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Abstract: The National Institute for Control of Vaccines and Biologicals (NICVB) currently uses
the mouse neutralizing antibody test (MNT) to evaluate anti-rabies serum potency, but it has many
disadvantages. Since 2018, the World Health Organization (WHO) has recommended alternative
methods for determining rabies virus neutralizing antibody titers on BHK-21 cells (FAVN). Hence,
this study was conducted to establish a procedure for determining rabies antibody titers using the
neutralization method on BHK-21 cells and validate assay based on criteria such as accuracy,
repeatability and intermediate precision. This research pointed out that 5 x10° cells per mL is the
most optimal concentration of cells. The average titer value of the international anti-rabies standard
sample code NIBSC 19/244 is 167.52 IU, with R% recovery of 102.14% compared to the number
indicated on the label, meeting the accuracy requirement. Additionally, the method guarantees
repeatability and intermediate precision with a coefficient of variation (CV) less than 20%, which
is suitable for evaluating anti-rabies serum in NICVB.
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2 Truwong dai hoc Duwoc Ha Noi

Nhdgn ngay 01 thang 08 nam 2024
Chdp nhdn dang ngay 14 thang 10 nam 2024

Tém tit: Hién nay Vién Kiém dinh Quéc gia Vic xin va Sinh pham y té (NICVB) dang thuc hién
thir nghiém xac dinh hiéu gia huyét thanh khang dai bang phuong phap trung hoa khang thé trén
chudt nhét tring (MNT), tuy nhién phuong phap nay con c6 nhidu han ché. Tir nim 2018, phuong
phap xac dinh hiéu gia khang thé trung hoa trén té bao BHK 21 (FAVN) duoc T chuc Y té Thé
gidi (WHO) khuyén céo 4ap dung thay thé cho phwong phap MNT. Do d6, nghién ciru nay dugc
tién hanh nham xay dung quy trinh x4c dinh hiéu gid khang huyét thanh dai trén sinh pham san
xudt tir huyét thanh ngya bang phuong phép trung hoa trén té bao BHK 21 va tham dinh mot phan
quy trinh dya trén cac tiéu chi do ding, d6 1ap lai va d chinh xéc trung gian. Dé tai da xdy dung
quy trinh v&i nong do té bao t6i uvu dua vao thir nghiém 1a 5 x10° té bao/ml. Quy trinh thuc hién
dam bao do tin cay véi tinh ding cua hiéu gia trung binh mau chuin khang dai qudc té ma NIBSC
19/244 1a 167,521U, c6 d6 thu hoi R% 1a 102,14% so véi gia tri hidu gia ciia mau chuan da cong
bd. Hé s bién thién (CV) trén cac tiéu chi d6 1ap lai va do chinh xac trung gian nhdé hon 20%, hoan
toan phu hop cho ap dung thuc tién trong cong tac kiém dinh huyét thanh khang dai tai NICVB.
Tir khod: BKH21, virus dai, huyét thanh khéng dai, FAVN....

1. Pat van dé

Bénh dai 1a mdt bénh do virus dai Rabies hodc cao. Tai Hoa Ky, bénh dai chu yéu duoc
lyssavirus, gay tir vong nhung c6 thé phong tim thdy & dong vat hoang di nhu doi, giu
ngtra dugc. Bénh nay c6 thé 1ay sang ngudi tric, chon héi va cédo. Tuy nhién, ¢ nhiéu
va vat nudi néu bi dong vat méc bénh dai cin quéc gia khac, ché van mang mam bénh dai
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va hau hét cac truong hop tir vong do bénh
dai & ngudi trén khip thé gidi 1a do cho can.
C6 thé ngin ngira bénh dai cho ngudi bang
cach tiém vic xin phong dai va huyét thanh
khang dai sau khi bi phoi nhiém.

Hién tai khoa Kiém dinh Sinh pham y
té - Vién Kiém dinh Quéc gia Vic xin va Sinh
phém y té dang thuc hién nhiém vu xéc dinh
hiéu gia huyét thanh khang dai bang phuong
phap trung hoa khang thé trén chudt nhit
trang (MNT). Phuong phap nay c6 do dao
dong két qua lon, doi hoi thoi gian thuc hién
dai va thao tac ky thuat trén dong vat thi
nghiém.

Nam 2018 T6 chirc Y té Thé gidi
(WHO) khuyén cao c6 thé ap dung phuong
phap xéac dinh hiéu gia khang thé trung hoa
trén té bao BHK21 (FAVN) cho danh gia vic
xin va huyét thanh khang dai, phuong phap
nay rit ngan thoi gian thyc hién va khong
phai sir dung trén dong vat thi nghiém, hon
nita d0 dao dong cua phuong phap khong
nhiéu, c6 do tin cdy 16n. Dugc dién Chau Au
cling ¢O chuyén luan xac dinh hiéu gia cua
huyét thanh khang dai tir nguoi bang phuong
phap nay. Tuy nhién day la mét phuong phap
moi chua tung thuc hién trén ddi tuong huyét
thanh khang dai san xuét tir huyét thanh ngya
tinh ché tai Viét Nam. Viéc xay dung duoc

quy trinh thuc hién trén ddi twong huyét thanh

khang dai san xuét bang huyét thanh ngya s&
gitp trién khai thyc hién phuwong phap nay
trong kiém dinh sinh pham khang huyét thanh
dai tai Vién Kiém dinh Quéc gia Vic xin va
Sinh phdm y t& va nha san xuét trong nudc.

2. Phuwong phap nghién ctru

2.1. Doi twong nghién civu, thoi gian va dia
diém nghién ciru
- Béi twong nghién ctru: Quy trinh xac
dinh hiéu gia huyét thanh khang dai trén té
bao BHK21.
- Thoi gian thyc hién: 07/2023 dén
06/2024
- bia diém: Thyc hién tai labo khoa Kiém
dinh Sinh phdm y té- Vién Kiém dinh Quéc
gia vic xin va Sinh pham y té.
2.2. Vit ligu, hod chit
2.2.1 Hod chat, sinh phém
Chung CVS -22
Té bao BHK21 ATCC
Huyét thanh khang dai chuan quéc té,
Anti-rabies Immunoglobulin 19/244
Huyét thanh khang dai SAR do IVAC san
Xudt
Moéi truong DMEM 10% FBS, DMEM
2%FBS,
Dung dich PBS 1X
Tripsin- EDTA
Dung dich nhu¢m huynh quang FITC 800-
092 Fujrebio
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2.2.2 Vat tu, trang thiét bi
Tu cay vo trung SafeFAST classic 218
Kinh hién vi huynh quang Olympus
BX53F
Kinh hién vi phan pha Olympus
Bé 6n nhiét
Ta 4m CO2 SANYO MCO - 17AC
May lic tuyp IKA
Phién 96 giéng day bang, Mang nhya vo
trung
Pipetman cac c& 5000 pl, 2000 ul, 200 pl,
100 pl,..
Pipet nhya v6 trung 2ml, 5ml, 10ml,..

2.3 Thiét ké nghién ciru
Chon lya mau thyuc hién: lya chon 03 16
huyét thanh khang dai tinh ché SAR 16
118,119,122 do IVAC san xuit trong ndm
2023.
Xay dung quy trinh xac dinh hiéu gia
huyét thanh khang dai bang phuong phap
trung hoa trén té baio BHK21 bao gom ndi
dung sau:
+ Tbi wu ndng do té bao dé thir thach voi
chung CVS sau khi trung hoa véi khang
huyét thanh: Thuc hién 03 1an/ n(‘Sng do
v6i cac nong do sau: 10° té& bao/ml; 5x10°
té bao/ml; 10° té bao/ml. Lya chon ndng
d6 té bao cho két qua khong co hién tuong
té bao bong rach, cac hinh anh vi rat bat

mau huynh quang rd rang ¢ tat ca cac nong

do.

+ Thuc hién x4c dinh hiéu gia khang thé
huyét thanh dai trén 3 16 SAR, mdi 16 lip
lai 3 14n trén quy trinh nghién ctu.

Thim dinh quy trinh xac dinh hiéu gia
huyét thanh khang dai bang phwong phap
trung hoa trén té bao BHK21.

Sau khi xdy dung va t6i uu quy trinh xac
dinh hiéu gia huyét thanh khang dai trén té
bao BHK21, nhém nghién ctru tién hanh
tham dinh mot phan véi cac tiéu chi cu the
nhu sau:

+ D¢ dung: Thuc hién danh gié trén mau
chuan quéc té, 03 1an mdi ngay, lap lai 03
ngdy khac nhau. Phéan tich sd lidu thu
duogc, tinh gi4 tri trung binh Xtb va tinh
%R (d6 thu hdi). Tiéu chudn: 80-120%.

+ D6 1ap lai: Thyc hién 06 1an trén 01 16
SAR 118 trong cung 01 ngay. Tinh gia tri
trung binh ctia mau thir, SD va CV. Tiéu
chuan chip thuan: CV < 20 %.

+ D9 chinh x4c trung gian: Thyuc hién 5
lan trén 01 16 SAR vao cic ngay khac
nhau. Tinh gié tri trung binh, SD va CV.
Tiéu chuan chép thuan: CV < 20%.

* Quy trinh xac dinh hi¢u gia khang

huyét thanh trén té bao BHK21 (FAVN)
Thuc hién x4c dinh hiéu gia khang huyét
thanh trén té bajo BHK21 trén quy trinh

nhém nghién ctru xay dung cho mot lan
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thue hién gém cac budce tom tit nhu sau:
- Chudn bj chiing CVS: Chon d6 pha lodng
chung CVS c6 100 TCIDso qua két qua
chuan do hiéu gia chung dé trung hoa voi
khéng huyét thanh.

- Pha lodng huyét thanh: Pha lodng huyét
thanh thir va huyét thanh chuén ra thanh
dung dich chta khoang 2 IU/ml. Sau do
huyét thanh chuan (HTC) va huyét thanh
thir (HTT) duoc pha loang ra cac d6 pha:
1, 1/5; 1/25; 1/125

- Trung hoa huyét thanh — vi rat: Trung
hoa cac @6 pha cia mau HTC va HTT véi
chung CVS da dugc pha lodng cé
100TCIDso & trén vi ti ¢ 1:1. Lac déu cac
6ng trung hoa, & 37°C/90 phut, tranh anh
sang.

- Gay nhiém trén té bao:

+ Chuyén 50 pl hdn dich vi rat — huyét
thanh vao phién 96 giéng day bang. Mdi
nong do lap lai 10 giéng. Mau HTC gay
nhiém vao cac giéng tir hang A-D, miu
HTT giy nhiém vao cic giéng tir hang E-
H.

+ Ching té bao: Cot thir 11 tir hang A-H
+ Chung huyét thanh: Chuyén 50 pl huyét
thanh chuan & d pha 1 vao cot 12 tir hang
A-D; 50 ul huyét thanh thir & d6 pha 1 vao
cdt 12 tr hang E-H.

+ Ching vi rat: Cy ching CVS c6 tir
noéng d6 30-300TCIDsyp trén phién 96
giéng khac. Mdi ndng d6 1ap lai 10 giéng.
+ Cho hdn dich té bao ¢ ndng do tbi wu
vao tat ca cac giéng.

+ Cho 150 pl méi truong DMEM 10% vao
cot giéng chimg té bao va 100 pl vao cot
ching huyét thanh tir hang A-H.

+ U 37°C, trong tii 4m 5% CO, trong 48
gio.

- Poc két quad:

+ Sau 48 gio, soi kinh kiém tra té bao trudc
khi nhudm, hiit bo dich noi.

+ Nhoé 100 pl formaldehyde 6%/ giéng.

+ U phién thir nghiém 15 phut, rira bang
PBS (-) 2 lan.

+ Nho 50pl triton 1% / giéng.

+ U 15 phat, rira bang PBS (-) 2 lan.

+ Trong khi 0, pha khang thé khang dai
gin FITC, boc gidy bac dé ngin mat ti
lanh chd nhuom.

+ Nho 20 pl khang thé khang vi rat dai —
FITC/ giéng, 0 30 phut & nhiét d6 37°C

+ Doc két qua dudi kinh hién vi huynh
quang vat kinh 10X, quan sat toan bd vi
truong, néu vi trudng cé té bao bit mau
huynh quang giéng ching dwong vi rit

doc (+), khong c6 huynh quang doc (-).
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+ Céc giéng ching té bao va chimg huyét
thanh khong c¢6 dau hiéu bit mau huynh
quang.

+ Cac giéng chung vi rat c6 bat mau huynh
quang va co6 gia tri trong khoang 30-300
TCIDso.

+ Khong c6 dau hiéu té bao bi nhiém vi
sinh vat & tit ca cac giéng.

+ Xéc dinh EDso cho mau HTC, HTT bang
cong thirc Speaman Karber.

+ Tinh két qua hiéu gia khang thé trung
hoa theo cong thtrc [7]:

Hi¢u gia (IU/ml) = Antilog (LogioEDso
HTC - Logi0EDso HTT) x Pon vi HTC x
do pha loang HTT

2.3 X ly va phan tich sé liéu
- Phan tich sé liéu trén phan mém
excel.

2.4 Dao dvirc nghién ciru
Dé tai duoc thuc hién trong phong thi
nghiém invitro, khéng thuc hién trén
nguoi va dong vat thi nghiém.

3. Két qua nghién ctru

3.1 Téi wu nong dp té bao
Thuc hién 03 1an/ ndng d6 véi cac
ndéng do 10° t& bao/ml; 5x10° té bao/ml;
10° té bao/ml.

Bang 1. Két qua t6i wu nong dd té bao

S0 thir Néng d¢ 105tb/ml Néng d 5x105tb/ml Nong d§ 10°th/ml
nghiém
100% céc giéng té bao 100% cac giéng té bao kin | 100% cac giéng té bao day
thwa, bong rach sau khi déu 1 16p, khong c6 giéng | kin, té bao nho, moc nhiéu
Lin 1 rira nhudm. Hinh 4nh vi nao bi bong sau khi rtra. 16p. Hinh anh vi rat kho
rat kho phat hién gitra cac | Hinh anh vi rt ro rang & | phat hién & cac d¢ pha
do pha. tat ca cac do pha. thap.
100% cac giéng té bao 100% céc giéng té bao kin | 100% cac giéng té bao day
thua, bong rach sau khi déu 1 16p, khong co giéng | kin, té bao nho, moc nhiéu
Lin 2 rira nhuom. Hinh anh vi bi bong sau khi rira. Hinh | 16p. Hinh anh vi rat kho
rat kho phat hién gitta cac | 4nh vi rt 10 rang ¢ tat ca | phat hién & cac do pha
do pha. cac dg pha. thap.
100% cac giéng té bao 100% céc giéng té bao kin | 100% cac giéng té bao day
thua, bong rach sau khi déu 1 16p, khong c6 giéng | kin, té bao nhd, moc nhiéu
Lin 3 rira nhudm. Hinh anh vi bi bong sau khi rtra. Hinh | 16p. Hinh anh vi rat kho
rat kho phat hién gitra cac | anh vi rt r0 rang ¢ tat ca | phat hién ¢ cac dg pha
dd pha. cac do pha. thap.
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Hinh anh

3.2 Hi¢u gid huyét thanh khéing dai chon lya t6i wu va ndéng do vi rat thu

Thuc hién x4c dinh hiéu gia khang thé thach di xac dinh & phéan trude d6. Bao
huyét thanh dai trén 3 16 SAR bﬁng quy gém cac loat s: 118, 119, 122. Mbi 16 lap

trinh nghién ctu voi ndng do té bao da lai 3 1an trén quy trinh nghién ctru

Biang 2. Két qua xac dinh hi¢u gia khang huyét thanh dai trén 03 16 SAR

Hiéu gia 16 118 Hiéu gia 16 119 Hiéu gia 16 122
(1U/ml) (1U/ml) (1U/ml)
Lan 1 324 324 235
Lan 2 276 325 276
Lan 3 235 276 200
GM 275,96 307,45 234,96
SD 44,55 28,01 38,04
CV (%) 16,14 9,11 16,19
Chiing té bao

Churng vi rut CVS

bo pha 1

D¢ pha 1/5
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P pha 1/25 P pha 1/125

Hinh 1. Hinh anh trung hoa chiing CVS 6 cac do pha

3.3 Tham dinh quy trinh
3.3.1 Xac dinh do dung

Thuc hién danh gi4 trén mau chuan qudc té, 03 1an mdi ngay, 1ap lai 03 ngay khac nhau.
Bang 3. Két qua do ding

Hiéu gia thyc hién Xtb Hiéu giz’t MC cong
(IU/ml) (IU/ml) bo (IU/ml)

160,00
Ngay 1 187,98
160,00
187,98
Ngay 2 160,00 167,52 164
187,98
187,98
Ngay 3 139,58
136,18
%R 102,14%

3.3.2 Xac dinh do lap lai
Thyec hién 06 1an lap lai trén 01 16 SAR-118 dé danh gia d6 lap lai qua gia tri cia CV
8



Nguyén Thi Mai Hieong va cdc cong sw/Tap chi Khoa hoc Kiém dinh Vic xin va Sinh pham y té, Vol.4, No. 4 (2024)

Bang 4. Két qua dd lip lai

Hiéu gi4 16 SAR 118 (IU/ml)
Lan 1 324,6
Lan 2 381,09
Lan 3 276,08
Lan 4 324,36
Lan 5 381,09
Lan 6 276,08
GM 324,36
SD 47,01
GM=2SD (230,34 —418,39)

CV (%) 14,49

3.3.3 Xdc dinh do chinh xdc trung gian
Thyc hién danh gid d§ chinh xac trung gian trén 16 SAR loat s6 122 mdi ngay 1 lan va thuc
hién trong 5 ngay khéac nhau.
Bang 5. Két qua d¢ chinh xac trung gian

Thoi gian thwe hién Hiéu gia 16 SAR 122 (IU/ml)
Ngay 1 (08/11/2023) 234,98
Ngay 2 (10/11/2023) 276,07
Ngay 3 (17/11/2023) 234,98
Ngay 4 (27/11/2023) 276,07
Ngay 5 (11/12/2023) 234,98

GM 250,62

SD 22,50

GM=2SD (205,62 — 295,62)
CV (%) 8,98
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4. Ban luan
4.1 Téi wu néong dp té bao
Trong qué trinh thuyc hi¢n nghién
ctru xac dinh hi¢u gia chung CVS ching
t6i dé dang phat hién dau hiéu bat mau
huynh quang ctia chung CVS ¢ nong do
thir thach vi rat voi nong do té bao cam
thu 13 10° té bao/ml. Tuy nhién khi thyuc
hién xac dinh hiéu gia khang huyét thanh
dai, ching t6i thiy kho khin hon trong
viéc phat hién hinh anh bat mau huynh
quang cua vi rut sau khi trung hoa véi
khang thé. Do d6 nhém nghién ciru da
tién hanh thyc hién thir thach trén 3 nong
d6 té bao cam thu khac nhau, bao gdm cac
noéng d6 10° t& bao/ml; 5x10° té bao/ml
va 10° t& bao/ml. Mdi néng do lap lai 3
lan trén 3 phién thir nghiém khac nhau.
Két qua t6i vu ndng do té bao ¢ bang 1
cho théy & cac lan thuc hién trén néng do
10° té bao/ml déu c6 hién twong té bao bi
bong rach, khé phat hién vi rat ¢ cac do
pha thap. Véi nong do 5x10° té& bao/ml
khong c6 hién twong té bao bong rach,
cac hinh anh vi rat bt mau huynh quang
cling 1d rang & tit ca cac do pha. Trén
hinh anh té bao ctia ndng do 10° té bao/ml
quan sat thay té bao day nhiéu 16p, khé
phat hién hinh anh vi rit & cac do pha

thap. Vi thé chung t6i lya chon ndéng do

té bao toi wu dua vao quy trinh xac dinh
hiéu gia huyét thanh khang dai 1a ndng do
5x10° t& bao/ml. Nong do nay ciing hoan
toan gidng v6i ndng do té bao dugc trinh
bay trong dugc dién Chau Au khi thyuc
hién xac dinh hiéu gia huyét thanh khang
dai c6 ngudn gdc tir nguoi trén té bao
bang phuong phap RFFIT [3] va trong
huéng dan chung cia WHO cho x4c dinh
hiéu gia khang huyét thanh sau tiém mién
dich bang phuong phap FAVN c6 ndng
do6 té bao 1a 4x10° té bao/ml [5].
4.2 Hiéu gid khdng huyét thanh dai
Sau khi x4c dinh duoc liéu gay nhiém
TCIDso ctia chung CVS va c6 nong do té
bao ti uu, chung toi tién hanh thuc hién
xac dinh hiéu gia khang huyét thanh dai
trén 3 16 mau SAR 118,119 va 122, mdi
16 1ap lai 3 1an. Cac két qua thé hién ¢
bang 2 cho thiy CV cac 16 déu co gia tri
CV< 20%, cu thé 16 118 1a 16,14%, 16
11912 9,11% va 16 122 1a 16,19%. Hinh
anh té bao & cac do pha lodng khang
huyét thanh déu 13 rang va co sy tuong
quan gilra mat do virut va cac do pha cta
khang huyét thanh (Hinh 1).
4.3 Tham dinh quy trinh
Phuong phép FAVN d dugc nhiéu
don vi dua vao thuc hién trén dbi tugng

huyét thanh ctia ngudi va vt nudi sau khi
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tiém phong vic xin dai va c6 huéng dan
cia WHO [5], ciing véi diéu kién hién c6
cua NICVB va pham vi nghién ctu cua
dé tai, vi vy nhom nghién ctru tién hanh
tham dinh quy trinh xac dinh hi¢u gia
huyét thanh khang dai trén té bao v&i hai
tiéu chi la d§ dung va do chinh xac. Trong
d6 do chinh xac gé)m c6: do lap lai va do
chinh xac trung gian.

Nhoém nghién ctru danh gia ti€u chi
d6 dung cta thir nghiém trén d6i twong 1a
huyét thanh khang dai chuan qudc té loat
s0 19/244 ciia NIBSC véi hiéu gia duoc
thiét 1ap trén té bao bang ca hai phuong
phép RFFIT va FAVN la 164 IU. Chung
t6i da thyc hién 1ap lai 9 lan trong 3 ngay,
mdi ngay 3 lan. Cac két qua thé hién trong
bang 3 cho thay cac s6 liéu déu ndm trong
khoang 80-120% so vdi gia tri cong bo,
gié tri trung binh Xtb 13 167,52 va d6 hoi
phuc R% la 102,14%. Tht nghiém dat
yéu cau cho tiéu chi do ding véi tiéu
chuan %R trong khoang 80-120%.

Do 1ap lai dugc thé hién qua két qua
1ap lai 6 1an cho 16 mAu SAR 118 c6 gia
tr1 CV=14,49% nhu trong bang 4 da trinh
bay hoan toan dép ung ti€u chi danh gia
d6 1ap lai vi CV <20%. Cac s6 liéu nam
trong khoang GM=2SD c6 gia tri tu
(230,34 — 418,391U/ml). Két qua do
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chinh xéc trung gian trén 16 SAR 122 ¢
bang 5 ciing dap ing yéu cau cua tiéu chi
danh gid do chinh xéc trung gian voi gia
tri CV= 8,98%. Cac sb liéu nim trong
khoang GM=2SD c6 gia tri tur (205,62 —
295,621U/ml). Quy trinh thr nghi¢m nay
dam bao do tin cay vaoi gia tri CV cua cac
tiéu chi < 20%, hoan toan phu hop véi
yéu cau CV cua thir nghiém thuc hién
danh gia trén té bao.

5. Két luin

Quy trinh xac dinh hiéu gia huyét thanh
khang dai trén té bao BHK21 da xiy dung
thuc hién trén mau huyét thanh khang dai san
xudt tir huyét thanh ngua tinh ché dam bao d6
tin cdy voi tinh diing cac gia tri hiu gid nam
trong khoang 80-120% va tinh chinh xac véi
CV < 20%.
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