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Abstract: The Modified Lowry method was validated for determining total protein and
protein-bound content in the Prevenar vaccine (Pfizer). The procedure was fully validated
according to ISO/IEC 17025:2017, including the following parameters: linearity, accuracy,
precision (repeatability and intermediate precision), specificity, and limit of quantification
(LOQ). The results showed that the method has high linearity (R* = 0.9929-0.9960), good
repeatability with CV = 1.24% (total protein) and 1.16% (protein-bound), intermediate
precision with CV =2.11% and 1.87%, respectively. Recovery ranged from 95.66-107.91%
(calibration standards) and 98.46-102.58% (spiked samples). The method demonstrated
good specificity. The experimental LOQ was determined to be 5.11 pg/ml. The expanded
measurement uncertainty (k = 2) was 4.25% for total protein and 3.81% for protein-bound
content. The method fully meets the requirements and is suitable for routine quality control
of the Prevenar vaccine in Vietnam.
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THAM PINH QUY TRINH XAC PINH HAM LUQ'NG PROTEIN TOAN PHAN/
PROTEIN BOUND TRONG VAC XIN PREVENAR THEO PHUO'NG PHAP
MODIFIED LOWRY

Biii Thanh Tung*, Ngo Phi Phuong, Puong Thi CAm Lé, Pam Thi Liéu,
Pham Quang Minh, Canh Huyén Trang

Vién Kiém dinh Quéc gia Vic xin va Sinh pham y té
Nhgn ngay 06 thang 07 nam 2026
Chdp nhdn ding ngay 30 thang 09 nam 2026

Tém tat: Phuong phap Modified Lowry dugc tham dinh dé xac dinh ham luong protein
toan phan va protein bound trong vic xin Prevenar 13 (Pfizer). Quy trinh duoc tham dinh
theo ISO/IEC 17025:2017, bao gdm céc thong sd: tinh tuyén tinh, d6 dung, do chinh xéac
(13p lai va trung gian), d6 ddc hiéu va giéi han dinh luong (LOQ). Két qua cho thiy phuong
phéap c6 tinh tuyén tinh cao (R? = 0,9929-0,9960), do lap lai CV = 1,24% (protein toan
phan) va 1,16% (protein bound), do chinh xéc trung gian CV = 2,11% va 1,87%, d6 thu hoi
95,66-107,91% (dudng chuan) va 98,46-102,58% (thém chuan), d¢ dac hiéu tot. LOQ duge
xéc dinh thuc nghiém 13 5,11 pg/ml. Phuong phap dap ing day du yéu cau va phu hop dé
kiém tra chit lugng thuong quy véc xin Prevenar 13 tai Viét Nam.

Tir khéa: Modified Lowry; protein todn phan; protein bound; Prevenar 13; ISO/IEC 17025.

1. Pit van dé

Vic xin 1a mot trong nhiing bién phap
phong ngira bénh truyén nhiém hiéu qua va
kinh té nhat trong y hoc hién dai. Trong s6
cac vic xin quan trong, vic xin phong phé
cau khuan (pneumococcal vaccines) dong
vai tro then chét trong viéc giam ty 16 mic
va ti vong do cac bénh do Streptococcus
pneumoniae gay ra, dac biét & tré em
va ngudi cao tudi. Vac xin Prevenar 13
(Pfizer) 12 véc xin lién hop polysaccharide-
protein (PCV13) chtta cac polysaccharide
capsular dugc lién hgp voi protein mang
CRM197 (mdt dang dot bién khong doc
ctia diphtheria toxin). Chét luong cia véc
xin lién hop phu thudc rat 16n vao ham
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luong protein toan phan va dic biét 1a ty
1¢ protein bound (protein di lién két voi
polysaccharide), vi ty 1¢ lién két nay quyét
dinh tinh mién dich va d6 6n dinh cua véc
Xin.

Theo khuyén cao ctia TO chuc Y té
Thé gigi (WHO) va Dugc dién chau Au
(European Pharmacopoeia)[1], viéc kiém
tra ham lugng protein toan phan va protein
bound 1a mét trong nhiing chi tiéu bat bude
trong kiém nghiém chit luong véc xin lién
hop. Ham lugng protein toan phan cua
Prevenar 13 theo tiéu chuan nha san xuét
dao dong tir 43 — 86 pug/ml, trong do ty 1¢
protein bound phai dat it nhat 70% so véi
protein toan phan. Viéc x4c dinh chinh xac
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hai chi tiéu nay khong chi gitp danh gia
chat lugng 16 véc xin ma con dam bao tinh
an toan va hiéu qua khi dua vao st dung
trén cong dong.

Hién nay, phuong phap phd bién dé
dinh lugng protein trong vic xin 1 céc
phuong phap quang phd dya trén phan
ung mau nhu Bradford, Bicinchoninic acid
(BCA) va Lowry[2]. Trong do, phuong
phap Modified Lowry (cai tién tir phuong
phap Lowry cb dién) dugc nhiéu phong
thi nghiém kiém nghiém véc xin lua chon
nho do nhay cao, kha nang chiu &nh huong
tuong ddi tot tir cac chat phu gia trong cong
thirc vac xin (nhu nhém phosphate hoic
nhém hydroxide — chét ta dugc phd bién).
Tuy nhién, phuong phdp nay cling c6 mot
s6 han ché vdn c6 nhu dé bi nhiu boi cac
chét khu, detergent, va dac bi¢t 1a sy hién
dién cta ion kim loai trong véc xin[3]. Viéc
thiéu dit li¢u tham dinh toan dién c¢ thé dan
dén ruai ro trong danh gia chat luong vic
xin: két qua khong chinh xéc, sai 1éch gitra
cac phong thi nghiém, hoac kho khén trong
viéc chp nhan/khong chap nhan 16 vic xin
khi két qua nam gan gi6i han tiéu chuan.

Muc tiéu cu thé cua nghién clru la tham
dinh cac chi tiéu: tinh tuyén tinh, d§ dung,
dd chinh xac (do 1ap lai va do chinh xéc
trung gian), do dac hi€u va gidi han dinh
luong (LOQ) cua quy trinh x4c dinh ham
luong protein toan phan va protein bound
trong vdc xin Prevenar 13 theo phuong
phap Modified Lowry, dap ing yéu cau ciia
tiéu chuan ISO/IEC 17025:2017. Viéc hoan
thanh nghién ctru nay khong chi cung cip
co s& khoa hoc vimng chic cho hoat dong

kiém nghiém ma con gép phan nang cao
nang luc k¥ thuat cua hé théng kiém dinh
vac xin quc gia, dam bao chit luong va an
toan cua vic xin khi duogc dua vao st dung.
2. Phuwong phap nghién ciru

2.1. Déi twong nghién ciru

Pbi twong nghién ciru: quy trinh xéac
dinh ham luong protein toan phan/protein
bound trong vic xin Prevenar 13 theo
phuong phap modified lowry.

2.2. Thoi gian va dia diém nghién ciru

Thoi gian nghién ctru: Tt thang 09 nam
2025 dén thang 12 nam 2025.

Dia diém nghién ctru: Khoa Hoa 1y,
Vién kiém dinh Quéc gia Vic xin va sinh
pham y té.

2.3. Vit ligu va hod chit
2.3.1. Mdu thir

Vic xin Prevenar 13, nha san xuit
Pfizer: s6 lwong 160 lidu (0,5 ml/liéu/lo),
s6 loat: LN6873, ngay san xuét: 15/5/2024,
han st dung: 15/05/2027.

2.3.2. Mdu chudn

Dung dich protein chuan 4 mg/ml, loat
s6 HC39025, ngay pha: 29/05/2025.
2.3.3. Thiét bi va dung cu

May do quang phd, may lic, can phan
tich, may ly tam, ti hit, micropipet céac loai
da duge hiéu chuén, bao dudng hang nam
theo tiéu chuan ISO/IEC 17025.
2.3.4. Hod chat

Albumin Fraction V (Bovine Serum
Albumin — BSA, hang Sigma, A7906),
Copper (II) sulfate pentahydrate (hang
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Merck, 1.02790.250), Potassium sodium
tartrate  tetrahydrate  (hdng  Merck,
1.08087.0500), Sodium hydroxide (hang
Merck, 1.06498.0500), Sodium carbonate
(hang Merck, 1.06392.1000), Sodium
dodecyl sulfate (hang Sigma, 436143-
25G), Folin-Ciocalteu’s phenol reagent
(hang Merck, 1.09001.0500), Sodium
chloride (hang Sigma, S7653-1KG) [4].
2.4. Thiét ké nghién ciru
2.4.1. Tém tat quy trinh cia thir nghiém
Quy trinh x4ac dinh ham lugng protein
toan phan va protein bound trong véc xin
Prevenar 13 dugc thuc hién theo phuong
phap Modified Lowry. Véi protein toan
phan, mau vic xin dugc pha loang tryc tiép.
Véi protein bound, 1000 pl mau duge ly
tam & 6000 g trong 10 phut, loai bé 920 ul
nude ndi va bo sung 920 ul NaCl 0,9% dé
hoa tan két tia.

Puong chuin duoc chuin bi véi 7 diém
ndéng d6 Bovine Serum Albumin (BSA) (0;
10; 20; 40; 60; 80 va 100 pg) trong thé tich
cudi cung 1000 pl bang cach hut lan lugt 0;
100; 200; 400; 600; 800 va 1000 ul dung
dich BSA 0,1 mg/ml, b sung NaCl 0,9%
cho du thé tich. Mau QC va méu thir (500
ul) duge dua vao cac dng tuwong ung va
b6 sung NaCl 0,9% cho di 1000 pl. Tiép
theo, thém 500 pl Sodium dodecyl sulfate
10% vao tat ca cac 6ng va lic déu. Sau do
thém 4,5 ml thubc thir Lowry, U & nhiét
d6 phong 10 phut, roi thém 500 ul thude
thir Folin-Ciocalteu va u tiép 30 phat. Do
hép thu (OD) dugc do tai budc song 750
nm, str dung 6ng blank (0 pg) dé can zero.
M&i mau duoc 1dp lai hai 1an va ham luong
protein dugc tinh tir dudng chuan tuyén
tinh bang phan mém Microsoft Excel [4].

2.4.2. Thiét ké nghién ciru

Bang 1. Thiét ké nghién ciru

TT | Tiéuchi | Bo tri thi nghiém __Tiéu chuin chép thuén
1 Tinh BO tri 1 nhom thyc hién quy - H¢ s0 tuyén tinh 0,99 <R?*< 1,0
tuyén trinh thir nghiém trong, 6 ngdy |. Cac gid tri do duoc cua timg diém trén
tinh khac nhau, sir dung két qua cua | gyong chuan phai nim trong khoang gia tri
duong chuan dé tinh két qua. trung binh tai diém d6 + 2SD
- P chinh xéc ¢ timg diém trén dudng
chudn: CV < 11% [5, 6].
- b6 ding ¢ ting diém trén dudng chuan:
Do thu hdi cac diém chudn nam trong
khoang 80-110% [5, 6]. i
2 Do chinh [DJ lap lai: - Ham lugng protein toan phan cua tung
xac B6 tri 1 nhém thuc hién xac lan phai nam trong khoang gia tri trung
dinh ham lugng protein toan binh + 2SD.
phan, protein bound trong mau |- % CV <7,3% [5, 6].
thir 1ap lai 9 1an trong ciing mot
ngay voi cung thiét bi, dung cu
va loat hoa chét.
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Do chinh xéc trung gian:

B tri 2 nhom, mdi nhom

thuc hién xac dinh ham lugng
protein toan phan, protein
bound trong 6 ngay khac nhau,
su dung cac loat hoa chét,
micropipet khac nhau.

- Ham luong protein toan phan cua timg
lan 1am coa moi nhom ddi voi mdi loai
mau thir phai nim trong khoang gia tri
trung binh + 2SD.

-% CV <11% [5, 6].

3 Do dung

- BO tri 1 nhém thuc hién

quy trinh xac dinh ham luong
protein toan phan trong: Mau
thtr, mau thir thém chuén
protein 70 pg/ml véi ty 1€ 1:1,
trong 6 ngay khac nhau.

- B6 tri 1 nhom thuc hién

quy trinh xac dinh ham lugng
protein bound trong: Mau thur,
mau thir thém chuan protein
60 pg/ml véi ty 1€ 1:1, trong 6
ngay khac nhau.

- Hé s6 tuyén tinh 0,99 <R?>< 1,0

- Céc gia tri do dugc ctia moi mau thir, mau
thir thém chudn, phai ndm trong khoang gia
tri trung binh mau dé + 28D

- Ham luong protein mau chuan kiém soét
nam trong tiéu chuén chap thuan cua 16
mau kiém soat do.

- P thu hoi (tinh theo %) nim trong
khoang 80% - 110% [5, 6].

4 Tinh dac
hiéu

- BO tri 1 nhom thuc hién thu
nghiém trén mau thir 1a dung
dich (NaCl 0,9% + nhoém 250
png/ml) trong 6 ngay khac nhau,
sir dung cung loai hoa chét,
thuc thir v thiét bi.

- Khong cho tin hiéu phan tich d6i véi
dung dich (NaCl 0,9% + nhém 250 pg/ml).
- Tin hi€u dugc xac nhan 1a khong c6 tin
hiéu khi:

0OD méu - OD blank @< 3*SD blank [8]

5 Uéc
lugng
gi6i han
dinh
lugng

- Su dung két qua OD cua
duong chuan trong 12 thir
nghi¢m trong xac dinh d6 chinh
xéc trung gian, diung phin mém
Excel tinh sai s chudn cua
phuong trinh dudng chuin va
d6 déc cua dudng chuan.

- Str dung phan mém Excel tinh:
+ LOQ = 10*s/a

Trong do6:

s: sai s6 chuan cua phuong trinh
duong chuany = ax + b

a: 6 dbc ctia duong chuan

* BO tri thir nghiém: BS tri 1
nhém thuc hién phan tich mau
thir dugc pha lodng tai nong do
LOQ va ndng d6 nhé hon LOQ
trong 5 ngay khac nhau.

- LOQ 1a nong d6 pha lodng nho nhat thoa
man do¢ dung va do chinh xac theo AOAC
phu luc F tai ndng do dé.
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2.5. Phwong phap nghién ciru

2.5.1. Xur Iy va phan tich s6 liéu

Phan tich thong ké xir 1y s liéu bang
phan mém Microsoft Excel. Sir dung phan
mém Microsoft Excel dung dudng chuin
tuong quan giira khdi luong BSA (ng) va
két qua do quang (OD).

Tinh khdi luong protein c6 trong 500 ul
mau thir tham gia phan tmg dya trén dudng
chuan. Ham lugng protein toan phan trong
mau duoc tinh theo cong thirc:

* Ham lwong Protein toan phan (ng/
ml) = (E x k x p)/0,5

Trong do:

E: khéi luong protein c6 trong 500 pl
mau thir im dugc trén dudng chuin (ug)

k: ty s gitrta khdi lugng can thuc té cta
Albumin Fraction V so véi khéi lugng can
Iy thuyét khi pha dung dich BSA 0,1 mg/ml
(k=1 khi pha dung dich BSA 0,1 mg/ml tur
Protein standard 200 mg/ml)

p: do tinh khiét cia hoa chat Albumin
Fraction V/Protein standard 200 mg/ml
theo COA ctia nha san xudt (%)

0,5: thé tich mau tham gia phan tmg (ml)

Ham lugng protein-bound trong mau
dugc tinh theo cong thuec:

* Ham lwgng Protein-bound (ug/ml)
= (E x k x p)/0,5

Trong do:

E: khdi lugng protein-bound c6 trong 500
ul mau thir tim duoc trén dudng chuan (ug)

k: ty sb giita khdi lugng can thyc té cua
Albumin Fraction V so véi khdi lugng can
1y thuyét khi pha dung dich BSA 0,1 mg/ml
(k=1 khi pha dung dich BSA 0,1 mg/ml tu
Protein standard 200 mg/ml)

p: d6 tinh khiét cua hoa chit Albumin
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Fraction V/Protein standard 200 mg/ml
theo COA clia nha san xuat (%)

0,5: thé tich mau tham gia phan tng (ml)

% Protein-bound duogc tinh theo cong
thirc:

* % Protein-bound = Protein-bound
(ng/ml)/Protein toan phan (ug/ml) x 100

* P@ thu hdi (%) dwoge tinh theo cong
thre:

P thu hdi (%) = (C

x100/C_ ;oo

Trong do:

thém chufn ~ —~ miu thir)

hem enudg: 1AM Twgng protein do duge
ctia mau thtr da thém chuan (png/ml)

C_;. e Ham luong protein do duoc cua
mau thu khong thém chuan (pg/ml)

i them- Nong do protein chuan da
thém vao mau (pug/ml)
2.5.2. Tiéu chudn déanh gid thir nghiém

Thir nghiém c6 gia tri khi:

+0,99 <R*’< 1,0

+ D0 léch két qua giira 2 1an thir nghiém
khong vuot qua 7,3% (CV< 7,3%) (theo
AOAQ).

+ Ham luong protein ¢ trong mau QC
nam trong khoang gid tri chap thuan cia 16
mau QC tuong tng.

Tiéu chuan danh gia két qua thir nghiém:

+ Ham luong protein toan phan cia vic
xin Prevenar 13 nam trong muc tiéu chuan
chép thuan ctia nha san xut: 43 - 86 pg/ml.

+ Ham luong protein bound ciia vic
xin Prevenar 13 ndm trong mirc tiéu chuan
chap thudn cua nha san xuit: > 70% so véi
ham luong protein toan phan.
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3. Két qua
3.1. Tinh tuyén tinh/viing tuyén tinh
Bang 2. Gia tri OD ciia tirng diém chuén trén dwong chuin
Diém chuan (ug) | 10 20 40 60 80 100
Negay 1 0,033 0,058 0,109 0,162 0,196 0,236
Ngay 2 0,029 0,059 0,107 0,157 0,205 0,240
Negay 3 0,032 0,056 0,104 0,163 0,200 0,237
Ngay 4 0,034 0,061 0,110 0,164 0,199 0,241
Ngay 5 0,030 0,055 0,102 0,156 0,201 0,235
Ngay 6 0,032 0,060 0,108 0,161 0,204 0,239
TB 0,032 0,058 0,107 0,161 0,201 0,238
SD 0,0019 0,0023 0,0031 0,0033 0,0033 0,0024
TB+2SD 0,035 0,063 0,113 0,167 0,207 0,243
TB-2SD 0,028 0,054 0,101 0,154 0,194 0,233
CV% 5,88 3,98 2,88 2,04 1,65 0,99
Bang 3. D9 thu hoi cia tirng diém trén dwong chuan
Piém chuin
10 20 40 60 80 100 R?
(ng)
Ngay 1 0,033 0,058 0,109 0,162 0,196 0,236 0,9929
Do thu hdi (%) | 103,27 | 104,41 | 106,04 | 107,99 98,94 96,04
Negay 2 0,029 0,059 0,107 0,157 0,205 0,240 0,9959
Do thu hdi (%) 93,89 108,63 | 103,66 | 103,38 | 102,21 | 96,16
Ngay 3 0,032 0,056 0,104 0,163 0,200 0,237 0,9938
Do thu hdi (%) | 105,40 | 102,61 | 101,21 108,37 | 100,51 | 95,80
Ngay 4 0,034 0,061 0,110 0,164 0,199 0,241 0,9935
Do thu hoi (%) | 103,51 | 107,92 | 104,92 | 107,39 98,74 96,47
Ngay 5 0,030 0,055 0,102 0,156 0,201 0,235 0,9960
Do thu hdi (%) | 102,66 | 103,64 | 101,00 | 105,00 | 102,29 | 96,06
Ngay 6 0,032 0,060 0,108 0,161 0,204 0,239 0,9944
Do thu hdi (%) 99,94 107,91 | 103,62 | 105,64 | 101,47 | 95,66

S liéu thu thap dugc cho thiy: Cac gia
trj R?thoa méan yéu cau 0,99 < R2< 1,0; cac
gia tri do duogc cua ting diém trén duong
chuan nam trong khoang gi tri trung binh

diém trén duong chuan thoa man yéu cau
CV < 11%; két qua do thu hoi cac diém
chuan thoa mén yéu cau 80 - 110%. Thu
nghiém dat yéu cau vé tinh tuyén tinh.

tai diém d6 + 2SD; do chinh xac ¢ ting
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3.2. Do chinh xac Lin 7 61,52
3.2.1. D6 lap lai Lan 8 63,18
Bang 4. Két qua ham lwong protein toan Léan 9 62,35
ph?ln trong 9 lan l1ap lai TB 62,08
Lan thuc Ham lwgng protein toan SD 0,7192
hi¢n phin (ug/ml) TB+2SD 63,52
Lén 2 72,32 CV % 1,16
Lan 3 70,66 S6 liéu thu thap dugc cho thay: Ham
Lin 4 71.49 luong Protein bound ciia mau thir timg 1an
Lan 5 70.66 déu nam trong khoang gia tri trung binh +
e — 2SD; % CV = 1,16 % < 7,3%
Lin 7 71.49 Thur nghiém dat yéu clu vé do lap lai.
Lin 8 69,83 3.2.2. Do chinh xdc trung gian
Lan 9 69,83 Bang 6. Két qua ham lwong protein toan
B 70.75 phén ciia nhém 1
SD 0,8735 Ngay thir Ham lwgng protein toan
TB+2SD 72,50 nghiém phén (ug/ml)
TB-2SD 69,00 Negdy 1 71,32
CV % 1,24 Ngay 2 72,24
o . . . Ngay 3 71,40
S6 li¢u thu thap d‘uo’c cho Nthay. Ham Ngay 4 73.54
ll‘rqng‘ Pr(?tein toan phan cia mau thu tung Ngdy 5 74.94
lan déu nam trong khoang gia tri trung binh Ngay 6 70,07
+2SD; % CV=1,24% < 7,3%. TB 72,25
Bang 5. Két qua ham hrong protein bound SD 1,7459
trong 9 lan Lip lai TB+2SD 75,74
] TB-2SD 68,76
Lan thue Ham lugng protein CV % 2.42
hié bound (ug/ml .
L:gnl 0un62(;15g mi) Béang 7. Két qua ham lwgng protein toan
an e phén ciia nh6m 2
Lan 2 60,69
Lan 3 62.35 Ngay thur Ham luong protein toan
Lin 4 62.35 nghiém phan (ug/ml)
S Ngay 1 72,11
Lan 5 62,35
[in6 615 Ngay 2 70,09
an : Ngay 3 71,73
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Ngay 4 71,30 Negay 3 61,42
Ngay 5 72,84 Ngay 4 62,72
Ngay 6 69,69 Ngay 5 63,22

TB 71,29 Ngay 6 63,03
SD 1,2057 TB 62,68
TB+2SD 73,70 SD 0,7048
TB-2SD 68,88 TB+2SD 64,09
CV % 1,69 TB-2SD 61,27
X p o ) . CV % 1,12
Bang 8. Két qua dg chinh xac trung gian - z . :
. Bang 10. Két qua ham lwgng protein bound
2 nhom
ctia nhom 2
Ham lugng protein toan phan (ug/ml) Ngay thir Ham lugng protein
Ngay Nhom 1 Nhém 2 nghiém bound (pug/ml)
1 71,32 72,11 Ngay 1 65,08
2 72,24 70,09 Ngay 2 60,99
3 71,40 71,73 Ngiy 3 64,24
5 74,94 72,84 Ngdy 5 64,47
6 70,07 69,69 Ngiy 6 62.78
TB chung 71,77 TB 63,50
SD chung 1,52 SD 1,4702
CV% . TB+2SD 66,44
chung > TB-2SD 60,56
A - Z ; CV % 2,32
So li¢u thu thap duogc cho thay: Ham > -

lugng protein toan phan cua timg 1an lam ~ Bang 11. Két qua do c,h“‘h xac trung gian

ciia mdi nhdom nam trong khoang gia tri 2 nhom

trung binh + 2SD; CV cua 2 n'hom lan luot Ham lwgng protein bound (ug/ml)

2,42%; 1,69%, CV chung gitta 2 nhom: Neav thit nehiém | Nhom 1 | Nhom 2

2,11% < 11%. Thit nghiém dat yéu ciu vé |20y 10 RS

A 1 . . 1 63,30 65,08
do chinh xac trung gian.
B . 2 62,37 60,99
Bang 9. Két qua ham lwgng protein bound
. . 3 61,42 64,24
cia nhom 1
4 62,72 63,44
. 3 . Ham lwgng protein 5 63,22 64,47
Ngay thir nghiém
bound (pg/ml) 6 63,03 62,78
Ngay 1 63,30 TB chung 63,09
Ngiy 2 62,37 SD chung 1,18
CV% chung 1,87
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S6 liéu thu thap duoc cho théy: Ham 2,32%, CV chung gitta 2 nhém: 1,87% <
lugng protein bound cua timg 1an 1am cia  11%. Thtr nghiém dat yéu cau vé do chinh
mdi nhém nam trong khoang gia tri trung xéc trung gian.

. . , . A o/.
binh +2SD; CV cua 2 nhém lan luot 1,12%; 3.3. Dp ding

Bang 12. Két qua thir nghiém d¢ ding protein toan phan

Ngay thir nghiém Ham lwong protein toan phin (ug/ml) | PO thu hdi
MAu thir MAu thém chuin (%)
Ngay 1 71,32 65,83 100,57
Ngay 2 72,24 66,89 102,58
Ngay 3 71,40 66,00 100,98
Ngay 4 73,54 66,05 97,60
Ngdy 5 74,94 67.41 99,79
Ngdy 6 70,07 64,69 98,84
TB 72,25 66,15
SD 1,7459 0,9382
TB+2SD 75,74 68,02
TB-2SD 68,76 64,27
CV (%) 2,42 1,54

S6 liéu thu thap duoc cho thidy: Ham cua dung dich BSA 70 pg/ml thoa man yéu
luong protein cia mau thir va miu thém cau nam trong khoang 80% - 110%. Thir
chuan timg lan déu nam trong khoang gia nghiém dat yéu cau vé do ding.
tri trung binh + 2SD; két qua do thu hdi

Bang 13. Két qua thir nghiém d¢ ding protein bound

Ngay thir nghiém Ham lwgng protein bound (pg/ml) Do thu hoi
Méu thir Mau thém chuén (%)
Ngay 1 63,30 61,19 98,46
Ngay 2 62,37 61,55 101,21
Ngay 3 61,42 61,00 100,98
Ngay 4 62,72 61,47 100,37
Ngay 5 63,22 61,55 99,79
Ngay 6 63,03 61,79 100,91
TB 62,68 61,40
SD 0,7048 0,3097
TB+2SD 64,09 62,02
TB-2SD 61,27 60,78
CV (%) 1,12 0,50
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Sb liéu thu thap duoc cho théy: Ham
lwong protein cua mau thir va mau thém
chuan timg lan déu nam trong khoang gia
tri trung binh + 2SD; két qua d6 thu hdi cua

dung dich BSA 60 pg/ml thoa min yéu cau
nam trong khoang 80% - 110% . Thir nghiém
dat yéu cau vé do ding.

3.4. Tinh dic higu

Bang 14. Két qua do quang diém blank

Ngay thir nghiém 1 2 3 4 5 6
Két qua do quang (OD) 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
TB 0,000
SD 0,000
3SD 0,000
Bang 15. Két qua do quang miu thir khang c6 protein
Ngay thtt nghiém 1 2 3 4 5 6
Két qua do quang (OD) 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 | 0,000
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 | 0,000

Tir s liéu thu duogc, cac két qua do
quang ctia mau thir khong c6 protein déu
thoa man yéu cau ‘ OD mau - OD blank | <
3*SD blank (0,000) Thtr nghi¢m khong cho

tin hiéu phan tich v6i mau thir khong chira
protein (NaCl 0,9% + nhoém 250 pg/ml) thir
nghi¢m dat yéu cAu vé tinh dic hiéu.

3.5.LOQ

Bang 16. Két qua do quang ciia dwdong chuin trong 12 ngay thir nghiém

Diém chuén (ug) 10 | 20 | 40 60 80 | 100 a s

Ngay 1 0,033 0,058 10,109 0,162 |0,196| 0,236 | 0,0024 | 0,001208
Phuong trinh y=ax+b y = 0,0024x + 0,0093

Ngay 2 0,029 | 0,059 (0,107 | 0,157 |0,205| 0,240 | 0,0024 | 0,001232
Phuong trinh y=ax+b y =0,0024x + 0,0066

Ngay 3 0,032 0,056 |10,104| 0,163 |0,200| 0,237 | 0,0024 | 0,001229
Phuong trinh y=ax+b y = 0,0024x + 0,0073

Ngay 4 0,034 (0,061 |0,110| 0,164 |0,199| 0,241 | 0,0024 | 0,001236
Phuong trinh y=ax-+b y = 0,0024x + 0,0098

Ngay 5 0,030 (0,055 (0,102 0,156 |0,201| 0,235 | 0,0024 | 0,001228
Phuong trinh y=ax+b y = 0,0024x + 0,0059

Volume 6-No 3.2026




76 Biii Thanh Ting va cdic cong su/Tap chi Khoa hoc Kiém dinh Vic xin va Sinh pham y té, Vol.6, No3 (2026)
Ngay 6 0,032 (0,060 |0,108| 0,161 |0,204| 0,239 | 0,0024 | 0,001221
Phuong trinh y=ax+b y =0,0024x + 0,0085
Ngay 7 0,028 [ 0,057 |0,105| 0,158 |0,197| 0,242 | 0,0024 | 0,001227
Phuong trinh y=ax+b y = 0,0024x + 0,0055
Ngay 8 0,035(0,062 0,111 | 0,165 |0,206| 0,239 | 0,0024 | 0,001219
Phuong trinh y=ax+b y =0,0024x + 0,0106
Ngay 9 0,031 (0,058 0,103 | 0,159 |0,198| 0,240 | 0,0024 | 0,001224
Phuong trinh y=ax+b y =0,0024x + 0,0068
Ngay 10 0,030 0,059 (0,106 0,162 |0,202| 0,238 | 0,0024 | 0,001239
Phuong trinh y=ax+b y = 0,0024x + 0,0075
Ngay 11 0,033 10,056 10,109 0,157 |0,200| 0,238 | 0,0024 | 0,001215
Phuong trinh y=ax+b y = 0,0024x + 0,0080
Ngay 12 0,029 | 0,061 |0,104| 0,163 |0,199| 0,247 | 0,0024 | 0,001234
Phuong trinh y=ax+b y =0,0024x + 0,0062
TB 0,031 (0,059 0,107 0,161 |0,201| 0,239 | 0,0024 | 0,001226

Tu két qua trén tinh dugc: LOQ =
10*s/a = 5,11 pg/ml. Xac dinh lai LOQ
thue nghiém bang cach khao sat két qua do
ctia mau c6 ndng do bang va nho hon LOQ
1y thuyét. Str dung két qua do ham luong
protein ciia mau thir trong 6 1an thir nghiém
do dang dé tinh toan néng do LOQ thuc
nghiém.

Trung binh ham lugng protein thu duoc
trong mau thir trong 6 lan thir nghiém do
dang: 71,49 pg/ml. Thuc hién thu nghiém
trén mau thir véi 2 néng do: 5,11 pg/ml
(mAu thir pha lodng 14 1an) va 3,97 pg/ml
(mau thir pha loang 18 1an). Ta thu dugc két
qua nhu bang sau:

Bang 17. Két qua thir nghiém ciia miu c6 néng d6 5,11 pg/ml

Ngay tha
i 1 2 3 4 5 TB SD | CV%
nghiém
Ham luong
. 5,35 4,61 5,44 4,86 4,93 5,038 0,34 | 691
protein pg/ml
Do thu hoi
%) 104,68 | 90,31 106,42 | 95,05 96,52 | 99,115
(1]
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Bang 18. Két qua thir nghi¢m ciia miu ¢6 néng dd 3,97 pg/ml

Ngay thir 3
i 1 2 4 5 TB SD | CV%
nghiém
Ham lugng
. 3,47 2,99 3,85 3,43 3,69 3,486 0,32 | 9,33
protein pg/ml
Do thu hoi
%) 87,34 75,23 96,9 86,38 93,05 86,46
0

Gi6i han dinh luong (LOQ) 1y thuyét
dugc tinh theo cong thuc LOQ = 10*s/a
= 5,11 pg/ml. Pé xac nhan LOQ thuc
nghiém, mau thir duoc pha loang vé muc
5,11 pg/ml va muc thip hon (3,97 pg/ml),
sau d6 danh gia dong thoi do chinh xac va
d6 ding trong 5 ngay khac nhau. Tai ndng
do 5,11 pg/ml:

D0 chinh x4c: CV =6,91% (< 11%)

Do diing: 6 thu hdi dao dong tir 90,31%
dén 104,68% (ndm trong khoang 80-110%)

Tai nong d6 3,97 pg/ml, mic du CV
= 9,33% van dat yéu clu vé dd chinh xac,
nhung xuat hién gia tri 6 thu hoi 75,23%
nam ngoai khoang chip nhan, nén khong
dat. Do d6, LOQ thuc nghi€ém cta phuong
phép duoc xac dinh 1a 5,11 pg/ml.

4. Ban luan

Két qua tham dinh quy trinh xac dinh
ham luong protein toan phan va protein
bound trong vdc xin Prevenar 13 theo
phuong phap Modified Lowry cho thiy
phuong phap dat dugc tit ca cac tiéu chi k§y
thuat theo yéu cau cua tiéu chuan ISO/IEC
17025:2017 va cac huéng dan lién quan
cia AOAC va ICH.

Vé tinh tuyén tinh, duong chuan BSA
trong khoang 10-100 pg cho hé sb twong

quan R? vuot yéu cau tbi thiéu 0,99. Do thu
hoi tai cac diém chuan nim hoan toan trong
khoang chap thuan 80—110%. Do chinh xac
tai timg diém trén duong chuan véi CV%
tr 0,99% dén 5,88%, chimg t6 duong
chuan 6n dinh va c6 kha nang tai lap cao
qua 6 ngay thuc nghiém khac nhau. Didu
nay khang dinh ving 1am viéc ctia phuong
phap phu hop véi1 ham luong protein trong
véc xin Prevenar (43-86 pg/ml).

Do chinh xac cta phuong phép dat yéu
cau. Po lap lai voi 9 lan 1ap lai trong cung
mdt ngay cho CV% chi 1,24% (protein
toan phan) va 1,16% (protein bound), thap
hon nhiéu so véi gi¢i han AOAC cho phép
(£7,3%). Bo chinh xéc trung gian gifra hai
nhom thyuc hién trong 6 ngay khac nhau, st
dung héa chét va thiét bi khic nhau ciing
chi dat CV% chung lan lugt 1a 2,11% va
1,87%. Nhing gia tri nay cho thiy phuong
phap it bi anh hudng boi sy thay doi diéu
kién thi nghiém, dam bao d9 tin cay khi ap
dung trong kiém nghiém thudng quy.

Két qua do dung qua thi nghiém bd sung
chuan ciing rat cao. P9 thu hdi trung binh
cla protein toan phﬁn dat 98,84-102,58% va
protein bound dat 98,46-101,21%, nam trong
khoang 80-110%. Diéu nay ching minh
phuong phép c6 kha nang dinh lugng chinh
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xac ca hai dang protein ma khong bi anh
huong déng ké béi sy phirc tap clia vic xin.

Quy trinh c6 do dac hi€u cao. Khi thur
nghiém trén mau (NaCl 0,9% + nhém 250
ug/ml) khong chua protein, tin hiéu OD
thu duoc déu bang 0, hoan toan thoa man
tiéu chi |OD mau — OD blank| < 3SD blank.
Budc xu Iy mau protein bound bang ly
tam va hoa tan lai da loai bdé hi€u qua tac
dong nhiéu cta ta duoc nhom — mot yéu td
thuong gay kho khan cho cac phuong phap
dinh lugng protein trong véc xin.

Gio1 han dinh Iugng (LOQ) cua phuong
phép duoc xéc dinh 13 5,11 pg/ml. Tai nong
d6 nay, phuong phap van dam bao do chinh
xac (CV% = 6,91%) va do thu hoi (90,31—
104,68%) dat yéu cau. Két qua nay cho phép
phuong phéap phat hién va dinh lugng chinh
xac protein & murc thip, phu hop véi viée
kiém tra cac mau pha lodng hodc vic xin ¢
ham lugng protein gan gidi han dudi.

Tuy nhién, nghién ciru van con mot sd
han ché. Thi nghi¢m chi duogc thuc hi¢n
trén mot 16 vic xin Prevenar cy thé. Ngoai
ra, d6 bén vitng cua phuong phap véi cic
16 hoa chit khac nhau hodc cac diéu kién
moi truong phong thi nghiém khac chua
dugc danh gia sau. Trong tuong lai, can mo
rong nghién ctru trén nhiéu 16 vic xin, cac
loai vic xin lién hop khac nhau va danh gia
thém tinh bén virng ctia phuong phap.

Tém lai, quy trinh Modified Lowry
duogc tham dinh trong nghién ctru nay ¢ do
tin cdy cao, phu hop dé ap dung vao cong
tac kiém dinh chat lugng vic xin Prevenar
13 thudng quy tai Vién Kiém dinh Qudc gia
Vic xin va Sinh pham y té. Viéc ap dung
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thanh cong phuong phap s& gop phan nang
cao nang luc kiém nghi¢m, dam bao chét
lugng vic xin cung cip cho chuong trinh
tiém chung quéc gia.

5. Két luan

Quy trinh x4c dinh ham lugng protein
toan phan va protein bound trong vic xin
Prevenar 13 theo phuong phap Modified
Lowry da duoc tham dinh toan phan theo
yéu cau ciia ISO/IEC 17025:2017. Két qua
tham dinh cho thiy:

Tinh tuyén tinh: hé s6 xac dinh R? =
0,9929-0,9960.

bo lap lai: CV = 1,24% (protein toan
phan) va 1,16% (protein bound).

Do chinh x4c trung gian: CV = 2,11%
(protein toan phan) va 1,87% (protein bound).

Do ding: do thu hoi dat 95,66-107,91%
(cac diém trén duong chuan) va 98,46—
102,58% (thi nghiém thém chuan).

Do dic hiéu: dat yéu cau, mau khong
chura protein khong cho tin hi¢u phan tich.

Gi61 han dinh lugng (LOQ) thuc
nghiém: 5,11 pg/ml.

Phuong phap dat yéu cau ky thuat va
phu hop dé ap dung vao cong tac kiém dinh
chat lugng thuong quy vic xin Prevenar 13
tai Vién Kiém dinh Quédc gia Vic xin va
Sinh pham y té.
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