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Abstract
Determination of Ovalbumin content in vaccines produced by egg embryo culture technology such as

influenza vaccines is a mandatory criterion before marketing. The concentration of Ovalbumin in the
vaccine allowed according to WHO recommendations and manufacturer registration standards is not
more than 1ug/0.5 ml. According to the regulations of vaccines and biologicals, pre-tests as standard
methods must be validated according to the ISO 17025:2015. The method is in-vitro experimental
descriptive study. The procedure was validated using the ELISA method with the Serazym Ovalbumin
kit (Seramun Diagnostica GmbH, Germany) for criteria including accuracy, precision, and linearity. In
which, the results are respectively accuracy (t (-0,81-1,77) < to = 2.571), precision (%CV=0,82-
2,56%), linearity( R(0,998) > 0,95, % CV (0,05-5,12) < 20% and Ai (-5,07— 3,84) is within + 15% of
the theoretical value. The research results show that the criteria of accuracy, precision and linearity of
the method are satisfactory and that the standard procedure is used as a routine method in testing.
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XAC PINH HAM LUQNG OVALBUMIN
BANG PHUONG PHAP ELISA
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Tém tit

Xéc dinh ham lugng Ovalbumin trong cac vic xin dugc san xuat bang cong nghé nudi ciy trén phoi
trimg nhu véc xin cim 13 tiéu chi bit budc trudc khi luu hanh. Ham lwong Ovalbumin ton du trong
vac xin cho phép theo khuyén céo cia WHO va tiéu chuan ding ky nha san xuat khong < 1ug/0,5
ml. Theo quy dinh ciia Co quan Kiém dinh Qudc gia Vic xin va Sinh pham y té, cic thir nghiém
trudc khi ap dung 1a phuong phap chuan thic phai dugc thim dinh quy trinh theo qui dinh ISO
17025:2015. Nghién ctru str dung phuong phap mé ta thuc nghiém in vitro. Két qua ctia nghién ctru
dd thAm dinh quy trinh xdc dinh ham lugng Ovalbumin st dung phuong phép ELISA véi bo kit
Serazym Ovalbumin (Seramun Diagnostica GmbH, Pirc) cho cac tiéu chi bao gom do dung, tinh
chinh xac, tinh tuyén tinh. Trong d6, két qua lan luot 1a do dang (t (-0,81-1,77) < ta = 2.571), tinh
chinh x4c (%CV = 0,82-2,56%), tinh tuyén tinh ( R?(0,998) > 0,95, % CV (0,05-5,12) < 20%, Ai (-
5,07— 3,84) nam trong khoang + 15% so v&i gia tri 1y thuyét. Két qua nghién ciru cho thiy céc tiéu
chi vé do dung, tinh chinh x4c va tinh tuyén tinh ciia phuong phap déu dat yéu cau va quy trinh dat
tiéu chuan dé st dung 1a phuong phap thuong quy trong cong tac kiém nghiém.

Tir khéa: do ding, chinh xdc, tuyén tinh, Ovalbumin, Elisa
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1. Pat van dé

Mot sé vic xin chung ngira cim
2009-2010 cho thdy mdi liéu c6 thé chua
t6i 1 pg Ovalbumin. Ham lugng
Ovalbumin cua Vic xin ciim rat quan trong
néu nhitng vic xin ndy dugc sir dung cho
nhitng bénh nhan bi di ang véi trang.
Trong mot nghién ciru di tién hanh viéc
xay dung quy trinh xac dinh ham lugng cua
protein ndy st dung Vic xin cim cho
nhitng bénh nhan bi di ung vdi triang khi
ham lwong Ovalbumin ctia vac xin nay
chua dugc biét 13 [1, 6, 9].

Nghién ctru trudec diy vé vic xin
cim theo mua cho thiy su thay doi dang ké
vé ham luong Ovalbumin giita cac vic xin
ciia cac nha san xuit khac nhau [2-5]. Cac
nha san xuét vc xin va cic co quan quan Iy
chat lugng can phét trién cic quy trinh dé
kiém soat duoc ham lugng Ovalbumin trong
cac mau vic xin thanh pham [9]. Hién tai
ELISA dugc coi la phuong phép hi¢u qua
duoc phat trién dé xac dinh ham lugng &
ndng do c6 kha ning do néng do Ovalbumin
thap dén 0,19 ng/ml. [6]. Vi vdy, nhom
nghién ctru lya chon phuong phap ELISA
dé tién hanh tham dinh quy trinh cac thong
s6 ky thuat vé do dung, tinh chinh xac va
tinh tuyén tinh ddi v6i véc xin thir nghiém

(vic xin cum Ivacflu- S). Tir cac két qua thu

duoc dé xem xét danh gia dua quy trinh thir
nghi¢ém xac dinh ham lugng Ovalbumin
phuc vu cong tac kiém dinh véc xin tai Vién
Kiém dinh Qudc gia Vic xin va Sinh phim
y té (NICVB) [7-9].
2. Phuwong phap nghién ctru
2.1 Poi tweng, thoi gian, dia diém nghién
cuiru

Pbi tuong nghién ctu: Vac xin cum
Influvac-S

Thoi gian nghién ciu: Tt thang 06/2017
dén thang 12/2017

Pja diém nghién ctu: Khoa Kiém dinh
Vic xin vi Rat, Vién Kiém dinh Quéc gia
Vic xin va Sinh pham y té
2.2 Vit liéu, héa chat
- B sinh pham chuan doan Ovalbumin
kit 96 giéng (Serazym® Ovalbumin), Hing
san xuat: Seramun Diagnostica GmbH (
buc), Loat E041C-1-18-05-17, Han st dung
31/05/2019
- Mau chuan Ovalbumin: 0,625 ng/ml;
1,25 ng/ml; 2,5 ng/ml; 5 ng/ml; 10 ng/ml
- Mau vic xin Ivacflu-S, Loat: 004-01-16,
Han su dung: 05/12/2017
- Nudc cit, NICVB
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2.3. Thiét ké nghién ciru va quy trinh thuc hién

2.3.1 Thiét ké nghién ciru

TT

Do dung

Tinh chinh xac

Do tuyén tinh

B tri
thir

nghiém

X4c dinh  ham  lugng
Ovalbumin ctua 5 dung dich
mau chuan c6 ham luong
lan luot: 0,625 ng/ml; 1,25
ng/ml; 2,5 ng/ml; 5 ng/ml;
10 ng/ml

Thur nghiém dugc thuc hién
bdi cung 1 nhom thyc hién,
trong cung diéu kién trang
thiét bi, hoa chit, nguyén vat
liéu

Thyc hién thir nghiém 6 lan
vao 6 ngay khac nhau, mdi
giéng thir nghiém duoc lap

lai 2 1an.

Xac dinh ham lugng
Ovalbumin trong mau
véc xin thtr nghiém: Vic
xin mau thtr dugc pha
loang 03 do pha: 1/100;
1/200; 1/300 nam trong
khoang ndéng do6 cia
duong chuan.

Tht nghiém dugc thyuc
hién béi cung 1 nhom thuce
hi¢n, trong cung diéu kién
trang thiét bi, hoa chét,
nguyén vat liéu

Thyc hién thtr nghiém 6
lan vao cung 1 ngiy va 6
ngidy, mdi giéng thu
nghi¢ém dugc lap lai 2

lan.

Xéac dinh ham luong
Ovalbumin cta 5 dung dich
mau chuin c¢6 ham luong
lan luot: 0,625 ng/ml; 1,25
ng/ml; 2,5 ng/ml; 5 ng/ml,
10 ng/ml

Tht nghiém dugc thuc
hién boi cung 1 nhom thuc
hién, trong cing diéu kién
trang thiét bi, hoéa chét,
nguyén vat liéu

Thuyc hién thir nghiém 6 lan
vao 6 ngay khac nhau, mdi
giéng thir nghiém duoc lap

lai 2 lan.

Phuong

Tinh ham lugng Ovalbumin
ctia mau chuan tai mdi nong
d6 & 6 lan thir nghiém vao 6
ngay khac nhau

Tinh ham lugng Ovalbumin
trung binh ctia mau chuan
tai mdi ndng do (Xtb)

tb = Y.Ci/n

Xé4c dinh ham luong
Ovalbumin trong mau
vic xin thir nghiém lp
lai 6 lan trong cung 1
ngay.

Tinh gi4 tri trung binh
cia mau tht, SD va

%CV

Tinh gi4 tri duong hoi quy
tuyén tinh R cta timg ngay
thir nghiém.

Tinh gia tri trung binh, SD
va %CV cua tung ngay thi
nghiém.

Tinh do thu hoi tai mdi

diém chuan (Ai )
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TT Do ding

Tinh chinh xac

P tuyén tinh

phap Trong d6 : Ci: ham lugng

tinh két | Ovalbumin trong miu
qua n: b 1an thyc hién
+ SD: d6 1éch chuén
+%CV = SD/Xtp x100%
Tinh va so sanh két qua
ham luong Ovalbumin thu
dugc véi gia tri d biét trude
clia mau chuan tai mdi néng
d6 bang cach tinh t. Sau d6
so sanh t v&i gia tri t, cua
bang phin bd student tai
muc y nghia a = 0,05 tlc
véi d6 tin cay 95%.
. / xtb —xmc/
s/+/n
Trong do:- s: do léch chudn

- n: sO thu nghiém

CI_CC

c

Ai= x100

cac diém chuan

cua cac diém chuan

cua cac diém chuan

2.3.2 Quy trinh thue hién

- Dé b sinh pham chan doan Serazym®
Ovalbumin & nhi¢t do phong khoang 30
phut trudc khi tién hanh. Pha loing mau sao
cho c6 ham lugng ndm trong giGi han phat
hién cta bo sinh pham (0,31 - 20 ng/ml).

- Thém 100 pul dung dich cong hop vao
mdi giéng. Thém 100 pl méu vao cac giéng

M mbi ndng d6 lap lai 2 giéng. Thém 100 pl

chuin (S1-S7 di c6 sin cua bd kit sinh
pham) va Ovalbumin ching dwong (+), mdi
loai 1ap lai 2 giéng. Dan phién lai va @ trong
60 phit ¢ 37°C (bang may U phién). Rira
phién 5 lan bang dung dich rira: 300
ul/giéng/lan rira.

- Thém vao mdi giéng 100 ul dung dich
Subtrate (TMB (3,3,5,5 -

tetramethylbenzidine) va Hydrogen

Trong do: Ai: do chéch cua

Ct: ham luong tinh duogc

Cc: ham luong 1y thuyét
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Peroxide). U 10 phit trong bong t6i ¢ nhiét - Poc két qua trén may doc ELISA &

do phong. Thém 100 ul dung dich Stop (axit

H2SOs4 0,25M), dung dich chuyén mau

vang.

3. Két qua

3.1 Két qua danh gia d¢ ding

Bang 3.1 Ham lwgng Ovalbumin ciia chit chuén

budc song 450 nm trong vong 30 phut

Ham Ham lwgng Ovalbumin ciia chit chuin (ng/ml)
lugng %
chat . . . . . . SD | @y t
chuin | Ngay 1l | Ngay2 | Ngay 3 | Ngay4 | Ngay 5 | Ngay 6 | TB
(ng/ml)
10,00 9,94 9,96 10,29 9,80 9,84 980 | 994] 0,19 188 | -0,81
5,00 4,88 5,12 5,15 511 | 4,80 501 | 501] 0,14| 2,82 | 0,19
2,50 2,58 2,59 2,45 255| 249 258 | 254 | 005 212 | 1,77
1,25 1,25 1,23 1,26 1,28 122 128 | 125] 0,02] 195 | 0,38
0,625 0,61 0,62 0,65 0,63 059| 065 | 062] 0,02 3,53 | -0,16

Bang 3.1 cho thay két qua danh gia 6 diing cta quy trinh dugc tién hanh trén cdc mau

chuan cta bo sinh pham dé xac dinh lai gia tri thu hdi va tinh toan théng ké so sanh két qua

ham luong Ovalbumin thu duoc v6i gia tri da biét trude ciia miu chuan tai mdi ndng do bang

cach tinh theo ham t. Sau d6 so sanh t véi gi tri t, cia bang phan bd student tai mirc ¥ nghia o

= 0,05 tirc v&i do tin cay 95%. Két qua thu duoc véi %CV <5%. Trong d6 t - bang t (-0,81-

1,77)< to.= 2.571 1a dat tiéu chuan cho do ding nén quy trinh tham dinh duoc danh gia dat yéu

cau ve do dung.

3.2 Két qua danh gia tinh chinh xac

Bang 3.2. Him lwgng Ovalbumin ciia miu vic xin Ivacflu-S

Tinh chinh xac (ng/ml)

Lan/ngay thuc
hién R
bo lap lai Tinh chinh x4c trung gian
1 631,26 631,26
2 627,44 608,95
3 638,16 627,36
4 637,95 599,08
5 641,44 591,85
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6 638,02 605,25

Trung binh 635,71 610,63

SD 5,24 15,64
%CV 0,82 2,56

Bang 3.2 cho thay két qua danh gia tinh chinh x4c ctia quy trinh khi dugc tién hanh thu
nghiém véi vic xin thir nghiém Ivacflu-S. Két qua cho thiy véi 6 1an thir nghiém khac nhau
trong ciing mot ngay (d6 lap lai) va 6 lan thir nghiém khac nhau vao cac ngay khac nhau (do
chinh xac trung gian) déu cho két qua % CV (0,82-2,56%) <10% dat tiéu chi chap thuan cho
tinh chinh x4c. Do vay quy trinh dugc danh gia 1a dat yéu cau vé do6 chinh xac.

3.3 Tinh tuyén tinh

Bang 3.3 Hé s6 twong quan R? va % CV tai mdi diém thudc dudong chuin

X OD (450 nm)
Ham luong Trung %
chat chuan : : : : : : binh SD cvV
(ng/ml) Ngay | Ngay | Ngay | Ngay | Ngay | Ngay
1 2 3 4 5 6
10,00 2,52 2,51 2,55 2,59 2,55 2,62 2,56 0,04 | 1,64
5,00 1,25 1,34 1,37 1,34 1,37 1,36 1,34 0,05 | 3,50
2,50 0,74 0,75 | 0,78 0,77 0,78 | 0,78 0,77 0,02 | 2,22
1,25 0,38 0,36 | 0,37 0,38 0,37 | 0,36 0,37 0,01 | 2,89
0,625 0,19 0,20 | 0,21 0,22 0,21 | 0,22 0,21 0,01 | 512
R? 0,998 | 0,998 | 0,997 | 0,998 | 0,997 | 0,998 | 0,998 | 0,001 | 0,05
Bang 3.4 Po chéch Ai ciia cac diém chuan
c Ngay 1 Ngay 2 Ngay 3 Ngay 4 Ngay 5 Ngay 6
C
M9) | Ct Ai Ct Ai Ct Ai Ct Ai Ct Ai Ct Ai
(ng) % (ng) % (ng) % (ng) % (ng) % (ng) %

10,00 1 9,94 | -0,63 | 9,96 | -0,37 | 10,29 | 2,92 | 9,80 | 2,01 | 9,84 | -1,57 | 9,80 | -2,03

500 {488 -2,40 | 512 | 2,42 | 515 | 298|511 211|480 -3,92 |501]| 0,10

250 [ 258 3,04 [259]| 344 | 245 |181 255184249 -0,33 | 2,58 | 3,13
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125 |125]| -025 | 123 | -124 | 1,26

091128 266 122 -239 [128] 2,11

0,625 | 0,61 ] -2,73 | 0,62 | -1,20 | 0,65

3,84 1063|016 | 059 -507 |0,65] 3,61

Bang 3.3 va bang 3.4 cho thiy két qua danh gia tinh tuyén tinh cua quy trinh thir nghiém.

Két qua cho thay gia trj dudng hdi quy tuyén tinh R va %CV cua timg ngdy thir nghiém déu
dat yéu cau. Cu thé 1a R? (0,998) > 0,95%, CV (0,05-5,12) < 20%, Ai (-5,07— 3,84) nam trong

khoang £ 15% so véi gié tri 1y thuyét. Do vay, quy trinh dat yéu cau vé tinh tuyén tinh.

4. Ban luan

Nghién ctru cua chung toi duoc thuc
hién tuan thu theo thiét ké nghién ctru khi
tién hanh thim dinh quy trinh cac thong sb
ky thuat dé xac dinh ham lugng Ovalbumin
trong vac xin cum. Trong d6, cac két qua
déu cho thdy quy trinh sitr dung bo sinh
phim va vic xin mau thir dugc s dung
trong nghién ctru phu hop va xac dinh dugc
ham luong Ovalbumin trong mau chuan va
mau the. Qua d6, két qua ham luong
Ovalbumin cia vic xin mau thir dugc tinh
toan dua vao dudng chuin cia chat chuan
do duoc trong cuing modt cing mot lan thir
nghiém va vao cac thoi diém khac nhau
bang phan mém Excel. Pay la phuong phép
phé bién duge sir dung phd bién dé xac dinh
ham luwong Ovalbumin trong nhiéu nghién
ctru khac [6].

Mot nghién ctru cua Kirk H Waibel,
Robert Gomez va cac cong sy dugc thuc

hién trong viéc x&c dinh ham lugng

Ovalbumin. Trong do, cic 16 vic xin cum
mua va HINI tir cac nha cung cdp khac
nhau di dugc thu thap tr mot sé phong
kham trén khip Hoa Ky va Nhat Ban [6].
Phuong phap dugc trién khai thyc hién
trong nghién ctru nay Elisa cling st dung la
phuong phép xét nghiém hép thy mién dich
lién két voi enzyme dé phat hién Ovalbumin
trong cac mau sinh hoc. Két qua thu dugc
ndéng do Ovalbumin trung binh cia vic xin
theo mua 13 350 ng/ml (0,5-1,02). Nong do
Ovalbumin trung binh ciia vac xin HINT 1a
21 ng/ml (<1-76). Mot loai vic xin cim
theo mua (Fluzone, Sanofi Pasteur) cho thy
ham luong cao hon so vé&i cac loai vic xin
cum theo mua khac. Tuong tu nhu vay, mét
loai vic xin HIN1 (Sanofi Pasteur) cho thiy
ham luong cao hon so vé&i cac loai vic xin
HINI khac. Qua d6 cho thay sy khac biét
dang ké gitra cac 16 dbi vai 2 vic xin Sanofi

Pasteur. Hai mau vac-xin cim theo mua vi
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rit séng giam doc lyc trong mii (Flumist)
chtra it hon 1 ng/ml Ovalbumin [6].

Trong nghién ctru trén, viéc do ham
lwong Ovalbumin trong vic xin cim mua va
cam HIN1 ¢6 thé dan dén viéc st dung cac
loai vdc xin nay an toan hon cho nhiing
bénh nhan bj di Gng trimg. C6 thé lya chon
16 vac xin c6 ham lwong Ovalbumin thap
cho bénh nhan di Gng trimg; c6 thé tranh
dugc cac 16 vdc xin c¢6 ham luong
Ovalbumin cao. Tat ca cac 16 véc xin HIN1
duoc thtr nghiém déu cho thidy muc
Ovalbumin thap (Ién dén 76 ng/ml trong
nghién ciru ciia chiing t6i, 1én dén 64 ng/ml
trong nghién ciru Waibel) [4, 6]. Nhiing loai
vac xin nay co thé duoc st dung mdt cach
an toan cho nhiing bénh nhan bi di ung voi
trimg, nhung can phai ¢6 thém nhiing bang
ching trén 1am sang. Co thé 1a tat ca cac vic
xin theo mua déu c6 ham lugng Ovalbumin
du thip dé str dung an toan cho bénh nhan
di mg véi trimg. Tuy nhién, v6i nong do
Ovalbumin cao hon trong médt sb vic xin
theo mua (tang tr 1002 ng/ml trong nghién
clru ciia chung t6i, 1én dén 1421 ng/ml trong
nghién ctru Waibel), can than trong [4,6].
Hon nita, v6i nha san xuat thi sd luong 16
hang thay d6i hang nim, phép do ham
lugng Ovalbumin cua mdi 16 san xudt s&

cling can dugc kiém soat trudc khi luu

hanh. Theo két qua cua Waibel va Gomez,
vic xin cim theo mua séng giam doc luc
qua dudng mili chira lugng Ovalbumin rat
thip va c6 thé thich hop dé sir dung cho
nhirng bénh nhan di tng voi trimg khong bi
hen suyén [4, 6].

Trong nghién ctru nay ching to61 da
thiét 1ap dugc quy trinh va tién hanh tham
dinh quy trinh véi cac thong sé k¥ thuat bao
gé)m do dung, do chinh xac (do lap lai va
chinh xac trung gian) va tinh tuyén tinh.
Nghién ciru nay duoc tién hanh theo mot
quy trinh khac va tham dinh trén méu vic
xin thur nghiém dugc san xuét tai Viét Nam.
Két qua thu dugc cho thidy ham luong cua
vic xin cum Influc-S khoang 600 ng/ml
tuong Ung khoang 0,3ug/0,5 ml dat ti€u
chuin vé& thir nghiém Ovalbumin va quy
trinh duoc tién hanh thAm dinh cac thong )
ky thuat dé dam bao sy phu hop va khoa
hoc khi dua vao ap dung.

Bén canh do, voi phuong phap
ELISA nay, két qua thu duoc cua nghién
ctru khi tinh toan thong ké déu cho thiy, cac
thong sé k¥ thuat cta quy trinh voi d6 dung
(t- bang (- 2,29 - 2,39) < t, = 2,571), tinh
chinh xac (%CV= 0,79-1,21%), tinh tuyén
tinh (R? =0,995, %CV = 0,28 - 4,47%, Ai -
2,47 — 10,95%) va gioi han dugc phat hi¢n
clia quy trinh 1 0,625 ng/ml. Vi nhimng két
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qua thu dugc trong nghién ctru cho thiy co
su twong dong v6i nhitng bao cdo khoa hoc
dugc dua ra, dat cac chi sd vé chat luong
dam bao quy trinh dua ra hoan toan phu hop
va tin cay [4,7-9].

Két luan: Két qua nghién ctru cho thiy cac
tiéu chi vé do ding, tinh chinh x4c va tinh
tuyén tinh ctia phuong phap déu dat yéu cau
va quy trinh dat tiéu chuan dé st dung la
phuong phép thuong quy trong cdng tac
kiém nghiém tai NICVB.
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