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ÁP D NG KI NH CÔNG HI U  

SINH PH U TR  IMMUNOHBS CH A KHÁNG TH   

KHÁNG VIÊM GAN SIÊU VI B  

Ph  và cs 

Vi n Ki nh Qu c gia V c xin và Sinh ph m y t   

 

Tóm t t  

Áp d ng ki nh công hi u sinh ph m Immuno-HBs 
ch a kháng th  kháng viêm gan siêu vi B thông qua vi  phù h p c a quy trình 
g  tuy n tính, gi i h    m nh c

t qu  t yêu c u v   tuy n tính; gi i h ng 
   m t các tiêu chu n ch p thu n và phù h p có 

th  ng d ng pháp ELISSA ng cho ki nh công hi u c a s n ph m 
Immuno HBs v ng 180-200 IU/ml. 

T  khóa: -HBs, Công hi u. 

1. T V  

Huy t thanh ch a kháng th  c hi u kháng HBs c a virut viêm gan B (Immuno-HBs) 
là m t ch  ph m globulin mi n d ch kháng virus viêm gan B có ngu n g c t  i, s  d ng 
nh m t o mi n d ch th  ng d  phòng nhi m b ng có nguy 

 sinh ra t  bà m  nhi i suy gan suy th n ho i thu c 
n d n s  ti p xúc v i virut viêm gan B [1]. M t trong các th  

nghi m quan tr  ki m soát ch ng c a dòng ch  ph m Immuno HBs là th  nghi m 
công hi u nh ng kháng th  anti- HBs có ho t tính trong s n ph m huy t 
th i ch a kháng th  viêm gan B (Human Hepatitis B immunoglobulin) s  d ng các 

n d ch h n d ch g n men ( ELISA) và s  d ng các m u chu n 
qu c t  ho c m u chu i chu n và th  ng kháng th  n Châu 
Âu n M ) [3],[5]. 

Trong th i gian qua, Khoa Ki nh sinh ph m Y t , Vi n Ki nh Qu c gia V c 
xin và Sinh ph m Y t  nh c yêu c u ki nh m t s  s n ph m huy i 
ch a kháng th  viêm gan B bao g m Fovepta và ImmunoHBs 180 IU. H  s ng c a 2 
s n ph m này có tiêu chí v  ng kháng th  i v i Fovepta, nhà s n xu t 
th c hi nh hi u giá kháng th  anti HBs b ng s  d ng 

i v i ImmunoHBs 180 IU, nhà s n xu t th c hi n b ng c  

nhanh, chính xác và có nhi m khác bao g m ngu n cung ng hóa ch t sinh ph m d  
dàng, th i h n s  d ng sinh ph m dài, giá thành r , trang thi t b  máy móc s n có, thao tác d  
th c hi a ch  th c hi n vi c xác 

ng kháng th  anti-HBs trong s n ph m Immuno HBs 180 IU [4] 

 Nghiên c u này th c hi  nh nh s  phù h p c a k  thu ng 
và áp d ng k  thu t này trong ki nh ch ng s n ph m huy i ch a kháng 
th  viêm gan B. 
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2. U 

2.1. m nghiên c u: Khoa Ki nh sinh ph m Y t  

Th i gian: T  n tháng 12  

2.2. V t li u ph c v  nghiên c u 

2.2.1. M u th  và m u chu n 

M u chu n là m u chu n qu c t  th  2 c a kháng th  c hi u kháng HBs c a virut 
viêm gan B là Second International Standard for anti-hepatitis B surface antigen (anti-HBs) 

ng: 100IU/ ng. M u th  nghi m là 
m u sinh ph m ImmunoHBs180IU. 

2.2.2. Thi t b  và d ng c : Dàn máy ELISA, t  l nh, micropipet các lo c hi u 
chu n theo ISO/IEC 17025). 

u: Ph  th c nghi m trong phòng thí 
nghi m. 

2.3.1. Tóm t t quy trình th  nghi m  

c 1: Nh  50 µl dung d ch pha loãng m u( DILSPE)  tr  gi ng tr ng 

c 2: Nh  100 µl ch t hi u chu n (CAL) 

c 3: Nh  100 µl m u th  n* 

c 4: Nh  100 µl huy t thanh ch ng ( CONTROL) 

 

 

R a phi n 4-5 l n 

c 5: Nh  100 µl Enzyme CONJ tr  gi ng tr ng 

 

 

          R a phi n 4-5 l n 

c 6: Nh  100 µl SUBS TMB bao g m c  gi ng tr ng 

 

 

  Nh  100 µl H2SO4 

c và phân tích k t qu  trong vòng 20 phút b ng ph n m m phân tích k t qu  c a 
thi t b .**  

Ghi chú: 

* M u th  c hi u là m u chu n qu c t  và m u sinh ph m c ng 
kháng th .  
Sau khi có k t qu   m ng kháng th  có trong m u b ng cách nhân v i 
h  s  pha loãng n.  

t qu  m u th c tính c a m u không nh  ng ghi 
trên nhãn. Kho ng tin c y 95% c c tính n m trong kho ng t  n 125%. 

Dán phi n,  37oC /60 phút 

Dán phi n,  37oC /60 phút 

 t i / nhi  phòng / 20 phút 
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h giá các tiêu chí th ng khi áp d ng 

trên m u huy i ch a kháng th  viêm gan siêu vi B. 

- nh tính tuy n tính  

B  trí th  nghi m và tính k t qu  

S  d ng m u chu n qu c t  ng 100IU /ampoule. Pha loãng m u chu n t i 5 
n   d ng chu n. Các n  m u chu n d  ki n pha ph i n m trong d i 
n  c a các ch t hi u chu n c a kit. Ch n n  m u chu n d ng chu n là 

ng v i vi c pha loãng m u chu n g c 1/600, 
ng 2.1. 

B ng 1. Pha m  

N  

 m u chu n (IU/L) 

T  l   

pha loãng 
Ký hi u 

Th  tích  

m u chu n (ml)  

Th  tích DD pha 
loãng (ml) 

100.000  C     

10.000 1/10 C1 0,9 C 8,1 

1.000 1/100 C2 1 C1 9 

167 1/600 C3 1 C2 5 

100 1/1000 C4 1 C2 9 

50 1/2000 C5 1 C4 1 

10 1/10.000 C6 1 C5 4 

Th c hi n 6 l n d ng chu n v m d ng chu n là các n  trên và 
Cal 1 c a b  kit có n  kháng th  là 0IU/L. S  d ng m u chu n pha loãng v  n  
50IU/L làm m u th  (A) 

t qu : nh h  s  h i quy tuy n tính R2 c a t ng chu n. 
Tính giá tr  trung bình, SD và %RSD c a m u th  A trong t ng l n th  nghi m. 

Tiêu chu n ch p thu n: P c coi là tuy n tính n u h  s  
tuy n tính 0,6 < R2 < 1 và  

- nh gi i h ng (LOQ) 

B  trí th  nghi m. 

Th c hi n trên t i thi u 3 n  m u chu n pha loãng g n v i giá tr  LOD c a b  kit, 
m i n  l p l i t i thi u 20 l ng d n c a CLSI-EP17A: Protocols for 
Determination of Limits of Detection and Limits of Quantitation; Approved Guidline [1] 

Gi i h n phát hi n công b  c a b  sinh ph n 3 n  m u 
chu  nh gi i h n phát hi n c a quy trình là 0, 10, 20 IU/L.  

Coi m u chu n là m u th , th c hi n th  nghi ng anti HBs trong 
m u th   
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Cách tính k t qu : Tìm gi i h n phát hi n (LOD) là n  th p nh t cho k t qu  
 l n th  nghi m. S  d

 tính LOD 95. Tính gi i h ng: LOQ = 3xLOD 

  

B  trí th  nghi m: S  d ng m u chu n qu c t  ng 100IU /ampoule. Pha 
loãng m u chu n t i 3 n , m i n  l p l i 3 l n vào 3 ngày khác nhau. M u chu n 

c pha v  các n  mà kit ELISA phát hi c (l n  10IU/L, nh  IU/L - 
ng d n s  d ng kit).Ch n 3 n  m u chu n lý thuy

vào th  nghi m là: 20IU/L, 50IU/L, 100IU/L. 

Pha m u chu n g c t  n  100IU/ampoule thành 3 n   

c c t và 1 ampoule ch a 100IU m u chu n Qu c t  
c dung d ch m u chu n có n  100IU/ml = 100.000IU/L. 

+ S  d ng dung d ch Cal1 (0IU/ml) c a b  sinh ph m làm dung d ch pha loãng m u 
chu n, pha theo b ng 2. 

B ng 2. Công th c pha m   

N  m u 
chu n (IU/L) 

T  l  pha 
loãng MC 

Ký hi u 
Th  tích m u 

chu n (ml) 
Th  tích DD pha loãng 

(ml) 

100000  C 

10000 1/10 C1 0,9 C 8,1 

1000 1/100 C2 1 C1 9 

200 1/500 C3 1 C2 4 

100 1/1000 C4 1 C3 1 

50 1/2000 C5 1 C4 1 

20 1/5000 C6 1 C5 1,5 

Coi m u chu  là m u th , th c hi n theo quy trình mô t , 
t  k t qu  c, t i c a m u chu n trong các l n th . 

So sánh k t qu  c v i giá tr  bi c c a m u chu n b ng cách s  d ng hàm T 
test. So sánh v i t c a b ng phân b  Student t i m    

Tiêu chu n ch p thu n: T < t  

 chính xác 

-  l p l i 

Thi t k  th  nghi m và tính k t qu   

Th  nghi  l p l c th c hi n trên m u th  là m u sinh ph m Immuno 
HBs 180 IU, do 1 nhóm k  thu t viên th c hi u ki n trang thi t b , hóa ch t, 
nguyên v t li u, l p l i 9 l n trong 1 ngày. Vì n  m u th  m ngoài kho ng 
phát hi n c a sinh ph m nên c n pha loãng m u th  t  n  

ng 200.000IU/L) v  n  mà kit ELISA phát hi c (100IU/L): pha loãng 2000 l n 
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S  d ng dung d ch Cal1 (0IU/ml) c a b  sinh ph m làm dung d ch pha loãng m u th , 

pha theo b ng 2. 

B ng 3. Pha loãng m   

T  l  pha loãng  
(IU/L) 

Ký hi u 
Th  tích m u chu n 

(ml)  
Th  tích DD pha loãng 

(ml) 

 T     

1/10 T1 1 T 9 

1/100 T2 1 T1 9 

1/1000 T3 1 T2 9 

1/2000 T4 1 T3 1 

Th c hi n xác nh n  m u th   mô t  

- Tính giá tr  trung bình, SD và RSD% hay CV c a m u th  

Tiêu chu n ch p thu n: CV <10%  

  chính xác trung gian 

Thi t k  th  nghi m và tính k t qu   

- Th  nghi  c th c hi n trên m u th  c pha 
thành các n  khác nhau b i 2 nhóm th c hi u ki n trang thi t b , hóa ch t, 
nguyên v t li u, 5 ngày khác nhau. 

- Tính giá tr  trung bình, SD và CV c a t ng nhóm. 

Tiêu chu n ch p thu n: CV <10% 

- Tính giá tr  trung bình, SD và CV c a chung 2 nhóm 

Tiêu chu n ch p thu n: CV <10% 

 m  

- S  d ng k t qu     m nh. 

+  Tính k t qu  ng trung bình, SD, CV c a t ng nhóm c a t ng nhóm. 

+  Tính giá tr  Ttest (S  d ng ph n m m Excel, hàm T-test): Ttest= 0,465 

So sánh v i giá tr  t c a b ng phân ph  t lu n v  s  khác bi t gi a 
2 nhóm 

Tiêu chu n ch p thu n: T test  b ng (t b ng tra trong b ng phân ph i Student) t i m c ý 
  tin c y 95%).  CV < 20%. 

3. K T QU  NGHIÊN C U VÀ BÀN LU N 

3.1 K t qu   tuy  

 tuy n tính c c th c hi n ít nh t 6 l n th  nghi m v  
pha loãng m u chu   cho k t qu   tuy n tính c
b ng 1.  
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B ng 1. T ng h p k t qu   tuy n tính c ng ng 
kháng th  anti-HBs trong s n ph m Immuno HBs. 

L n th  
nghi m 

ng chu n 
H  s  h i 
quy uy n 

tính 

K t qu  m u 
th  

L n 1 y = -1,821E-05x^2 + 0,0159111x + 0,0592869 R2 = 1 56,23 IU/ml 

L n 2 y = -3.14918E-05x^2 + 0.0249599x + 0.0688 R2 = 0,999 55,88 IU/ml 

L n 3 y = -1,2634E-05x^2 + 0,00650216x + 0,115277 R2 = 0,988 54,85 IU/ml 

L n 4 y = -2,821E-05x^2 + 0,0159111x + 0,0592869 R2 = 1 56,23 IU/ml 

L n 5 y = -1,58006E-05x^2 + 0,0157397x + 0,0588867 R2 = 1 55,8 IU/ml 

L n 6 y = -2.65533E-05x^2 + 0.0210124x + 0.1152 R2 = 0,988 54,05 IU/ml 

Trung bình 
m u th  

  55,51 IU/ml 

SD   0,87 IU/ml 

CV   1,57 IU/ml 

K t qu  b ng 1 cho th y trên m u th  ng lý thuy t 50IU/ml cho k t qu  t  
ng chu n là 54,05 IU/L. Giá tr  trung bình và CV c a m u th  d ng chu n là 

55,51 IU/L; SD = 0,87; CV = 1,57% (<20%) i chi u v i tiêu chu n c  tuy n 
tính là h  s  n tính R2  n m trong kho ng 0,6 -1, CV < 20%, quy trình ELISA 

ng này có m  quan ch t ch  gi a n  kháng th  anti-HBs và m  
t yêu c u v  tính tuy n tính gi ng. 

3.2 K t qu  nh gi i h ng (LOQ) 

i h ng c c th c hi n ít nh t 20 l n th  nghi m 
v i 03 n  pha loãng m u chu n v   cho k t qu  i h nh 

ng c ng 2. 

B ng  2. T ng h p k t qu  nh gi i h ng c ng xác 
ng kháng th  anti-HBs trong s n ph m Immuno HBs. 

N  (IU/L) T ng s  l n th c hi n S  l n cho k t qu   

0 20 0 

10 20 18 

20 20 20 

S  d  tính LOD 95 t 
c k t qu  LOD 95= 12,227 (95% CI: 7,288-20,514). Gi i h ng: LOQ = 3xLOD 

= 12,227 x 3 = 36,681 (IU/L). K t qu  này cho th ng có th  cho 
k t qu  ng các s n ph ng 
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anti HBs t  36,7 IU/L. Hi n t i h u h t các s n ph m Immuno HBs ch ng kháng 
th  anti-HBs t  180-200 IU. Do v y, s  d ng này s  cho k t qu  

ng phù h p và chính xác. 

3.3 K t qu     

 c c th c hi n ít nh t 3 l n th  nghi c l p 
cho k t qu   ng 3.3. 

B ng 3. T ng h p k t qu   ng 
kháng th  anti-HBs trong s n ph m Immuno HBs. 

N ng  20 IU/L N  50 IU/L N  100 IU/L 

L n 
TN 

K t qu  
(IU/L) 

(A) 

N  
i 

(Ax5000/1
000) IU/ml 

L n 
TN 

K t 
qu  

(IU/L) 
(B) 

N  
i 

(Bx2000/10
00) IU/ml 

L n 
TN 

K t 
qu  

(IU/L) 
(C) 

N  quy 
i 

(Cx1000/100
0) IU/ml 

L n 1 20,23 101,127 1 50,13 100,260 1 110,70 110,70 

L n 2 20,13 100,648 2 49,35 98,693 2 106,63 106,63 

L n 3 20,28 101,423 3 50,8 101,600 3 101,36 101,36 

Tính giá tr   l ch chu n; X tb = 102,49 (IU/ml), SD= 3,7. So sánh k t qu  
c v i giá tr  bi c c a m u chu n b ng cách s  d ng hàm T test. So sánh v i t

c a b ng phân b  Student t i m   

  

 -   l ch chu n;  - n: s  th  nghi m 

Thay s  vào ta có: = (102,49- . Tra b ng Student v i 

b c t  do n=6, 0,05 có t  y t < t  . i chi u v i tiêu chu n ch p thu n: t 
< t có th  k t lu n quy trình ng t yêu c u v   
pháp. 

3.4 K t qu   chính xác c  

3.4.1 K t qu   l p l i 

 l p l i c n th  nghi c l p cho k t qu  
ng 4.  
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B ng  4. T ng h p k t qu   l p l i c nh hàm 
ng kháng th  anti-HBs trong s n ph m Immuno-HBs. 

L n th  
nghi m 

K t qu  T4 (IU/L) 
N  ban 

i 
(IU/ml) 

(=TBx2000/1000) 

Trung 
bình 

(IU/ml) 
SD 

CV 

(%) 
1 2 3 TB 

1 132.5 140.8 141.8 138.4 276.7 

267,3 10,63 3,98 

2 125.9 123.8 125.7 125.1 250.3 

3 137.9 135.3 138.0 137.1 274.2 

4 130.4 137.6 144.8 137.6 275.2 

5 132.2 139.6 135.5 135.8 271.5 

6 120.9 130.5 137.3 129.6 259.1 

7 132.6 146.7 141.3 140.2 280.4 

8 132.5 124.2 126.5 127.7 255.5 

9 129.8 135.2 129.1 131.4 262.8 

K t qu  b ng 4 sau khi chi u v i tiêu chu n ch p thu n là CV <10%, quy trình quy trình 
ng kháng th  anti-HBs trong nghiên c u này cho k t qu  

v i h  s  bi n thiên là 3,98%, t yêu c u cao v   l p l i. Các k t qu  thu c là gi ng 
nhau khi l p l i th  nghi m nhi u l n. 

3.4.2 K t qu   chính xác trung gian c  

 chính xác trung gian c t qu  c a 2 nhóm k  thu t 
th c hi c l p, th  nghi c l p l i 5 l n cho k t qu   b ng 5 và 6 và 7. 

B ng 5. T ng h p k t qu  nhóm k  thu t th c hi n 1 

L n th  
nghi m 

K t qu  T4 (IU/L) 
N  ban 

i 
(IU/ml) (=TB 
x 2000/1000) 

Trung 
bình 

(IU/ml) 
SD 

CV 
(%) 

1 2 3 TB 

1     132,5        140,8       141,8      138,4   276,7 

269,58 10,94 4,0 

2     125,9        123,8       125,7      125,1   250,3 

3     137,9        135,3       138,0      137,1   274,2 

4     130,4        137,6       144,8      137,6   275,2 

5     132,2        139,6       135,5      135,8   271,5 
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B ng  6. T ng h p k t qu  nhóm k  thu t th c hi n 2 

L n th  
nghi m 

K t qu  T4 (IU/L) 
N  ban 

i 
(IU/ml) (=TB 
x 2000/1000) 

Trung 
bình 

(IU/ml) 
SD 

CV 
(%) 

1 2 3 TB 

1 148,4 133,0 151,0 144,133 288,27 

276,36 15,86 6,0 

2 143,4 125.3 146,8 138,5 277,00 

3 153,7 131,0 158,4 147,7 295,40 

4 130,9 123,781 134,2 129,627 259,25 

5 131,9 126,127 134,8 130,942 261,88 

B ng  7. T ng h p k t qu  c a c  hai nhóm k  thu t th c hi n 

Nhóm 
S  
l n 
TN 

K t qu  T4 (IU/L) N  
u 
i 

(IU/ml) 

Trung 
bình 

(IU/ml
) 

SD 
CV 
(%) 1 2 3 TB 

Nhóm 
1 

1 132,5 140,8 141,8 138,4 276,7 

272,97 13,338 4,9 

2 125,9 123,8 125,7 125,1 250,3 

3 137,9 135,3 138,0 137,1 274,2 

4 130,4 137,6 144,8 137,6 275,2 

5 132,2 139,6 135,5 135,8 271,5 

Nhóm 
2 

1 148,4 133,0 151,0 144,133 288,27 

2 143,4 125.3 146,8 138,5 277,00 

3 153,7 131,0 158,4 147,7 295,40 

4 130,9 123,781 134,2 129,627 259,25 

5 131,9 126,127 134,8 130,942 261,88 

K t qu   chính xác trung gian t i b ng 3.5, b ng 3.6 và b i 
chi u v i tiêu chu n ch p thu n là CV <10%, nh hàm 

ng kháng th  anti-HBs trong nghiên c u này cho k t qu  v i h  s  bi ng t  
4-6%, t yêu c u cao v   chính xác trung gian. Các k t qu  c là gi ng nhau khi l p 
l i th  nghi m nhi u l n, nhi u ngày khác nhau và v i các nhóm k  thu t viên khác nhau 

3.1.5 K t qu   m nh c  

 m nh c c th c hi n trên hai nhóm k  thu t v i th i gian khác 
nhau v i s  l n th c hi n th  nghi m l p l i là 6 l n cho k t qu  trung bình m
b ng 8. 
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B ng 8. T ng h p k t qu   m nh c a 2 nhóm k  thu t 

Nhóm th c hi n N  trung bình (IU/ml) SD CV (%) 

Nhóm 1 296,58 10,94 4,0 

Nhóm 2 276,36 15,86 6,0 

K t qu  sau khi tính toán test= 0,46, tra b ng t b ng= 2,132. 
i chi u v i tiêu chu n ch p thu n, T test b ng (t b ng tra trong b ng phân ph i Student) t i 

m c v  tin c y 95% và CV < 20%, ng xác 
ng kháng th  anti-HBs trong nghiên c u này t yêu c u cao v   m nh. 

4. K T LU N 

Các k t qu  nghiên c u này ch nh hi u giá 
kháng th  anti-HBs trong s n ph m Immuno- n d ch phù h t yêu 
c   tuy n tính, gi i h    l p l i và 

  m nh theo tiêu chu n ISO 17025: 2015. T  k t qu  nghiên c u 
này có th  s  d ng cho ki nh công hi u c a s n ph m 
Immuno-HBs ch a 180-200IU kháng th  anti-HBs t i Vi n Ki nh Qu c gia V c xin và 
Sinh ph m y t . 
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Abstract 

 

APPLYING QUANTITATIVE ELISA METHOD TO TEST THE POTENCY OF 
BIOLOGICAL IMMUNO-HBS PRODUCTS CONTAIN ANTIBODIES AGAINST 

HEPATITIS B VIRUS 

Pham Van Hung et al 

National Institute forr control of vaccine and biological 

 

Applying the quantitative ELISA method to test the effectiveness of Immuno-HBs 
biological products containing antibodies to hepatitis B virus through assessment the 
suitability of the process, including linearity, limit of quantification, accuracy, and precision 
and robustness of the method. The evaluation criteria for the results are satisfactory in terms 
of (linearity; limit of quantification (LOQ); precision; accuracy; strength) and all meet 
acceptable and applicable standards. Quantitative ELISSA method for testing the 
effectiveness of Immuno HBs products with the concentration of 180-200 IU/ml. 
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