2 mg/ml):



+ Tur chai chuan thém nudc cat nhu huéng dan dé duoc dung dich 2
mg/ml.

+ Tur Albumin, Bovine: Can 0,1 g trong binh dinh mic 100 ml, thém tur
tir nudc cat vira du. Day ndt, lac k§ cho déu (BSA 1 mg/ml).

- Albumin Standard 0,25 mg/ml: pha lodng 4 lan dung dich BSA 1
mg/ml hozc 8 1an dung dich BSA 2 mg/ml.

3. Thuc hién

Pha lodng mau thtr bang nudc cat, wdc luong nong do protein cua mau
trong khoang 20 — 120 mg/ml. Thém 1ml dung dich TCA 10% vao 1 ml mau
ther. Dat trong ndi cach thiy 80°C/15 phit. Pé nguoi dén nhiét o phong. Ly
tam & téc do 3500 vong/phut trong 30 phit, loai b phan dung dich nuéc. Rua
taa bang 2ml dung dich TCA 5%, lac ky va ly tdm lai. Thém 2,5 ml dung dich
Alkalin, 0 & nhiét d6 phong dé hoa tan taa. Thém 2,5 ml nudc cat va 0,5 ml
thudc thir Folin (pha lodng %), dé & 37°C/30 phat. Po OD trén may quang
phd & budc séng 750 nm.

Puong chuan: Dung dudng chuan vai dung dich protein chuan cé cac
néng do 0, 20, 40, 60, 80, 100 mg/ml. Dya vao ham lugng protein tim dugc
trén dudng chuan tinh ra ham luong protein trong mau.

4. Tiéu chuan chat lwong:

Ham luong protein tong s6 < 150 mg/ml.



Phu luc 10: Xac dinh ham lwgng chat bao quan merthiolate
(Phu luc 15.29 — trang PL-389 — DBVN V — 2018)

1. Nguyén tic:

Phuong phap dua trén phan Gng tach thuy ngan tor Merthiolate dudi
dang ion ty do Hg?* va ion thay ngan s& két hop véi Diphenilthiocachazon
(dithizon) thanh dithizonat thay ngan.

2. Nguyén vat liéu:
Dung cu thay tinh:
- Phéu chiét 60 ml - Pyrex
- Pipet 1 ml - 1/10 + 0,01 ml va 10 ml - 1/10 £ 0,05 ml
- Binh dinh mic 100 ml + 0,10 ml
- Ong dong 100, 250 ml.
- Binh non nat mai 100 ml — Duran — buc
Thiét bi:
- May quang phé ké
- Cong do bang thach anh day 1 cm
Hoa chat:
- Dung dich thay ngan chuan 1000 mg/l - 1.19795 - Merck - Btc
- Chloroform CHCIS3 - p.a.
- Dithizone p.a.
- Hydroxylamin sunphat H8N206S p.a.
- Axit sunfuric H2S04 95 — 97 % p.a.
- Kalipermanganat KMnO4 — TQ.
- Axit acetic CH3COOH - p.a.
Thudc thir - Dung dich chuan:

- Dung dich dithizone pha trong chloroform 0,01%: Can chinh xac 0,1



g dithizone hoa tan bing Chloroform trong binh dinh mac 100 ml. Thém
chloroform dén vach. Khi dung pha lodng 10 lan.

- Dung dich Hydroxylamin sunphat 20%: Can 20 g Hydroxylamin
sunphat hoa tan trong 100 ml nuéce cét.

- Dung dich Kalipermanganat 5%: Can 5 g Kalipermanganat hoa tan
trong 100 ml nuéc cat.

- Dung dich Axit sunfuric v/v: 1 thé tich Axit sunfuric + 1 thé tich nuéc

’
A

cat.

- Dung dich Axit acetic 6 M: 150 ml Axit acetic hoa tan trong 500 ml
nudc Cat.

- Dung dich NaCl 0,9%.

Dung dich chuan:

- Thuy ngan Hg? 0,01%: Pha lodng dung dich thuy ngan chuan 1000
mg/I 100 lan (1 mI/BBM 100 ml).
3. Tién hanh:

V0 co hda mau: Hat chinh xéac 0,2 ml mau vao binh tam giac 100 ml ¢6
nGt mai, thém 1,2 ml H,SO,4 v/v , thém 5 ml dung dich KMnO, 5%, lic déu va
dé yén 1 gio. Loai KMnO, thira bang céch thém 1,5 ml dung dich
Hydroxylamin sunphat 20%, thém 35 ml nudc cét 2 l1an, 5 ml Axit acetic 6M
lac déu. Thém 10 ml dithizone 0,01% trong chloroforme va lic trong 30 gidy.
Chuyén toan bo dung dich thtr vao phéu chiét, tach 1op Chloroforme qua 1 16p
bong vao cac cong do. Po mau bing quang phd ké ¢ budc song 620 nm.

4. Tinh két qua:

- Ham luong Merthiolate trong mau tinh theo c6ng thuc:

V x 10 x 100 x100 V

X% = 0.2x4955x 1.000.000 = 99.1

Trong do:



100 : Tinhra %

49,55 : Luong Hg c6 trong 100 phan merthiolate
Vv ; S6 ml Hg tinh theo duong chuan

10 : Lwong Hg (10 pg) chira trong 1 ml chuan
0,2 ; Thé tich mau dem thir nghiém.

1.00.0 : Chuyén g thanh g

5. Tiéu chuan:

Ham lugng chét bao quan merthiolate < 0,01%.



Phu luc 11: Xac dinh pH
(Phu luc 15.33 — trang PL-392 - DDVN V - 2018)

1. Nguyén tic:

pH cua mot dung dich la logarit cua nghich dao hoat d6 ion hydro tinh
bang ion gany/lit. B4i véi dung dich lodng, hoat do xap xi bang nong d9, ta co:

pH =- Ig CH+

Tri s6 pH cho ta biét tinh chat axit hay kiém ciaa mot dung dich. pH =7
biéu thi mdi truong trung tinh. pH > 7 biéu thi méi truong kiém. pH < 7 biéu
thi moéi truong axit.

pH cta mot dung dich dugc xac dinh bang may do pH véi dién cuc chi
thi (dién cuc thay tinh).

Pé kiém tra phép do nai trén, nguoi ta thudng ding cac dung dich dém
chuan c6 pH xac dinh, théa man cac diéu kién sau:

+ Hoa chat dung phai bén viing va diéu ché thanh tinh khiét.

+ Dung dich phai c6 ning suat dém cao.

+ pH hau nhu khong thay d6i theo thoi gian va it thay doi theo nhiét do.
2. Nguyén vat liéu

Dung cu - thiét bj:

- May do pH dién cuc thuy tinh

- Céc dyng mau 50 ml

- Binh tia nudc cit nhua

Dung dich chuan:

- Buffer Solution pH 4,0

- Buffer Solution pH 7,0

- Dung dich ngam dién cuc 3M KCI Elektrolyt



3. Tién hanh:

3.1. Chuan héa may:

Dung 2 dung dich dém chuan (c6 tri sé pH khéac nhau khong qué 4 don
vi va tri sé pH cua dung dich can do phai nam giita 2 tri 6 pH nay) dé chuan
hoa bang cach chinh méay dé doc duoc tri s6 pH phl hop véi nhiét do cua
dung dich ¢ém chuan khi do.

* Po pH dung dich chuan:

(pH : 7,0) pH = nhiét do:

(pH : 4,0) pH = nhiét do:

3.2. Bo pH dung dich tht nghiém:

Trudc mdi lan do, cac dién cuc phai rira bang nudc cat nhiéu lan va 1am
kho bang gidy loc mém, nhling chim dién cuc trong dung dich can khao sét va
do tri s6 pH & chinh nhiét 6 do cua cac dung dich dém chuan. Sau ciing do
lai tri s6 pH cua dung dich dém chuan dung dé chuan héa may. Néu sy khac
nhau gitra lan doc nay va tri s6 géc cua dung dich dém chuan ay > 0,05 thi cac
phép do phai lam lai.

Ghi két qua: pH = nhiét do:

4. Tiéu chuan chat lweng.

pH tir 6,0~ 7,0



Phu luc 12: Phwong phap xac dinh ham lwong natri clorid
(Phu luc 15.26 — trang PL-388 — DDVN V - 2018)

1. Nguyén tic:

Dua trén phan tng xac dinh ion CI- bang Bac nitrat (AgNO3) 0,1N véi
chi thi mau Kali cromat K,CrO,4 10%; tir lwong AgNO; chuan do suy ra ham
lugng NacCl.

2. Nguyén vat liéu:
Dung cu thiy tinh:
- Buret ty dong 10 ml - 1/50 + 0,02 ml
- Pipet 1 ml - 1/10 + 0,01 ml
- Binh tam giac 100 mi
Hoéa chat:
- Bac nitrat AGNO3 0,1N éng chuan
- Kali cromat K,CrO,4 — p.a.
Thudc thir - Dung dich chuan:

- Dung dich kali cromat K2CrO4 10%: Hoa tan 10g kali cromat trong
100 ml nuéc cat.

- Dung dich chuan: Pha AgNO3 0,IN tir 6ng chuan, 1 éng/ 1000 ml

nudc Cht,

- Dung dich AgNO3 0,1N duoc dung trong binh thuay tinh nat mai mau
néu 1lit, bao quan mat, tranh anh sang.

3. Tién hanh:
- Ht chinh xac 1 ml mau vao binh tam giac dung tich 100 ml.
- Thém 3 giot K2CrO4 10 %, lac déu.
- Chuan d6 bang dung dich AgNO3 0,1N cho dén khi xuat hién mau do



gach.
- Ghi s6 N ml AgNOs; da dung.
4. Tinh két qua:
1ml dung dich AgNO;0,1N tuong tng véi 5,85 mg NaCl.

N *5,85*100
1*1000

%NaCl =

N =sé ml AgNOs 0,IN dung dé chuan d¢6 mau thir nghiém
100: tinh theo %
1000: ddi mg ra g

5. Tiéu chuan chat lweng.

Ham luong NaCl cho phép tir 0,85 — 0,90%



Phu luc 13: Két quéa danh gia chi tiéu gay sot doi véi 3 16 huyét thanh tinh
ché thir nghiém IVACAV-Bun-01/TN, IVACAV-Bun-02/TN va
IVACAV-Bun-03/TN.

IVACAV-Bun- IVACAV-Bun- | IVACAV-Bun-

01/TN 02/TN 03/TN
S6 tho 1 2 5 2 3 4 1 2 4
Cannang(kg) | 2,0 | 19 | 20 | 19 | 20|20]19| 20 | 1,9

Nhiét do tho
true khi tiém
(°C)

39,1 39,05 39,15

39,25139,1|39,0

39,3 | 39,2 | 39,3

Nhiét d6 tho
t6i da do duoc
sau khi tiém
(°C)

39,15| 39,2 | 39,4

39,3 139,3|39,3

39,3|39,35|39,4

Hiéu sb nhiét
do toi da sau
khi tiém va
nhiét do ban
dau caa moi
tho (°C)

0,05 | 0,15 | 0,25

0,060,203

0 01501

Téng nhiét o
chénh léch 3
tho (°C)

0,45

0,55

0,25






