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MO PAU

Haemophilus influenzae type b (Hib) 13 vi khuan gay bénh nguy hiém
lam it nhat 3 triéu nguoi mac va 400 dén 700 nghin nguoi chét mdi nam. Phan
16n sb ca bénh 13 viém mang ndo va viém phoi & tré dudi 5 tudi. Viém mang
ndo do Hib ludn 12 mot van dé nghiém trong tai cac nudc dang phat trién véi
ty 1& tr vong cao va co dén 15 dén 35% cac truong hop dé lai di ching 1au dai
sau khi khoi bénh nhu chdm phat trién tAm than va diéc. Hib lay truyén qua
duong ho hip va nhimg ngudi mang mam bénh khong triéu chimg 13 ngudn
phat tan chinh vi khuan gy bénh. Trong nhom tré chua dugc tiém vacxin, co
tr 0,5 dén 3% tré khoe manh mang chung Hib & ving mii hong. Mot mdi
quan ngai khac la sy bung phat cua cac chung Hib khang khang sinh ddc biét
la cac khang sinh thuong dugc st dung trong diéu tri nhu ampicillin,
amoxicillin. Do d6, hién vicxin duogc xem 14 cach thirc phong bénh Hib hitu
hiéu nhit trong cong dong.

Vicxin dau tién chong lai bénh Hib 1 vicxin chi c6 duy nhat mot thanh
phan polysaccharide vo. Vicxin polysaccharide don thuan cho dap tmg mién
dich khéng phu thudc vao té bao lympho T. Vicxin nay khong cé duoc hiéu
qua sinh dap ung mién dich & nhom tré dudi 24 thang tudi, nhom cb nguy co
mic bénh, tr vong cao nhat va khong tao duge mién dich tri nhd nén dap tGng
c6 duge khong kéo dai. Do d6, cic nha khoa hoc di cai tién va tim ra loai
vacxin Hib méi - vacxin cong hop. Vicxin cong hop polysaccharide dau tién
dd co6 mat trén thé gidi vao dau nhitng nam 90. Hién trén thé gidi c6 4 loai
vacxin Hib cong hop chinh di dugc cap phép sir dung tai nhiéu nudc khéac
nhau. Thanh phéan cua cac vicxin nay déu chira polysaccharide vo cua Hib
duoc lién két dong hoa tri véi Cac protein tai. Cac loai vacxin khac nhau s&

khac nhau vé do dai ctia polysaccharide, ban chat cua protein tai va phuong



phap dé lién két hai thanh phan ndy voi nhau. Tat ca cac loai vacxin Hib cong
hop duogc san xudt hién nay déu giy duoc dap Gmg mién dich tot. Khang thé
sinh ra sau khi tiém vécxin cong hop c6 kha ning tiéu diét vi khuan manh hon
so voi khang thé c6 duoc sau khi tiém vacxin chi co polysaccharide don
thuan. Cac ca thé dugc tiém vicxin cong hop, sb luong ching vi khuan Hib
cu tru trong khoang miii hong giam di o rét do d6 lam giam kha nang lay

truyén cua vi khuan td1 cadc nhém chua dugce tiém phong.

Viacxin Hib cong hop hién di bo sung vao danh sach cac vacxin dem
lai thanh cong dang ké lam thay d6i can ban tinh trang stc khoe tré em tai
nhiéu qudc gia trén thé gidi. Trong 20 nim qua, cic bénh do Hib giy ra da
chuyén tir can nguyén pho bién nhit sang mot bénh gan nhu khong con duogc
ghi nhan va tién toi dan loai trir & cdc nude da trién khai tiém phong vacxin
Hib cong hop rong rdi cho tré em nhu Tay Au, Canada, My, Uc va New
Zealand, dong thoi nhiéu nghién ctru cling cho thy hiéu qua phong bénh cao
ctia vacxin Hib cong hop doi véi nhirng khu vuc c6 ty 1€ luvu hanh bénh cao
va cac nudc dang phat trién. Tir nam 1998, T6 chirc Y té Thé giéi (TCYTTG)
da khuyén céo trién khai tiém phong vécxin Hib cong hop trén toan thé gidi
cho tré dudi 5 tudi. Tuy nhién, do c6 su khac biét vé tinh hinh dich t& hoc,
cong tac cham soéc suc khoe va diéu kién kinh té, vicxin Hib cong hop s&
duoc trién khai vao chuong trinh tiém chiing mé rong quoc gia khac nhau véi
thoi gian va chién luge khac nhau. Trong tim ciia khuyén céo nay huéng dén

cac nudc ma cac bénh do Hib gay ra dang la mdt van dé cua y t€ cong dong.

Tai Viét Nam, nhiéu nghién ctru dich t& hoc vé Hib da duoc tién hanh
tai cac dia phuong khac nhau. Ty 16 méic viém mang ndo do Hib Ia
12/100.000 tré dudi 5 tudi va 26/100.000 tré dudi 2 tudi. Trén quy md toan
quéc udc tinh mdi nam c6 1.005 tré dudi 5 tudi phai nhap vién vi viem mang

nao va 5.107 tré phai nhap vién vi viém phoi do Hib. Trong s céac tré mac



viém mang nao do Hib, co it nhéat 100 tré sé& dé lai cac di chung than kinh
nghiém trong va 40 truong hop s& chét. Viét Nam can phai wu tién xay dung
hé théng béo céo ca bénh dic biét 1a cac ca bénh c6 két qua xét nghiém duong
tinh va nhanh chéng trién khai tiém phong rong rai vicxin Hib cong hop cho

tré em.

Viacxin Hib cong hop 1a mot dang vicxin hoéa hoc diéu ché tir khang
nguyén cua vi khuan. Hién nay Viét Nam chua c6 co sé ndo san xuat dugc
vacxin Hib ké ca vacxin dang polysaccharide don thuan va vacxin cong hop.
Cong nghé san xuat vacxin vi khuan tai Viét Nam phan 16n van st dung cac
cong nghé co dién nhu nudi cdy, thu hoach va bat hoat toan té bao vi khuan
hodc doc té cua vi khuan. Tuy nhién, cac vécxin chira cac vi khuan toan té
bao dic biét 1a cac vacxin dang tiém hay giy ra cac phan Gng phy, phan tng
qua man manh & nhiing ca thé nhay cam do co thé ngoai cac dap (mg mién
dich v&i thanh phan khang nguyén dic hiéu con sinh ra cac khang thé véi cac
khang nguyén khac c6 trong vi khuan hodc cac thanh phan t6n du trong moi
truong nudi cay vi khuan. Do vdy, viéc phat trién cac cong nghé san xuét
vacxin vi khudn mot thanh phan dic biét 1a cac vacxin polysaccharide can

duogc &p dung trong san xuat vacxin tai Viét Nam.

Ciing nhu cac nudc dang phat trién khac, v6i diéu kién kinh té con kho
khan, Viét Nam hién kho c6 thé nhap duoc vacxin Hib dé tiém phong rong rai
cho tré em. Gia thanh cua lich trinh tiém day du 3 mii vacxin Hib cho tré gap
7 lan téng gid thanh cua 6 vacxin hién dang dugc st dung bat budc trong
Chuong trinh tiém chung mé rong 1a lao, sdi, bai li¢t, udn van, bach hau va ho
ga. Do vdy, viéc phat trién va san xuat vicxin Hib trong nudc tién t6i tu cung
cap vacxin sir dung trong Chuong trinh tiém chung mé rong 1a giai phap cp
bach can dugc sém trién khai. Nho sy hop tac quc té véi Vien Quoc gia vé

Strc khoe tré em va Phat trién con nguoi thuoc Vién Quoc gia vé Suc khoe



Hoa Ky (NIH), noi c6 nhiéu kinh nghiém trong viéc nghién ctru va phat trién
loai véacxin Hib cong hop tién tién, cho hiéu qua phong bénh cao - vécxin
polysaccharide Hib cong hop véi giai doc to udn van, déng thoi véi nhidu
nam kinh nghiém va thanh cong trong nghién ctru, phat trién cac loai vacxin
méi, dd dugce tng dung vao thuc té san xuat va cung cap c6 hiéu qua cho
Chuong trinh Tiém ching mé rong Qudc gia, Cong ty Vicxin va sinh pham
s6 1 (VABIOTECH) dua ra cic muc tiéu va ndi dung nghién ctru vé vécxin
Hib cong hop dé mong mudn sém cé san pham duoc san xuét tai Viét Nam.
Pdng thoi, tir cac két qua cua nghién ciru trong phong thi nghiém trong tuong
lai, cong nghé nay s& duoc phat trién trén quy mo 16n hon ciing nhu phat trién
cac dang phdi hop giita vacxin Hib va cac vicxin khac nham dap tmg du nhu

cau phong bénh Hib cho tré em tai Viét Nam.

Cac muc tiéu nghién ctru ciia D@ tai

1. Xdy dung dwoc qui trinh cong nghé san xudt vicxin Hib cong hop ¢ qui
mo phong thi nghiém.

2. Xdy dung cdc phwong phdp kiém tra chdt lwong vicxin va tiéu chudn co
sé cho vicxin Hib cong hop.

3. Ddnh gid tinh an toan va hiéu lwe ciia vicxin trén déng vit thuc

nghiém.



CHUONG 1
TONG QUAN

1.1. TAC NHAN GAY BENH VA PAC PIEM DICH TE HQC

Haemophilus influenzae (Hi) la mot cau khuéan gram am thudc ho
Pasteurellaceae ton tai & ca dang co vo va khong c6 vo. Cac chung cd vo
duoc tiép tuc phan loai dwa vao thanh phan héa hoc polysaccharide tao nén vo
vi khuan va c6 6 typ huyét thanh khac nhau tir a-f dd dugc xac dinh. Hi c6
mit & niém mac hau hong nguoi tir d6 lan truyén gay ra cac bénh 1y tai chd va
hé théng nhu viém mang ndo, viém phoi, viém mang hau, viém mo té bao
nhan cau, viém khép nhiém trung, nhiém khuan huyét, viém xuong tity, viém
mang ngoai tim, viém xoang va viém tai giira. Hi typ huyét thanh b (Hib) gay
ra gan 95% cac thé bénh xam nhiém do Hi gay ra (thé bénh xam nhidm duoc
xac dinh khi phan 1ap Hi tir nhiing vi tri dugc coi l1a vo khuan nhu méau hoic
dich ndo tiry). Khoang 5% tré tir vong khi mac viém mang ndo mu do Hib cho
du da duoc diéu tri dung va kip thoi va 20 - 40% da phai ganh chiu cac di
chung vinh vién. Cac hau qua cua viém mang ndo mi do Hib 1a mu, diéc va

giam kha nang hoc tap [33].

Khang khang sinh d6i véi tat ca cac loai Hi ting 1én rd rét trong nhiing
nam gan ddy dic biét d6i v6i khang sinh thuong duoc str dung trong diéu tri
nhiém khuan hé hap ampixillin, amocyxillin.

Thé bénh xam nhiém do Hib gay ra xay ra ¢ moi lira tudi, tuy nhién
bénh hay gip hon ¢ tré nho. Hiém khi bénh xay ra ¢ tré dudi 3 thang tudi
hodc sau 6 tudi, ty 18 bénh cao nhét gip o tré tir 4 dén 18 thang tudi [59].



Trong ky nguyén tién vicxin tai cac nudc phat trién, viém mang nio
chiém gan mot nta cac trudng hop bénh xam nhiém do Hib. Theo nhu phan
tich vé& cac bénh xam nhiém do Hib tai Anh, viém mang ndo mu chiém 56%,
viém hau hong chiém 13% va viém phdi chiém 6% [60]. Céac sd liéu tir mot
s6 nuéc co hé théng giam sat tt cho théy ¢ su khac biét vé ty 1& méc bénh &
tré em. Nhu vao ky nguyén trude khi ¢ vicxin, ty 16 mic cac bénh Iy xam
nhap do Hib trén 100.000 tré dudi 5 tudi tai Anh 1a tir 21 dén 44, tai My 1a 20
dén 50 va tai Brazil 1 42 [60]. Tai Gambia, ty 1¢ mac méi viém mang ndo mu
do Hib trudc nhitng nim 90 & tré dudi 5 tudi 1a 60/100.000 va cao t6i
200/100.000 & tré nhé dudi 1 tudi [8]. Tai Pong Nam chau A, phan bd chinh
xéac ctia Hib ddi véi cac bénh 1y viém mang ndo va viém phdi con chua rd
rang. Ty 1& viém mang ndo mu do Hib & tré tir 0 dén 4 tudi tai Hong Kong
duoc bao cdo hang nam thap dudi 1,75 truong hop trén 100.000 va tai Dai
Loan ciing 1a 3,22 trén 100.000 tré dudi 5 tudi [42] trai véi ty 1& bénh Hib &
tré Viét Nam nhap cu tai Hong Kong vuot qué 42 truong hop trén 100.000
tré [27]. Hau qua viém phdi néi chung khé xac dinh do chi mot ty 1é nho céac
truong hop viém phdi do Hib c6 nhiém trung huyét. Cac nghién ctru phai két
hop mét loat cac ki thuat chan doan khac nhau nhu ky thudt hat dich phoi
thuong duoc coi 1a tiéu chuan vang dé xac dinh can nguyén viém phoi. Diéu
nay cho phép xac dinh duoc ty 1& viém phoi do Hib ¢ tré dudi 5 tudi tai
Gambia cao dén 42% trong khi cic nghién ctru thong thuong cho rang cin

nguyén viém phdi do Hib chiém it nhat 1a 21% [60].

Trong cong dong, cac ddi tuong cd nguy co mic cac bénh do Hib gay
ra khong giéng nhau. Tai My, bénh Hib ghi nhan ty 18 méic & tré trai cao gip
1,2 - 1,5 1an so voi tré gai [13] va & tré da den dudi 5 tudi cao gip 2 - 4 lan so
v6i tré da trang [56]. Cac cong dong ngudi ban xir nhu nguodi Aboriginals tai

Uc va nguoi Alaskan Eskimos, Apache, Navajo Indians tai Bic My c6 nguy



co rat cao mac bénh 1y xdm nhap do Hib voi ty 1¢ dat t6i 408/100.000. Cac
nghién ctru tai Uc ciing cho thdy ¢ nhom tré thudc cong dong di cu, ty 16 méc
moi chi la 33 - 60 trén 100.000 tré, trong khi ¢ cac tré ban dia ty 1€ nay cao
dén 500 trén 100.000 tré dudi 5 tudi. Ty 18 thé bénh xdm nhidm & Chau Au
cling khac biét tuy theo timg qudc gia khac nhau nhu tai Tdy Ban Nha 1a 12
/100.000 va Thuy Dién 1a 54/100.000 tré dudi 5 tudi. Tudi co nguy co méc
bénh cao nhat ciing thay doi tuy theo cac ving dia du khac nhau. Tai Tay Au,
30 - 40% s6 ca bénh xay ra ¢ tré trong 5 nam dau tién va 60 - 80% s6 ca bénh
Hib gap & tré dudi 2 tudi. Trong khi d6 tai nhom cu dan ban dia va ¢ cac nudc
dang phét trién 30 - 50% sb ca bénh xay ra khi tré 6 thang tudi va 60 - 80%
s6 ca bénh xay ra ¢ tré dudi 1 tudi. Ty 1& méc rt cao nay co thé 1a do su két
hop gitra yéu t6 di truyén va tuong tac moi trudng. Yéu td6 moi trudng anh
huéng dén viéc phoi nhiém véi vi khuan Hib nhu noi chim soc diéu dudng
hay c6 mat d6 dan cu cao lién quan dén kha ning 1am tang nguy co mic cac
bénh x&m nhiém, dong thoi cac diéu kién san c¢6 nhu bénh hong cau hinh
liém, nhiém HIV, ghép tay xuong, suy giam bo thé, gia dinh ¢6 nhiéu con va

tré khong dugc b me ciing 13 nhimg yéu t6 nguy co quan trong [56].

Ty 1¢é mang vi khuan ving hong hau udc tinh ciing lién quan dén do
tudi ctia ca thé c6 thé phan anh qué trinh chua hoan thién cua hé mién dich &
tré nho. Trong ky nguyén tién vacxin, khoang 4/100 tré tai Anh mang vi
khuan Hib. Mot ty 1& twong tu ciing gip tai Phan Lan (3,5%) [49] va My (2 -
5%) [60]. Cac nghién ctru tai Gambia ciing cho thdy c6 mot ty 1é rat cao
ngudi mang vi khuan, thay doi tiiy theo timg dia diém nghién ctru khac nhau

va dao dong tur 12 - 33% [8].



Khdng nguyén bé mt ciia vi khudn Hib

Bé mit cta vi khuan Hib 1a vach té bao va vo polysaccharide. Theo cac
nghién ctru in vitro, vo polysaccharide 1a thanh phan khang lai cac co ché
phong bénh quan trong ctia vat chi nhu thuc bao va té bao giét vi khuan qua
trung gian té bao. Vo Hib duoc cdu tao boi cac chudi polymer ribosyl va
ribitol - phosphate lap lai tor d6 hinh thanh nén polyribosyl - ribitol -
phosphate (PRP). Céac thanh phan vo cta cac typ huyét thanh Hi khac chira
nhiéu duong hexose hon dudng pentose va hiém khi giy ra cic bénh xam
nhiém cho du hién nay van chua rd 1y do thuc sy cta sy khac biét vé kha ning
gay bénh nay [45]. Vi khuan c6 vo c6 thé xdm nhap qua biéu mé cua ving
hau hong vao théng mao mach tir do biéu hién cac dic tinh xAm nhiém cua
Hib. V6 khang thuc bao ngira tic dong cua hé théng bo thé bang cach trc ché
hodc 1am cham cac protein bo thé trén bé mat té bao (dac biét 1a C3b) do vay
vi khuan c6 thé xdm nhiém mau hodc dich ndo tiy ma khong kich thich thuc
bao ciing nhu cac dap tng viém gay ly giai vi khuan qua trung gian b6 thé. Vi
Iy do nay, khang thé khang vo c6 kha nang lién két v6i vo va kich thich ca
qua trinh thyc bao (qua tuwong tac Fc véi té bao khac) 1an qua trinh ly giai vi
khuan (bang cach cho bo thé lién két) tir d6 bao vé co thé chdong lai cac vi
khuan c6 vo [51]. Khang thé anti - PRP duogc san sinh ra khi phoi nhiém véi

Hib va c6 kha nang bao vé phong bénh Hib [9].

Vach té bao vi khuan chira mot s6 protein mang ngoai khac nhau
(OMP), day ciing 1a diém dich cua IgG & nguoi. Cac OMP bao gdm P1, P2,
P4, P5, P6, mdt protein mang ngoai 98kD va mot protein 42kD duoc goi 1a
protein D. Khang thé di voi P1, P4 va P6 gan két voi cac protein trén bé mat
ctia nhiéu ching Hi khac nhau. M hinh trén dong vat cho thay khang thé doi
voi mot sd protein co tac dung bao v€ va vi¢c phat trién vacxin chira OMP Hi

cd kha nang ngura viém tai gitra. Nghién ctru st dung protein D ctia Hi nhu



mdt chat tai cho vacxin polysaccharide phé cau cong hop di cho thiy kha
nang bao vé phong ngira ca phé cau va viém tai gitta do Hi [37].
Mién dich ciia Hib

Céc nghién ctru dich t& hoc vé cac thé bénh xam nhiém do Hib két hop
voi cac két qua thuc nghiém trén dong vat da thiét lap dugc dac diém mién
dich @i voi Hib. Tinh cam nhiém d6i voi cac thé bénh xam nhiém phu thudc
vao ltra tuoi cho thay c6 lién quan dén viéc ton tai hay khdng nhing yéu to
tiéu diét vi khuan trong mau. Khang thé khang vo vi khuan Hib duoc xac dinh
nhu mot dau hiéu chi diém va cho thay tic dong bao vé dic hiéu typ ddi véi
cac bénh 1y gay chét do Hib giy ra trén mo hinh tho thuc nghiém. Cac nghién
ctru tiép theo trén nguoi vé tac dong diét khuan ciia mau xac dinh su lién quan
giita tac dong diét khuan va hiéu gia khang thé khang vo. Pong thoi, su co
mit cia IgG anti - PRP trong méu lién quan dén viéc giam ty 18 mac méi

viém mang néo do Hib [5].

Ty 1& mac méi Hib twong dbi thap trong mot hai thang dau doi do
khang thé IgG dic hiéu voi PRP duoc truyén tir me sang con qua nhau thai.
Ngay sau d6 khi luong khang thé tir me truyén sang giam xudng, ty 1& mac
bénh ting 1én (dinh ctia bénh xay ra tai cac thoi diém khac nhau & cac cong
ddng dan cu khac nhau), nhung vao thoi diém tir 5 tudi tro di ké ca nguoi 16n
ty 16 mac nay lai giam xudng rat thap [60]. Giong véi cac polysaccharide tir vi
khuan khac, PRP duoc xép vao dang khang nguyén khong phu thudc tuyén tc
kich thich truc tiép t& bao B ma khong can c6 sy hd trg cua té bao T va khang
nguyén loai ndy gdy mién dich yéu & tré em. Do vy, mot trong nhiing
nguyén nhan 1am tré nho rat dé mic cac thé bénh xam nhiém do Hib gay ra la
do tré khong c6 kha ning tao dugc mién dich manh véi khang nguyén

polysaccharide don thuan trudc 18 thang tudi.



Ddp irng véi nhiém vi khudn Hib

Hib 1a vi khuan c6 ddc lyc manh nhit trong nhom Haemophilus va 95%
tré bi nhiém Haemophilus trong mau va mang néo mu 1a do typ huyét thanh b.
Vi khuan Hib c6 mit & duong ho hip trén cta ngudi va chi mot phan nhiing
ngudi mang sé phat trién thanh bénh 1y trén 1am sang. Thoi gian tir khi nhiém
vi khuan dén luc xuat hién triéu ching vao khoang 2 dén 10 ngay. Triéu
chtng ctia viém mang ndo mu do Hib 1a dau dau, sot, ndn, cing gdy, nhay
cam véi anh sang, dau khdp, nga ga, lo mo va hon mé. Néu nhiém Hib xay ra
& tré trén 24 thang tudi khoe manh chua dugc tiém phong thi cac dap tng
mién dich thuong tang 1én rat manh. Ca dap tng té bao 1an dich thé déu dong
vai trd quan trong trong ngira nhiém Hib ¢ timg ca thé. Khang thé IgG, IgM
va IgA d6i v6i Hib déu xuat hién sau khi nhiém cling nhu sau khi tiém phong
vacxin. Tuy nhién, phan 16n cac nghién ctru thudng tip trung vao IgG trong
huyét thanh VA it cac nghién ctru dé cap dén vai tro cta khang thé mang nhay.
Pong thoi phan 16n cac nghién ciru vé Hib dé cap dén dap ung voi PRP don
thuan va tuong ddi it cac nghién ctru vé dic diém va tim quan trong cua dap

ung véi protein caa Hib [22].

Céc thyc nghi¢m tiém IgG anti - PRP c6 hi¢u gié cao trén mo hinh ca &
dong vat va ngudi cho thdy nong do khang thé 0,15 pg/ml cho kha ning bao
vé ngan han ngtra cac bénh Hib xdm nhéap [4]. Thuc nghiém tir cac nghién
ctru thyc dia vacxin PRP cho thy hiéu qua bao vé tot co duge & nhiing tré co
dap tng it nhat 1a 1pg/ml sau mot thang tiém vacxin. Trong qué trinh phéat
trién va danh gia vacxin Hib cong hop thi ngudng 0,15 va 1pg/ml duoc si
dung dé xac dinh kha ning bao vé ngin han va lau dai. Tuy nhién, khdng
ngudng nao dugc cho 1a ngudng khac biét vé dap img mién dich gitta vicxin
cong hop va vacxin PRP don thuan. Trong thuc té, vacxin Hib cong hop cho

dap tmg mién dich ky tc, do vay s€ cho hi¢u qua bao vé¢ kéo dai hon so vdi
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tiém vacxin chi co PRP, dic biét khi phoi nhiém lién tiép voi Hib c6 thé s&

duy tri hiéu gia khang thé luu hanh.

1.2.  VAC XIN HAEMOPHILUS INFLUENZAE TYPE B (HIB)

Vicxin dau tién chéng lai bénh Hib 14 vicxin chi ¢6 duy nhat mot thanh
phan polysaccharide vo. Pap ing mién dich ctia vacxin nay 1a dap ung khong
phu thudc vao té bao lympho T (t& bao lympho B san sinh ra khang thé ma
khong chiu tic dong cia té bao lympho T). Vacxin nay khong c6 hiéu qua
sinh d4p tng mién dich ¢ nhom tré dudi 24 thang tudi, nhém cé nguy co mic
bénh va tir vong cao nhét va khong tao dugc ky ic mién dich, nén dap tmg
mién dich khong ton tai 1au dai. Do d6, cac nha khoa hoc da cai tién va tim ra
loai vacxin Hib méi - vacxin cong hop. Vicxin cong hop polysaccharide hiéu
qua cao c6 mit trén thé gidi vao dau nhitng nam 90. Cong hop polysaccharide
v6i protein tai tao ra dap tmg mién dich phu thudc vao té bao lympho T do d6

lam ting cao tinh sinh mién dich dic biét & tré em.

1.2.1. Vicxin Hib dang polysaccharide

Viacxin ngira Hib dau tién duoc san xuat vao dau nhitng nam 1970 va
thanh phan 13 vo polysaccharide tinh ché (PRP). Qua cac thir nghiém lam
sang da duoc tién hanh cho thay hiéu qua dap tmg ctia vacxin ngan va khdng
c6 dap tmg bao vé & tré dudi 18 thang tudi do mién dich té bao B khong phat
trién ¢ Itra tudi nay. Thém vao do, khong thay ting hiéu gia khang thé ddi véi
liéu tiém nhéc lai cia PRP, khang thé duoc tao ra 1a IgM va mét luong rat
thap IgG, véacxin khong c6 hiéu qua ddi véi nguoi mang vi khuan Hib & ving
hong hau [7]. Céc theo d&i kéo dai ¢ nhiing ddi twong trén 18 thang tudi cho

thay hiéu qua bao vé 1a gan 90%. Su hoan thién cta hé mién dich lién quan
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dén dap ung ddi voi PRP do vay hiéu gia khang thé & tré cling ting tu nhién
theo do tudi. Viéc phoi nhiém lién tuc v&i Hib s& duy tri kha ning bao vé kéo
dai ngira Hib [34]. Tai My, vacxin Hib dang polysaccharide dugc cap phép sir
dung vao nam 1985 va chi dinh tiém cho tré tir 2 d&én 5 tudi. Theo ddi theo
tudn cho thiy nguy co nhiém bénh ting dan sau khi tiém vicxin va diéu nay
dugc cho 1a o lién quan dén viéc giam khang thé PRP trong huyét thanh &
ngudi di duoc tiém vicxin. Hiéu qua chung cua vicxin 1a tir 50 - 60% va
vacxin dang nay di duoc sir dung cho dén nam 1998 khi vacxin Hib cong hop
bit dau dugc st dung [22].

1.2.2. Vicxin Hib cong hop

Vao nam 1920, nhiing nghién ctru khoi dau cua Avery va Goebel da
cho thay tinh sinh mién dich cta cac khang nguyén carbonhydrate trén tho
duoc ting manh khi cong hop giira dudng va chét tai protein. Nghién ctru nay
dit nén moéng cho viéc phét trién cac vicxin cong hop st dung cho nguoi,
nhung chi dén nhitng nam 1970 khi vacxin Hib cong hop duoc nghién ctru va
phat trién, van dé nay moi thuc sy dugc quan tdm dén. Cong hop hoa hoc
PRP v6i khang nguyén protein nhu giai doc t6 bach hau va uén van 1 nhiing
diém can ban dau tién dé phat trién vicxin Hib cong hop va khang nguyén
nay c6 kha ning tao ra té bao T tro gitip tir d6 chuyén tin hiéu phu hop t6i té
bao B dic hiéu carbonhydrate do vay lam tang ca tinh sinh mién dich va chat
luong cua dap tng mién dich ddi v6i thanh phan PRP c6 trong vacxin [26].

Hi¢n nay trén thé gidi da co mot s6 loai vacxin Hib cong hop dugc phat
trién, san xudt va luu hanh. Thanh phin cia cdc vicxin nay déu chira
polysaccharide vo cta Hib dugc lién két dong hoa tri véi protein tai. Cac loai

vacxin khac nhau s€ khac nhau vé d6 dai ctia polysaccharide, ban chat cua
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protein tai va phuwong phap dé lién két hai thanh phan nay voi nhau. Hién c6 4

loai vacxin Hib cong hop duogc cip phép sir dung tai nhiéu nuéc khac nhau:

+ PRP-D 1a vacxin Hib cong hop dau tién duoc cip phép st dung tai
M§ vao nim 1987. PRP-D véi tén thuong mai ProHIBIT dugc phat trién boi
hang Connaught Laboratories (hién la Pasteur Mérieux Connaught - PMC).
PRP-D chita polysaccharide c6 do dai trung binh cong hop voi giai doc tb

bach hau qua khoang tréng 6 carbon.

+ HbOC 1a vacxin Hib cong hop thir hai duoc cip phép st dung tai My
vao nam 1988. HbOC véi tén thuong mai HibTITER duoc phat trién boi hang
Praxis Laboraries (hién la Wyeth Laderle Pediatrics and Vaccines). HbOC
chtra PRP cong hop voi CRM197 (day 1a dot bién khong giy doc cua doc t6
bach hau duoc chiét xut tir moi trudng nudi cay Corynebacterium diphteriae
C7 (beta 197)).

+ PRP-OMP 1a vicxin Hib cong hop thir ba dugc cp phép st dung tai
M§ vao nam 1989. PRP-OMP duoc phat trién bai hang Merck&Co va tén
thuong mai la PedvaxHIB. PRP-OMP chira polysaccharide c6 d0 dai trung
binh cong hgp voi phic hop protein mang ngoai cua chung Neisseria

meningitidis nhém B (B11) qua khoang tréng thioether.

+ PRP-T 1a vacxin Hib cong hop thir tu dugc cip phép st dung tai My
vao nam 1993. PRP-T duogc phat trién boi Rachel Schneerson va cong su tai
Vién Qudc gia vé Strc khoe Hoa Ky (NIH). Vicxin nay dugc san xuat boi
PMC va phan phdi trén toan thé gidi véi tén san pham ActHIB. Tai My, san
pham nay duoc phan phdi bai hang SmithKline Beecham (SB). PRP-T chira
chudi polysaccharide 16n cong hop véi giai doc t6 udn van qua khoang tréng

6 carbon.
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(Wyerh Lederle)

(Pasteur Mérieux Connaught)

-
PRP

PRP-OMP
(Merck)

Act-HIB
Pasteur Mérieux Connanght

Hinh 1.1. Céu triic ciia cac loai vicxin Hib cdng hop

Bang 1.1. Thanh phan ciia mt s6 vacxin Hib cong hop hién dang dworc sir dung

Ham luwgng Ham luwgng
Loai Polysaccharide polysaccharide Ban chat protein trong
vacxin cia Hib trong 1 lieu dung  cia protein tai 1 li€u dung
cho nguai (ug) cho nguoi (ug)
PRP-D Polysaccharide 25 Giai doc t6 bach 18
(gidm kinh thudce) hau
HbOC Polysaccharide  c6 10 Protein bach hau 25
trong luong phén tur chung CRM 197
thap
PRP-OMP  Polysaccharide 7,5 Phure hop protein 125
(gidm kich thudc) mang ngoai cua
N.meningitidis
PRP-T Polysaccharide 10 Giai doc t6 udnvan 20

Dang vicxin Hib cong hop PRP-D duoc dua vao thir nghiém 1am sang
trude tién. PRP-D cho dap (mg mién dich twong déi va chi c6 khoang 40% tré
sau liéu trinh tiém dau tién c6 dugc luong khang thé 1a 1 pg/ml va 70% dat
mirc 0,15 pg/ml [18]. Hiéu qua thip va dap ung mién dich kém khi thir

nghiém trén cac d6i twong cé nguy co mac Hib cao 1a ngudi Alaskan Eskimos
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do vay cho du da dugc cép phép tai nhiéu nude, PRP-D hién khong con duoc

san xudt va luu hanh st dung cho tré em duéi 18 thang tudi nita [49].

Phat trién vacxin PRP-OMP, HbOC va PRP-T dugc tién hanh gan nhu
ddng thoi va cac nghién ciru vé tinh sinh mién dich dau tién cho thiy dap tGng
khang thé t6t trén tré tir 2 thang tudi trd 1én. PRP-OMP 1a vicxin duy nhét
khong sir dung protein tai 1a bach hau va uén van. Nghién ctru ctia vé tinh
sinh mién dich cua vicxin nay cho thdy néng do khang thé anti - PRP dat
duoc v6i hiéu qua bao vé ngan han va dai han lan luot 14 0,15 pg/ml va 1
ug/ml ¢ phan 16n cac tré sau 1 liéu tiém don 1¢ [17]. Do vay, PRP-OMP la
vacxin dugc lya chon dé str dung cho cic cong déng c6 nguy co mic bénh
cao trong vong 6 thang tudi dau tién. Tuy nhién, hiéu gia khang thé trung binh
nhan sau liéu trinh tiém dau tién (3 liéu) thap hon so véi liéu trinh tiém PRP-
T hodc HbOC va dap tng voi liu nhac lai ciing thip hon so véi tiém PRP-T
hoic HbOC. HbOC chira mét doan oligosaccharide Hi ngan cong hop véi doc
t6 dot bién (CRMI197) tach ra tir vi khuan bach hau (Corynebacterium
diphtheria) va cho luong khang thé anti - PRP cao sau liéu trinh tiém 3 liéu
dau tién. PRP-T 14 vicxin Hib cong hop cudi cung dugc danh gia va dua vao
str dung nam 1992. Vacxin nay chira giai doc té udn van 1a protein tai gan véi
PRP qua lién két 6 - carbon hodc héa dic carbodimide. So sanh dap tng mién
dich cta 4 loai vicxin Hib cong hop khéac nhau sau khi tiém theo lich vao 2, 4
va 6 thang tudi dugc trinh bay trong Hinh 1.2. Qua day c6 thé thdy ngoai trir
PRP-OMP, phan 16n khang thé d6i voi Hib c6 duge sau 3 lidu tiém vicxin

vao luc 6 thang tudi [11].
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Hinh 1.2. So sanh dap tng tao khang thé ciia 4 loai vicxin Hib cong hop

Cung v6i nong do IgG c6 duogc boi vacxin cong hop, vacxin nay con
tao ra tri nh¢d mién dich d6i voi thanh phan PRP trong vacxin, két qua nay
khdng hé co duoc sau khi tiém vacxin chi c6 PRP. Piéu dic biét 13 vicxin
Hib cong hop c6 kha ning bao vé ngira nguy co mang vi khuan Hib ¢ duong
hau hong. Néu trong mot cong dong co ty 18 tré dugc tiém phong day du,
nguy co lay truyén Hib s& giam va cac ca thé khong duogc tiém phong ciing
duoc bao vé do giam kha ning phoi nhiém véi tic nhan gay bénh. Viéc giam
bénh trong nhém khong tiém phong & cac cong dong co ty 1¢ tiém phong cao
duoc xem 13 bao vé gian tiép hay “hiéu tmg cong dong”. Hiéu qua nay thiy
duoc qua mot sb thir nghiém 1am sang tiém vacxin Hib cong hop voi cac lich
tiém khac nhau tai My, Gambia, Brazil va Anh. Tham chi voi ty 1€ tiém
phong chi dat duogc tir 20 - 60%, nguy co mic cac bénh xam nhiém do Hib
gy ra da giam tir 56 - 73%. Piéu ndy c6 mot ¥ nghia quan trong dic biét tai
cac nudc dang phat trién noi hé thong co sé dé c6 thé tiém ching di mii con
nhiéu khé khin. Mot thi du cu thé cho quan diém nay da duoc théy tai

Gambia, noi vacxin Hib dugc trién khai tiém phong tir nhitng nam 90, nhung
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vacxin duoc cung cip khong lién tuc do dé ty 1¢ tiém phong du 3 mili vacxin
chi dat dugc tir 62 - 75%. Tuy vdy ty 16 mang vi khuan ¢ nhom tré khong tiém
phong da giam tir 7,7% xudng con 3,8% va thé bénh xam nhiém do Hib da
gan nhu bién mat. Nho tac dong cua hiéu tng cong dong, ty 16 mic Hib giam
10 1an tai Anh ¢ tré em du6i 1 tudi chua dugc tiém phong vicxin vao nim
1998 so voi ty 1¢ trén ciing mot di twong tré trudce khi trién khai tiém phong
véacxin. Tac dong khac cua hiéu tng cong dong 1 hiéu qua viéc tiém phong
Hib ¢ tré em doi véi bénh Hib xay ra & nguoi 16n. Tong két cac trudng hop
bénh Hib ¢ nguoi 16n tai 5 ving & Anh vao nhiing nam 1990 va 1995 cho
thay s ca bénh da giam ¢ 3 nam dau so véi 2 nam sau. Cac theo ddi lién tuc
vé cac bénh Hib cho thiy vdi 40% tré Navajo Indian dugc tiém phong vicxin
vao nhitng nim 1988 dén 1992 da lam giam 75% s6 truong hop tré bj mac
Hib séng trong cuing cong dong. Lugng khang thé dé co duoc tac dung bao vé
ngira mang vi khuan doi hoi phai cao hon luong khang thé co tac dung ngira
bénh Xx&m nhiém. Mot nghién ciru cho thdy dé co duoc tac dung bao vé ngira
mang vi khudn & ving hau hong, ndng d6 khang thé trong huyét thanh doi hoi

phai 13 gan 5 pg/ml [60].

Tac dong t6i uu lam giam thiéu bénh va lay truyén Hib phu thudc vao
nhiéu yéu t& nhu loai vacxin, lich tiém phong, dac diém dich t& cua céc quﬁn
thé ddc hiéu, kha ning trién khai tiém phong ciing nhu cac yéu méi truong
khac. Vacxin Hib cong hop tao dap tmg mién dich & cac bénh nhan c6 nguy
co mic cac bénh x&m nhiém cao nhu bénh hdng cau hinh liém, ung thu mau,
nhiém HIV, cat lach. Tinh sinh mién dich cta vacxin Hib cong hop khong
gidng nhau gitta cac quan thé. Sy khac biét nay duoc thiy khi tiém cho tré
véacxin Hib cong hop tai California (M¥). Pap tng mién dich thip nhat thay

dugc ¢ tré da trang va cao nhat ¢ tré em goc A. Cung trong nghién ctru nay,
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dap tmg co dugc & tré lién quan dén tudi thai va thoi gian bl me cho t6i 6

thang tudi [60].

8 thir nghiém 1am sang ngau nhién cé di ching placebo danh gia hi¢u
qua vicxin Hib cong hop da dugc thuc hién va bénh ly xam nhap dugc su
dung nhu mot tiéu chuan vé hau qua bénh tat (Bang 1.2). Tat ca cac nghién
clru va cac loai véacxin ngoai trir PRP-D tai Alaskan Eskimo (M¥) déu cho

thay c6 hi€u qua cao.

Bing 1.2. Hiéu qua vacxin wéc tinh tir cac thir nghiém 1am sang

véi vacxin Hib

Loai Hi¢u qua | 95% Cl | Hau qué bénh ly Dia diém

vacxin vacxin % nghién ciru

PRP-T 95 67 - 100 Bénh xam nhiém Gambia
100 55-100 | Viém phdi sau 2 hoic 3 liéu

PRP-D 95 83-98 Bénh xam nhiém Phén Lan

PRP-D 35 57-73 Bénh xam nhiém Alaska, My

PRP-T 90 50 - 99 Bénh xam nhiém Anh

PRP-T 90,2 74,5-100 | Bénh xam nhiém Chilé

PRP-OMP | 95 72-99 Bénh xam nhiém Navajo, My
93 53-98 Viém mang ndo mu

HbOC 100 64-100 | Bénh xam nhiém California, My

Viacxin Hib cong hop thuong dugc tiém cung thoi diém voi vacxin
bach hau-uén van-ho ga (DTP) va cé4c vicxin danh cho tré em khac do vay
diéu can thiét phai phat trién dang vacxin phdi hop giira cac vicxin nay véi

nhau. Phdi hop véacxin cé nhitng wu diém nhu lam don gian hoa chuong trinh
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tiém phong, giam thiéu sd mii tiém, giam dién tich can cho bao quan vicxin
va giam luong chit thai y té. Tuy nhién, tac dong giira cic thanh phan khéc
nhau cta vicxin phéi hop can duoc theo ddi, dic biét v&i vacxin ¢ chira
khang nguyén Hib cong hop va ho ga vo bao (Pa). Vicxin Hib cong hop
thudng duoc phdi hop véi vicxin DTPa (4 thanh phan) hoic DTPa/viém gan
B, DTPa/bai liét bat hoat (5 thanh phan) va DTPa/viém gan B/bai liét bat hoat
(6 thanh phan). Mot sb nghién ctru di cho thdy dap ung véi Hib giam khi
PRP-T duoc tiém dong thoi voi DTPa-bai liét bat hoat so voi khi tiém riéng
r&. Viéc suy giam nay mot phan duogc cho 1a tac dong ctia nhom hydroxide ddi
v6i tinh toan ven cua PRP-T [44]. Xu hudng phat trién cac vacxin phdi hop
DTPa-Hib sir dung nhom phosphate d gitip khac phuc viée suy giam dap tmg
v6i Hib nay [28], [53]. Gan day, cac nghién ctru lai cho rang mot phan cua
viéc tre ché dap umg mién dich d6i véi Hib 1a do luong giai doc té ubn van
qua cao gdy phong toa cac epitope ctiia Hib. Diéu ndy dugc ghi nhan dbi véi
vacxin phdi hgp DTPw chira thanh phan ho ga toan té bao do vdy nhiéu tac
gia lai quay tro lai quan diém liéu phai ching day van 1a do tac dong ctia chat
b tro co trong thanh phan vécxin gay ra. Cac nghién ctru van dang dugc tiép
tuc tién hanh dic biét 1a cac bang chimg vé 1am sang sé& 1a ¢in ¢t viing chic

nhat dé 1y giai cho cac gia thuyét nay [16].

Sau khi trién khai tiém phong vacxin Hib cong hop vao chuong trinh
tiém chung mé rong cho tré em nhiing nam 1990, bénh Hib da gidm ro rét tai
cac nudc tay Au, Canada, My, Uc va New Zealand. Hiéu qua vécxin trong
mot s6 truong hop da vuot qua 95% ¢ nhitng tré dugc tiém day du theo lich
tiém tur lac 2 thang tudi [10]. Tuy nhién, tai mot s6 nudc nhu Phan Lan, hiéu
qua cao lai dugc cong bd khi lich tiém vicxin duogc bt ddu mudn hon, do vay
hiéu qua vacxin phu thudc vao dic diém dich té hoc cuia bénh. Két qua c6

dugc tai cac nudc phat trién da cho thay loi ich rd rét ctia viéc trién khai tiém
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phong vécxin Hib cong hop trong Chuong trinh tiém ching mo rong [32],
[57]. Tai My, trude khi trién khai tiém phong vicxin Hib cong hop, sb ca
bénh Hib x4m nhiém udc tinh hang ndm 1a 20.000 ca bénh ¢ tré dudi 5 tudi.
Sau khi trién khai tiém phong vacxin Hib cong hop cho tré vao nam 1987, cho
dén nam 1990, ty 1€ mic mé&i bénh Hib xAm nhiém da gidm trén 99%. Vicxin
Hib cong hop ciling c6 hiéu qua trong cong dong co ty 1&é mic Hib cao nhu
ngudi My Indian hay nguoi Alaskan Eskimo [55]. Tai Anh, sé ca bénh Hib
xam nhiém 12 1.500 truong hgp mdi nam trong d6 c¢6 900 ca viém mang ndo
mu va ¢ 60 ca tir vong. Tl khi bat dau trién khai tiém phong vacxin vao nim
1992, s6 trudng hop miac moi hang nam da giam 90% tir 21/100.000 vao ky
nguyén trude khi cé vacxin xudng con 0,65/100.000 va van con tiép tuc giam
thap trong nhitng nam 90. Hiéu qua vicxin udc tinh vao thoi diém 7 dén 8
nam sau khi trién khai tiém phong vacxin Hib tai Anh 1 97%. Theo ddi cac
dir liéu ciing khang dinh khong thay tang rd rét bénh xam nhiém do vi khuan
Hib khong dinh typ giy ra [38]. Tai cac nudc chau Au khac, ty 1¢ giam bénh
Hib ciing dugc thiy sau khi tiém phong vécxin Hib cong hop tai Puc, Ha
Lan, Bi, Phap va bénh Hib da hoan toan bi loai trir sau 3 nam trién khai tiém
phong vicxin tai Iceland [35]. Tai Phan Lan, vacxin Hib cong hop dugc trién
khai vao nam 1986 theo lich tiém 4,6 va 15 thang tudi di cho thiy hiéu qua
vacxin rat cao. Tai Thuy Dién, sau khi trién khai tiém phong vacxin Hib theo
lich 3, 5 va 12 thang, ty 1¢ mac moi bénh viém ludi ga do Hib giam tur
20,9/100.000 tré dudi 5 tudi vao nim 1987 xudng con 0,9/100.000 tré vao
nam 1996 [60]. Mot s nghién clru tai cac nudc dang phét trién noi c6 ty 18
mic cac bénh do Hib cao con cho thiy hiéu qua ctia vicxin Hib cong hop ca
vé mit dich t& hoc va kinh té. Tai Chilé, s ca mic mdi cac bénh Hib xam
nhiém da giam duoc 90% sau khi trién khai tiém phong rong rai vicxin Hib
cong hop vao nim 1996. Ciing theo ghi nhan, vicxin Hib d3 1am giam dang

ké s ca viém phoi mac mai phai nhap vién tai Chilé. Sau khi trién khai tiém
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phong vacxin Hib cong hop, ty 16 mic viém mang nio ma hang nim tai
Gambia da giam tir trén 200 ca bénh trén 100.000 tré dudi 1 tudi vao nhiing
nim dau cta thap nién 90 xudng dén khong con trudng hop nao vao nim
2002 va tir 60 ca bénh trén 100.000 tré xuéng dén khong con truong hop nao
& nhom tré dudi 5 tudi. Gitta nhitng nam 2001 va 2002, sau khi trién khai
tiém phong vacxin Hib cong hop tai Malawi, ty 16 mic méi Hib giam 88% &
tré dudi 5 tudi va 87% ¢ tré dudi 2 tudi. Thém vao do, hidu qua vécxin phong
ngtra viém mang ndo mu do Hib & tré c6 HIV duong tinh da dat té1 100%
Theo céc béo cdo sau 3 nam trién khai tiém phong vacxin ngira Hib cho tré
em tai Kenya ciing cho thiy cac bénh thé xam nhiém do Hib giam méot cach

cO y nghia t&1 88%.

Viacxin Hib cong hop hién da duoc bo sung vao danh sach cac vacxin
dem lai thanh céng dang ké 1am thay doi can ban tinh trang sttc khoe tré em
tai nhidu qudc gia trén thé gidi. 20 ndm qua, cac bénh do Hib giy ra di
chuyén tir can nguyén pho bién nhat sang mot bénh gan nhu khong con dugc
ghi nhan va tién toi dan loai trir & cac nude di trién khai tiém phong vicxin
Hib cong hop rong rii cho tré em. Cho dil nhimng thanh cong cia vicxin Hib
dd duoc chimg minh, nhung cho dén cubi thé ky 20, méi chi c6 dudi 8% khu
vuc luu hanh bénh Hib trén thé gidi duoc dy phong bang vacxin va phan 16n
ganh ning bénh tat ndy van dit Ién cac nudc dang phat trién [60]. Tir nim
1998, T6 chirc Y té Thé gidi (TCYTTG) da khuyén céo trién khai tiém phong
véacxin Hib cong hop trén toan thé gi6i cho tré dudi 5 tudi. Tuy nhién, do co
su khac biét vé tinh hinh djch t& hoc, cong tac cham séc strc khoe va diéu kién
kinh té, vicxin Hib cong hop sé& dugc trién khai vao chuong trinh tiém ching
mo rong qudc gia khac nhau véi thoi gian va chién luge khac nhau. Trong
tam cta khuyén cao nay hudng dén cac nudc ma cac bénh do Hib gay ra dang

la mot van dé cua y té cong dong.
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1.3. QUY TRINH CONG NGHE SAN XUAT VA PHUONG PHAP
KIEM TRA CHAT LUQNG VAC XIN HIB CONG HQP

La két qua ctia qué trinh cong hop héa hoc cua hapten polysaccharide
v6i protein tai, quy trinh san xuét, tinh ché, xac dinh dic tinh va kiém tra chat
lugng cia vicxin Hib céng hop phtc tap hon nhidu so véi vécxin
polysaccharide don thuan. Ciu trac va kich thudc cua polysaccharide va
protein tai thay di tly theo cac nha san xuat khac nhau. Tuy nhién, tit ca cac
vacxin Hib cong hop déu c6 chung mot tiéu chi 1a c6 kha nang kich thich san
sinh khang thé anti - PRP dic hiéu & tré em hodc tré nho véi mot lugng dat
muc do bao vé ngtra bénh Hib. Cho du ban chit hoa hoc cua khang nguyén
PRP tir cac nha san xuat khac nhau 1 twong tu nhau nhung kich thudc cta

chudi saccharide, tinh chat hoa hoc ciia cong hop va protein tai 1a khac nhau.
1.3.1. Tong quan vé quy trinh cong ngh¢ san xuat vicxin Hib cong hop

San xuat Hib polysaccharide dya trén hé théng gidng san xuét. Vi khuan
Hib phat trién trén moi trudng thich hop. Trong qua trinh vi sinh vat phat
trién, ty 16 tang truong, pH va hiéu suat polysaccharide 1a cac chi sé can dugc
theo di. Khi dat dugc muc phat trién phu hop, qua trinh nudi ciy ding lai va
polysaccharide dugc thu hoach va tinh ché. Qué trinh tinh ché can phai tién
hanh trong diéu kién vo tring va sir dung cac hoa chit co do tinh khiét cao.
PRP can duoc phén tich day du va phu hop véi cac tiéu chuan cia WHO [53].
Thém vao d6 phan bd kich thude phan tir cia PRP tinh ché phai dugc xac
dinh [14]. Sau d6, PRP s& dugc Xt Iy thay d6i vé mat hoa hoc va tinh ché lai.
PRP sau khi thay ddi s& duoc st dung trong phan tmg cong hop.

Trong cong nghé san xuat vicxin Hib cong hop, phuong phap thay doi

(hay hoat hoa) tinh chat hoa hoc cua polysaccharide dong vai trd quan trong

22



nhat. Mot s6 phuong phap dang dugc ap dung trong san xuit vacxin Hib cong

hop hié¢n nay la:

Polysaccharide phan ung véi cyanogen bromide 1am cidc nhom hoat
hoa tiép xtic véi “cac phan tir khoang trong” hodc véi protein tai.
Chét phan tmg thira dugc loai ra bang siéu loc hodc bang phuong
phap khac tuong tu. Sau khi duogc hoat héa, polysaccharide nay s¢€

lién két dong hoa tri véi axit adipic.

Polysaccharide giam kinh thudc duge tao ra boi qua trinh oxy hoa
cach quang phan tir polysaccharide tor d6 tao thanh cidc nhom
aldehyde. Sau dé céac polysaccharide c6 trong lwong phén tir thap vira

dugc tao ra nay s€ dugc tinh khiét.

Polysaccharide giam kich thudc cling c6 thé dugc tao ra bai qua trinh
thuy phan bang axit ¢6 kiém soat tir d6 tao thanh dudng ribose khuyét
dau. Sau khi tinh khiét, cac polysaccharide co trong lwong phan tir
thap vira duogc tao ra déu da dugce amin hoa khir va chuyén thanh dan

xuét v&i axit adipic nho hoat héa boi N-hydroxy-succimide.

Polysaccharide phan ung voi carbonyldiimidazole, tiép do la
butanediamine dé tao thanh chét trung gian phan ung véi nhém chirc
dau amino. Nhom nay tiép tuc phan Gmg dé tao thanh din xuét

polysaccharide cudi cung.

Qua trinh polysaccharide tham gia vao phan Uing cong hop dugc danh

gid dya trén sO6 lugng cia nhom chic ndng (nhém tao dan xuat) trén tong so

polysaccharide dau vao.

Bén canh polysaccharide, tinh sinh mién dich ctia vacxin Hib cong hop

con anh hudng boi dic tinh va mire d6 tinh khiét cuia protein tai. Cac protein
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hién duoc sir dung nhu céc protein tai trong vacxin Hib cong hop 1a giai doc
td bach hau hoic giai doc t6 ubn van, doc t bach hu & dang dot bién khong
giy doc (CRM197) va phtic hop protein mang ngoai cua vi khuan Neisseria
meningitidis nhém B. Céc thir nghiém hoa 1y phai duoc tién hanh dé danh gia
cac protein nay 1a khong doc, ddng thoi ¢6 duoc ndng d6 va do tinh khiét phu
hop cho cong hop. Qua trinh hoat hoa cac protein ndy c6 thé duge tién hanh

vai1 cac phuong phap sau:

- Pua giai doc to6 bach hau vao vdi mot nong do nhat dinh “cac nhoém

khoang trong” dé phan tng véi polysaccharide di hoat héa.

- Thém nhém thiol vao phtic hop protein mang ngoai cua vi khuan

Neisseria meningitidis nhom B.

Phirc hop phan tng cong hop sau d6 s& duoc 1am sach va tinh ché dé loai
trir cac chat ton du str dung trong qua trinh cong hop. Cong hop duoc co dic
lai va loc vo trung. Vao thoi diém nay, cac thir nghiém dbi véi ban thanh
pham cong hop s& dugc thyuc hién. Chi c6 PRP lién két dong tri véi protein tai
(PRP cong hop) 1a thanh phan quan trong cho dap tng tmg bao vé ngira bénh
Hib. Do vy, ban thanh pham cong hop s& duoc thir nghiém vé ham lugng
PRP, PRP tu do (khong cong hop), ham luong protein, ty sé PRP trén protein
va phan bd kich thude phan tir. Kich thudc phan tir cia PRP-protein 1a thong
s6 quan trong dé thiét lap do 6n dinh cua quy trinh san xuét va nghién ctru
tinh 6n dinh trong qua trinh bao quan vacxin. Cac thir nghiém vo khuan va
danh gia doc tinh dac hiéu can duoc tién hanh. Pha ché ban thanh phém cudi

cung va dong lo vacxin.

C6 3 yéu tb can duoc chu trong dé cong hop polysaccharide-protein co

thé tr¢ thanh mot vacxin thanh cong va co6 tinh sinh mién dich cao:
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- Hai thanh phan can phai dugc lién két v4i1 nhau bang cau ndi dong tri

chtr khong phai 1a cac tac dong khong dong tri.

- Ham luong polysaccharide khong cong hop trong san pham cubi ciing
khong c6 y nghia boi vi lidu lugng vicxin duge xac dinh dia trén ham
lwong polysaccharide cong hop. Nhiéu bang ching da cho thiy chinh
polysaccharide khong cong hop c6 kha nang trc ché dap tmg mién dich

ctia thanh phan cong hop.
- Thanh pham vicxin can phai on dinh, an toan va vo tring.

Dé cap dén van dé cong hop cua polysaccharide véi mot phan tir protein,

nhing yéu t6 sau day can dugc xem xét:

- Ca hai phan tir déu 13 cac phéan tir da chirc nhu mdi phan tir saccharide
déu c6 nhiéu nhom hydroxyl (va hiém gip hon con 1a cac nhém amino)

va moi phan tir protein déu c6 nhiéu nhém amino va carbonxylate.

- Phan tir polysaccharide 1a da phan bd boi vi nam trong mot khoang

trong lugng phan tur rong.

- Boi vi tinh da chirc va da phan b nay, san pham cong hop cudi cung 1a
mot phirc hop nhiéu phén tir c6 trong luong khac nhau va phuong phap
danh gia dic tinh truyén thong str dung ddi v6i protein nhu SDS-PAGE

thuong it dugc img dung.

- Do vay, dé mdt vacxin cong hop duoc san xuat co hiéu qua, diéu chi
yéu 1a cac kiém tra phan tich can dugc tién hanh phan 16n ¢ trong céc

budc téng hop.

Nhu da trinh bay & trén, san pham cong hop cudi cung 13 mot phirc hop

nhiéu phan tir ¢6 trong luong khac nhau do vay viéc phan tach cong hop ra
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khoi cac chat phan tng dua trén sic ky trao ddi ion hoic két tua véi
ammonium sulfate 13 rat kho khian. Phuong phap thudng duge 4p dung nhit
dé phan tach cong hop co trong luong phan tir 16n ra khoi cac chat phan tng

dua trén trong lwong phén tir bang sic ky loc gel.

1.3.2. Phwong phap kiém tra chat lwong vicxin Hib cong hop
Kiém tra chit lwong ciia polysaccharide

Chung Hib s& dugc sir dung trong san xuat can dugc nhan dang qua ghi
chép va 1y lich bao gdm ngudn gdc va cac thir nghiém da duogc tién hanh dé
x4c dinh dic tinh cua chung. San xuét polysaccharide Hib can dya trén hé
théng chung gidng san xuat. Nha san xuat néu c6 thé cd gang tranh sir dung
cac nguyén vt lidu c6 ngudn gdc tir dong vat. Tinh on dinh vé kha ning phéat
trién ctia vi khuan Hib can duoc kiém soat trong qua trinh nudi ciy. Trudc khi
vi khuan duogc bat hoat, mau nudi cdy can duoc thir nghiém vé muc do lay
nhiém. Do thuan nhat cia nudi cdy duoc kiém soat bang cac phuong phap
nhu nudi cdy trén moi truong thich hop. Qua trinh bat hoat ciing can phai

duoc danh gia theo cac phuong phap phu hop nhit.

Moi loat polysaccharide sau khi tinh ché can dugc kiém tra vé muc do
tinh khiét [31]. M&i nha san xuat can xac dinh céc tiéu chuan va giéi han cho
san pham ctia minh. Cac thir nghiém d6i voi polysaccharide tinh ché bao

gom:

- Nhan dang: polysaccharide tinh ché dwgc xac dinh bang cic phuong

phap mién dich hoic do mat do cong huong tir hat nhan (NMR).
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Phan bd kich thudc phan tu: dac tinh nay co thé duoc tién hanh theo
cac phuong phap khac nhau nhu phéan tach loc gel st dung agarose lién
két chéo (gel Sepharose CL-4B hodc CL-2B) hoic sic ky ngoai kich
thude hiéu niang cao (HPSEC). Hang sé phan bd (Kp) dugc xac dinh
bang cach do phan bd kich thudce phan tir cua polysaccharide tai dinh

chinh cua duong cong pha loang [15], [39].

Do am ton du (ddi voi vacxin dang dong kho): chi sé ndy can dugc xac
dinh theo phuong phép thich hop (Karl-Fisher) va cho thidy mirc d6 on

dinh trong gi6i han yéu cau.

Thanh phan polysaccharide: luong polysaccharide dugc xac dinh bang
cach do ham lugng ribose. Ham luong ndy dugc xac dinh bang phan
mg Bial d6i véi duong pentose st dung chuin D-ribose. Cac phuong
phap khéac co thé s dung dé dinh tinh polysaccharide tinh khiét nhu
sic ky trao doi ion hiéu ning cao véi dau do xung dién (HPAEC-PAD)
hoac xac dinh ham lugng phosphorus theo phuong phap Chen [53].

Protein tap: ham luong protein tap dugc tinh trén trong lugng khé va
xéac dinh bang phuong phap Lowry st dung chuan albumin huyét thanh
bo hoac mot phuong phap khac thich hop.

Axit nucleic tap: ham luong axit nucleic tap dugc tinh trén trong luong
kho va xac dinh béng do do hép phu & budc song 260 nm hodc mot
phuong phap khac thich hop.

Ham lugng ndi doc td: ham luong nd1 doc td duge xac dinh b?mg thur
nghiém Limulus amoebocyte lysate (LAL test) hodc thir nghiém chét

gay st trén tho va cac két qua thu duoc nam trong gidi han yéu cau.
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Tiéu chuan cuy thé cua polysaccharide sau tinh ché duoc trinh bay trong
Bang 1.3.

Kiém tra chdt lwong cua polysaccharide thay doi

- Polysaccharide thay d6i: polysaccharide duoc sir dung trong phan mg
cong hop can duoc xac dinh sb luong nhém chuc trén s6 don vi cua

polysaccharide.

- Phéan b kich thudc phan tir: kich thudc phan tir ciia polysaccharide
thay d6i phu thudc vao quy trinh san xuat. Kich thudc dic hiéu cho mbi
loai véacxin cong hop va xac dinh bang phuong phap thich hop do diéu
nay co thé anh huong dén hiéu xuét ciia quy trinh cong hop. Phan bd
kich thudc phan tir ¢ thé duoc xac dinh bang cac phwong phép nhu sic
ky loc gel hoac HPSEC.

Kiém tra chit lirong ciia protein tdi

Phuong phap thtr nghiém sir dung dé xac dinh dic tinh protein dé dam
bao protein khong doc, c6 do thuan khiét va ndng d6 dat yéu cau. Cac phuong
phap hoéa Iy c6 thé sir dung dé xac dinh dic tinh protein 1a SDS-PAGE, sic ky
loc hiéu ning cao (HPLC), phan tich axit amin, xac dinh chudi axit amin, khbi

ph6 huynh quang...
Protein va phuong phap tinh khiét ciing nhu xac dinh dic tinh gom:

- Giai doc t6 bach hau va ubn van: cac giai doc to ndy dat cac yéu cau vé
chat lugng ciia WHO va c6 do tinh khiét cao. Do tinh khiét it nhat 1a
1500 Lf/mg (Lf = gi6i han 1én bong) protein nitrogen (khong thé tham
tich).
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- Protein bach hdu CRM197 1a mot doc td bach hau dét bién khong ddc
tach chiét tir nudi cdy cta vi khudn bach hau (Corynebacterium
diphtheriae) C7/B197. P tinh khiét ctia protein can trén 90% khi duoc
xéc dinh bang HPLC.

- Protein mang ngoai vi khuan Neisseria meningitidis nhém B tach chiét
tir té bao vi khuan voi dém ria. Loai bo xé4c té bao, co dic phuc hop
mang va rira v6i dém c6 chira chét rira dé loai bo thanh phan tap. Thanh
phan phic hop mang ngoai tinh ché can dugc xac dinh bang SDS-
PAGE hoic phuong phap tuong tu cho thdy tinh on dinh tir loat nay
sang loat khac va trong lugng khong dugc chra qua 8%

lipopolysaccharide, dat yéu cau vé thir nghiém chit gy sét trén tho.
Kiém tra chit lwong ciia ban thanh phdm cong hop

Quy trinh san xuét va kiém tra chit luong duoc ap dung dé dam bao
hiéu suét, dd 6n dinh va tinh an toan cua cong hop can duoc thiét 12p ngay khi
vacxin Hib céng hop duge phat trién cho dap tmg mién dich tét. Qua trinh tao
dan xuat va cong hop can dugc theo ddi bang cach phan tich cac san phim

phan tmg hoic bang cac phuong phap thich hop.

Sau khi cong hop duoc tinh ché, cac thu nghiém dudi day can duoc

tién hanh dé danh gia do on dinh cta quy trinh san xuat.

- Céc chat phan tng ton du: tinh ché cong hop can loai trir cac chat phan
g ton du trong qua trinh cong hop. Loai bo chat phan tng ciing nhu
cac san pham phan tmg nhu cyanide can dugc xac dinh bang phuong

phap thich hop.

- Dau an cong hop: phan tmg cong hop tao ra dau 4n lién két don nhat

(mdt axit amin don nhat), mo1 mé can dugc danh gia chat lugng ctia do
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dai phan ung dong tri ctia PRP voi protein tai. Ty sé PRP-protein sau

tinh ché ciia cong hop 12 mot dau 4n cong hop thich hop.

Nhom chirc phan ung ton du: mdi mé san xuat khong duoc chira nhom
chic phan ung tén du cia polysaccharide di thay déi hoa hoc va

protein.

Ham luong PRP: ham lugng PRP can duoc xac dinh vé mit hoa hoc

bang cac thir nghiém thich hop.

PRP cong hop va tu do (khong cong hop): chi cac PRP lién két dong tri
v6i protein tai nhu PRP di cong hop méi c6 vai trd quan trong vé tinh
sinh mién dich vé kha ning bao vé trén 1am sang. Mdi mé cong hop can
duoc thtr nghiém vé cac PRP khong cong hop, tu do dé dam bao ham
lugng c6 mit trong ban thanh pham tinh ché nam trong khoang giéi han
cho tinh an toan va hiéu qua trén lam sang. Tong ham luong PRP da
gan dong tri v&i protein tai can dugc xac dinh sau khi phan tach ra khoi
PRP khéng cong hop. Cac phuong phap dugc st dung dé phan tach
gom két taa, loc gel, sic ky trao d6i ion va ky nude, siéu loc va siéu ly
tam. PRP khong cong hop sau d6 dugc xac dinh bang cac ky thuét
HPAEC-PAD va thir nghiém mién dich voi khang thé anti-PRP [29].

Ham lugng protein: ham luong protein cta cong hop can duoc xac dinh
vé mit hoa hoc bang cac phuong phap thich hop va dat yéu cau vé gidi

han ti€u chuan cho san pham.

Ty s6 PRP trén protein: ty s6 PRP voi protein ciia cong hop dugce tinh
toan. Poi vi mdi loai cong hop, ty sd ndy can phai nam trong gidi han

cho phép.
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- Phén bé kich thudc phan ti: kich thudc phan tir ctia cong hop PRP-
protein 1a théng s6 quan trong dé thiét l4p tinh 6n dinh trong san xuét
va nghién ctru tinh on dinh hoa 1y trong qua trinh bao quan [23]. Kich
thude phan tir tuong ddi cta cong hop can duge xac dinh cho mdi mé
ban thanh phim st dung phwong phap sic ky thich hop véi kich thude
ctia cong hop duoc danh gia. Cac phwong phap thich hop 1a sic ky loc
gel (Sepharose CL-4B) va phan tach kich thude [15], [36]. Cac phuong
phap can phan dinh dugc cong hop PRP-protein véi cic thanh phan

khac co thé co nhu protein va polysaccharide khong gan.

- V6 khuan: ban thanh pham cong hop tinh ché can duoc thir vé muc do
v6 khuan d6i voi vi khuan va nim. Néu chat bao quan duoc cho vao
san pham, phuong phap xac dinh thich hop can duoc tién hanh dé tranh

su tuong tac trong thir nghiém.

- Poc tinh dic hiéu cta protein tai: ban thanh phdm céng hop can duoc

thur nghiém khong c6 ddc tinh dic hi¢u cua protein tai.

- Tiéu chuan cuy thé cta ban thanh pham cong hop duoc trinh bay trong

Bang 1.3.

Kiém tra chit lwong ciia bdn thanh phdm cuéi ciing

Ban thanh pham cudi cing dugc san xuat bang cach tron chét bo tro,
chét bao quan hodc chat 6n dinh v6i ham lugng thich hop cia ban thanh pham
cong hop dé c6 duoc loat vicxin dat yéu cau chat luong cho hi€u qua va an
toan trén 1am sang. Mdi loat ban thanh pham cubi cing can duoc thir nghiém

vé tinh vo khuan doi vl vi khuan va nam.
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Kiém tra chdt lwong ciia vacxin thanh pham

- Nhan dang: tht nghiém nhan dang can duoc tién hanh véi it nhdt mot
lo san phém cho mdi loat san xuit. Thur nghiém mién dich st dung

khang thé dic hiéu voi polysaccharide tinh khiét can dugc tién hanh.

- V06 khuan: vacxin thanh pham can duoc thir nghiém vé tinh vo khuan

doi1 vai vi khuan va nam.

- Ham luong PRP: tong ham luong PRP trong thanh pham can duogc xac
dinh va cho gia tri nam trong gi¢i han tiéu chuan. Vacxin cong hop
duoc san xudt tir cac nha san xuat khac nhau do dé s& c6 su khac biét
vé cong thirc pha. Cac phuong phap duoc st dung dé xac dinh ham

lwong gém so mau, sic ky (nhu HPLC) hodc mién dich.

- bo am ton du: Néu vicxin dong kho, do am trung binh can duoc xac
dinh bang phuong phéap thich hop va gia tri nam trong gidi han tiéu

chuan dé dam bao tinh 6n dinh cua vacxin.

- Chét gay sbt: vacxin thanh pham can duoc thir nghiém vé hoat tinh gay
sot bang thir nghiém tiém tinh mach tho hodc biang LAL test. Tiéu
chuan vé ndi doc td hodc chat gay s6t can duoc thiét 1ap. Pdi v6i cac
vacxin Hib cong hop hién co, thir nghiém chat gay sét trén tho dat yéu
cau khi tiém cho tho luong PRP nam trong khoang tir 0,025 dén 1 pg

trén kg can nang tuy thudc vao protein tai.

- Ham luong chit bo tro: néu chat bd trg duge cho vao vacxin, ham
lwong nay can dugc xac dinh bang phuong phap thich hop. Néu st
dung nhém hodc canxi lam chéat bd trg thi ham lugng nhom khong
dugc vuot qua 1,25 mg va canxi khong duge vuot qua 1,3 mg cho mot

liéu tiém & nguoi.
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Ham luong chat bao quan: néu chit bao quan duoc cho vao vicxin,
ham luong nay can dugce xac dinh bing phuong phap thich hop. Ham
lugng chit bao quan trong mot lidu vicxin khong dugc gy cac tac
dong lam gidm hi€u qua cuia khang nguyén va tinh an toan cua san

pham.

An toan chung: mdi loat vacxin can dugc thir vé doc tinh khong mong

mudn (ddc tinh bat thuodng) bang cac thir nghiém thich hop.

pH: néu vacxin & dang nudc, pH cia mdi loat can duogc thir va nam
trong gidi han ti€éu chuan. P61 véi dang dong kho, pH can dugce do sau

khi héi chinh bang dung dich pha thich hop.

Kiém tra cam quan: moi lo vacxin trong loat san pham cudi cung can
duoc kiém tra cam quan bang mat dé phat hién cac bat binh thuong vé

tinh toan ven cua lo, cac hat va cac thanh phan bat thudng trong vacxin

Tiéu chuan cu thé cta vacxin thanh phdm duoc trinh bay trong Bang

1.3.
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Bang 1.3. Tiéu chuin ciia TCYTTG va ciia nha san xuat

doi véi vacxin Hib cong hop

Polysaccharide

Protein

Axit Nucleic

Phosphorus

Ribose

Noi doc to

Phén bb kich thudc phan tir
Do 4m ton du

Nhan dang

Protein tai

Do tinh khiét

Poc tinh dac hiéu
Polysaccharide thay doi
Ty s6 thay doi

Phan bb trong luong phan tir
Ban thanh phim cong hop
PRP

Protein

Ty s6 cong hop (PRP/protein)
Chat phan tng ton du

Nhoém chirc phan Gng ton du
Phan bd kich thudc phén tir
PRP tu do

Protein tu do

Dau 4n cong hop#

V6 khuédn

DJc tinh dac hi¢u (protein tai)
B4n thanh phim cudi cing
V6 khuan

Thanh phim

PRP

Chat gy s6t

V6 khuan

An toan chung

Nhan dang

pH#

D6 am ton dut#

Ham lugng chét bo tro#
Ham luong chat bao quan#

* Tiéu chuan ctia nha san xuat
+Thtr nghiém dat yéu cau
#Neéu ap dung

<1

<1
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+
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Tuy ban chat khac nhau, cic loai vicxin Hib cong hop duoc san xuét
hién nay déu giy duoc dap tmg mién dich tét. DSi véi mdi loai vacxin Hib
cong hop, viéc xem xét danh gia kha ning sinh mién dich trén nguoi 1a mot
yéu ciu quan trong nhat dé cap ching chi cho luu hanh san pham. Hién nay,
chua c6 mdt thur nghi€ém sinh hoc nao dugc coi nhu mdt thir nghiém dé xéc
dinh cong hi€u cling nhu hiéu luc cua vacxin Hib cong hop. Do do, viéc kiém
dinh chat luong vacxin chu yéu dua vao cac thir nghiém vé dic tinh phan tir
va do tinh khiét ctia polysaccharide, protein tai va ban thanh pham cong hop.
Cac loat vicxin duoc san xuat phai co két qua 6n dinh vé cac thanh phan nay
tuong duong vdi cac loat vacxin da duoc sir dung trong thuc dia 1am sang trén
ngudi co tinh an toan va hiéu luc bao vé tét [24]. Viéc nghién ctru quy trinh
va san xuat vacxin dé co6 dugc céc thong sb va chat luong 6n dinh 13 yéu cau
can thiét dé c6 thé phat trién thanh cong vacxin Hib cong hop. Cac loat san
xuat thir nghiém sau khi chirng minh dugc tinh an toan va hi¢u lyc bao v¢ tién
|am sang trén dong vat thi nghiém s& duoc sir dung dé thtr nghiém trén thuc
dia 1am sang trén nguoi. Viée tién hanh cac thr nghiém giy mién dich trén
dong vat trong qua trinh nghién ctru phat trién vacxin Hib cong hop 1a can
thiét nham danh gia kha ning c6 dugc dap ung mién dich sau mii tiém nhac
lai hay khong. Tuy nhién, két qua cua cac thtr nghiém trén dong vat vé mit
dap tng mién dich thuong khong tuong duong véi két qua khi thir nghiém
trén nguoi. Do do6, thir nghiém cong hiéu (gdy mién dich) trén dong vat khong
dugc sir dung nhu 1a mot thir nghiém thuong quy trong xuat xudng vicxin
Hib cong hop ma cac thir nghiém vé hoa 1y va hoa mién dich méi 1a cac tiéu
chi cha yéu hién duoc ap dung. Hién nay, vacxin Hib cong hop cling 1a mot
thanh phan trong nhiéu loai vacxin phdi hgp khac nhau, nén rat kho c6 thé
thuc hién dugc cac thr nghiém hoéa 1y dbi voi thanh phan vacxin Hib cong

hop trong cac vicxin phdi hop nay, do vay céac thir nghiém mién dich lai duoc
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coi 1a thir nghiém dé khang dinh tinh sinh mién dich ctia cac thanh phan c6

trong vacxin thanh pham.

1.4. PAC PIEM DICH TE HQC, TINH HINH NGHIEN CUU VA
SAN XUAT VACXIN HAEMOPHILUS INFLUENZAE TYPE B (HIB)
CONG HQP TAI VIET NAM

Tai Viét Nam, nhiéu nghién ctru dich t& hoc vé Hib da duoc tién hanh tai
cac dia phuong trén cd nudc. Hib 1a can nguyén cua 53% cac truong hop
viém mang ndo nudi cdy c6 vi khuan tai Thanh phé H6 Chi Minh. 90% s6
truong hop viém mang ndo ma do Hib xay ra & tré dudi 1 tudi [52]. Mot
nghién ctru 16n dya trén cac so liéu tai cong dong vé bénh do Hib giy ra da
duoc tién hanh tai Ha Ndi tir nam 2000 dén nam 2002. Trong 580 tré dugc
chan doan so b 1a viém mang nao do vi khuan, c6 4% dugc khéng dinh Ia
viém mang ndo mu do Hib. Hib chiém t&i 50% s6 cin nguyén co két qua xét
nghiém duong tinh khi cdy hodc PCR dich ndo tiry. Ty 1& mic viém mang nio
ma do Hib 1a 12/100.000 tré dudi 5 tudi va 26/100.000 tré dudi 2 tudi. Trén
quy md toan qudc udc tinh mdi nim c6 1.005 tré dudi 5 tudi phai nhap vién vi
viém mang ndo mu va 5.107 tré phai nhap vién vi viém phdi do Hib. Trong sb
cic tré mic viém mang nao mu do Hib, ¢ it nhat 100 tré s& dé lai cac di
chtng than kinh nghiém trong va 40 truong hop s& chét [6]. Mot diéu tra tai
cong dong trén tré em ciing cho thdy 39% tré 1a ngudi mang vi khuan va 68%
chung Hib phén 1ap dugc da khang véi it nhat 1 khang sinh [1], [52]. Tir cac
s6 liéu trén cho thay Hib 13 cin nguyén gy bénh pho bién va nguy hiém cho
tré em tai Viét Nam. Viét Nam can phai uu tién phét trién ning luc cia cac
phong thi nghiém chuan thirc vé Hib cap qudc gia, xdy dung hé thong béo céo
ca bénh dic biét 1a cac ca bénh co két qua xét nghi€ém duong tinh va nhanh

chong trién khai tiém phong rong rai vacxin Hib cong hop cho tré em.
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Nhiéu du an va dé tai nghién ctru trong nude ciing nhu hop tac qudc té
d3 huéng dén cac bién phap phat hién va chan doan cin nguyén cac bénh do
Hib gay ra dic biét 12 viém mang ndo va viém phdi ¢ tré em. Cac k¥ thuat xét
nghiém mdi nhu PCR, dién di truong xung dién (Pulsed Field Gel
electrophoresis - PFGE) ciing d3 duoc ap dung dé ting ty 1& phat hién bénh
dac biét ¢ cac truong hop da sir dung khang sinh va dinh loai vi khuan & muc
d6 phan tir. Trién khai cac k¥ thuat ciing nhu trang bi cac thiét bi may moc
moi, da gop phan tich cuc vao viéc giam sat, chan doan va phat hién sém cac

bénh do Hib gay ra [2].

Viacxin Hib cong hop 1a mot dang vacxin hoa hoc diéu ché tir khang
nguyén ctia vi khuan. Cong nghé san xuét vacxin vi khuan tai Viét Nam hién
nay phan 16n van str dung cac cong nghé co dién nhu nuéi cdy, thu hoach va
bat hoat vi khuan toan té bao (vicxin ta ubng, vacxin ngtra lao BCG, vacxin
ho ga toan té bao) hoic doc t6 cua vi khuan (vicxin udn van va vicxin bach
hau). Cac vicxin & dang doc to dd bat hoat (giai doc t0) thuong an toan néu
dugc bat hoat tét do day 1a cac vécxin chi chira 1 thanh phan khéng nguyén
tao ra dap ung mién dich dic hiéu. Tuy nhién, céc vacxin chira cac vi khuan
toan té bao dic biét 1a cac vicxin dang tiém hay gdy ra cac phan tGng phuy,
phan mg qua man manh & nhimg c4 thé nhiy cam do co thé ngoai cac dap
g mién dich véi thanh phan khang nguyén dic hiéu con sinh ra cac khang
thé véi cac khang nguyén khac co trong vi khuan hodc cac thanh phan ton du
trong mdi trudng nudi cdy vi khuan. Cac khang thé nay s& gy ra cac dap ung
qua man ¢ ngudi dugc tiém. Viéc tim ra va tinh ché cic thanh phan khang
nguyén co tinh sinh mién dich cao va dic hiéu 1a co s cua cac cong ngh¢ san
xudt vicxin vi khuan tién tién hién nay. Cong nghé phat trién cac vacxin
polysaccharide 1a mot trong nhimng cong nghé hién dai dugc Viét Nam ap

dung trong san xuat vacxin. Vacxin polysaccharide dau tién dugc phat trién
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va c¢6 san pham d3a duogc cap phép luu hanh 13 vicxin thuong han Vi do co so
Pa Lat cta Vién Vécxin va cac ché pham sinh pham sinh hoc Nha Trang san
xuat. Ciing giéng véi cac dang vicxin polysaccharide don thuan khac, vacxin
nay khong co dugc dap mg mién dich tét cho tré dudi 2 tudi va phai tiém
nhéc lai trude mdi vu dich vi khong co dap tmg mién dich kéo dai. Hién nay
Viét Nam chua c6 co s& nao san xuit duge vicxin Hib ké ca vicxin dang
polysaccharide don thuan va vicxin cong hop. Trude ddy, Vién Vicxin va cac
ché pham sinh pham sinh hoc Nha Trang di tién hanh mot s6 nghién ciru co
lién quan dén vacxin Hib cong hop nhu nhap ban thanh pham vécxin Hib cia
hang Chiron (loai vacxin HbOC) két hop véi vacxin DTP hién co6 dé phat
trién thanh san phém vacxin két hop. Tuy nhién, cho dén hién tai van chua co
duoc san pham vacxin Hib cong hop ciing nhu phdi hop gitta vacxin nay véi
cac loai vacxin khac do cac co sO trong nudc san xuat dugc cip phép luu
hanh. Cac loai vicxin Hib cong hop hi¢n nay cd mat trén thi truong cua Viét
Nam déu 1a cac vacxin nhap ngoai va gia thanh rat cao, do vay khong thé trién
khai tiém phong dai tra duoc cho cong dongCong nghé san xuit vacxin Hib
cong hop duoc nghién ctru va phat trién tai VABIOTECH 1a cong nghé cong
hop polysaccharide véi giai doc to udn van (TT) (PRP-T) do Vién Quoc gia
vé Strc khoe tré em va Phat trién con ngudi thudc Vién Quéc gia vé Stc khoe
Hoa Ky (NIH) phét trién va hop tac nghién ciru. Dya trén cac budc chu yéu
clia quy trinh cong nghé nay, nhom nghién ctru ap dung thém mot sd cai tién
dé san xuét ra vacxin Hib cong hop tai Viét Nam co chat luong, hi¢u suét va
tinh thyc tién cao hon. Cong nghé nay 1 cong nghé san xuat vacxin Hib cong
hop méi nhat. Pong thoi, cac thir nghiém 1am sang ciing nhu cac kinh nghiém
trién khai tiém phong rong rdi vacxin PRP-T trén thé giéi déu cho két qua rat
tt, hiéu gia khang thé c6 dugc ¢ ngudi tiém cao va kéo dai. Cac hing san
Xudt vacxin 16n trén thé giéi nhu GSK, Aventis Pasteur ciing déu ap dung

cong nghé nay trong san xuat vacxin Hib cdng hop. Phan 16n cac san pham
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vacxin Hib cong hop ké ca & dang don hodc dang phdi hop hién dang c6 mat
trén thi trudng Viét Nam déu 1a cac san pham vicxin Hib cong hop dang
PRP-T. Thanh cong trong phat trién vacxin Hib cong hop s& 14 tién dé dé co
thé phat trién duoc cac dang vicxin phdi hop gitta vacxin Hib véi cac vacxin
Khac st dung cho tré em trong Chuong trinh tiém ching mé rong tai Viét

Nam trong tuong lai [25].

39



CHUONG 2

XAY DUNG HE CHUNG GIONG
CHO SAN XUAT VACXIN HIB CONG HQP

Chung Haemophilus influenzae typ b (Hib) st dung trong san xuét
vacxin Hib cong hop can phai dugc xac dinh dya trén ho so 1y lich chung bao
gom ngudn goc ching va cac thir nghiém di duoc tién hanh dé xac dinh dic

tinh ctia chung. Chung phai c6 kha nang san sinh ra polysaccharide typ b.

Céac chung Hib duogc sir dung trong san xuat vacxin Hib phai dugce s an
xuat va bao quan theo Hé thong chung giong bao gom 16 chung Hib giéng
gbc (Master seed lot) va 16 chung Hib gidng san xuat (Working seed lot). Qué
trinh san xuét polysaccharide Hib s& dua trén hé chung giéng san xuat. C4c
loat chung giéng san xudt phai c6 chung dic tinh véi cac loat ching giéng

gbc [58].

Trong nghién ctru xay dung hé ching gidng str dung cho nghién ctru san
xuét vicxin Hib cong hop nay, chung t6i st dung 2 ching Hib da dugc phan
1ap tir bénh nhi viém mang nao mu tai Viét Nam va 1 chung Hib da va dang
duoc st dung dé san xuat vacxin Hib cong hop trén thé giéi do Vién Stuc
khoe Qudc gia Hoa Ky (NIH) cung cép. Tir cac chung Hib nay, s& tién hanh
nuoi céy va kiém tra dic tinh cta polysaccharide thu dugc tir d6 lua chon ra
chung Hib t6t nhét phat trién thanh hé chung gidng gdc va chung giéng san

xuat dung cho san xuat vacxin Hib cdng hop.

2.1. NGUON GOC CUA CAC CHUNG HIB SU DUNG TRONG
NGHIEN CUU

2.1.1. Ngudn gdc c4c chiing Hib ciia Viét Nam



Cac chung déu duoc phan 1ap tir dich ndo tay ctia bénh nhi viém mang

ndo mu diéu tri tai Vién Nhi Trung wong, sau d6 duogc tao dong tai Phong thi

nghiém vi khuan Ho hap, Vién V& sinh dich t& Trung wong (VVSDT). Ma s

dugc danh theo quy dinh luu giit ching cia Phong Thi nghiém vi khuan ho

hap VVSDT (cac ching ndy sau day duoc goi 1a ching 1544 va chung 1419).

Céc ching da dugc chuyén cho nhom nghién ctru cia VABIOTECH theo ban

thda thuan chuyén giao vat li¢u nghién ctru (phﬁn Phu luc). Pac diém cua cac

chung vi khuan nay dugc trinh bay trong Bang 2.1

Bing 2.1. Pic diém ciia cac chiing Hib phén lap tir cic bénh nhan

Viét Nam sir dung trong nghién ciru san xuét vicxin Hib cong hop

Dac diem chiing

Chung 1419

Chung 1544

Bénh nhin phan lap/tudi

Dao thi Ly/12 thang

Ly Cong Hung/8 thang

Ngay vao vién 22/12/2003 16/06/2004

Chin doan bénh Viém mang ndo mu

S6 ho so 276154 283987

Pic diém dich nio tiy Am khoi Trong, ¢6 van mang

Thoi gian phén 1ap va ciy chuyén

26/12/2003 dén 28/12/2003

16/06/2004 dén 18/06/2004

So lan cay chuyén

03 lan

Mobi truong ciy thuin

Thach Socola

Pinh danh vi khuin

Hib co6 typ sinh hoc I

Hib c6 typ sinh hoc II

bieu kién va noi luu giir ching

Trong moi truong Skim milk & - 80°C tai Phong Thi
nghiém vi khuan ho hap, VVSDT

2.1.2. Ngudn goc chiing Hib ciia NIH
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- Pay la ching Hib 1482, Madigan (Mad) va Eagen (duoc cung cp boi Dr.
Porter Anderson va Dr. David H. Smith thugc khoa Nhi, truong dai hoc
téng hop Rochester, Rochester, New York, Hoa Ky) sau day duoc goi l1a
chung Eagen. Chung nay di duoc nghién ctru dé phat trién vacxin Hib
cong hop tai Vién Qudc gia vé Strc khoe tré em va Phat trién con nguoi

thudc Vién Qudc gia vé Stc khoe Hoa Ky (NIH) tir nhitg nam 80 [40].

- Chung gbc Hib dong kho nay da duge NIH chuyén sang Viét Nam va tiép
nhan vao ngiy 30/06/2003 (Van don da chuyén ching goc va thoa thuan

chuyén giao vt liéu dinh kém trong phan phu lyc)

2.2. QUY TRINH SAN XUAT VA PANH GIA PAC TiNH HE CHUNG
GIONG CHO SAN XUAT VAC XIN HIB CONG HQP

2.2.1. Quy trinh sin xuat hé chiing giong goc (master seed lot)

Cac chung vi khuan Hib nhan duoc tt VVSDT va NIH duoc coi 1a cac
ching nguoén gbc (chung dau dong). Cac chung nay tiép tuc dugc ciy chuyén,
dong kho va danh gia dic tinh dé tao thanh céc loat ching giéng gbc (master
seed lot). Quy trinh san xuét hé thong ching giéng gdc tom tit duoc trinh bay
trong Hinh 2.1.

Chung dau dong

Thach Socéla lan 1
(35+1)°C/16-20 gioy

|

Chon khuén lac dién hinh

!

Thach Socola 1an 2:
cay day (35+1)°C/16-20 gids
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|

Gt thu sinh khoi
} » Cac thir nghiém dinh danh vi khuan
Hoan nguyén voi ta chat dong kho chira gelatin va saccharose
l Kiém tra: - D0 séng
DPong lanh va dong khd —> - Cac thir nghiém dinh danh
vi khuan

- DJ am ton du

Hinh 2.1. Quy trinh san xuat hé thong chiing Hib gidng gbc

Cac thur nghiém kiém tra va dinh danh vi khuan trudc va sau khi dong
kho dugc trinh bay trong Phan 2.2.3 - Cac phuong phép kiém tra chung giéng

vi khuan Hib cho san xuat vacxin Hib cong hop.
2.2.2. Quy trinh sin xuit hé chiing gidng sin xuat (working seed lot)

Tir cac chung vi khuan Hib gidng gbc, cac ching nay tiép tuc duoc cdy
chuyén, dong kho va danh gia dic tinh dé tao thanh céc loat ching giéng san
xuét (working seed lot). Quy trinh san xuat hé chung giéng san xuat tom tit

duogc trinh bay trong Hinh 2.2.

Chung gbc

}

Thach Soécbla
(35+1)°C/16-20 gioy

v
Chon khuén lac dién hinh

Canh thang BHI c6 chira NAD
va Hemin (35+1)°C/05 gid

'

Gat thu sinh khoi
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| »  Céc thir nghiém dinh danh vi khuan

B6 sung thém glycerol vao sinh khéi
thu duoc va chia thanh cac ong chung

! Kiém tra: - Do séng
X - Cac thtr nghiém dinh danh
Dong lanh > vi khuan

Hinh 2.2. Quy trinh sin xuit hé thong chiing Hib gidng sin xuit

Céc thir nghiém kiém tra va dinh danh vi khuan trudc va sau khi dong
lanh duoc trinh bay trong Phan 2.3 - Cac phuong phap kiém tra ching giéng
vi khuan Hib cho san xuit vicxin Hib cong hop.

2.2.2. Quy trinh danh gia hé chiing giong trong thoi gian biao quén

Cac 6ng chung gidng vi khuan Hib dugc danh gia chit luong trong thoi
gian bao quan 1 nim/lan dbi ching gdc va 6 thang/lan ddi voi chung san
xuat. Quy trinh danh gia hé chung gidng trong thoi gian bao quan duoc trinh

bay tom tit trong Hinh 2.3.

Chung gidng
Thach S6cola
(35+1)°C/16-20 gior
\ X 2 Kiém tra: - D0 séng
Chon khuan lac dién hinh — - Cic thir nghiém
dinh danh vi khuan

Hinh 2.3. Quy trinh d4nh gia h¢ chiing Hib gidng trong thdi gian bio quén

Cac thtr nghiém danh gia, kiém tra va dinh danh vi khuan dugc trinh
bay trong Phan 2.3 - Cac phuong phap kiém tra ching gidng vi khuan Hib

cho san xuat vacxin Hib cdng hop.
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2.3. CAC PHUONG PHAP KIEM TRA CHUNG GIONG VI KHUAN
HIB

2.3.1. Kiém tra hinh thai khuan lac va @ thuan khiét

- Phuong phap: 4p dung theo phuong phap dugc md ta trong tai liéu “ky
thuat xét nghiém vi sinh vat y hoc” [3]. Cdy chung 1én dia thach (thach
Socola hodc thach BHI ¢6 bo sung cac chat dinh dudng phi hop), sau d6 u
& nhiét d6 37°C/18-24 gid trong khi trudng co chira 5% CO,. Quan sat
hinh thai khuan lac moc trén dia thach.

- Tiéu chuin chap thuan: khuan lac nho nhu giot swong, tron, bong va dong
déu khong 1an cac khuan lac ¢ hinh thai khac.

- Thir nghiém duoc ap dung cho viéc nhan dang vi khuan Hib trudc va sau
khi déng kho hodc bao quan ¢ nhiét do -80°C.

2.3.2. Kiém tra hinh thé vi khuan

- Phuong phap: ap dung theo phuong phap dugc mo ta trong tai ligu “ky
thuat xét nghiém vi sinh vat y hoc” [3]. Vi khuan duoc nhuém Gram va
quan sat hinh thé dudi kinh hién vi.

- Tiéu chuan chép thuan: vi khuén 1 ciu truc khuan da dang, manh nho, bét
mau Gram am.

- Thir nghiém duoc ap dung cho viéc nhan dang vi khuan Hib trudc va sau
khi dong kho hodc bao quan & nhiét do -80°C.

2.3.3. Kiém tra d9 song

- Phuong phap: 4p dung theo phuong phap duoc trinh bay trong phan 2.3.1
-Kiém tra hinh thai khuan lac va d6 thuan khiét. Quan sat khuan lac moc

trén dia thach.
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- Tiéu chuan chip thuin: Khuan lac phai moc trén 70% trudng ciy. Khuan
lac nho nhu giot swong, tron, bong va dong déu khéng 1an cac khuan lac
c0 hinh thai khéc.

- Thur nghiém dugc 4p dung cho viéc nhan dang vi khuan Hib sau khi dong
khé hodc bao quan & nhiét do -80°C.

2.3.4. Thir nghiém véi yéu t6 X va V

- Phuong phap: 4p dung theo phuong phdp dugc mo ta trong tai ligu “k§
thuat xét nghiém vi sinh vét y hoc” [3]. Thir nghiém xac dinh nhu cau phat
trién can c6 yéu td X, V trén méi truong thach Trypticase Soy.

- Tiéu chuan chap thuan: Khuan lac 12 Haemophilus influenzae khi khuan
lac moc gitra 2 khoanh gidy c6 chtra X va V.

- Thir nghiém duoc ap dung cho viéc nhan dang vi khuan Hib trudc va sau
khi dong kho hoac bao quan am.

2.3.5. Thir nghiém dinh typ huyét thanh vi khuin

- Phuong phap: d4p dung theo phuong phép dugc md ta trong tai liu “ky
thuat xét nghiém vi sinh vat y hoc” [3] va thuong quy cta Phong vi khuan
ho hép, Vién Vé sinh dich t& Trung uong.

- Nguyén ly: Thyc hién phan Gmg ngung két trén phién kinh theo huéng dan
clia nha san xuit voi khang thé khang dic hiéu typ b cia H. influenzae
(Antiserum H. influenzae type b cia Bio-Rad Co.,).

- Tién hanh:

+ Céy thuan vi khuan trén moi truong thach socola, G & ta 4m CO2

(37°C/5% CO2) trong vong 16-18h.

+ Tao huyén dich vi khuan c6 do duc twong dwong 2 Mc Farland trong

nude mudi sinh 1y 0,9% chtta 0,5% Formamide (dé bao dam ATSH).
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+ Nho 1én 2 vi tri trén phién kinh, mdi vi tri 01 giot huyén dich vi khuan.

+ Nho tiép 01 giot khang huyét thanh khang Hib vao 01 vi tri trén, 01 giot

nudc muoi sinh ly vao vi tri con lai.

+ Tron déu bang tam nhya hoac tam tre, hodc lac nhe phién kinh.

+ Quan sat sy xuat hién cac hat tia trong vong 01 phat & vi tri ¢6 hdn hop

vi khuan va khang huyét thanh (dwong tinh), va 4m tinh & vi tri chi c6 huyén

dich vi khuan va nuéc mudi sinh 1y.

Tiéu chuan chap thuan: vi khuan tao dugc ngung két véi huyét thanh dic
hi¢u khang Hib trong thoi gian trong vong 01 phut.
Thir nghiém duoc ap dung cho viéc nhan dang vi khuan Hib trude va sau

khi dong kho hodc bao quan am.

2.3.6. Thir nghiém dinh typ sinh hoc Haemophilus influenzae

Phuong phap: 4p dung theo phuong phép dugc mo ta trong tai liu “ky
thuat xét nghiém vi sinh vat y hoc [3] va thuong quy cua Phong vi khuan
hé hap, VVSDT. Thir nghiém tién hanh voi bo sinh vat hoa hoc Api 10s
ctia Bio Mérieux (Phéap) dua vao 3 tinh chat sinh hoc, d6 1a kha ning sinh
Indol, Urease va Ornithine decarboxylase.

Tién hanh: Quy trinh bao gdm cac budc sau:

+ Hoa khuan lac vi khudn sau khi d3 cdy thuan vao 1 ml dung dich NaCl

9% vO khuén dé tao huyén dich c6 d6 duc 1-2 Mc Farland.

+ Dung pippett vo khuan hat huyén dich, nhé vao 3 6 can lam phan tng

ciia bd sinh vat hoa hoc Api 10s (bioMérieux), phu parafin vao cac giéng
ODC va URE, d& & ta 4m 35-37°C/18h doc két qua theo tiéu chuin cua
Killian (Bang 2.2).
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- Thir nghiém duoc ap dung cho viéc dinh typ sinh hoc cho vi khuan Hib
gidng gbe sau khi dong kho dé so sanh voi két qua vé typ sinh hoc ctia cac

chung Hib dau dong.

Bang 2.2. Tiéu chuén phén loai theo typ sinh hoc

cua cac loai thugec Haemophilus influenzae

Céc tinh chit hoa hoc
Typ SH Test uré Test Indol Ornithin decarboxylase (ODC)
I + + +
I + + -
i + - -
\Y, + - +
V - + +
VI - - +
VII - + -
VIHI l ) -

2.3.7. Thir nghiém xac dinh vi khuan Haemophilus influenzae bang k§

thuat gidi trinh tu 16S rDNA

- Nguyén ly : ving 16S rDNA 14 ving c6 dic tinh bao ton cao va thay doi
theo loai vi khuan. Do d6, dua trén trinh tu cua 16S rDNA s& xac dinh
dugc tén cta vi khuan. Trinh tu cta 16S rDNA cuta vi khuan can xéac dinh
s€ duoc khuyéch dai boi PCR sur dung moi chung cho vi khuan. Can ctr
vao trinh ty nay, tén vi khuan thir nghi¢m dugc xac dinh dya trén ngan

hang gen qua trang web (http://www. ncbi.nim.nih.gov).
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- Céc budc tién hanh duogc tom tat trong Hinh 2.4,

Tach DNA ra khéi té bao vi khuén.

Thue hién nhan bdi PCR véi mdi chung cta doan 16S rDNA

Kiém tra chat luong san pham PCR bang dién di

|

Tinh sach san pham PCR

Thuc hién phan tng danh dau véi BigDye
Tinh sach san pham danh dau vé6i BigDye
Giai trinh ty san phdm danh dau da tinh sach trén may

|

Vao ngan hang gen xac dinh tén vi khuan can biét

Hinh 2.4. Tém tit quy trinh xéac dinh trinh tu doan gen 16S rDNA ciia vi khuin

- Thtr nghi¢m duogc ap dung cho vi¢c xac dinh tinh 6n dinh vé trinh tu gen
ctia chiing vi khuan Hib qua qua trinh ciy chuyén va luu giir tir chung Hib
dau dong, ching Hib gidng gbc va chung Hib giéng san xuit.

2.3.8. Thir nghiém xac dinh d9 Am ton dw trong cac 6ng chiing sau khi

dong khé (xem phén 5.2.6 - Xdc dinh dp am ton dw trong vicxin Hib céng

hop dang dong kho)
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2.4. KET QUA XAY DUNG HE CHUNG GIONG CHO SAN XUAT
VACXIN HIB CONG HQP

- Trong qué trinh nghién ctu lya chon chung Hib, cac chung Hib gbc
(chiing dau dong) duoc nhan 1én va gilt dudi dang c6 bod sung glycerol bao
quan trong diéu kién am. Theo két qua nghién ctru vé cac dic tinh
polysaccharide cua cac chung nay, ching 1419 cho khang nguyén cé dac
tinh khong phu hop dé sir dung trong san xuat vacxin Hib cong hop (két
qua trinh bay trong Chuong 3- Xay dung quy trinh cong nghé san xuat
vacxin Hib cong hop ¢ quy mé phong thi nghiém). Do vay, chi 2 ching
Hib 1544 va Eagan tiép tuc duoc str dung dé thiét 1ap hé ching gidng cho

san xuat vacxin Hib cOng hop.

- Hb so vé cac chung Hib gibng gbc va gidng san xuit di san xudt duoc
dinh kém trong phan Phu lyc. Hé thong chung gidng di duoc xdy dung
nay dam bao cho nha san xuét c6 thé san xuat duoc vicxin Hib cong hop
trong mot thoi gian dai. Tinh 6n dinh vé chét lugng chung giéng di duoc
kiém tra dinh ky trong thoi gian nghién ctru phat trién vicxin Hib cong
hop nay. Tinh 6n dinh nay s& duoc tiép tuc nghién ctru trong thoi gian tiép
theo

-S4 luong va chét lwong cua hé thong ching gidng cho san xuat vacxin Hib
cong hop dugc trinh bay trong bang 2.3.

- Két qua nhan dang ching Hib gidng gdc so voi chung Hib dau dong nhan

duge tir VVSDT va NIH ciing cho thiy:
+ C6 tinh twong dong vé dic tinh ngung két véi khang huyét thanh dic
hiéu. Ca ching 1544 va ching Eagan déu co typ sinh hoc 1a typ 1l, mot
typ gdy bénh phd bién tai Viét Nam (chiém 70% s trudng hop vi khuan
Hib phén 1ap duoc) [2].
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+ Két qua budc dau xac dinh chudi gen ctia cic ching Hib giong goc cho

thdy day déu 1a cac vi khuan Hib véi tinh tuong dong vé chudi gen 16S

rDNA dén 99% (két qua so sanh trinh tu chudi gen 16S rDNA cua ching

1544 va chung Eagan dinh kém trong phan Phu luc). Trong thoi gian t6i,

viéc x4c dinh tinh 6n dinh v& trinh tu chudi gen giira chung Hib giéng gbc

va chung Hib san xuat s& tiép tuc dugc nghién ctru.

Bing 2.3. Hé thong chiing gidng cho sin xuat vicxin Hib cdng hop

Dic tinh Chiing gidng goc

Chiing giéng san xuat

Chung Eagan Chung 1544

Chung Eagan  Chung 1544

S6 lwong chiing 103 ng 76 6ng

200 ong 113 6ng

Thir nghiém kiém tra  Khuan lac dién hinh va thuan nhat
hinh thai khuin lac va

dd thuin nhat

Thir nghiém kiém tra  Khuén lac moc trén 90% trudng cay

do song

Thir nghiém véi yéu t6 Khuan lac 1a Haemophilus influenzae

XvaVv

Thir nghiém dinh typ  Khuan lac 1a Haemophilus influenzae type b (Hib)

huyét thanh

Thir nghiém dinh typ  Typ Il

sinh hoc

Thir nghiém xac dinh ~ 99% chudi gen c6 tinh twong dong véi cac ching Haemophilus

trinh tu gen influenzae type b (Hib)

Po Am ton duw 1,7% 1,9%
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CHUONG 3

XAY DUNG QUY TRINH CONG NGHE SAN XUAT
VACXIN HIB CONG HQP O QUY MO PHONG THI NGHIEM

Quy trinh cong nghé san xuat vacxin Hib cong hop duoc nghién ciru va
phat trién tai Viét Nam 1a quy trinh cong hop giita polysaccharide tinh ché tir vi
khuan Hib véi giai doc t6 ubn van - dang vacxin Hib cong hop PRP-T. Pay la
cong nghé do Robbins va cong su tai Vién Strc khoe Qudc gia Hoa ky (NIH)
phét trién [40] va la cong nghé cong hop Hib méi nhat. Cong nghé nay da duoc
nhiéu Hang san xuit vacxin 16n trén thé gidéi nhu Sanofi Pasteur, Glaxo
SmithKline, Vién huyét thanh An D6 ap dung va di cho ra nhidu san pham
thuong mai dugc st dung tai nhiéu nudc trén thé gid1 trong d6 co6 Viét Nam.
Céc vacxin Hib cong hop PRP-T di chimg minh duoc tinh an toan va hiéu qua
dap tmg mién dich cao. Sau lich tiém mién dich co ban 3 miii & tré nho, vicxin
Hib cong hop PRP-T cho hiéu gia dap tmg khang thé cao nhat trong cic vac xin
Hib cong hop hién c6. V&i hiéu gia khang thé nay, vacxin khong nhitng cho dap
tmg mién dich kéo dai ma con tao dugc mién dich cong dong lam giam tinh
trang mang vi khuin ¢ nguoi lanh va giam ty 1é mac bénh trong cac nhom

khong dugc ti€ém phong [60].

Nhom nghién cau ciia Cong ty Vacxin va sinh pham s6 1 (VABIOTECH)
da nhan duoc su giup d& va hop tac caa NIH (M¥) dé nghién ctru va phat trién
vacxin Hib cong hop dang PRP-T. Pay la diém mau chdt nhat dé chung t6i cO
thé lya chon cong nghé tién tién nay trong nghién ctru va phat trién Hib cong
hop tai Viét Nam. Pong thoi, voi nguyén lidu dé lam protein tai 1a giai doc td
udn van (TT), ddy 1a mot thanh phan trong vacxin tam lién bach hau - ho ga -

ubn van (DPT) ma Viét Nam d3 san xuat dugc va ciing dé dang tim kiém hay
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nhap khau tir cac nha san xuat nude ngoai. Do vdy, dé san xuat ¢ qui mo cong
nghiép sau nay s& d& co duoc ngudn protein tai dé st dung cho san xuét vicxin
Hib cong hop. Cac san pham dang phéi hop cia vacxin Hib PRP-T hién dang
duoc sir dung trén thi truong cling rat phd bién va cho hiéu qua phong bénh cao.
Do viy, viéc phét trién dugce vicxin PRP-T ciing sé& 1a tién dé cho viéc nghién
ctru va phat trién véacxin dang phdi hop giita vacxin Hib va cic viacxin Khac tai

Viét Nam trong tuong lai.

Dua trén cac bude chil yéu cta quy trinh cong nghé do Vién Quéc gia vé
Strc khoe tré em va Phat trién con ngudi thudc Vién Qubc gia vé Strc khoe Hoa
Ky (NIH) huéng din va cung cdp, nhém nghién ciru da tién hanh céc thir
nghiém d6i véi timg budc ciia quy trinh nham tim ra cac diéu kién tdi wu nhét
dé c6 cac thong s6 6n dinh dam bao chat lwong san pham tot nhat. Pong thoi,
nhom nghién ctru di nghién ciru cai tién mot s6 budc nham xay dung duge mot
quy trinh san xuét vacxin Hib cong hop tai Viét Nam co chat lugng, hi¢u suét va
tinh thuc tién cao hon. Ca 3 chung Hib gbc gidng (2 ctia Viét Nam va 1 cia
NIH) déu dugc dua vao nghién ctu trong giai doan nay, tir d6 co cac so sanh
nham chon lya chung c6 chit luong PRP t6t nhat, hiéu suit cong hop cao nhat
va tinh dap tng mién dich cao dé dua vao san xuét trong ndi dung tiép theo cia
nghién ctru. Quy trinh cong nghé san xuét vicxin Hib cong hop bao gdm cac

budc chinh sau day (Hinh 3.1):

Chuan bi polysaccharide cho cong hop:

- Nubi cay vi khuan Hib.

- Bit hoat va thu hoach polysaccharide Hib.
- Tinh ché polysaccharide Hib.

- Tao dan xuit PRP-ADH.

Chuan bi protein tai cho cong hop:

- Tinh ché ban thanh pham giai doc t6 uén van.
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Cong hop polysaccharide va protein tai:
- Cong hop PRP véi giai doc td udn van (TT)

Pha ban thanh pham va san xuét vicxin thanh pham

Tinh ché ban thanh phim Nudi cdy Vi
giai doc t0 uon van khuan Hib
A 4
Bit hoat Hib

va thu hoach polysaccharide

v

Tinh ché polysaccharide Hib

Tao din xuit polysaccharide
Hib voi ADH

A 4

Cong hop polysaccharide

|

Pha ban thanh phim cudi cing
va san xuat vacxin thanh npham

Hinh 3.1. Tém tit quy trinh cong nghé sin xuat vicxin Hib cong hop

3.1. QUY TRINH NUOI CAY VI KHUAN HIB

- Chung Hib gidng san xuit bao quan & nhiét do -70°C duoc phuc hoi trén
thach dia BHI, nudi cdy & ta am 37°C trong thoi gian 22-24 gio. Khuan lac moc
trén dia thach duoc kiém tra do sdng (trén 70% trudng cdy) va do thuan khiét
(khuan lac nho, tron, bong va dong déu khong 1an cac khuan lac c6 hinh thai
khé&c). Khuan lac duoc nhan dang bang phuong phap ngung két véi khang huyét
thanh dac hiéu.
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- Chon cé4c khuan lac phat trién tot cay chuyén vao moéi truong canh thang
BHI, nudi cy trong cac binh tam giic trén may lic 180-200 vong/phut & nhiét
d6 37°C trong thoi gian 16-18 gid. Khi két thuc qua trinh nudi cdy, kiém tra
mirc d6 phat trién ctia ching Hib nudi ciy co dat theo yéu cau hay khdng bang
phuong phap do do duc (OD & budc song 550nm) va nhan dang chung c6 chura
polysaccharide bang phuong phap ngung két voi khang huyét thanh dic hiéu.

- Tiép tuc cdy chuyén chung Hib 1én ndi 1én men (10 lit) ¢6 chira canh thang
BHI cung céac chat dinh dudng phu hop cho Hib phat trién. Trén cac hé thong
lén men nay, diéu kién phu hop nhat cho vi khuan Hib phét trién duoc nghién
ctru. Cac thong s cua diéu kién nudi cy s& duoc dé cap la nhiét do va thoi gian
nudi cdy (Bang 3.1). Bé danh gia cac diéu kién nay, cac chi sé nhu pH, téc do
phat trién ctia chung nudi cdy (bang phuwong phip do do duc ¢ budc séng
550nm) va hiéu suét cta polysaccharide thu duogc s& duge theo ddi. Trong phan
nudi cy vi khuan Hib, gia tri do d6 duc (OD) va pH sé& dugc xem xét dé danh
gia cac thong sb cua diéu kién nudi cay va lya chon chung. Hiéu suat va chat
luong cua polysaccharide thu dugc s& duge nghién ctru trong cac phan tiép theo
- Phan 3.2. “Quy trinh bdt hoat va thu hoach polysaccharide” va Phan 3.3,
“Quy trinh tinh ché polysaccharide Hib”. Tém tat quy trinh nudi cay vi khuan
Hib dugc trinh bay trong Hinh 3.2.

Nubi cdy trén dia thach
(37°C, 5% CO,, 22-24 gid)

A\ 4

Nudi ciy trén may lic
(37°C, 16-18 gio)

\ 4

Nudi cdy trén ndi
Ién men

Hinh 3.2. So @6 tém tit quy trinh nudi cdy vi khuan Hib
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Bang 3.1. Panh gia hiéu suit nudi cdy vi khuin theo thoi gian va nhiét do

nudi cay khac nhau trén noi l1én men

Chi | Chung Chung 1544 Chung Eagan
Thoigian 150 | 1419/ | \6i cdy & 35°C | Nudi ey 37°C | Nudi chy 635°C | Nudi chy &37°C
nudi cay theo [ nudi cay

doi & 35°C Loat1 | Loat2 | Loatl | Loat2 | Loatl | Loat2 | Loat1l | Loat2
Theidiém | OD [0200 |0314 |0180 |0300 |0143 |0171 |0108 |0121 |0,138
bitdiu | py | 754 725 |763 |769 |757 |752 |746 |763 |760
Sam2giy |OD [0582 |0920 |0823 |0815 |0856 (0375 [0305 |0300 |0,302
nudicdy | pH | 717 722 |759 |758 |742 |747 |743 |756 |754
Samdgiy |OD |1610 |2276 |1594 |2400 |2,890 |[1456 1503 |1170 |1,015
nudicdy |pH | 718 720 |755 |753 |741 |744 |742 |750 |750
Sam6giy |OD [2700 |5819 |489%0 |5000 |5300 [4150 |4380 |5920 |4,100
nudicay |pH |7.18 712|752 |738 |733 |740 |730 |746 |746
Sam$giy |OD [3750 |5998 |5750 |6500 |6430 |5600 |4820 |6960 |5700
nudicdy | pH | 7.20 699 |740 |693 |732 |73 |723 |744 |740
Sauggiy |OD [3718 |5946 |5700 |6432 |6400 [5550 |4683 |6892 |5692
nudicay |pH |7.18 689 |735 |68 |725 |730 |720 |740 |[736
Saul0giy |OD |3686 |5745 |5682 |6402 |6345 |5421 [4432 |6783 |5530
nudicdy [pH |7,01 670 |723 |671 |720 |725 |713 |728 |730
Saullgiy |OD |3674 |5675 |5581 [6382 |6249 |5300 |4230 |6640 |5421
nudicay | pH | 6,80 663 |720 |662 |712 |714 |708 |720 |725
Saul2giy |OD [3650 |5600 |5550 |6230 |6150 |5250 |[4,090 |6520 |5360
nudicdy | pH [ 650 655 |705 |654 |710 |710 [700 [710 |715
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6 /q>|==.==.

5 // —+—1419 (35°C)
—8—1544 (35°C-L1)

3 _ // / —4—1544 (35°C-L2)

) /;/ / ——1544 (37°C-L1)

/ —+— 1544 (37°C-L2)
1

TO T2 T4 T6 T8 T9 T10 T11 T12

Giatri OD

THO'I BIEM NUOI CAY

Hinh 3.3. So sanh hiéu suit nudi ciy vi khuin theo thoi gian va nhiét do

khac nhau trén ndi 1én men giira chiing 1544 va chiing 1419

/ —+—Eagan (35°C-L1)

4
/ —8—Eagan (35°C-L2)

Giatri OD

—+—Eagan (37°C-L1)

2
J —<—Eagan (37°C-L2)
1

TO T2 T4 T6 T8 T9 T10 T T12

THO'I DIEM NUOI CAY

Hinh 3.4. So sanh hiéu suit nudi cdy vi khuin theo thoi gian va nhiét do

khac nhau trén noi 1én men cua ching Eagan
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Theo két qua trong Bang 3.1, ca 3 ching Hib dy tuyén (chung Viét Nam
1419 va 1544, ching Eagan ctia NIH) déu dugc dwa vao nghién ciru. Chung
1544 va chung Eagan déu c6 hiéu suit nudi cdy cao twong duong nhau. Pic
biét, v6i didu kién nudi cay ¢ 37°C, 2 ching nay cho hiéu suit nudi ciy cao nhét
(Hinh 3.3 va Hinh 3.4). Ching 1419 cho hiéu suit nudi ciy thap nhat, gia trj OD
vao thoi diém sau 8 gio nudi ciy chi dat bang mot ntra so vdi cac gia tri OD cia
cac ching khac (Hinh 3.3). Trong hai thong s6 theo ddi, OD cho gi4 tri ting cao
rd rét theo thoi gian va ting thanh dudng thang trong 6 gio dau tién, tuy nhién
gia tri pH thay d6i khong nhiéu va c6 xu hudng s& giam dan. Nghién ciru ciing
cho théy vao cac thoi diém sau 8 gi0 nuoi céy, gia tri ODssg gﬁn nhu dat dinh
sau d6 giam nhe trong nhitng gid tiép theo (Hinh 3.3 va Hinh 3.4). Gia tri pH
cung giam dan theo thoi gian nudi cdy. Piéu ndy c6 nghia vi khuan d3 phat trién
dén muc do bdo hoa vao thoi diém sau 8 gid nudi cdy. Két qua nay ciing tuong
tur voi nghién ctru cta nhiéu tac gia khac khi nudi cdy vi khuan Hib trén ndi 1én
men. Trong 6 gio dau tién, biéu do phat trién vi khuan 1a 1 dudng thang sau do
dat mirc d6 bao hoa vao thoi diém 8 dén 9 gio nudi cdy va sau 14 gio vi khuan
s& chét dan do luong chat dinh dudng trong ndi 1én men nhu glucose giam di.
Pong thoi, gia tri pH ciing giam dan tir 7,5 xudng con 5,9 [46]. Tir két qua nay,
chung 1544 va ching Eagan déu dugc lwa chon dé nghién ctru trong cic quy
trinh tiép theo va nhiét do nudi cay 37°C ciing nhu thoi gian nudi ciy 8 gio s& 13
cac chi s6 dugc xac dinh cho quy trinh nudi cay vi khuan Hib trén ndi 1én men

10 lit.
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3.2. QUY TRINH BAT HOAT VA THU HOACH POLYSACCHARIDE
HIB

- Vi khuan Hib sau khi nudi cdy duoc bét hoat bang formaline: trong tit ca
cac loat nghién ctru, vi khuan déu bi bat hoat toan bd (vi khuan khong phat trién
lai trén cac méi truong nudi cdy thong thudng va dic hiéu sau bat hoat ) voi
ndéng d6 formaline cudi cung 1a 0,05% do vay nong d6 nay duoc lua chon la

né)ng dd bit hoat t6i wu cho vi khuan Hib.

- Sau khi bat hoat, tién hanh ly tam loai xac vi khuéan, nuédc ndi duge lam
ta voi cetavlon. Tua ndy ciing sé& dugc thu lai bang phuong phap ly tam. Khoi
lugng tia thu duge va chat luong tiia danh gia bang cam quan sé 1a cac thong so
dé danh gia qua trinh nay. Tuy nhién, luong PRP tinh ché dugc trén 1 lit hdn
dich nudi cdy méi 1 thong s6 chinh x4c nhat dé danh gia hiéu suat ciia qué trinh

nudi cay ciing nhu thu hoach polysaccharide Hib (Bang 3.2).

- Tém tat quy trinh bét hoat va thu hoach polysaccharide cua vi khuan Hib
duoc trinh bay trong Hinh 3.5.

Bit hoat vi khuin
Hib bang formaline

\ 4

Ly tim loai xac vi khuén

A 4

Taa khang nguyén
polysaccharide Hib véi Cetavlion

A 4

Ly tam thu hoach tua

Hinh 3.5. So' @6 tom tit quy trinh bat hoat va thu hoach polysaccharide Hib
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Bang 3.2. Két qua thu hoach tia polysaccharide Hib

Chiing Chiing 1544 Chiing Eagan
i 1419/ Ao A o o~z ag L 205l 29 S o ay PSP

Chi s6 danh gia ) Nudi cay ¢ 35°C Nuéi cay ¢ 37°C | Nudi cay 6 35 C | Nuéi cay ¢ 37 C

nudi cay

& 35°C Loat1 | Loat2 Loat1 | Loat2 | Loat1l | Loat2 | Loat1l | Loat2
Thé tich nudi cdy | 5 lit 5 lit 5 lit 5 lit 5 lit 5 lit 5 lit 5 lit 5 lit
Khdi lwong tia

24 gr 20 gr 17 gr 153gr | 19,2gr | 22¢r 27 gr 158qr | 22gr
thu hoach
Cam quan vé chat | Tua kho

, Tua déo va bong Tua déo va bong

lwgng tia xO0p
Ham lwgng PRP
sau tinh ché 28,6 44,5 40 45 48 42,6 40 50 48

(mg/lit nudi ciy)

Két qua trong Bang 3.2 cho thay, khéi luong tiia ciia PRP va cetavlon thu

dugc qua cac mé nuoi cay voi cac chung Hib va di€u kién nu6i cay khac nhau

thay doi tir 15,3 gr cho dén 27 gr trong 5 lit hdn dich nudi cdy. Tuy nhién, luong

tia ndy khong phan anh dung luong PRP thu dugc trong mdi mé nudi ciy. Piéu

nay duogc giai thich 1a do lwong PRP phan 16n trong nudce ndi nudi ciy va trén

véach cta cac vi khuan song. Do vay, voi mot luong tia 16n thuong lai chua

nhiéu cac manh nho xac vi khuan chét nén day khong phai 1a PRP thyc sy [46].

Ham lugng PRP thu dugc nhiéu nhat khi nuéi cay chung Hib 1544 va Eagan &

37°C. Chuing 1419 tuy thu duoc luong tia 16n (24 gr) nhung vé& mit cam quan

tia nay kho va xdp do vdy ham luong PRP rat thap (28,6 mg/lit nudi cdy). Tir

két qua nay, ching Hib 1544 va Eagan d3 c6 duoc mot quy trinh bat hoat va thu

hoach tua 6n dinh cho hiéu suat PRP thu dugc cao nhat.
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3.3. QUY TRINH TINH CHE POLYSACCHARIDE HIB

San pham cua quy trinh nay 1a PRP tinh khiét du diéu kién cho phan tmg
cong hop voi protein tai, dat cac tiéu chuan cia TCYTTG vé ham luong, kich
thudc caa PRP, khong 13n nhiéu cic tap chat nhu protein, axit nucleic va noi
doc t6 lipopolysaccharide (LPS). Do vay, cac budc ciia quy trinh tinh ché nay
déu duoc thyuc hién véi muc dich thu lai duoc nhiéu PRP c¢6 chat lugng tot va
loai trir duge t6i da cac thanh phan tap nhiém. Cac budc chinh trong quy trinh
bao gom (Hinh 3.6):

Rira va hoa két tiia ciia polysaccharide va cetavlon bang dung dich mubi

NaCl dé loai trir cac ion tap, cat lién két giira polysaccharide va cetavlon.
- Tua thu lai polysaccharide bang ethanol.

- Loai bo ARN, ADN va protein biang enzyme va phenol. Sau d6 loai trur
céc chét ton du bang phuong phéap tham tich.

Loai bo noi doc té lipopolysaccharide (LPS) bang phwong phap ly tam.

Sau khi tinh ché, polysaccharide Hib s& dugc kiém tra dé danh gia chét
lugng, tir d6 gilp lwa chon ra quy trinh tinh ché ciing nhu polysaccharide c6
chat lwong tot nhét, phu hop dé tién hanh cac phan ung cong hop. Cac phuong
phap kiém tra chat luong sau khi duoc xay dung sé tiép tuc duoc ap dung trong

cac budc cua quy trinh sdn xuat sau nay.
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Rira va hoa tan tua polysaccharide Hib
v6oi Cetavlon bang dung dich muoi

A 4

Thu lai polysaccharide Hib bang cach tia véi Ethanol

A 4
Loai bo cac axit nucleic (ADN, ARN) va protein
bang phwong phap cat enzyme va tia véi phenol

|

Loai trir phenol va tap nhiém bang phwong
phap tham tich

'

Loai trir ndi doc t6 (LPS) bang phwong phap ly tam

Hinh 3.6. So' d6 tom tit quy trinh tinh ché polysaccharide Hib

3.3.1. Cac thir nghiém kiém tra chat lwong polysaccharide Hib sau tinh ché
3.3.1.1. Thir nghigm nhin dang dic higu bang phuong phap khuéch tan mién
dich trén thach vé6i khang huyét thanh anti - PRP (xem phan 5.1.4 - Thir nghiém
nhan dang).
3.3.1.2. Thir nghiém xdc dinh kich thuoc phan tir
Nguyén ly

- Xdc dinh kich thuéc phan tir bang phuong phap sac ky loc gel.
Nguyén vit liéu va trang thiét bi
Mau thir

- Polysaccharide cua Hib sau tinh ché.
Dung cu

- Hé théng sac ky.

- Pipét man.
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Pipét 5ml, 10ml .

Cot gel loc Sepharose CL-4B.
Pipét aid.

Tuyp 18 mm.

Tuyp 2 ml.

Can phan tich.

Hoé chat va méi truong

Nudc pha tiém.
NaCl 0.15M.
Blue Dextran.

Sodium azide.

CAac buwdre tién hanh

* Pha dung dich chuan Blue dextran- Sodium azide.

Can 10 mg Blue dextran va 20mg Sodium azide hoa trong 1ml NaCl
0,15M.

* Tién hanh:

Cho 1ml dung dich chuan Blue dextran- Sodium azide chay qua cot
Sepharose CL-4B theo chuong trinh sau:

+ Téc d6 dong: 1ml/phdit.

+ Thé tich thu mau: 2ml/tuyp.

+ Dung dich éém: NaCl 0,15M.

Xac dinh 2 dinh sic ky tuong dwong véi cdc mau chuan Blue dextran
(Vo) va Sodium azide (V7).

Chay séc ky voi mau thir polysaccharide qua cot Sepharose CL-4B theo

chuong trinh nhu chay v6i miu chun.
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- Xac dinh dinh ctia mau thu polysaccharide bang cach do ham luong

duong ribose (udc lwgng théng qua phan ung Bial ddi véi pentose st
dung chuan D-ribose) (V).

Két qud

Tinh két qua
Cong thuc:
Ko=(Vm-Vo) (V1-Vo)
Ko : Chi sé kich thudc khang nguyén polysaccharide Hib.
Vu : Thoi gian leu ctia mau Kiém tra trén sic ky dd.
Vr: Thoi gian luu cua Sodium azide trén sac ky do.

Vo : Thoi gian luu cua Blue dextran trén sac ky do.

3.3.1.3. Thir nghiém xdc dinh thanh phan polysaccharide

Bing cach do ham luong dudng ribose (udc luong théng qua phan tng
Bial d6i v6i pentose st dung chuan D-ribose) (xem phan 5.2.1 - Pinh lugng

polysaccharide (PRP) trong vacxin Hib cong hop dang dung dich)

3.3.1.4. Thir nghiém xdc dinh ham lwong protein tap nhiém
Nguyén ly

Tién hanh theo phuwong phép Bradford véi chuan 1a albumin huyét thanh
b0 dya trén su két hop gitta thuéc nhudm Coomassie véi protein trong moi

truong axit.
Nguyén vit liéu va trang thiét bi

Dung cu
- Ong nghiém thay tinh 5 ml.
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- Pipetman 1ml.
- Pipetman 200 ml.
- Dung cu chia mau (Handy step).
- Pau con 200, 1000 pl.
- Ong Eppendorf 2 ml.
- Cong do .
- Falcon 50 ml.
Héa chat
- Dung dich BSA chuan 25, 50, 75, 100mg/ml.
- Hodc dung dich BSA chuan 100, 200, 300, 400mg/ml.
- Mau ban thanh pham vacxin Hib cong hop.
- Thudc nhudém Coomassie.
- Nudc pha tiém.
Trang thiét bi
- May do quang .
- May lic.

Cic budc tién hanh
Chudn bi
* Cdc dung dich protein chudn

- Sir dung cac 6ng dung dich chuan 25, 50, 75 va 100mg/ml (hoic 100,
200, 300, 400mg/ml tuy theo ham luong mau tht).

* Mau thir

- Diéu chinh miu thir dé c6 ham lwong nam trong khoang dudng chuan.
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* Pha dung dich thuée nhuém Coomassie 20%
- Pha thudc nhuom Coomassie bang nudc cat pha tiém theo ty 18 1/4

- Pha ngay trude khi dung.

Tién hanh

Hut 50 ml cac dung dich miu thir va mau chudn cho vao cac dng nghiém

tuong Umg.

- Thém 2,5 ml dung dich thubc nhuém Coomassie 20% vao mdi 6ng
nghiém va tron déu.

- Dé & nhiét 46 phong trong 10 phit.

- Po quang pho ¢ budc séng 595 nm.
Két qua

Tinh két qua
Cong thirc: y=ax +b
Trongdo y: ham luong protein ctia mau thir (mg/ml)
a,b: hé so cia phuong trinh dudng chuin
X:  d06 hip thu quang do duoc tuong ng véi timg ham

luong protein

3.3.1.5. Thir nghi¢m xdc dinh ham lwgng cac axit nucleic tap nhiém
Nguyén ly

Thir nghiém xé4c dinh ndng d6 axit nucleic bang phuong phap do quang

pho tia cuc tim & budc séng 260 nm.
Nguyén vit liéu va trang thiét bi
Mau thir

- Polysaccharide cua Hib sau tinh ché.
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Dung cu
- May do quang phd.
- Pipét man.
- Pipet aid.
- Cbc dong 2.000 ml.
- Céc dong 5.000 ml.
- Cbc dong 100 ml.
- Pipét 25, 10, 5 ml.
- Ong nghiém 2 ml
- Cong thach anh 1ml
Hod chat va méi truong
- Nudc pha tiém.
- NaCl 0.15M.

Két qua
- Ham lugng axit nucléic (mg/ml) dugc tinh don gian = gia tri OD do dugc
O budc song Azeof 20.
- Gia tri OD Aggo cho phép nam trong khoang 0,05 - 2 twong dwong ham
luong axit nucléic 1a 2,5 — 100 pg/ ml.

3.3.1.6. Thir nghiém xdc dinh ham lwong ni djc to tap nhiém
Nguyén ly

Thir nghiém theo phuong phap Gel-clot biang B¢ sinh pham Endotoxin —

Cambrex.

67



Nguyén vit liéu va trang thiét bi
Dung cu
- Ong nghiém thuy tinh da khtr chat gay s6t 10x75mm, 13x100mm.
- Pau con da khir chat gay s6 loai 200 pl, 1000 pl.
- Pipetman 200 pl, 1000 pl.
- Gi4 dé ong nghiém.
Nguyén vat liéu
- Nudc khong c6 endotoxin - LAL reagent water (LRW).
- Endotoxin chuan (CSE).
- Lysate (D0 nhay: 0,06 EU/ml).
- Mau thi.
Trang thiét bi
- Binh u 4m.
-  May tron.
- Pdng ho hen gio.
Cic buéc tién hanh
Chudn bi
* Cdc dung dich thir nghiém

- Dung dich Endotoxin chuan 20EU/ml (CSE): thém 5ml LRW vao lo
Endotoxin lac ky.

* Dung dich Lysate
- Thém 5,2ml LRW vao lo Lysate, lic nhe trong 30 - 60 gidy.

* Pha chirng duong Endotoxin

- Endotoxin 1EU/mI: pha loing Endotoxin chuan 20EU/ml véi nuéc LRW
dé dat duoc dung dich CSE1EU/ml.

- Endotoxin 0,125EU/ml (Chung duong)
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- Pha chimg duong + mau thir (PPC)

Tién hanh
- Panh diu cac éng nghiém : ching duong (+), chimg 4m (-), mau thir (2
dng nghiém/1 mau).
- Hut 0,1 ml ching duong, ching am (chtrng am - dung nudc khong co
Endotoxin) va mau thir mdi loai vao 2 6ng nghiém.
- Thém 0,1ml dung dich Lysate vao tat ca cac ong nghiém trén. Lac nhe.
- U ¢ 37°C trong 1 gio.

Két qua

Cdch doc két qua
- Duong tinh (+): ¢6 tao gel trong 6ng nghiém, khi up nguoc éng nghiém
thi gel van bam chic vao day éng.
- Am tinh (-): khong tao gel trong dng nghiém.
Gia tri cua thir nghiém. Thur nghi€m chi c¢6 gia tri khi:
- Chirng am: khong tao gel.
- Chung duong: tao gel.
- PPC : tao gel.

Tinh két qua
- Néu miu khong tao gel: ham lugng Endotoxin trong mau < 0,06 EU/ml.
- Néu mau tao gel: ham luong Endotoxin trong mau > 0,06 EU/m.

- Tiép tyc pha long mAu va tién hanh lai thir nghiém.

3.3.2. Két qua nghién ciru quy trinh tinh ché polysaccharide Hib

Ap dung quy trinh tinh ché polysaccharide cta vi khuan Hib theo hudng

dan ciia NIH, nhom nghién ctru tién hanh cac budc tinh ché va dénh gia chét
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luong cua cac san pham sau tinh ché. Tuy nhién, nhiéu két qua thu dugc da

khong dat theo yéu cau ca vé hiéu suét va chat luong nhu:

- Hiéu suit cta qua trinh tham tich st dung mang tham tich don thuan dé
loai bo cac thanh phan tap va chat phan tmg sir dung trong qua trinh tinh ché

khong cao. Luong mau thim tich nho va thoi gian tham tich kéo dai.

- Cac enzyme sir dung dé cat axit nucleic (DNase va RNase) ludn can kiém
soat nghiém ngit vé diéu kién cta phan tmg va chi c6 thé tién hanh véi mot
thé tich nho do cac enzyme nay rat dé mat hoat tinh.

Do vay, nhom nghién ctru di tién hanh mot s thay doi, dé lam tang hiéu
suat va chat luong clia cac san pham tinh ché. Thay d6i 16n nhét ciia quy trinh
tinh ché polysaccharide Hib 14 sir dung mang Pellicon cassette 10 kD va hé
théng c6 dic thAm tich cua Millipore thay thé cho cac mang thim tich thong
thuong va sir dung enzyme Benzonase thay thé cac enzyme DNase va RNase
trong budc cat cac axit nucleic (ADN va ARN). Cac tac gia khac trén thé gioi
cling d3 ap dung cac thay d6i twong tu nhu st dung hé théng c6 dic tham tich
v6i mang siéu loc 50 kD, 100 kD va enzyme Benzonase trong quy trinh tinh ché
polysaccharide ctia cac vi khuan khac nhau Hib [47], [48], ndo md cau typ C
[20], [50] va phé cau typ 23F [21]. Céc thay doi nay déu cho polysaccharide c6
d6 tinh khiét cao, dam bao chat luong cho cac phan tmg cong hop va dic biét co
thé ap dung tot & quy md san xuét 16n hon [48]. Két qua cua cac quy trinh tinh

ché polysaccharide duoc trinh bay trong Bang 3.3.
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Bang 3.3. Két qua kiém tra chat lwong cac polysaccharide Hib sau tinh ché

Tiéu chuan

PRP ciia chiing 1544

PRP cuia chung Eagan

Chi s6 PRP cua
danh gia cua hung 1419

an 1a cnun

g TCYTTG g DNase, RNase | Benzonase | DNase, RNase | Benzonase

Protein <1% 0,9% 0,7% 0,86% 0,44% 0,41%
AXxit Nucleic <1% 11,5% 17,3% 1,18% 3,46% 0,9%
Thir nghiém

) > 32% >85% >80% >85% >85% >88%
Ribose
No6i doc to <10 1U/ug <0,06 <0,15 <1,92 <0,96

A A 3 K -
Phan bo kich S 50% 6 p=0,80 Kp=0,46 > 50% Kp=0,4
thwde phan tir <50% co
Kp<0,30 4 >50% c6 Kn<
D Kp<0.30 €0 Kp<0,30 > 50% c6 Kp<0,30

Thir nghiém Ngung két
nhan dang dac hi¢u voi

khang huyét
thanh Hib

Ngung két didc hiéu véi khang huyét thanh Hib

Theo Bang 3.3, PRP sau tinh ché ctia ching Eagan dugc cit axit nucleic

boi enzyme Benzonase cho chat lugng phu hop nhat véi ti€éu chuin cua

TCYTTG. PRP ciia ching 1419 ¢6 kich thudc phén tir nho khong dat tiéu chuan

dbi voi mot PRP dung cho phan tmg cong hop véi giai doc td udn van dé tao

thanh vacxin PRP-T, do vy chung nay sé& khong dugc st dung dé nghién ctru

va phat trién vacxin Hib cong hop trong cac giai doan tiép theo (Hinh 3.7). PRP

ctia chting 1544 ¢ phan bo kich thudc phan tir dat tiéu chuan va twong duong

v6i PRP cua chung Eagan (Hinh 3.8). Tuy nhién, ham lugng axit nucleic cua

PRP ching 1544 di vuot qua tiéu chuan cho phép cho du d3 4p dung toan bod

cac cai tién vé mit quy trinh tinh ché, do vay PRP nay ciing khong du chat
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luong cho san xuit vacxin Hib cong hop. Pé khang dinh lai két qua nay, nhém
nghién ctru di tién hanh 4p dung quy trinh tinh ché PRP Hib nhu nhau ¢ nhiéu
loat san xuét dbi voi ca 2 ching 1544 va Eagan dé so sanh vé ham lugng axit

nucleic trong san pham PRP sau khi tinh ché (Bang 3.4).

Bang 3.4. Két qua vé ty 1& ham hrong axit nucleic trong san pham

polysaccharide sau tinh ché ciia cac ching Hib khac nhau

Ty 1é vé ham lwong axit nucleic
Chung vi Loat tinh -
khun Hib ché Két qua Ti€u chuin cua
TCYTTG
Loat 1 2,2%
Chiing 1544 Loat 2 2,5%
Loat 3 1,6%
<1%
Loat 1 0,52%
Chiing Eagan | Loat 2 0,53%
Loat 3 0,60%

Theo bang 3.4, ty 18 vé ham lugng axit nucleic cia PRP Hib ching Eagan
déu dat yéu cau va phu hop véi tiéu chuan cia TCYTTG & tat ca cac loat tinh
ché. Do vay, PRP ching Eagan va quy trinh tinh ché PRP s& duoc &p dung dé
san xuat ra cac loat vicxin Hib cong hop ¢ quy mo phong thi nghiém trong cac

giai doan tiép theo.
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3.4. QUY TRINH TAO DAN XUAT POLYSACCHARIDE HIB VOI ADH

Tao dan xuét giita polysaccharide Hib (PRP) vé6i 1 hoa chat (ADH) chua
6 phan tir carbon qua lién két gitta gdc phosphate (PO,) clia phan tu
polysaccharide v6i mot nhoém carboxylic (~COOH) cta héa chat trung gian.
Dan xuit PRP-ADH sau d6 duge tinh ché béng cOt sic ky dé loai bo cac chat
ton du ctia phan ung va co dic dén nong do dat yéu cau cho cong hop (Hinh
3.9). Theo céc quy trinh 4p dung trude ddy, chat hoat héa thudng duge st dung
la cyanogen bromide (CNBr), chat nay doc va cho hiéu suat san pham sau cong
hop khong cao. Hién nhiéu nghién ciru trén thé giéi da s dung 1-cyano-4-
dimethylaminopyridinium tetrafluoroborate (CDAP) nhu mot chat hoat hoa thay
thé c6 hiéu qua trong cac phan tng tao dan xuat. So véi CNBr, CDAP dé dang
sir dung, ¢ thé phan g trong diéu kién pH thap hon va it giy cac phan tng
khong mong mudn. Thém vao d6, khong gidng vai polysaccharide da hoat hoa
boi CNBr, protein co thé bat cip truc tiép véi polysaccharide da hoat hoa bai
CDAP. Cong hop vacxin duoc tao ra tir lién két truc tiép cua protein véi
polysaccharide di hoat hoa boi CDAP cho hiéu gia va dap tmg khang thé bao vé
cao [41]. Tur nhitng wu diém cua chat hoat hda CDAP, nghién ctru nay ciing da
tién hanh so sanh viéc tao dan xuit PRP Hib bing cic chit hoat hda CNBr va
CDAP, tir d6 danh gia chat lugng cua cac san pham duoc tao ra. Hy vong chat

hoat hoa m&i s& 1a chat thay thé c6 hiéu qua CnBr trong qua trinh tao dan xuat.

Mot trong nhiing thir nghiém quan trong dé danh gia ty 1é tao dan xuat gitra
polysaccharide va hoa chit ADH la thir nghiém TNBS (st dung axit 2,2,6-
trinitrobenzenesulfonic dé phat hién gbc NH,). Két qua cta thir nghiém nay s&
cho biét ham lugng cua nhom NH, trong mau thir, tir d6 so sanh v6i ham luong
PRP (thtr nghiém dinh lugng PRP bing cach do ham luong dudng ribose) dé xac
dinh ty 1¢ tao dan xuét cta quy trinh tao dan xuat PRP Hib (Bang 3.5).
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Thir nghigm xdc dinh ty 1¢ tao din xudt giiva polysaccharide va ADH: Thir
nghiém TNBS

Muc dich

Tha nghiém sir dung dé xac dinh ham luong nhém NH, c6 trong bén
thanh pham sau khi tao din xuét gitta polysaccharide Hib véi ADH.
Nguyén vt liéu va trang thiét bi
Vit liéu

- Ban thanh pham sau tao dan xuat.
Dung cu

- May do quang pho.

- Pipét man.

- Pipét aid.

- Tuyp 5 ml.

- Can phan tich.

- Tuyp 2 ml.

- Pdng hd bam giay.
Hoé chdt va mdi truong

- Nudc pha tiém.

- NaCl 0.15M.

- ADH.

- Sodium tetraborat.
- TNBS 5%.

CAc buwdc tién hanh
Pha sodium tetraborat bao hoa

- 20 g Sodium tetraborat hoa trong 50ml WFI.
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Pha chudn
- Céan 10 mg ADH va hoa tan trong 1 ml nu6c pha tiém.
- TOy nong do caa mau ma pha lodng 1:5; 1:10 ; 1: 20 hoic cao hon nia.
- Pha TNBS 0,01 M: 150 pul TNBS 5% + 2400 pl nudce pha tiém.
Tién hanh
- Cho vao tat ca cé4c tuyp 0,5 ml sodium tetraborat bdo hoa.
- Céch 30 giay, thém vao céac tuyp 150 pl TNBS 0,01 M.

- Sau 5 phdt, do cadc mau tai budc song 500nm.
Két qua

- Dua vao két qua do mat do quang trén may, dung duong chuan véi ham
lwong ADH tir 0,4 - 4 ug/ ml.

- Tinh ham lugng nhém NH, trong mau thir theo cong thirc

y=2x(ax +h)
y: Ham luong nhdm NH,,
x: Do hap thu quang do duoc tuong tng véi timg ham lwong ADH chuan.

a, b: Hé s6 cua phuong trinh dudng chuan.

- Ty lé tao dan xuat duge tinh theo cong thic:
Ham luong nhom NH,/ham lugng PRP.
Ham lugng PRP duoc tinh bang thir nghiém dinh luong PRP theo phuong

phap do ham lugng duong ribose.

Bing 3.5. So sanh ty 1¢ tao din xuat

sau khi sir dung chit hoat héa CDAP va CNBr

Chit hoat héa cho phin tng tao din xuit

Chi s6 danh gia
CDAP CNBr

Ty 1¢ tao din xuat (ADH/PRP) | 3,5% 3,93%
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Hinh anh sic ky tinh ché dan xudt PRP-ADH duoc trinh bay trong Hinh 3.9.

— W — Cond —H —— Pressure
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K
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Hinh 3.9. Sic ky tinh ché din xuit polysaccharide Hib va ADH

Theo Bang 3.5, ty 18 tao dan xuét cta 2 chat hoat hoa CDAP va CNBr I
turong nhau. Ty 18 ndy nim trong gidi han cua ty 1é tao dan xuét c6 hiéu qua (tir
2% dén 9%) [41]. Cac dan xuat sau d6 s& dugc cong hop voi giai doc to uon van
va két qua ctia qué trinh nay s& dugc danh gia sau thém & cac budc sau ciia quy

trinh san xuat vacxin Hib cong hop.

3.5.QUY TRINH TINH CHE VA CO PAC BAN THANH PHAM GIAI
POC TO UON VAN

Ban thanh pham giai dgc t6 uoén van c6 dugc tir cac nha san xuat trong
nudc hodc nudce ngoai. Ban thanh pham nay phai dat dugc cac ti€éu chuan chat

lugng cua protein tai cho san xuét vicxin cong hop [53].
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Trude tién ban thanh pham giai doc t6 udn van phai duge tinh ché bang
phuong phép sic ky loc gel dé c6 duge protein tai co do tinh khiét va dém phi
hop cho cong hop (Hinh 3.10). Giai doc t6 udn van d tinh ché sé& tiép tuc duogc
6 dic dé c6 mot ham lugng protein tai dat dugc yéu cau ddi véi phan ing cong
hop giita giai doc t6 udn van va PRP Hib di lién két ADH. Ham luong protein
tai dugc xac dinh theo theo phuong phap Bradford véi chuan 13 albumin huyét
thanh bo (xem phan 3.3.1.4).
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Hinh 3.10. Sic ky tinh ché giai doc t6 udn van
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3.6. QUY TRINH CONG HQP POLYSACCHARIDE HIB VOI GIAI POC
TO UON VAN

Phan tng tao cong hop giita PRP va giai doc t6 udn van qua lién két giita
nhém —COOH con lai ctia phan tir héa chdt ADH véi nhom amino (-NH2) cua
phan tr protein c6 trong giai doc té udn van. Cong hgp PRP-T sau d6 dugce tinh
ché bang cot sic ky Sepharose - 4B dé tach PRP-T ra khoi cac thanh phan
khong cong hop - PRP va protein tu do. Lua chon cac phan doan ¢6 ham luong
cong hop PRP-T cao dua vao dinh hdp phu & budc song 280nm trén sac ky do
(Hinh 3.11) va khang dinh bang thir nghiém khuéch tan mién dich trén thach véi
khang huyét thanh anti - PRP va khang huyét thanh anti - TT (xem Phan 2.6.1.1
va Hinh 3.12).

— LV

mAu

0 10 20 30 40 5 6 70 8 8 100 110 120 130 140 150 160 170 10 190 200

Hinh 3.11. Sic ky tinh ché cong hop PRP-T
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anti-Hib anti-TT

14 5 16 17

18 19 20 21

Hinh 3.12. Ngung két véi cac khang huyét thanh diic hiéu
ciia cac phan doan khi tinh ché cong hop PRP-T

Sau khi tinh ché, cong hop PRP-T sé& dugc kiém tra dé danh gia chat luong
tir 46 Iya chon ra quy trinh cong hop pht hop nhat. Cac phuong phéap kiém tra
chét luong sau khi dugc xay dung sé tiép tuc dugc ap dung trong cac budc cua

quy trinh san xuat sau nay.

3.6.1. Cac thir nghiém kiém tra chat lwong san pham sau cong hop

3.6.1.1. Thir nghi¢gm nhdn dang déic higu bang phuong phap khuéch tan mién
dich trén thach voi khang huyét thanh anti - PRP va khang huyét thanh anti - TT
(xem phan 5.1.4 - Thir nghiém nhan dang).
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3.6.1.2. Thir nghiém xdc dinh kich thwéc phdn tir
Nguyén ly

Xac dinh kich thudc phan tir bang phuong phéap sic ky phan tach gel trén
hé théng sic ky 1ong hiéu nang cao (HPLC).

Nguyén vit liéu va trang thiét bi

Dung cu
- Mang loc 0,22um.
- Bom tiém 1ml.

Cot TSK gel G6000PW (7,8mm ID x 30cm, 13pum).

B0 loc chan khong .
Hod chat
- Dung dich NaCl 0,15M.
- MAu chuan: khang nguyén giai doc t6 udn van.
- Nudc pha tiém.
- MAu tht: ban thanh pham sau cong hop.
Trang thiét bi
- Hé thong sac ky long hiéu ning cao.
Cic budc tién hanh
Chudn bi dung dich mau thir
- Loc ban thanh pham sau cong hop qua mang loc 0,22 pm.
- Sau khi cai dat cac diéu kién lam viéc cho may, dua 1an luot 50 pl dung
dich miu chuan giai doc t6 uén van va mau ban thanh pham sau cong hop vao

hé théng.
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Két qua
Poc két qud

- Dua vao thoi gian luu cta dinh mau chuan va mau thtr xac dinh kich

thudc ciia mau san pham sau khi cong hop.
Tiéu chuan chap thudn
- Dinh thoi gian luu cua mau thr phai xuat hién trude so voi mau chuan

khi d6 mau san pham sau cong hgp co6 kich thudc 1én hon so véi mau giai doc

t0 uon van don thuan.

3.6.1.3. Thir nghiém xdc dinh thanh phan polysaccharide bang cach do ham
luong duong ribose (wdc luong thong qua phan tng Bial ddi voi pentose str
dung chuan D-ribose) (xem phan 5.2.1 - Pinh luong polysaccharide (PRP) trong
vacxin Hib cong hop dang dung dich).

3.6.1.4. Thir nghiém xdc dinh ham luwgng protein theo phuong phap Bradford

v6i chuan 1 albumin huyét thanh bo (xem phan 3.3.1.4).

3.3.1.5. Thir nghiém xdc dinh ham lwgng polysaccharide tw do ton dw
Nguyén ly

- PRP tu do (free), khong cong hop co6 kich thudc phan tr nho s€ qua
mang siéu loc 100kD va PRP da cong hop co6 kich thudc 16n hon s€ dugce gitt lai
trén mang. Do vay, dung mang siéu loc 100 kD, xac dinh ham lugng PRP qua

mang gitp tinh dugc ham lugng PRP tu do
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Nguyén vit liéu va trang thiét bi

Nguyén liéu
- MaAu tht: ban thanh pham cong hop PRP-T.
- Mau chuan: ban thanh pham PRP tinh ché da biét ham luong (100 pg).

Dung cu
- May ly tam.
- Cot siéu loc 100 kD (Centricon 100 kD).
- Pipét aid.
- Ong nghiém 1,5 ml.
Hod chdt va méi truong
- Nudc pha tiém.
- NaCl 0.15M.
Cdc budc tién hanh
Rira cot siéu loc 100kD
- Cho 15 ml nudc pha tiém vao c6t si€u loc 100kD.
- Ly tdm 3500 vong/phut trong 20 phut & nhiét do 20°C.
- Loai bé nudce qua lgc.

- Ruralai 1 lan.

Loc mdu thir va mau chudn
- Cho 0,5 ml mau vao cot siéu loc 100kD.
- Ly tdm 3500 vong/phat trong 20 phut & nhiét do 20°C.
- Thu phén dung dich qua loc.
- Cho thém 0,5 ml NaCl 0,15M vao c¢6t si€u loc va ly tdm nhur trén.
- Thu tiép phan dung dich qua loc.
- Hon 2 phan dung dich qua loc thu duoc.
- Thém NaCl 0,15M cho du 1 ml.
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Xdc dinh ham luong PRP trong cac mau dung dich qua loc thu dwoc

- Xdc dinh theo phuong phap do ham lugng duong ribose (udc lugng
thong qua phan tmg Bial d6i véi pentose str dung chudn D-ribose) (xem phan
5.2.1 - Pinh lugng polysaccharide (PRP) trong vacxin Hib cong hop dang
dung dich)

Két qua
Tinh két qua
- Tinh hé s6 thu hdi caa PRP chuan khi sir dung cét siéu loc 100 kD
Hé sd thu hdi = Ham luong PRP thu duoc trong mau chuan sau khi qua loc/
Ham luong PRP trong mau chuan goc x 100%.

- Ham lugng PRP ty do trong mau thir = Ham luong PRP thu duoc trong

mau thir sau khi qua loc / hé s thu hdi

- % PRP tu do = Ham luong PRP tir do trong mau thtr / Ham lugng PRP
trong san pham cong hop x 100%.

Tiéu chuan chap thuan

- PRP ty do niam trong khoang tir 10 - 40 %.

3.3.1.6. Thir nghiém vé khudn (xem phan 5.1.1 — Phuong phép kiém tra vo
khuén)

3.6.2. Két qua nghién ciru quy trinh cong hop

Két qua vé chat lugng cua cac san pham sau cong hop véi cac quy trinh
khac nhau dugc trinh bay trong Bang 3.6. Hinh 4nh chay sac ky HPLC cua san

pham sau cong hop PRP Hib va giai doc t6 udn van so sanh vai hinh anh chay
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sac ky giai doc té udn van don thudn dé xac dinh phan bd kich thudc phan tix

duoc trinh bay trong Hinh 3.13 va 3.14.

Bang 3.6. Két qua danh gia chat lwong sian pham sau cong hop

Chit hoat héa
Chi s6 danh gia
CDAP CNBr
Ham lwgng PRP (mg/ml) 0,25 0,18
Ham lwong cac thanh
\ Ham lwgng protein (mg/ml) 0,30 0,29
phan sau cong hop
Ty 1€ PRP/protein 0,96 0,62
PRP 32,8% 21,7%
Hiéu suat cong hop
Protein 35,1% 34,4%
Ngung két v6i cac khing Ngung két v6i cac khang huyét thanh
huyét thanh dic hiéu anti-PRP va anti-TT
A C a Kich thudc 16n trén kich thudce cua
UGG IR s Phan bo kich thwéc phan ti o
phim sau cong hop protein va PRP
PRP ty do ton dw 4,8% 5,1%
Vo6 khuén Pat yéu cau

Theo Bang 3.6, ty 18 PRP/protein, hiéu suat cong hop ctiia PRP ciing nhu
ctia protein khi sir dung chit hoat hoa 1a CDAP déu cao hon so véi khi str dung
CNBr. Tat ca cac san pham sau cong hop déu dat duoc cic yéu cau vé chat
luong nhu ham luong PRP tu do ton du, phan b kich thudc phan tir, ngung két

dic hiéu v6i cac khang huyét thanh va vo khuan.

Cac mau sau cong hop theo cac quy trinh cdng nghé khac nhau dugc

danh gid vé mtrc do dap img mién dich trén chudt dé c6 thém cac can ctr cho
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viéc lya chon quy trinh t6t nhét s& ap dung trong san xuét sau ndy. Quy trinh
gdy mién dich va danh gia dap tmg mién dich trén chudt dugc trinh bay trong
Chuong 5 - Danh gid tinh an toan va hiéu lyc cua vdcexin trén dong vat thi
nghiém. Két qua dap tmg mién dich trén chudt ICR sau khi tiém cac san pham
sau cong hop theo ca 2 quy trinh tao dan xuét va cong hop véi cac chit hoat hoa

CNBr va CDAP dugc trinh bay trong Bang 3.7.

Hib-TT lot 3 of hib-tt lot3.crm

Time(min

TT toxnid of hib-tt 1otd.crm

0.00
Time(min)

Hinh 3.14. Hinh anh chay sic ky HPLC giai doc t6 udn van (TT)
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Theo Hinh 3.13 va Hinh 3.14, dinh thoi gian luu cia mAu san pham sau
cong hop PRP-T xuit hién sém hon so véi dinh thoi gian lwu ctia mau giai doc
t6 uén van do dé co thé xac dinh rang san pham cong hop PRP-T c6 phan bd

kich thude phan tir 16n hon so véi gidi doc to udn van don thuan.

Bang 3.7. Két qua dap vng mién dich ciia san phim sau cong hop

theo cic quy trinh tao din xuit va cng hop khic nhau

Chi s6 PRP cong hop PRP khéng cong
CDAP CNBr hop

Dap tmg mién | Ty 1¢* 14/15 (93,3%) 13/15 (86,7%) 0/15 (-)

dichsaum@il |\ ooqo% | 1,08 1,84 0,32

Pap tmg mién | Ty 1¢* 15/15 (100%) 15/15 (100%) 0/15 (-)

dichsaumii2 .o qee | 521 5,29 0,34

Dap tmg mién | Ty 1¢* 15/15 (100%) 15/15 (100%) -

dichsaumii3 o oqo | 548 5,37 -

* Ty 16 ¢6 ddp vmg mién dich la ty 1é giita s6 chudt c6 két quad xét nghiém anti-PRP dwong tinh trén

tong s6 chudt dwoc gdy mién dich.

# Mirc d¢ dap 1img mién dich dwoc xdc dinh bang gid tri trung binh nhan (GMT) ciia cdc hiéu gid
khdng thé anti-PRP tinh theo don vi quy d6i EL.U.

Theo Béang 3.7, dap tmg mién dich trén chudt cta cic san pham PRP da
cong hop co sy khac biét rd rét so voi san pham PRP khong cong hop. Trong
khi, chudt khong cho dap tmg khang thé vi PRP don thuan thi toan bo chudt
dugc tiém PRP cong hop déu cho dap tmg mién dich va dép ung & cac licu tiém

sau déu cao hon so v&i céc licu tiém trude. Pap ing mién dich c6 dugce 1a tuong
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duong nhau ddi v6i 2 quy trinh cong hop khic nhau. Do vay, quy trinh cong
hop véi chit hoat hoa 1a CDAP cho chat luong san pham tdt, hiéu suat cong hop
cao dong thoi lai cho dap Gmg mién dich hiéu qua trén chudt s& duoc lwa chon

de tiép tuc nghién ctru san xuat cac loat san xuat thir nghiém.

3.7.QUY TRINH PHA BAN THANH PHAM CUOI CUNG VA SAN
XUAT VACXIN THANH PHAM

Ban thanh pham sau cong hop s& duoc pha thanh thanh pham vacxin co
néng d6 PRP cudi cung dat 10pg/liéu tiém 0,5 ml. C6 2 dang thanh pham
vacxin s& dugc nghién ctru 1a vacxin Hib dang dong kho va vécxin Hib dang
dung dich hap phu véi nhom phosphate. Quy trinh pha ban thanh pham cudi

cling va san xuét vacxin thanh pham dugc trinh bay trong Hinh 3.15.

Pha dém nhom photphate Pha dém sucrose dong kho

\4
Bo sung dung dich dém vao ban thanh
pham sau cong hop dé dat nong do
PRP cudi ciing 1a 10 pg/0,5 ml

|

Dong lo vicxin ]
thanh phim dan Y
l6n I:) 5 ml/lo g Dong lo va bong 19 nuée
g%> mie déng kho hdi chinh
vacxin vacxin

Hinh 3.15. So' dd tém tit cic quy trinh sin xuit

vicxin Hib cgng hop thanh pham
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Pé lya chon dugc ham lugng nhom hép phu phu hop trong thanh phém
vacxin dang 1éng, ban thanh pham sau cong hop sé& dugc pha véi dém nhém
photphate dé c6 cac ndong dd nhom trong thanh pham vicxin tir 300 pg, 450 pg
dén 900 pg Al trén 1 ml twong duong voi 150 pg, 225 pg dén 450 pug Al
trén 1 liéu tiém 0,5 ml. Cac mau vacxin Hib cong hop sau khi pha theo céc cong
thirc ¢ ham lugng nhom khac nhau duoc danh gia vé mic d6 dap mg mién
dich trén chudt dé c6 thém céac cin cir cho viée lya chon ham luong nhém pha
t6i wu s& 4p dung trong san xuat sau ndy. Quy trinh gay mién dich va danh gia
dap tng mién dich trén chudt dugc trinh bay trong Chuwong 5 - Panh gia tinh an
toan va hiéu lyc cia vicxin trén dong vat thi nghiém. Két qua dap ung mién
dich trén chuot ICR sau khi tiém cac san pham c6 cac cong thirc pha khac nhau
duoc voi so sanh voi mot vicxin Hib cong hop da thuong mai (Act-Hib) trinh

bay trong Bang 3.8.

Bang 3.8. Két qua dap ing mién dich trén chudt ciia cic dang vicxin Hib

cong hop cO cong thirc pha véoi ham lwong nhom khac nhau

) Ham lwong nhém phosphate trong vicxin
Chi sb Act-Hib
300 pg/mi 500 pg/mi 900 pg/mi

Pap tng mién | Ty 16+ 14/15 (93,3%) | 15/15 (100%) | 15/15 (100%) | 15/15 (100%)
dichsaumuil |\ o aos | 128 1,34 1,24 1,26

Pap tng mién | Ty 16* 15/15 (100%) | 15/15 (100%) | 15/15 (100%) | 15/15 (100%)
dichsaum@i2 | \pooao# | 4,20 4,47 3,20 4,18

Pap tng mién | Ty 16+ 15/15 (100%) | 15/15 (100%) | 15/15 (100%) | 15/15 (100%)
dichsaumdi3 | oo qon | 4,94 5,16 4,45 4,30

*Ty 1¢ 6 dap iing mién dich la ty 1é giita s6 chudt c6 két qua xét nghiém anti-PRP dirong tinh trén

tong s6 chudt dwoc gdy mién dich.

#Mirc d6 dap vmg mién dich dwoc xdc dinh bang gid tri trung binh nhan (GMT) ciia cdc hiéu gia
khdng thé anti-PRP tinh theo don vi quy déi EL.U.
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Theo két qua ciia Bang 3.8, cac loai vicxin cong hop c6 cong thirc pha
nhém khac nhau déu cho dap tng mién dich twong dwong nhau va tuong tu véi
vacxin Act-Hib. Ham luong nhém trong vécxin thanh pham thap nhat (300
ng/ml) van cho dap tng mién dich tdt trén chudt. Do vay ham lugng pha nhom
nay s€ duoc lua chon dé sur dung trong cac loat san xuét thir nghi¢m vacxin.
Vicxin dang 10ng ¢6 hap phu nhém can duge theo ddi thém vé tinh 6n dinh cua

san pham theo thoi gian bao quan dé xac dinh han st dung ctia viacxin nay.

Céac mau vacxin Hib cong hop ¢ cac dang thanh pham khac nhau s& duoc
st dung dé xdy dung cac quy trinh kiém tra chat lwong va tiéu chuan co sé cho

vac xin Hib cong hop thanh pham (xem Chuong 5).

Cong nghé san xuat vacxin Hib cong hop dugc nghién ctru va phat trién tai
VABIOTECH 1a cong nghé cong hop polysaccharide v6i giai doc tb udn van
(TT) (PRP-T) do Vién Qudc gia vé Strc khoe tré em va Phat trién con nguoi
thudc Vién NIH phat trién va hop tac nghién ctru. Dua trén cac bude chu yéu
clia quy trinh céng nghé nay, nhom nghién ctiru 4p dung thém mot s cai tién dé
san xuat ra vacxin Hib cong hop tai Viét Nam co chét luong, hiéu suat va tinh

thue tién cao hon nhu:

- Nghién ctru sir dung mang siéu loc pellicon cassette thay thé ti tham tich
thong thudng va str dung enzyme Benzonase cat cac axit nucleic thay thé cho
DNase va RNase thuong hay sir dung dé dé dang 4p dung trong thuc hanh va

nang cao quy md san xuat quy trinh tinh ché polysaccharide Hib.

- Nghién ctru thay thé tic nhan hoat hoa st dung trong phan mg tao dan
xuét cua quy trinh cong hop (thay thé tac nhan thudng st dung 1a cyanogen
bromide (CNBr) bang CDAP) dé ning cao hiéu suat cong hop clia vacxin.

- Nghién ctru pha vicxin thanh phidm bang nhém phosphate dé tao duoc

véacxin dang 16ng c6 tinh 6n dinh cao thay thé cho vicxin dang dong kho thudng
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duoc sir dung. Py ciing 1a mot dinh hudng dé san xuat dang phdi hop vicxin

Hib v6i vicxin khac trong tuong lai.

Tir c&c quy trinh trung gian, mot quy trinh tong thé clia qua trinh san xuat
véacxin Hib cong hop & quy mo phong thi nghiém di duoc xdy dung. Quy trinh
bao gdm tit ca cac budc dé co duge vacxin Hib cong hop thanh pham tir nguyén
vat liéu ban dau 1a chung Hib ding cho san xuat vacxin cho dén san pham cubi

clng 1a vacxin thanh pham Hib cong hop PRP-T (Hinh 3.16).
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Giai ddc té udn van (TT)

Tinh ché va ¢ dic TT

Dia thach

Nudi ciy vi khuin Hib

A 4

Bit hoat va thu hoach
tia polysaccharide Hib

Lic binh tam giac

v 43

Noi 1én men 10 lit

Bit hoat bing formaline

A 4

Tinh ché polysaccharide
(PRP) Hib

Ly tim loai xac té bao

¢l

Tuaa Cetavlon va thu taa

'

Rira va hoa tiia bang NaCl

'

Thu lai PRP bing Ethanol

\ 4

Tao din xuit PRP-ADH

A 4

Tao cong hop PRP-T

A 4

Pha ban thanh phim vicxin

A

y

Pong lo viacxin thanh phim

A 4

Xir ly enzyme va phenol

Théam tich Pellicon cassette

v v

Siéu ly tdm loai LPS

Hinh 3.16. So' d6 tong thé quy trinh san xuit vicxin Hib cdng hop

¢ quy mo phong thi nghiém
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CHUONG 4

SAN XUAT THU NGHIEM VACXIN HIB CONG HOQP
O QUY MO PHONG THI NGHIEM

Sau khi xay dung duoc quy trinh cong nghé san xuat vicxin Hib cong
hop & quy mé phong thi nghiém, cac loat san xut thir nghiém duoc tién hanh
dé san xuat ra vacxin Hib cong hop dat yéu cau kiém tra vé chat luong tai co
sO cling nhu cta kiém dinh Quéc gia. Pdi véi mdi cong doan clia qua trinh san
xuat déu can phai tién hanh it nhat 3 loat lién tiép dé tham dinh vé chét luong
va tinh 6n dinh cta quy trinh. Pong thoi, trong mdi cong doan déu duoc lay
mau san pham dé kiém tra va danh gia chat luong. Cac két qua cta quy trinh
san xuat thir nghiém nay s& 1a can ctr dé lya chon quy trinh san xuat t6i uu

cling nhu 4p dung cho san xuét voi quy mé 16n hon trong trong lai.

4.1. KET QUA NUOI CAY CHUNG HIB TREN NOI LEN MEN
3 loat nudi cdy san xuat dugc tién hanh

- Chuing Hib gidng san xuat Eagan bao quan ¢ nhiét 46 -70°C dugc phuc
hoi trén dia thach BHI, nuéi cdy ¢ ti 4m 37°C trong thoi gian 22 - 24 gio.
Kiém tra do séng va nhin dang khuén lac bang phuwong phap ngung két véi

khang huyét thanh dic hiéu.

- Chon cac khuan lac phat trién tbt cdy chuyén vao moi trudng canh thang
BHI, nudi cdy trong cic binh tam gidc trén may lic 180 - 200 vong/phit &
nhiét d6 37°C trong thoi gian 16 - 18 gid. Khi két thiic qua trinh nudi cy,
kiém tra mirc do phat trién ctia chung Hib nudi ciy c6 dat theo yéu cau hay

khong bang phuong phap do do duc (OD & budc song 550nm) va nhan dang
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chung c6 chtra polysaccharide bang phuong phap ngung két véi khang huyét
thanh dac hiéu.

- Tiép tuc cdy chuyén chung Hib 1én ndi 1én men (10 lit) c6 chia canh
thang BHI cuing cc chat dinh dudng phu hop ¢ nhiét d¢6 37°C. Két qua nudi

cdy cua 3 loat san xuét trén ndi 1én men duoc trinh bay trong Bang 4.1.

Bang 4.1. Két qua nuoéi cay vi khuan trén noi 1én men 10 lit
cua cac loat san xuat thir nghiém

Loat nudi cay Chi s6 theo déi | Loat 0109 Loat 0209 Loat 0309

oD 0,138 0,279 0,166
Thoi di€ém bat dau

pH 7,7 7,69 7,76

oD 0,302 0,372 0,508
Sau 2 gio nudi ciy

pH 7,58 7,62 7,59

oD 0,715 0,530 2,86
Sau 4 gio’ nudi cay

pH 7,57 7,61 7,58

oD 4,1 2,61 4,73
Sau 6 gio nudi cay

pH 7,46 7,48 7,45

oD 57 5,96 4,8
Sau 8 gid' nudi ciy

pH 7,41 7,42 7,42

Theo két qua trong Bang 4.1, céc gia tri vé d6 duc va pH cua ca 3 loat
nudi cy vi khuan Hib déu 6n dinh va twong duwong nhau theo thoi gian nudi
cdy. Gia tri OD vao thoi diém nudi cy cubi cung (8 gio) dat yéu cau doi véi

cac loat nudi cay san xuat.
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4.2. KET QUA BAT HOAT VA THU HOACH POLYSACCHARIDE

- Vi khuan Hib sau khi nudi cdy duoc bat hoat bang formaline véi ndng
do formaline cudi cung trong hon dich bat hoat 1a 0,05%. Hdn dich sau bét
hoat duoc céy lai trén thach dé kiém tra vé do séng sot va cho két qua vi khuan

da chét hoan toan, khong xuét hién khuan lac séng trén dia thach.

- Sau khi bat hoat, tién hanh ly tdm loai x4c vi khuan va hoa nudc ndi thu
duoc véi cetavlon dé tao tua giita polysaccharide Hib va cetavlon. Tua nay
cling s& duoc thu lai bang phuong phap ly tim. Khoi luong tia thu dugce va
chét luong tha dénh gia bang cam quan s& 13 cac thong s6 dé danh gia qua trinh
nay. Két qua thu hoach tiia polysaccharide Hib sau bat hoat dugc trinh bay
trong Bang 4.2.

Bing 4.2. Két qua thu hoach tia polysaccharide Hib

Loat san xuét 0109 0209 0309
Thé tich nudi cay 51it 5 lit
Khoi lwong tia thu hoach 15,8 gr 14,09 17,38

Cam quan vé chit lwong tia Tua déo va bong

Két qua trong Bang 4.2 cho thay khoi luong tia thu duge va cam quan vé
tia déu tuong tu nhau gitra 3 loat san xuét va dat yéu cau chat luong ddi voi

san pham thu duoc

4.3. KET QUA TINH CHE POLYSACCHARIDE HIB

Quy trinh tinh ché PRP Hib dugc tién hanh theo cac budc chinh nhu sau;
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- Rira va hoa két tia ctia polysaccharide va cetavlon bang dung dich mudi

NacCl.

- Tua thu lai polysaccharide bang ethanol.

- Loai bd ARN, ADN va protein bang enzyme Benzonase, Protease va

phenol. Sau d6 loai trir cac chat ton du bang phuong phap tham tich
Pellicon cassette 10.000 kD.

- Loai bo lipopolysaccharide (LPS) bang siéu ly tim.

Chat luong cac san pham PRP sau tinh ché ctia cac loat san xuat thir

nghiém dugc trinh bay trong Bang 4.3.

Bang 4.3. Két qua kiém tra chat lwong polysaccharide Hib

sau tinh ché ciia cac loat sian xuit thir nghiém

Loat tinh ché 0109 0209 0309

Thé tich thu dwoc 58,5 ml 47,5 ml 52,8 ml

Ham lugng PRP thu dwgc (mg/ml) | 3,5 4,3 3,7

Protein (%) 0,67 0,57 0,70

AXit Nucleic (%) 0,52 0,43 0,60

Thir nghiém Ribose (%0) > 90% > 90% > 90%

Noi doc t6 (1U/ug) <0,20 <0,16 <0,22

Phén bd kich thwéc phan tir Kp=0,16, > 50% | Kp=0,23,>50% | Kp=0,33, > 50%
c6 Kp<0,30 c6 Kp<0,30 c6 Kp<0,30

Thir nghiém nhan dang

Ngung két dic hiéu véi khang huyét thanh Hib
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Theo Bang 4.3, ca 3 loat san xuét déu cho chét lugng PRP sau tinh ché
trong duong nhau. Cac loat san phim nay déu dat yéu cau chat luong vé PRP
cho cong hop vécxin.

Chi s6 quan trong nhét 1a phan bé kich thudc phan tir cling cho thay ca
loat nay déu dat yéu cau. Két qua chay sic ky va dinh lugng PRP trong cic
phan doan sau chay sic ky dé xac dinh phan bé kich thudc phan tir duoc trinh
bay trong Hinh 4.1, 4.2 va 4.3.
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4.4. KET QUA TAO DAN XUAT POLYSACCHARIDE HIB VOI ADH
Tién hanh 3 loat tao dan xudt giira polysaccharide Hib (PRP) véi 1 hoa
chat (ADH) bang chét hoat hda CDAP. Sau d6 tinh ché dan xuat nay bang cot
sic ky loc gel dé loai bo cac chat ton du ctia phan tng va c6 dic dén nong do
dat yéu cau cho cong hop.
Két qua ctia quy trinh tao din xuét cia cac loat san xuat thar nghiém

duogc trinh bay trong Bang 4.4.

Bang 4.4. Két qua kiém tra chat lwong polysaccharide Hib
sau khi tao dan xuat véi ADH cua cac loat san xuat thir nghiém

Loat san xuat Loat 0109 | Loat 0209 Loat 0309
Thé tich thu dwoc 10 ml 10 ml 10,7 ml
Ham lwgng PRP thu dwgc

9,04 10,7 11,76
(mg/ml)

Ty 1é tao din xuat

8,5% 6,16% 7,32%
(ADH/PRP)

4.5. KET QUA TINH CHE VA CO PAC BAN THANH PHAM GIAI
POC TO UON VAN

Giai doc t6 udn van duoc tinh ché bang cot sac ky loc gel (Hinh 4.4) dé
thay d6i dung méi va loai bo céc thanh phan tap, sau d6 c6 dic biang mang siéu
loc 10kD dén nong d6 dat yéu cau cho cong hop. Giai doc t6 udn van duge st
dung trong cac loat san xuét thur nghiém 1a loat PT 128 do Vién Vicxin Nha
Trang (IVAC) cung cap. Loat giai doc t6 udn van nay dat tiéu chuan chét
lugng ctia nha san Xuat (Két qua kiém dinh giai doc t6 ubn van tinh ché duoc

dinh kém trong Phan phu luc). 03 loat giai doc t6 udn van da dugc tinh ché va
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A

chét luong ctia cac loat giai doc té udn van nay phu hop véi cac tiéu chi vé

ham lugng protein, dd tinh sach va vo khuan.
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4.6. KET QUA CONG HQP POLYSACCHARIDE HIB VOI GIAI POC

TO UON VAN

Pi tién hanh cong hop 6 loat lién tiép véi muc dich tham dinh tinh

on

dinh ctia quy trinh cong hop ciing nhu ¢6 dugc da ham lugng PRP can thiét

cho pha vicxin. San phdm ctia phan tmg cong hop sau d6 duoc tinh ché bang

cot sic ky Sepharose -4B dé tach PRP-T ra khoi cac thanh phan khong dugc

cong hop (Hinh 4.5 va Hinh 4.6). Két qua danh gia chat luong san pham cua

toan bd qué trinh cong hop va tinh ché cong hop ddi véi 6 loat san xut thir

nghiém dugc trinh bay trong Bang 4.5.

Bang 4.5. Két qua danh gia chit lwong san pham sau cong hop
cuiia cac loat san xuat thir nghiém

Théng sb 0109 0209 0309 0409 0509 0609
Thé tich thu dwgc (ml) 54 50 50 50 57 50
Ham lwgng Ham lwgng PRP (mg/ml) 0,275 0,236 0,215 0,240 0,255 0,220
€acthann | yram lwong protein (mg/ml) | 0263 | 0256 |0197 |0266 |0248 | 0,200
phan sau
cong hop Ty 1€ PRP/protein 1,05 0,92 1,09 0,90 1,03 1,10
Hi¢u suit PRP 33,7% |[31,4% |34,2% 33,3% | 35% 32,4%
cong hop Protein 32,2% |[29,0% |31,1% 32,4% | 34% 30,0%
Ngung két v6i cac khang Ngung két v6i cac khang huyét thanh dic hiéu anti-PRP
Chétlugng | huyét thanh va SAT
cua san Ao o/ T . Ao . o o1s . o iasoaA A A
Phan bo kich thwéc phan tir Kich thudc 16n hon kich thude giai doc to uon van
phim sau
A PRP tu do ton dw 4,4% 5,1% 5,7% 5,4% 52% | 6,0%
cgng hop i
V6 khuin Dat yéu cu
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Hinh 4.6. Sic ky tinh ché cong hop cac loat thir nghiém 0409, 0509 va 0609

106



Két qua trong Bang 4.5 va cac hinh anh trong Hinh 4.5 va Hinh 4.6 cho
thdy ca 6 loat cong hop gitta PRP Hib va giai doc t6 udén van déu on dinh vé
cac thong sb san xuat ciing nhu kiém tra chat luong. San pham cta ca 6 loat
san xuat nay déu dat yéu cau vé chat luong dbi v6i ban thanh pham cong hop
vacxin Hib cong hop. Cac san pham nay s& dugc tiép tuc sir dung trong cic

cong doan tiép theo cta qua trinh san xuat thir nghiém.

4.7. KET QUA PHA BAN THANH PHAM CUOI CUNG VA SAN XUAT
VACXIN THANH PHAM

T ban thanh pham sau cong hop dat yéu cau vé chat lugng, nhom
nghién ctu tién hanh pha ban thanh pham cubi cung va dong lo dé san xuét
vacxin thanh pham. Viacxin dang dung dich (ALHIBVAX) 1a ban thanh pham
sau cong hop pha véi nhéom phosphate va vacxin dang dong kho
(LYOHIBVAX) 1a ban thanh pham sau cong hop pha véi ta chat dong kho
(duong sucrose) va tién hanh dong kho. Trong thanh phan cia ca hai vacxin
nay déu cO thém chat bao quan 1a Thimerosal. Két qua pha ban thanh pham

cudi cling va san xuat vacxin thanh pham duoc trinh bay trong bang 4.6.

Bang 4.6. Két qua pha ban thanh pham cu01 cung va san Xuit vacxin
thanh pham cac loat san xuit thir nghiém

ALHIBVAX LYOHIBVAX
(Vacxin dang dung dich) (Vacxin dang dong kho)
Loat sin xuét 0110 0210 0310 0409 0509 0609

Thé tich ban thanh
pham cuoi

80 lugng lo vacxin | 19,41, | 158319 | 193510 [30510 |33610 |32710
thanh pham

1169 ml | 957 mi 1164 ml [ 160 ml | 180 ml [ 170 ml

Theo két qua cua Bang 4.6, s6 lugng thanh pham cua vacxin dang dung
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dich, hip phu nhom (ALHIBVAX) la 5458 lo va vicxin dang dong kho
(LYOHIBVAX) 12 968 lo. S6 luong lo vicxin dang déng kho it 1a do céc loat
vacxin dugc tinh theo timg mé dong khd véi muc dich kiém soat chat luong
ctia san pham qua timg 1an déng khé khac nhau. Tuy nhién, chat luong vé do
am ton du cac thanh phim vécxin ndy khéng dat dugc theo yéu cau (Bang
4.8), do vay nhom nghién ctru quyét dinh khong tiép tuc san xuat vicxin dang
déng khd véi sb lugng 16n hon nita, chi pha va san xuat da sé luong thanh

pham cho vacxin dang dung dich, hap phu nhom.

4.8. KET QUA KIEM TRA CHAT LUQNG VAC XIN THANH PHAM
TAI CO SO

Cac loat thanh phém vacxin duogc kiém tra chét luong theo ti€u chuan co
sO tai Phong kiém tra chat lugng san pham (QC),VABIOTECH . Két qua kiém
tra chat luong céc loat vacxin thanh pham nay dugc trinh bay trong Bang 4.7
va Bang 4.8. MAu vicxin cta cac loat san xut thr nghiém nay ciing s& duoc
danh gia thém vé tinh an toan va dap tmg mién dich trén dong vat thi nghiém.
Két qua dugc trinh bay cu thé trong Chuwong 6 - Ddnh gid tinh an toan va hiéu

lyc cua vacxin trén dong vdt thi nghiém.
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Bang 4.7. Két qua kiém tra chat lwong vicxin thanh pham tai co sé ciia
cac loat san xuat thir nghiém vacxin Hib cong hop dang dung dich

(ALHIBVAX)
Tén thir nghiém Tiéu chuin co sé Loat 0110 | Loat 0210 | Loat 0310
Nhén dang H. influenza type b H. influenza type b
Sau khi lic, vacxin c6 mau | Dat yéu cAu
trang hoi dyc. D¢ ling sau
i . 1 gio, vicxin phai tach lam
Tinh chat vat ly _
hai l6p, trong do 16p nhom
phai tia bong min, khong
von cuc.
Khong thdy ndm va vi
Vo khuin khuén phat trién sau 14 Dat yéu cau
ngay theo doi.
pH 6,0-7,5 6,346 6,362 6,369
Ham lugng Thimerosal (%) <0,012 0,0091 0,0099 0,0100
Ham lugng PRP (ug/0,5 ml) 8-12 9,04 9,70 9,13
Ham lugng nhom (pg/ml) <1250 346,05 290,32 311,72
An toan chung trén chudt lang Chuot khée manh, ting o
- . . bat yéu cau
An toan chung trén chudt nht | trong binh thudng
Chét gy sot Tong T° tang cta 3 tho 0,1°C 0,8°C 0,2°C
<1,3°C. Nhiét do ting cia | -Datyéu |-Datyéu |- Datyéu
ting tho <0,6°C cau cau cau

Theo Béang 4.7, tit ca 3 loat thanh pham vécxin Hib cong hop dang dung
dich, hap phu nhém (ALHIBVAX) déu dat dugc cac tiéu chuan co s¢ vé chat

lugng san pham. Cac mau vacxin cta cac loat sdn xuat nay sé duoc tiép tuc gui
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di kiém tra chat luong san pham tai Vién Kiém dinh qudc gia Vécxin va Sinh

pham y té.

Bang 4.8. Két qua kiém tra chat lwong vicxin thanh pham tai co sé ciia
cac loat san xuat thir nghiém vacxin Hib cong hop dang dong kho
(LYOHIBVAX)

Tén thir nghiém Tiéu chuén co s& Loat 0409 | Loat 0509 | Loat 0609
Nhén dang H. influenza type b H. influenza type b

Vién x6p mau trang, khi hoa

tan bang nudc hdi chinh tao
Tinh chét vat ly thanh dung dich trong subt, Khong tao vién, xep, dinh day lo

khong von cuc hoac khong

¢6 chét la kho tan.

Khong thiy ndm va vi
Vo6 khudn khuan phat trién sau 14 Pat yéu cau

ngay theo doi.
pH 6,0-7,5 7,34 7,24 7,35
Ham lugng Thimerosal (%) <0,012 0,0050 0,0052 0,0060
Ham lugng PRP (ug/0,5 ml) 8-12 12 10 10,5
An toan chung trén chudt lang | Chygt khée manh, ting .

: o Dat yéu cau

An toan chung trén chudt nhat | trong binh thuong

Tong T° tang ctia 3 tho < 0,5°C 0,6°C 0,4°C

[0] A A L~ 5 A A A

Chét gay sbt 1,3°C. Nhiét d¢ tang cua - Pat yéu - Pat yéu - PBat yéu

ting tho < 0,6°C cau cau cau
D¢ 4m ton du <3% 6,67% 7,22% 6,54%
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Theo Béng 4.8, tat ca 3 loat thanh pham vacxin Hib cong hop dang dong
kho (LYOHIBVAX) déu khong dat dugc cac tiéu chuin co so vé tinh chat vat
1y va 6 am ton du. Do vdy, cac loat vacxin ndy khong duogc gui di kiém tra
chét luong san pham tai Vién Kiém dinh qudc gia Vacxin va Sinh pham y té.
Nhém nghién ctru can tiép tuc nghién ctru dé hoan thién san pham vicxin dang

dong kho nay.
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CHUONG 5
XAY DUNG QUY TRINH KIEM TRA CHAT LUQNG

VA TIEU CHUAN CO SO CHO VAC XIN HIB CONG HOP

T6 Chirc Y Té Thé Gidi (TCYTTG) c6 cac qui dinh riéng cho timg loai
vécxin vé cac tiéu chuan tdi thiéu trong san xuit va kiém tra chit luong. Tuy
nhién do mdi san pham c6 mot dic diém riéng trong qua trinh san xuét ciing
nhu trong thanh phan cia vacxin thanh pham, do vdy mdi nha san xuat déu
phai xay dung nhiing yéu cau va tiéu chuan riéng cho san pham ctia minh dya
vao cac khuyén cdo chung ¢ 6 tinh nguy én tac cia TCYTTG [33], [60]. Quy
trinh kiém tra chat luong san pham s& duoc tién hanh trong qua trinh san xuét
va cho thanh pham cubi cung. Theo khuyén céo ctia TCYTTG thi viéc kiém
tra chat lwong vacxin Hib cong hop bao gdm cac budc chinh sau day (xem
thém phan 1.3.2 - Phuong phap kiém tra chét lugng vacxin Hib cong hop):

- Kiém tra chét luong polysaccharide;

- Kiém tra chat luong protein tai;

- Kiém tra chat luong ban thanh pham cong hop;

- Kiém tra chat luong ban thanh pham cubi cung;

- Kiém tra chat luong vacxin thanh pham va;

- Xay dung tiéu chuan co so cho vacxin thanh pham.

Trong phan nay, chu yéu trinh bay cac phuong phap kiém tra chit luong
vacxin Hib cong hop thanh pham (dang dong kho va dang 1ong hap phu nhém)
va xdy dung bang tiéu chuan co sé cho cac vacxin Hib cong hop nay. Céc
phuong phap kiém tra chit lugng san phdm do dang va ban thanh pham trong
qua trinh san xuat dugc trinh bay chi tiét tai Chuong 3: “Xay dung quy trinh
cong nghé san xudt vicxin Hib cong hop ¢ quy mo phong thi nghiém” va két

qua kiém tra chat luong vic xin thanh phdm san xuit & quy méd phong thi
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nghiém duogc trinh bay tai Chuong 4: “San xuat thir nghiém vacxin Hib cong

hop & quy mo6 phong thi nghiém”.

5.1. CAC PHUONG PHAP KIEM TRA SINH HQC
5.1.1. Phwong phap kiém tra vé khuin

5.1.1.1. Muc dich
- Kiém tra v6 khuan nham phat hién su nhiém tap khuan hodc ndm br;“lng

phuong phap cy truc tiép.

5.1.1.2. Nguyén vit ligu va trang thiét bi
Dung cu
- Ta ciy vo tring.
- Ti &m.
- Ta mat.
- Pipet 2ml vo trung.
- Pipet aid.
- Pén con.
- Con70°,
- Bong vé trung, panh.
Mau thi
- Bén thanh pham, ban thanh pham cudi cing va vacxin Hib cong hop
thanh pham:
+ Ban thanh pham va ban thanh pham cudi cing: 10ml / 1 loat
+ Vicxin thanh pham: 40 lo
Moi truong
- Loai moi truong:
+ Moi truong Thioglycolate.

+ Moi truong Soybean (Soybean Casein Digest).
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+ Thé tich méi trudng: 20ml/ dng.
- 86 lwong dng méi truong:

e Ban thanh phdm va ban thanh phdm cudi cing:
+ MBoi truong Thioglycolate: 05 6ng/1 loat mau thir.

+ Moi truong Soybean: 05 6ng/1 loat mau thir.

e Vicxin thanh pham:
+ MB0i truong Thioglycolate: 30 6ng/1 loat mau thir.

+ Moi truong Soybean: 10 6ng/1 loat mau thir.

5.1.1.3. Céc budc tién hanh
Thé tich ciy
- Ban thanh pham va Ban thanh pham cudi cing: Iml mau tha/1 ong moi
truong.
- Vicxin thanh pham: Toan bo thé tich déng trong lo.
Cic budc tién hanh
- Dung pipet 2ml dé ldy sinh pham tir trong mdi chai (hodc 19), ciy truc
tiép vao mdi trudng bang cach dua sdu dau pipet téi day 6ng. Phoi hop
dong tac bom sinh pham va di chuyén pipet tir ddy dng mdi truong 1én
trén mat 6ng moi truong theo mot dudng thang.
- Sau khi cay khir tring miéng 6ng moi truong can than trén dén con va
day kin bang nat bong vo trung.
- Pbi véi vacxin dong kho, phai hdi chinh bang nude hoi chinh.
- Cac thao tac ctr lap di lap lai nhu vay cho dén hét sb chai (hoic 1o) mau
thir.
Nhiét dp nuéi ciy
- Sau khi céc thao tac trong phong vo trung duogc tién hanh xong, cac éng

moi trudong s€ dugce x€p vao 2 gid va gilr & hai nhi¢t do khac nhau.
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* BTP va BTP cudi ciing:

- Moi truong Thioglycolate:

- Moi truong Soybean:

* Vdcxin thanh pham:

- Moi truong Thioglycolate:

- Moi truong Soybean:
Thoi gian nudi cdy:

Theo doi sau thur nghiém

325+ 25°C.
225+ 25°C.

2/3 sb bng méi truong: 32,5 + 2,5°C.
1/3 s6 éng moi truomg: 22,5 + 2,5°C.
22,5+ 25°C.

14 ngay

- Ca hai loai méi truomg déu duoc theo doi hang ngay va ghi két qua theo

ddi vao phiéu theo di thir nghiém v6 khuan vao cac ngay 1, 3, 5, 7, 10

va 14.
5.1.1.4. Kétqud

Cich doc két qua

- Khong cé sy phat trién ctia vi khuan va nam: ca 2 loai méi truong déu

trong, khong bi van duc. Lop chi thi mau phia trén 6ng ~ moi truong

Thioglycolate khong bi mat mau.

- Co su phat trién caa vi khuan va nam: ca 2 loai méi truong déu bi van

duc. Lop chi thi mau phia trén 6ng méi truong ~ Thioglycolate bi mat

mau.

Gia tri cua thir nghiém

- Loat mdi truong st dung dé kiém tra vo khuan dat yéu cau vé thu

nghiém kiém tra chat lwong méi truong khi kiém tra bang thir nghiém

“tang sinh”.

Tiéu chuan chap thudn

- Khéng c6 su phat trién cta vi khuin va nim sau 14 ngay theo doi.
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Thir nghigm nhdc lgi

- Diéu kiéen nhac lai

Khi khong dat tiéu chuan. (muc 4.2 va 4.3).

Neéu c6 ong moi truong nudi cdy bi nhi€ém khuan: phai tién hanh phan lap

va dinh danh vi sinh vat.

- Thir nghiém nhdc lai lan 1

Thuc hién véi s6 lwong mau va 6ng moi trudng bang lan thir dau.

Thir nghiém dat yéu cau khi dat muc 4.2 va 4.3.

Néu co sy phat trién cua vi sinh vat trong bat ky dng moi truong nudi
cdy ndo: phai phan lap va dinh danh vi sinh vat.

So sanh két qua voi 1an thir dau: néu khong c6 su khéac biét, san pham
bi coi 1a khong dat vo khudn va phai huy bo. Néu co su khac biét, phai

tién hanh thtr nghiém nhac lai 1an 2.

- Thir nghiém nhdc lai lan 2:

Thuc hién vé6i sb luong mau va dng moi truong gap doi lan thir dau.
Thir nghiém dat yéu cau khi dat muc 4.2 va 4.3.

Néu phat hién du chi 1 dng méi truong khong ké bét ky loai vi khuan
tap nhiém, loat san pham d6 duoc két luan 1a khong dat yéu cau vé tiéu

chuan vo khuan, phai huy bo.

5.1.2. Phwong phap kiém tra an toan chung
5.1.2.1. Muc dich

- Ap dung dé kiém tra an toan chung cho viacxin Hib cong hop.

5.1.2.2. Nguyén vit li¢u va trang thiét b

Dung cu

Can dong vat.

May tron.
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Bom tiém nhya loai 1 ml, 5 ml.

Tube Falcon 50ml.

Hop dung da.

- Bong, con, ging tay, panh.
Vit liéu

- Vicxin dong 1ml/lo: 20 lo

Dong vat thi nghiém

- Chuot lang

= Trong lugng: 250 - 350 g.

= S6 lugng: 2 chudt / 1 loat mau thir.
- Chudt nhat trang

» Gidng chudt Swiss.
= Trong lugng: 17-229.

= SH luong: 5 chuot/ 1 loat mau thur.
5.1.2.3. Cidc bwéc tién hanh

Chudn bi chugt trwée khi tiém
- Chudt trude khi tiém phai duoc theo ddi cach ly 2 ngay (ddi voi chudt
nhat) va 3 ngay (ddi voi chudt lang). Trong thoi gian cach ly chudt pha
duoc theo doi hang ngay vé tinh trang sirc khoé, trong luong va ghi vao

soO theo doi.

- Chon chuot
»  Chudt nhat 17 - 22g: 5 chu6t/1 mau thu.
»  Chuot lang 250 - 3509 : 2 chuét/1 miu thr.

Tiém chuot

- Chuét lang
= Licu tiém: 5 liéu tiém/1chugt.
* DPuodng ti€m: Phuic mac.
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- Chuét nhat
= Licu tiém: 1 lidu tiém/1chudt.
* Puong tiém: Phtic mac.
Theo doi chugt
- Thoi gian theo doi sac vat thi nghiém 1a 7 ngay.
- Hang ngay theo ddi tinh trang stc khoe va can trong luong cua tung

chuot.

5.1.2.4. Két qud
Tinh két qua
- Tinh % trong lugng tang cua tig chuot
% tang trong = ( P;/ Po) X 100%
Trong do: P;:  trong luong ngay thir 7.
Po:  trong lugng ngay tiém.

- Tinh % trong lugng tang trung binh cua ting nhom chuot.

Tiéu chudn chdp thuin
- Khéng c6 chudt nao bi chét trong thoi gian theo ddi.

- 100% song khoe manh, khéng c6 dau hiéu bénh 1y va ting can.

Thir nghigm nhdc lai
- Piéu kién phai nhac lai: thtr nghiém duoc nhic lai khi khong dat tiéu
chuan chap thuan (muc 4.2).
- Thir nghiém nhic lai lan 1: véi s6 lugng mau va chudt nhu lan thu
nghiém thr nhat. Tiéu chuan chap thuan (muc 4.2).
- Thtr nghiém nhéc lai 1an 2: néu thu nghi¢m nhéc lai 1an 1 khong dat yéu
cau, tién hanh thir nghiém nhéc lai 1an 2 véi sé lugng chudt va mau gap

d6i 1an thir nghiém thir nhat. Tiéu chudn chap thuan (muc 4.2).
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- Néu thtr nghiém nhic lai 1an 2 khong dat tiéu chuan chip thuan (muc
4.2), loat vicxin d6 bi huy bo vi khong dat yéu cau vé tiéu chuan an toan

chung.

5.1.3. Phwong phap kiém tra chit giy st

5.1.3.1. Nguyén ly
- Chét gy sot dugc xac dinh gian tiép qua thi nghiém do than nhiét cia

thd trude va sau khi tiém mau thir nghiém.

5.1.3.2. Nguyén vit li¢u va trang thiét bj
Dong vat thi nghiém
- Tho truéng thanh can ndng > 1,5 kg, khoé manh, khong co d4u hiéu
bénh 1y.
Str dung 03 thé/mau thir.
Méu thiv va méi truwong
- Vécxin Hib cdng hop: 10 lo.
Dung cu va trang thiét b
- Bom tiém nhya 3ml (dung 1 lan).
- Bong, con sat tring.

Gia cd dinh tho.

May do chét gay sot.

Can dong vat.

Noi cach thuy.

5.1.3.3. Cdc buéc tién hanh
Chudn bi dong vit thi nghiém va méu thir
* Cach ly tho:
- Thé dugc nhét cach ly 2 ngay trude khi thir nghiém & diéu kién nhiét do
20°C - 25°C, cho an udng diy du.
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* Chuan bi thé trudc thir nghiém:
- Thé duoc nhdt trong phong cach ly: khong cho dn, udng nuéc trong
vong 16 gid trude thir nghiém.
Chudn bi mdu thir
- Pha lodng mau thtr nghiém dé c6 1pg polysacharid/ml.
- MaAu thtr nghiém dugc lam 4m 1én trong ndi cach thuy & nhiét do 37°C.
Cic budc tién hanh
- Can trong lugng cua tirng tho.
- C6 dinh tho trong hop cb dinh.
- Gén céc dau sensor vao hau mon tho.
Theo doi nhiét do tho truoc tiém
- Theo ddi than nhiét tho bang may do chat gay sbt trude tiém 30 phut.
- Dung thé c6 than nhiét 6n dinh dé tién hanh thir nghiém.
- Khong dung thoé c6 than nhiét > 39,8°C.
Tiém tho
- Liéu tiém: 1ml mau thtr da pha lodng/1 kg trong lugng tho.
- Puong tiém: tinh mach vanh tai tho.
Theo doi nhiét do tho sau tiém
- Theo ddi than nhiét tho bang may do chét gay st sau tiém 180 phut.
- Két qua theo doi nhi€t do than nhiét tho trudc va sau tiém dugc may in
ra.
5.1.3.4. Két qud
Tinh két qua
- Nhiét d6 cao nhit (Tpa) cta tho thir nghiém sau khi tiém ghi nhén sau 3
lan do duogc coi 1a nhiét do toi da.
- Hiéu s6 giita nhiét d6 t6i da (Tma) va nhiét 4o ban dau (Base) duogc coi

1a phan Gmg cua tho vai chat gay sbt c6 trong vicxin thir nghiém.
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- Néu hiéu sb nay la 4m tinh (< 0) thi phan tng doc 1a 0°C.

- Tinh tong nhiét do ting cua 03 tho sau 3 gid theo ddi.

Tiéu chudn chép thudn

- Tbng nhiét do tang cta 03 tho sau 3 giod theo ddi phai < 1,3°C.

- Nhiét do ting cua ting tho phai < 0,6°C.

Thir nghigm nhdc lgi

- Piéu kién phai nhac lai thir nghiém:

» Tong nhiét d6 ting cia ca 3 thé < 1,4°C nhung nhiét d6 ting cua 1

trong 3 tho thir nghiém ting qua 0,6°C.

» Tong nhiét d6 ting cua ca 3 tho > 1,4°C nhung < 2,4°C .

- Thir nghiém nhac lai 1an tht nhat: duoc tién hanh trén 3 tho khac. Két

qua danh gia theo tiéu chuan trong bang.

- Thi nghiém nhéc lai 1an 2: duoc tién hanh trén 3 tho khac. Két qua danh

gia theo tiéu chuan trong bang.

Lan thi Tong sé tho Thur nghiém dat néu Thu nghiém khong dat

nghiém cong don tong glhiét do khong noéu tong nhiét do qua
qua ("C) (C)

1 3 1,4 2,4

2 6 3,0 4,1

3 9 4,9 4,9

5.1.4. Thir nghiém nhin dang

5.1.4.1. Muc dich

Mo ta phuong phap xac dinh cac khang nguyén dic hiéu c6 trong vicxin

Hib cong hop bang phuong phap khuyéch tan mién dich trén thach.

5.1.4.2. Nguyén vit ligu va trang thiét bi

Dung cu
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- Lam kinh thuy tinh

- Khuén db thach

- Khuon duc thach

- Pipet-aid

- Pipetman 1ml

- Pipetman 5-40ul

- Pau con Iml

- Dau con 200yl

- Pipet thuy tinh 10ml
- Hop giir 4m

- Chai thay tinh 250ml
- Cbc c6 mo loai 250ml
- Thanh tur

- May khudy tir

Hod chit
- Agarose
- Nudc mudi 0,15M
- Khang huyét thanh anti - PRP (B-132)
- Khang huyét thanh anti - tetanus (SAT)
- MaAu tht: vacxin Hib cong hop
5.1.4.3. Cdc budc tién hanh
Nguyén ly
- Duya trén nguyén ly ngung két khang nguyén - khang thé giita Hib
polysaccharide (PRP) v6i khang huyét thanh anti - PRP va giira giai doc
t6 udn van (TT) voi khang huyét thanh anti - TT,

122



Chudn bi thach trén lam kinh

Pha dung dich agarose 1%:

Can lg agarose, d6 vao cdc co chira 50ml NaCl 0,15M, khudy déu trén
may khuay tir nhiét.

D6 thach 1én lam kinh thuy tinh theo khuon.

Doi 10 phut cho thach ngudi.

Puc céc 10 trén thach.

Tién hanh

1.4.4.

5.2.

5.2.1.

16ng

Nho cac chat chuan va mau vao cac giéng trén phién thach.

Céc chuan anti - PRP va anti - TT: mdi giéng nho 5Spl.

Cac giéng ctia PRP, TT va cac mau thir: mdi giéng nhé 10pl.

Két qua

Hib polysacharid (PRP) sau khi cong hop voi giai doc tb uén van (TT)
s& ngung két dic hiéu véi cac khang huyét thanh c6 chira anti - PRP va
khang huyét thanh anti - TT.

Két qua duoc coi la duong tinh khi ¢6 cac vach ngung két trén thach:

+ Vach ngung két gitra Hib polysacharid (PRP) va anti - PRP.

+ Vach ngung két gitra giai doc t6 udn van (TT) va anti - TT.

CAC PHUONG PHAP KIEM TRA HOA LY

Pinh lwgng polysaccharide (PRP) trong vicxin Hib cong hop dang

5.2.1.1. Nguyén ly

Pinh luong polysaccharide trong vacxin Hib cong hop bang cach xéac

dinh nhom ribose theo phuong phap BIAL.
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5.2.1.2. Nguyén vt ligu va trang thiét bi
Dung cu

- Ong ly tim Eppendorf loai 2ml.

- Pipetman 1ml, dau con Iml.

- Pipet thuy tinh 10ml.

- Pipet-aid.

- Cong do..

- Binh tam giac 50ml.

- Ong nghiém thuy tinh ¢ = 10mm.

- Pong hd bam gio.

Trang thiét bi
- May do quang pho.
- May tron.
- Beé unhiét.
Héa chat
- D(+) ribose.
- FeCl3.6H,0 .
- Orcinol.
- Dung dich HCI dac.
- Dung dich con tuyét doi.
- Nudc pha tiém (WFI).
- Mau thir: vacxin Hib cong hop thanh pham dang long.
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5.2.1.3. Cdc budc tién hanh

Chudn bi mdu thir
- Liac k¥ cac dng mau thur.
- Hat 800ul mau thir 1an luot cho vao mdi tuyp da danh sd trude , day
nép, lic déu.
Pha cdc dung dich chuin
Pha dung dich ribose chudan 50ug/ml

HGt 0,15ml dung dich ribose chuan 1mg/ml cho vao dng nghiém thiy
tinh.

- Thém 2,85ml WFI vao 6ng nghiém, lic k¥ bang may tron.
Pha dung dich orcinol 10%
Can 200mg orcinol cho vao éng ly tam eppendorf.
Thém 2ml con tuyét ddi, day nap, lac déu bang may tron.
Pha dung dich FeCl3.6H,0 10%
Can 100 mg FeCl;.6H,0 cho vao 6ng nghiém thiy tinh.
Thém 1 ml HCI dam dic vao éng nghiém, lic k¥ cho tan.
Pha dung dich phan ung
- Huat 10ml HCI dam dac cho vao mét binh tam giéac.
- Thém 0,05ml dung dich FeCl3.6H,0 10% cho vao binh, lic déu.
- Thém Iml dung dich orinol 10% cho vao binh, lic déu.
Cich tién hanh
- Huat 50ul - 100ul - 200ul - 400ul - 600ul - 800ul dung dich ribose

chuan 50mg/ml vao thr ty cac éng nghiémsd 1-2-3-4-5 -6, day

nap.
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- Thém lan lugt 750ul - 700l - 600ul - 400l - 200pl WFI vao cé4c dng
nghiém s6 1- 2 - 3 - 4 - 5, day nap, lic déu.

- Thém 800ul WFI vao 6ng nghiém sd 7, day nép.

- Thém 800ul dung dich phan tmg lan luot vao céc éng nghiém sb 1- 2- 3
4-5-6-7-8 -9, diy nap, tron déu.

- Po trén may quang phd budc & song 670nm. Chinh may vé 0 bang
WEFI.

Dung dwong chudn
- Dung duong chuan dwa vao d6 hap thu quang hoc (OD) ctiia dung dich
chuan ¢ cac nong do khac nhau.
- Xt 1y s6 liéu theo chuong trinh vé& d6 thi Excel, xdy dung duoc phuong
trinh hoi quy tuyén tinh thuc nghiém (phuong trinh duong chuan y = ax
+ b). Dya theo phuong trinh tinh ra ham lugng ribose trong mau thir.
5.2.1.4. Két qua
Két qua
- Cong thuc :
Y=yx3xn
Trong @6: Y:  Ham luong PRP c6 trong mau thir (ug/ml).
3: Do khdi lugng phan tir ribose chiém 1/3 phéan tir PRP

n: Do pha lodng ctia mau thir

y= ax+b

y: Ham luong ribose tinh duoc trén dudng chuan (1Q).

X: Do hap thu quang do duoc twong Gng véi timg ham luong

ribose chuan.

a, b: Hé s6 cua phuong trinh dudng chuan.
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Tiéu chudn chdp thuin
- Ham luong PRP trong vicxin Hib cong hop dang long phai nim trong
khoang 8 — 12ug/0,5 ml.

5.2.2. Pinh lwong polysaccharide (PRP) trong vicxin Hib coéng hop dang

dong kho

5.2.2.1. Nguyén ly

- Pinh luong polysaccharide trong vicxin Hib cong hop bang cach xac dinh
nhom ribose theo phuong phap BIAL.

5.2.2.2. Xir Iy méu thir

- Mau thtr phai dugc xtt 1y loai sucrose trudce khi tién hanh dinh luong.

- Str dung phuong phap tham tich d6i dém bang ly tm véi cot siéu loc 10kD
dé rira va loai bo hoan toan sucrose trong vacxin, sau d6 thay thé bang dung
dich dém moi 1a nude pha tiém hoac dém Tris.

- Xéc dinh hé s thu hdi ctia PRP trudc va sau khi tham tich bang dung dich
PRP chuan d3 biét rd ham lugng va tién hanh theo cling mot phuwong phép.
Trong két qua tinh toan cudi cung dé xac dinh ham lugng ciia PRP trong
véacxin Hib cong hop dang dong khd, gid tri dinh luong ctia PRP trong san
pham sau tham tich phai dugc chia cho hé s6 thu hoi nay.

5.2.2.3. Cdc budc tién hanh

Tuong ty nhu phan 5.2.1 - Pinh lugng PRP trong vacxin Hib cong hop dang

dung dich.

Tiéu chudn chdp thuin

- Ham luong PRP trong vicxin Hib cong hop dang dong kho phai ndm trong
khoang 8 - 12ug/0,5 ml.
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5.2.3. Xac dinh pH trong vicxin Hib cong hop
5.2.3.1. Nguyén ly

- pH cua vécxin dugc xac dinh bang may do pH véi dién cuc thuy tinh

5.2.3.2. Nguyén vit ligu va trang thiét bj
Dung cu
- Cdc c6 mé loai 50ml

- Giay lau

Trang thiét bi
- May do pH

Héa chit
- Dung dich pH chuan 7,00
- Dung dich pH chuan 4,01
- Nudc cét pha tiém

- Mau thtr: 20 lo vicxin Hib cong hop

5.2.3.3. Cic buéc tién hanh
Chudn bi mdu
- Lic ky cac lo vécxin, tron vao 6ng Falcon 50ml di danh dau tén loat
vacxin, lac déu.

- D01 voi vacxin dong kho, phai hoi chinh nude trude khi do.

Tién hanh do
- Chuan lai pH cia may do bang cac dung dich pH chuan
- Nhung dién cuc vao cac coc dung dung dich mau thir. Poc cac théng sb
vé pH hién 1én trén may do.
- Trudc mdi lan chuyén dién cyc sang mot dung dich moi, phai ria ki

dién cuc bang nudc cat pha tiém va lau kho.
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5.2.3.4. Két qud

Tiéu chudn chap thudn

- pH cua vicxin Hib cong hop phai nam trong khoang 6,0 - 7,5.

5.2.4. Pinh lrong thimerosal trong vicxin Hib cong hop
5.2.4.1. Nguyén ly
- Dua trén co so thimerosal phan tng voi dithizon tao thanh hop chét co
cuc dai hép thu & budc séng 480nm. Pinh luong thimerosal bé“mg cach

do do hap phu chat tao thanh & budc song nay.

5.2.4.2. Nguyén vit ligu va trang thiét bi
Dung cu
- Binh dinh mirc 100ml.
- Chia mau ty dong.
- Cbc c6 mo loai 100ml.
- Cbc c6 mo loai 500ml.
- Binh gan loai 100ml.
- Ong dong loai 500ml.
- Buret thuy tinh 50ml.
- Cong do.
- May hat chan khéng.
- Ging tay, khau trang.

Héa chit
- Dung dich thimerosal chuan 1%.
- Dung dich dithizon 0,02%.
- Cacbhon tetraclorid.
- Amomiac dam dac 32%.
- Dung dich acid sulfuric 10%.
- WHFI.
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Trang thiét bi
- May do quang
- May ly tam
- May lac

5.2.4.3. Cdc buéc tién hanh

Miiu thir
Lic ky cac lo vacxin, tron vao éng Falcon di danh diu tén loat vicxin, lic
déu.
Pha dung dich dithizon 0,002%
Hut 10ml dung dich dithizon 0,02% vao binh dinh muc loai 100ml,

thém carbontetraclorid vira du to1 vach.

Pha dung dich amoniac 60% (9N)
- Rot 180ml nudc amoniac dam dac vao 6ng dong loai 500ml, thém WFI
vira ¢t 300ml, khudy déu.
Tién hanh
- Hut 0,5ml dung dich thimerosal chuan 50ug/ml, 100ug/ml, 150ug/ml
1an lugt vao mdi 2 binhnén4 -5,6-7,8-9.
- Hat 0,5ml mau thir vao mdi binh nén 2 - 3.
- Thém WFI vira di Sml vao mdi binh nén tir 1 dén 9, ldc déu.
- Thém 5ml dung dich acid sulfuric 10% vao mdi binh nén tir 1 dén 9, lac
déu.
- Dung buret thém 10ml dung dich dithizon 0,002% vao mdi binh noén tir
1 dén 9.
- Pay nip, lac manh trong 2 phit. Dé yén cho tach thanh 2 16p, hat bo 16p

nudc nol.
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Thém 10ml WFI vao mdi binh, lic manh. D¢ yén cho tach thanh 2 16p,
hat bo 16p nude ndi.

Thém 10ml dung dich amoniac 60% vao mdi binh, lic manh. Pé yén
cho tach thanh 2 16p, hat bé 16p nude ndi.

Lam buéc nay 3 lan.

Maiu ctia cacbon tetraclorid chuyén tir xanh 14 cAy sang mau vang cam.
Thém 10ml WFI vao mdi binh, lic manh. Dé yén cho tach thanh 2 16p,
hut bo 16p nude noi.

Chuyén sang binh gan, gan 14y 16p cacbon tetraclorid.

Loc qua giy loc, do quang phd budc song 480nm.

Dung dwong chudn

Can cu vao do hép thu cua dung dich thimerosal chuin va ham luong
thimerosal twong tmg dé dung phuong trinh duong chuan. Xu 1y s6 liéu
theo chuong trinh v& do thi trong Excel ctia may tinh, xay dung duoc
phuong trinh hdi quy tuyén tinh thyc nghiém (phuong trinh dudng
chuan) y = ax + b. Dua theo phuong trinh tinh ra ham luong thimerosal

co trong mau vacxin.

5.2.4.4. Két qud
Tinh két qud
Cong thire: Y =vy. 100/1000000 = y. 0,0001

Trong d6:  Y: Ham lugng thimerosal c¢6 trong mau vacxin (g%).
y=ax+b

y: Ham lugng thimerosal (ug/ml).

x: Do hip thy quang do duoc twong tmg véi timg ham luong thimerosal.

a, b: Hé so ciia phuong trinh duong chuan.

100: Bdi ra g%.

1000000: Hé sb qui doi tir pug ra g.
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Tiéu chuan chap thudn

- Ham lugng thimerosal c6 trong vicxin Hib cong hop < 0,012%.

5.2.5. Pinh hrogng nhém trong vicxin Hib cong hop
5.2.5.1. Nguyén ly
- Ham luong nhom cé trong vacxin duoc x4c dinh bang cach do mau cua

hop chét tao ra tir phan Gmg cta ion AI** voi thude thir Stilbazo.

5.2.5.2. Nguyén vit ligu va trang thiét bi
Dung cu
- Binh non loai 100ml.
- Ong nghiém thay tinh ¢ = 18mm.
- Pipetman 1ml, pipet aid, pipet thiy tinh 5 ml.
- Chia miu ty dong
- Cbc c¢6 mé loai 100ml, 500ml.
- Binh dinh murc 25ml, 250ml.
- Cong do.
Trang thiét bi
- May do quang phd
Héa chit
Dung dich nhém chuan 0,1%
Dung dich Stilbazo

Dung dich dém acetat

Acid nitric dam dac

Nudc cét pha tiém (WFI)

5.2.5.3. Céc budc tién hanh
Pha dung dich nhom chudn 2ug/ml
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- Dung pipet thuy tinh Iml hat 0,5ml dung dich nhém chuan 0,1% vao

trong binh dinh muc 250ml, thém WFI vira du téi vach, lic déu.

Pha loding méu thi

Mau thir duoc pha lodng 25 va 50 1an trude khi tién hanh thir nghiém.

Tién hanh

Hat 2ml — 2ml — 3ml — 4ml — 5ml dung dich nhém chuan 2pg/ml vao
1an lugt cac binh non ky hiéu s6 4 -5 -6 —7 — 8.

Hut Iml mau thir pha lodng 25 1an, 50 1an vao cac binh nén ky hiéu sd
2-3.

Thém WFI vira du Sml vao cac binh non ky hi¢u tur 1 dén 8, lac déu.
Thém 10ml dung dich acetat buffer vao mdi binh nén tir 1 dén 8, lic
déu.

Thém 5ml dung dich Stilbaso vao mdi binh noén tir 1 dén 8, lic déu.
Thém Sml WFI vao mdi binh nén tir 1 dén 8, ldc déu.

Gilt & nhiét do phong trong 20 pht.

Do quang phd & budc séong 510 nm.

Dung dwong chudn

Can ctr vao d6 hap thu cia dung dich nhom chlorid chuan va ham luong

nhom chlorid tuong tng dé dung duong chuan. Xu 1y so liéu theo chuong

trinh v& d6 thi trong Excel ciia may tinh, xdy dung duoc phuong trinh hoi

quy tuyén tinh thuc nghiém (phuong trinh duong chuan) y=ax+ b. Dua

theo phuong trinh tinh ra ham lwong nhém trong mau vacxin.

5.2.5.4. Két qua
Tinh két qua

Cong thirc: Y = (y25.25/1 + y50.50/1)/2

Trong do:
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Y: Ham lugng nhom c6 trong mau vécxin (pg/ml).
y=ax+hb

y: Ham lugng nhom (ug).

Vos5: Ham lwong nhom ctia mau thir pha lodng 25 lan.

Vso: Ham lwong nhom ctia mau thir pha lodng 50 lan.

x: Do hip phu quang tuong Gmg véi cac ham luong nhom.

a, b: Hé s6 ctia phuong trinh duong chuan.

25, 50: P9 pha lodng ctia mau thir.

1: Thé tich mau thir (ml).

Tiéu chuan chap thudn

- Ham lugng nhom c6 trong vacxin Hib cong hop < 1250 pg/ml.

5.2.6. Xdc dinh d9 4m tdn du trong vicxin Hib cong hop dang dong kho
5.2.6.1. Nguyén ly
Duya trén phan ung toan luong cua nudc véi luu huynh dioxyd va iod

trong dung méi khan chira mét chat bazo hiru co thich hop.

5.2.6.2. Nguyén vit li¢u va trang thiét b
Dung cu
- Ong nghiém 15x15mm.
- Cdc c6 m6 50ml.
- Thiacan.
Héa chat
- Sodium L-.tactrate dihydrate (tinh khiét >99%).
- Thudc thir Karl Fischer.
Bao gom: 1. Titrant 5.

2. Solvent.
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Trang thiét bi

Can phan tich
May chuan d¢ dién thé

5.2.6.3. Cidc bwéc tién hanh

Xdc dinh dwong lwong ciia thudc thiv

Do duong lugng cua thudc thir Karl Fischer d& bi thay d6i theo thoi
gian nén trudc khi dung phai xac dinh lai va phai dat ti thiéu 3,5mg

nuéce cho 1ml thude thir.

Dan hoa chat vao may theo duong dan timng loai cho Solvent, Titrant 5.
Bom dung méi, thudc thir cii ra khoi dudng 6ng dan vao chai dung chat
thai.

Hut (Purging) vai 1an dé tron déu thude thur.

Bom dung mdi (Solvent) vao khoang 1/3 cbc chuan do.

Chuén bi cdc va 6ng nghi¢m dé can natri tactrat (natri tactrat da duoc
loai hét am bang cach siy kho & 60°C trong 1 gid). Can chinh xéc
khoang 0,13g natri tactrat vao dng nghiém dyng ding trong cbc. Sau
khi d6 hét natri tactrat vao coc chuan d9, dat 6ng nghiém trd lai can, ghi

lai sO g hién trén man hinh can (gia tri am).

Tinh dwong luong cua thudc thir (F) theo cong thirc sau:

21802 M _ 015664
230,08 V Y

Trong do: F: Puong luong cta thude thir (mg/ml)

18,02: Khéi lwong phan tir ciia nudc trong phan tir
natri tactrat

230,08: Khéi luong cua phan tir natri tactrat

V. Thé tich thudc tht st dung dé chuan do natri
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tactrat (ml)
M: Khéi luong natri tactrat (mg)
- Tién hanh xac dinh duvong luong cua thudc thir 2 1an, 1y két qua trung binh
(F).
Tién hanh dinh lwong

- Chuan bi can mau: Tuy theo timg ché pham dong kho, lay khoang 3-4 lo
vacxin bo nat nhdém, dem can, trude khi nhic ra bAm Tare trén can. Mo
timg lo vacxin, ldy thia can nho cho vao lo lam vun banh dong kho, nhanh
chong d6 vao cdc chuan d6 qua dudng cho mau, lam 1an luot timg lo dén

hét. it lai can lo va nut cao su, ghi lai khéi lwong can (gia tri am).

- Tién hanh dinh luong mau tht 2 14n, tinh gia tri trung binh.

5.2.7. Kétqua

Tinh két qud
- Cong thuc:
x =F 100
m
Trong dé: X:  Ham lugng nudce c6 trong mau thir (% kl/k1)
V:  Thé tich thudc thir str dung dé chuan d6 mau thir (ml)
F: DPuong luong trung binh cua thudc thir (mg/ml)
m:  Luogng mau thtr khi can (mg)

100: Chuyén sang %

X+ X,
2

Va X =

Trong dé: X : Ham lugng nudc trung binh c¢6 trong mau thir (% kl/kl)
X,: Ham luong nudc co trong mau thir 1am 1an tht nhat (%

KI/K])
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X,: Ham lugng nudc c6 trong miu thir 1am lan tha hai (%
KI/KI)

Tiéu chudn chap thudn

- P06 am tdn du trong vacxin Hib cong hop dong kho < 3%.

5.2.7. Kiém tra tinh chét vét 1y vicxin Hib cfng hop
5.2.7.1. Nguyén ly
Quan sat vacxin Hib cong hop bang mat thuong dudi 4nh sang dén.
5.2.7.2. Nguyén vit ligu va trang thiét bi
Dung cu
- Bom tiém 3ml

- Dung cu m¢ nap lo vacxin

Hod chit

- Mau vacxin Hib cong hop

5.2.7.3. Cdc buéc tién hanh

- Dang dung dich: B6c nhan tung lo vacxin, lau sach lo, quan sat b'flng mét
dudi anh sang dén tuyp.

- Dang dong kho: Kiém tra dang dong kho trong lo. Hoi chinh bang nuéc hoi
chinh, kiém tra thoi gian hoa tan hoan toan, sau d6 quan sat lo vécxin nhu

dang dung dich.
- Ghi chép két qua quan sat duoc.

5.2.7.4. Kétqud
Két qua

- Ghi chép lai cac két qua quan sat duoc.

Tiéu chuan chap thudn
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- Dang dung dich: Sau khi lac, vicxin c6 mau trang hoi duc. Pé lang sau 1
gid, vicxin phai tach 1am hai 16p, trong d6 16p nhom phai tia béng min,

khong von cuc.

- Dang dong khé: Viacxin Hib cong hop dong kho cd dang vién x6p mau
trang, khi hoa tan bang nudc hoi chinh tao thanh dung dich trong sudt,

khong mau, khong cé chét la kho tan.

5.3. XAY DUNG TIEU CHUAN CO SO CHO VACXIN HIB CONG

HOQP

Tir tiéu chuan chip thuan cua ting thir nghiém kiém tra chat luong
vacxin Hib cong hop, bang tiéu chuan co sé cho vacxin Hib cong hop dang
long s& st dung dé 1am tiéu chuan cho vicxin xuat xuong sau nay da duoc xay
dung. Cin ctr dé dua ra cac tiéu chuan ndy déu dugc dua trén cac khuyén cao
cia TCYTTG [58] va theo Dugc dién chau Au [19]. CAc tiéu chuan co sd cho
vacxin Hib cong hop dang 1ong duoc trinh bay trong Bang 5.1.
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BANG 5.1. TIEU CHUAN CO SO CHO VACXIN HIB CONG HQP

(Dang long)

STT Tén thir nghiém Tiéu chuén chéip thuin Tai liéu tham khao
1 Nhén dang H. influenza type b TCYTTG, EP
Sau khi lic, vicxin ¢6 mau tring hoi
. X, A1y duc. Pé lang sau 1 gid, vacxin phai tich
2| Tinh chat vatly lam hai 16p, trong d6 16p nhom phai tua
bong min, khong von cuc.
3 | Vo khuin Khrong. Phat hién tha\y nam va vi khuan | TCYTTG, EP
phat trién sau 14 ngay theo doi.
4 | pH 6,0-75
5 | Ham lugng Thimerosal (%) <0,012 TCYTTG, EP
6 | Ham lugng PRP (ng/0,5 ml) 8-12 TCYTTG
7 | Ham lugng nhom (pg/ml) <1250 TCYTTG, EP
8 | An toan chung trén chudt lang Chuot khée manh, tang trong binh
- thure TCYTTG
9 | An toan chung trén chudt nhat uong
A - 5 5 0
10 | Chét gay sét Tong T" tang cua 3 tho < 1,3°C TCYTTG, EP

Nhiét do ting cua timg tho < 0,6°C
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CHUONG 6

PANH GIA TINH AN TOAN VA HIEU LUC VAC XIN
TREN PONG VAT THi NGHIEM

Pong vat dugc sir dung trong nhiéu giai doan cua qué trinh danh gia va
phat trién vacxin. Trude tién, mé hinh dong vt cho nha nghién ciru cac thong
tin vé mac do an toan va tao dap ung mién dich cua vacxin dy tuyén. Khi cac
dir liéu nay dap ung yéu cdu cia nha nghién ctu, vacxin dy tuyén s& duoc
danh gia tiép tuc trén nguoi tinh nguyén. Poi v6i vacxin Hib, theo hudng dan
ctia TCYTTG vé thtr nghiém cong hiéu hién chua c6 tiéu chuén cho thu
nghiém sinh hoc dé danh gia coéng hiéu cua vicxin Hib cong hop . Cac thu
nghiém giy mién dich trén dong vat duoc st dung chu yéu & cac budc phat
trién vacxin dé danh gia kha ning tao dap tng tri nhé phu thudc té bao T cia
vacxin trén dong vat. Cac vacxin c6 dugce dap tmg mién dich tét trén dong vat
s& duoc tiép tuc nghién ctru va phat trién va sé 1a cac vacxin dy tuyén dé st
dung cho nguoi. Nhiéu mo hinh danh gia dap tng mién dich ddi véi vacxin
Hib cong hop trén dong vat da duoc cac tac gia tién hanh va cho két qua tot
nhu mo hinh trén chudt nhat trang [12], [30], [40], trén chudt lang [43], trén
tho [30]. Trong nghién ctru ndy chung toi lira chon mé hinh dong vét dé danh
gia tinh sinh mién dich 1a cac gidng chudt nhét trang khac nhau. Lua chon loai
chuot cho dap tng mién dich tét nhat voi vacxin Hib cong hop 1a viéc 1am can
thiét vi day s& 1a md hinh gilp cho nha nghién ciru Iya chon dugc dang cong
hop vacxin Hib t6t nhat trong qua trinh nghién ctru phat trién ciing nhu dé
danh gia chat luong cua vicxin san xuit sau ndy. Cac san pham duoc danh gia
tinh an toan va dap tmg mién dich trong qua trinh nghién ctru va phat trién

vécxin Hib cong hop bao gdm cac dang ban thanh pham vécxin trong quéa trinh
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nghién ciru xdy dung quy trinh san xuét nhu cic san pham sau cong hop su
dung cac polysaccharide cua cac chung Hib khac nhau, tién hanh theo céc
phuong phap cong hop khac nhau, ¢d thanh phan pha vacxin khac nhau va cac
vicxin thanh pham duogc san xuat & quy mo phong thi nghiém duéi cac dang
khac nhau. C4c san pham nay déu dugc danh gia so sanh vé dap tmg mién dich
v6i cac nhom ching tiém nudec mudi sinh 1y, tiém polysaccharide cua Hib
(PRP) don thuan, khong cong hop va tiém v6i mot vicxin Hib cong hop da
dugc thuong mai hoa (Act-Hib cua Sanofi-Pasteur, Phap).

6.1. CAC PHUONG PHAP PANH GIA TiNH AN TOAN VA PAP UNG
MIEN DICH CUA VACXIN TREN PONG VAT THi NGHIEM

6.1.1. Cac phwong phap danh gia tinh an toan ciia vicxin trén dong vat

thi nghiém
6.1.1.1. Phwong phdp kiém tra tinh an toan chung

Xem Phéin 5.1.2.

6.1.1.2. Phwong phdp kiém tra chit gdy sét

Xem Phan 5.1.3.
6.1.2. Phwong phap danh gia dap ing mién dich ciia vicxin trén chudt

6.1.2.1. Thir nghiém gdy mién dich trén chuét

Nguyén vit liéu va trang thiét bi
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Dung cu
- Bom tiém nhua loai 1 ml.
- Hop gitr lanh.
- Bong, con, ging tay, panh.

Vat liéu
- Vicxin Hib cong hop thir nghiém va vacxin Hib cong hop dbi ching.
- Nudc mudi sinh 1y 1am miu d6i chimg am tinh.

Dong vat thi nghiém
- Chuot nhat trang.
- Trong luong: 13-18g.

- Sb luong: 15 con/ loat mau thir.
Cic bugc tién hanh
Chudn bi chudt trude khi tiém

- Chuot trude khi tiém phai dugce theo doi cach ly 2 ngay. Trong thoi gian
cach ly hang ngay theo doi tinh trang stc khoé, can trong lugng va ghi

vao sb theo doi.
- Chon chudt: chudt nhat 13-18g: 15 chudt/l mau th.

- Panh diu chudt, dan nhan Ién 16ng chudt véi cac chi tiét: loai vacxin,

loat, ddu chudt va ngay tiém.
Tiem chuot

- Dung bom tiém loai 1ml. Sat trung vi tri tiém; tiém vao vung bung dudi

chudt (xem Hinh 6.1).
- Liéu tiém:

+ Vicxin thir nghiém, vicxin d6i chimg, polysacchride don thuan:
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tiém liéu 2,5ug PRP /0,125ml/1 chudt.
+ Nudc mubi sinh 1y: tiém 0,125 ml/chudt.

- Puong tiém: Dudi da.

Hinh 6.1. Céch thire va vi tri tiém chudt gdy mién dich

Lich tiém va lay mau

- Chudt duoc tiém 3 miii, mdi miii tiém cach nhau 2 tuan. Léy mau cach 1

tudn sau mdi miii tiém (Hinh 6.2).

Liéu 1 Lidu2 | Liéu 3

| .

f !

Lay Liy
mau mau
Tuén 0 Tuin 1 Tuén 2 Tuin 3 Tuén 4

Hinh 6.2. So' d6 gy mién dich va liy mau cho chudt
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6.1.2.2. Thir nghiém dinh gid ddp itng mién dich

Thir nghiém dé danh gia hiéu qua dap tmg mién dich cua cac dang cong

hop vacxin Hib trén chudt 1a thir nghiém ELISA phat hién anti - PRP
Nguyén ly
- Dua trén nguyén ly ELISA nhim xac dinh hiéu gia khang thé anti - PRP
cua chudt thr nghiém

Dung cu va trang thiét bi

- Phién ELISA

Phién pha lodng mau
- Gidy dan phién

- Mang dyng hoa chat
- Pipetman

- Pipet nhiéu kénh

- Pau con 1ml

- Pipet thuy tinh 10ml

Pipet-aid
- May rua ELISA
- May doc ELISA

Vit liéu

- Mau thu duoc sau khi gy mién dich trén chuot.
Héa chit

- Dung dich polysaccharide Hib (PRP Hib).

- Cong hop dé khang 1gG chuot.

- bém PBS.

- Albumin huyét thanh bo (BSA).
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- Chat hién mau.
- Dung dich dém co chit.
- Dung dich dung phan ung
Ciic budc tién hanh
Chudn bi mau
- Ly tam mau chudt. Hut 1y huyét thanh va giit ¢ - 20°C.
- Khi tién hanh xét nghiém, cac mau huyét thanh duoc léy ra tir diéu kién
bao quan va dé tan dong ¢ nhiét d6 phong.

- Néu chua xét nghiém ngay, giit mau & 4°C.

Pha héa chdt
- Pha dung dich gin ban.
- Pha dung dich rira phién.
- Pha dung dich pha lodng mau.
- Pha dung dich phu chan.
- Pha dung dich pha loang cong hop.
- Pha loang cong hop.
- Pha dung dich hién mau.
Tién hanh
Gdn ban bang PRP Hib
- Pha PRP Hib trong dung dich gin ban v&i nong do thich hop.
- Nho dung dich gan ban da dugc pha vao cac giéng cta phién ELISA.
- Pay phién bang gidy dan phién va o phién.
Phu chan
- Ruira phién gén ban, dap kho
- Nho dung dich phu chin vao tit ca cac giéng.

- U phién.
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- Rira lai phién va dap kho
Nho mau huyét thanh xét nghiém
- Lan luot nho cac mau huyét thanh da duoc pha lodng trong dung dich
pha lodng mau vao giéng trén phién theo so d6 sau:
Al - B1: dung dich pha lodng mau (mau tring - blank)
Tu giéng C1, lan luot nho cic miu ching am tinh (huyét thanh chuot
duoc tiém nudc mudi sinh 1y) va tiép tuc 1a miu huyét thanh thtr véi cac

dang cong hgp vac xin khac nhau

12

m| ol O] @| >

- Pay va u phién .
Nho cong hop
- Rira phién va dap kho.
- Cho cong hop dé khang IgG chudt VAo tat ca cac giéng.
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Day phién va u mau.

Hién mau va dung phan ung

Rira phién va dap kho.
Cho dung dich hién mau vao tit ca cac giéng.
Giit phién & chd tbi.

Cho dung dich dimg phan tmg vao tat ca cac giéng.

Poc két qud

Poc phién ¢ may doc ELISA vé6i budc song 450/620 nm.
In két qua.

Két qua

Tinh gia tri trung binh cdc mau chiung am tinh (OD trung binh mau
ching am).

Gia tri OD ngudng = gia tri OD trung binh mau ching 4m x 5.

Hiéu gia khang thé anti-PRP duoc quy d6i theo don vi ELISA (EL.U)
xac dinh bang ty s gitta gia tri OD ciia mau thor trén gia tri OD
nguong.

Mau dugce xem la anti - PRP duong tinh khi hiéu gid khang thé anti -
PRP c6 gia tri trén 1 EL.U va khi do chuot dugc xem 1a c6 dép ung
mién dich d6i v6i PRP cua Hib.

Ty 1& c¢6 dap ung mién dich 1a ty 1¢ giita s6 chudt c6 két qua xét nghiém
anti-PRP duong tinh trén tong s6 chudt duoc gay mién dich

Mirc d¢ dap timg mién dich dugc xac dinh bang gia tri trung binh nhén
(GMT) cua cac hiéu gia khang thé anti-PRP tinh theo don vi quy d6i
EL.U.
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6.2. KET QUA PANH GIA TINH AN TOAN VA HIEU LUC CUA
VACXIN TREN PONG VAT THi NGHIEM

6.2.1. Tinh an toan cia vicxin Hib cdng hop trén dong vat thue nghiém

Tinh an toan ctia vacxin Hib cong hop duoc danh gid trén cdc miu
vacxin thanh phim bao gébm 2 dang: vécxin Hib cong hop dong kho
(LYOHIBVAX) va vicxin cong hop dang dung dich, hip phu nhém
(ALHIBVAX).

Két qua vé tinh an toan chung ciia cac vacxin Hib cong hop trén chudt
lang va chudt nhét tring duoc trinh bay trong Bang 6.1 va két qua kiém tra

chat gy st clia cac vacxin Hib cong hop trén tho duogc trinh bay trong Bang
6.2.

Bing 6.1. Két qua kiém tra tinh an toan chung ctia vicxin Hib cong hop

Két qua theo Chugt nhit tring Chuot lang
doisau 7 ngay | LYOHIBVAX | ALHIBVAX |LYOHIBVAX | ALHIBVAX
S6 chudt chét | 0/5 0/5 0/2 0/2
Trung binh
5 140,8% 135,2% 120,6% 114,5%
tang trong
Két luan Pat yéu cau Pat yéu cau Pat yéu cau Pat yéu cau
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Bang 6.2. Két qua kiém tra chit gy st ciia vacxin Hib cong hop

San phim Nhiét d¢ tang ciia tirng tho Téng nhiét | Két luin
Thé1 |Tho2 |The3 |40tang

Tiéu chuén <0,6°C <1,4°C Pat yéu cau

LYOHIBVAX | 0,3°C  |0,4°C 0,1°C 0,8°C Dat yéu ciu

ALHIBVAX |0°C 0,1°C 0°C 0,1°C Dat yéu cu

Theo két qua trong Bang 6.1 va Bang 6.2, vacxin Hib cong hop ¢ ca 2
dang d6ng kho va hap phu v6i nhom phosphate déu dat yéu cau vé tinh an toan

khi kiém tra trén dong vat thuc nghiém.

6.2.2. Pap ng mién dich ciia vicxin Hib cong hop trén dong vat thi
nghiém

Pap ting mién dich ddi véi cac san pham trong qua trinh nghién ctru xay
dung quy trinh céng nghé san xuat vicxin Hib cong hop duge trinh bay trong
Chuong 3, cic Phan 3.6 va 3.7. Trong phan nay, chu yéu trinh bay cac két qua
vé viéc lya chon mo hinh dong vat thuc nghiém thich hop cho danh gia dap
g mién dich cua vicxin Hib cong hop va két qua vé dap tng mién dich cia

chudt ddi véi cac dang vacxin Hib cong hop thanh pham.

6.2.2.1. Lwa chon mé hinh dong vit thwc nghiém thich hop cho danh gia

ddp vrng mién dich ciia vicxin Hib cong hop

M6 hinh dong vat thuc nghiém thich hop cho danh gid dap ung mién
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dich cta céc loai vacxin cong hop 1 c6 duge dap img mién dich tot dbi voi cac
dang vic xin Hib cong hop va cho dap tng mién dich tri nhé dbi véi cac liu
tiém nhic lai. Nhiéu m6 hinh dong vat da dugc cac nha nghién ctru trén thé
gidi Iyra chon dé danh gia vacxin Hib cong hop nhu chudt nhat trang [12], [30],
[40], chudt lang [43] va tho [30]. Do tho va chudt lang 1a cac dong vat 16n, kho
chin nudi nén khong thé tién hanh giy mién dich va theo ddi véi mot sb luong
16n, do vay trong nghién ctru nay chiing t6i nghién ctru trén  cac gidng chudt
nhit tring khac nhau dé Iya chon mot mé hinh dong vt thich hop cho danh gia
dap tmg mién dich cta vic xin Hib cong hop.

Két qua vé dap tmg mién dich d6i v6i vacxin Hib cong hop & cac gibng
chudt khac nhau dugc trinh bay Bang 6.3. Cac giéng chudt duge lya chon dé
danh gia 1a: chudt ICR, chudt NMRI va chudt Swiss. Cac chudt nay déu duoc
nudi dudng, chim soc va theo ddi theo quy chuan ctia Phong Chin nudi dong
vat thi nghiém, VABIOTECH. Dang cong hop dugc sir dung trong thi nghiém
nay 1a ban thanh pham cong hop PRP Hib chung 1544 véi giai doc t6 uén van.
Chi s duoc sir dung dé danh gia 13 gid trj OD cua cac mAu thir c¢6 duoc tir thir
nghiém ELISA phat hién anti - PRP trong huyét thanh chudt. Dé thiy duoc
muc do tap trung cling nhu c6 sy khac biét rd rang hay khong cua céac gia tri
OD & cac mau thir khac nhau, gia tri OD trung binh, khoang giao dong cua cac
gia tri OD d3 duogc dé cap dén. Nghién ctru ndy ciing chi tip trung vao dap tmg
mién dich sau mili tiém cubi cung (liéu thir 3) ddi véi PRP don thuan va PRP
Hib & dang cong hop do dép Gmg & tit ca cac chudt sau khi két thuc toan bod

li¢u trinh ti€ém co ban nay s¢€ 1a rd rang nhat.
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Bang 6.3. Két qua dap vng Ipiéﬂ dich doi véi cong hop vicxin Hib
cuia cac giong chugt khac nhau

MAu xét nghiém | Chi sb Chuét ICR Chudt NMRI | Chudt Swiss

MAu chitng am | OD trung binh 0,071 0,070 0,046
Khoing giao dgng | 0,029 - 0,085 0,030-0,131 | 0,023 -0,097

MAu sau tiém OD trung binh 0,067 0,060 0,044

PRP don thuin |\ o iso dong | 0026-0121 | 0,037-0,076 | 0,029 - 0,071
Ty sé6 OD* 0,948 0,853 0,954

Miu sau tiém OD trung binh 2,156 1,699 1,352

PRP dang cong | 1) oo giao dgng | 1,495-2484 | 1,000-2273 | 0,323 - 2,209

P Ty sé6 OD* 30,58 24,31 29,32

*Ty s6 OD dwoc tinh bang gid tri OD trung binh ciia mdu thi trén gid tri OD trung
binh ciia mdu chirng am.

Trong ca 3 mo hinh chudt déu cho thay dép tng trén chudt Két qua nay
cling tuwong tu voi nhidu nghién ciru ciia cac tac gia khac khi tién hanh trén
gidng chudt nhat trang khac nhau [12], [30], [40]. Trong 3 mé hinh nay chudt
nhit tring ICR 1a mé hinh thuc nghiém thich hop nhat cho vacxin Hib cong
hop do c6 mirc do giao dong vé cac gia tri OD thap va cho sy khac biét rd rét
vé gia tri OD cta mau thtr so v6i mau ching am tir d6 ¢o6 thé dé dang xac dinh

dugc gia tri ngudng ciing nhu nhan dinh mau cho két qua dap ung dwong tinh.

6.2.2.2. Két qua dap rng mién dich ciia cac dang vicxin Hib cong hop

thanh phiam san xuit & quy mo phong thi nghiém

Vacxin Hib cong hop dugc st dung trong nghién ctru 1a vacxin dugc san

xuét & quy md phong thi nghiém tai VABIOTECH duéi hai dang thanh pham
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khac nhau 13 vicxin dong kho (LYOHIBVAX) va vicxin hap phu véi nhom
phosphate (ALHIBVAX). Céc vicxin nay dugc danh gid so sanh vé dap tng
mién dich véi cac nhom chung tiém nudc mudi sinh 1y, tiém don thuan
polysaccharide ctiia Hib (PRP) khong cong hop va tiém mot vicxin Hib cong
hop da dugc thuwong mai hoa (Act-Hib cua Sanofi-Pasteur, Phap).

Bing 6.4. Két qua dap ung mlen dich cia cac dang vacxin Hib cong hop
thanh pham sin xuit & quy mo phong thi nghiém

Chi s LYOHIBVAX | ALHIBVAX | Act-Hib PRP

Pép tmg mién | Ty 16* | 3/15 (20%) 12/15 (80%) | 12/15 (80%) | 0/15 (-)

dich sau miii 1 Mire do# | 0,62 1,50 0,92 0,28

Péap tmg min | Ty 16* | 12/15(80%) | 15/15 (100%) | 15/15 (100%) | 0/15 (-)

dich sau mii 2 Mirc do# | 2,76 4,83 3,06 0,32

Pép tmg mién | Ty 18* | 15/15 (100%) | 15/15 (100%) | 15/15 (100%) | -

dich sau mii 3 Mire do# | 4,95 7,86 3,14 -

*Ty 16 ¢6 dap ieng mién dich la ty 1é giita s6 chudt ¢ két qud xét nghiém anti-PRP
dwrong tinh trén tong sé chudt dwoc gdy mién dich

#Mirc d déap iing mién dich dwoc xdc dinh bang gid tri trung binh nhdan (GMT) ciia
CaC hiéu gid khdng thé anti-PRP tinh theo don vi quy d6i EL.U.

Két qua trong Bang 6.4 cho thay, khi tiém cac dang vacxin Hib cong
hop cho chudt déu cho dap umg & lidu tiém sau cao hon & cac so voi cac lidu
tiém trude. Pap Gmg trén chudt ndy giéng véi dép tmg c6 duoc & tré nhéd dic

biét 1a tré dudi 2 tudi, d6 1a khong cho dap ung mién dich d6i véi
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polysaccharide (PRP) khong cong hop va cho dap ung tri nhé dbi véi cac lidu
nhéc lai cta vacxin Hib cong hop. Cac nghién ctru khac da duogc thuc hién trén
dong vat thuc nghiém ciing cho nhimg nhéan dinh twong tu. Piéu nay cho thiy
gia tri cia mo hinh dong vat thuc nghiém nham danh gia va lya chon cac dang
vacxin Hib cong hop cho hiéu qua tdt, phat trién thanh cac dang vicxin du
tuyén c6 thé sit dung cho ngudi [30]. Cac dang vicxin Hib cong hop do

VABIOTECH nghién ciru san xuat cho dap tmg mién dich qua céc liéu tiém
déu tuong duong hodc cao hon so véi vicxin dd dugce thuong mai (Act-Hib).
Pic biét, vicxin dang nudc hép phu vé1 nhom phosphate cho dap ung mién
dich rat cao. Piéu nay cho phép nghi dén viéc phat trién vacxin Hib cong hop
dang nudc dé co thé dé dang tiém ciling nhu pha két hop véi cac vacxin khéc
nhu bach hau, uén van, ho ga, viém gan B va bai liét bat hoat dé tao thanh

dang vacxin phdi hop tiém phong cho tré em.
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KET LUAN

1. Xay dung dwoc qui trinh cong nghé san xuat vacxin Hib cong hop &
qui mé phong thi nghiém dam bzo tinh 6n dinh va cho hiéu suit cao &

qui mo6 phong thi nghiém theo cac cong doan sau:

Bia thach ) - D¢ thuan khiét
i vi khuan
Gid ddc .l 0D
ubn véan (TT) NuOi cay vi khuan Hib » Lac binh tam giac - Ngung két voi
- khang huyet
NoOi 1én men 10 lit ) thanh ddc hléu
| ’—' Bét hoat bang formaline [ > Kiém tra bat hoat
Bit hoat va thu hoach tua Lv tm loai x4c & bao
polysaccharide Hib L Y i
Tta Cetavlon va thu tia
—> Rira va hoa tia bang NaCl
- Ham luong PRP
v — Thu lai PRP bang Ethanol ) Prgteln ton dbf
- - - AXit nucleic ton dw
Tinh ché va Tinh ché polysaccharide Xir 1% ) ohenol - Néi déc t6
¢o dic TT (PRP) Hib T Y enzyme va pheno - Phdn bé kich thuéc
: N . ) phan tur cua PRP
E Tham tich Pellicon cassette - Thir nghiém nhén
Y L’ Siéu ly tdm loai dang
HAm v 1eu ly tam loai LPS )
leong Tao dan xuét .
protein PRP-ADH > Ham lwong PRP
|
l - Ham luong PRP
Tao Céng hqp PRP_T ...................................................................... ) = - Hdm lwangprotein
- Thur nghiém nhan dang
v
Pha ban thanh pham VACKIN feeeseesssseseesssssseesssssssessssssssssssesssssssssssssssssssssssanes > Vo khudn
- Ham luong PRP
v - V06 khuan
DOng 1o vACKin thanh phm e > - An anrl chlﬂng
- Chat gdy sot
- Thur nghiém nhan dang

Cdac thu nghiém hoa ly
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- Dua trén quy trinh cong nghé di duoc xay dung, 06 loat vacxin Hib cong

hop da duoc san xudt & quy md phong thi nghiém dat cac tiéu chuén chat

luong so voi qui dinh cua TCYTTG vé cac chi s6 : vO0 khuan, an toan

chung, chét gay sot, ham luong PRP va hoa 1y

+ + + 4+ 4+ o+ o+ o+ 4+

Nhan dang : dat yéu cau

V6 khuan : vo khuan

pH : dat yéu cau (giao dong trong khoang 6,346 - 6,369)
Ham luong Thimerosal (%) : dat yéu cau (0,005 - 0,01)
Ham luong PRP (ug/0,5 ml): dat yéu cau (9,04 - 12).
Ham luong nhdm (ug/ml) : dat yéu cau (290,32 - 346,05).
An toan chung trén chuét lang: dat yéu cau.

An toan chung trén chudt nhat: dat yéu cau.

Chét gay st: dat yéu cau (nhiét d6 tang tir 0,1 - 0,8°C).

Xiy dung quy trinh kiém tra chit lwong va bang tiéu chuin co sé cho

vic xin Hib cdng hop

2.1.

Xay dung dwoc cdc phwong phdp kiém tra chit lwong vicxin Hib
céng hop thanh pham sau:

+ Phuong phap kiém tra vo khuan.

+ Phuong phap kiém tra an toan chung.

+ Phuong phap kiém tra chét gay sot.

+ Thtr nghiém nhan dang.

+ Thu nghiém dinh luong polysaccharide trong vacxin dang long va
dang dong kho.

+ Cac thir nghiém kiém tra vé héa 1y (xac dinh pH, thr nghiém dinh

luong thimerosal, thir nghiém dinh luong nhém trong vacxin dang 1ong,
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thir nghiém xac dinh d6 4m ton du trong vacxin dang déng kho va thir

nghiém kiém tra tinh chat vat 1y ctia vacxin).

Xay dwng dwoc bing tiéu chudn co sé cho vicxin Hib cong hop dang

long
STT Tén thir nghiém Tiéu chuin chép thuin
1 Nhén dang H. influenza type b

Sau khi lac, vacxin c6 mau trang hoi
duc. Dé ling sau 1 gio, vicxin phai
tach lam hai 16p, trong d6 16p nhém
phai tia bong min, khong von cuc.

2 | Tinh chat vat Iy

Khong phat hién thdy nam va vi

3 | Vo khuén khuan phat trién sau 14 ngay theo
doi.
4 |pH 6.0-7.5

S | Ham lugng Thimerosal (%) <0,012

6 | Ham lugng PRP (ng/0,5 ml) 8-12

7 | Ham lugong nhom (pg/ml) <1250

8 | An toan chung trén chudt lang Chubt khée manh, tang trong binh

9 | An toan chung trén chuot nhit | UONS

Téng T° tang ciia 3 tho < 1,3°C

10 | Chat gay sot Nhiét d6 ting cua ting thé < 0,6°C
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3. Panh gia tinh an toan va hiéu luc vicxin trén dong vat thi nghiém

Két qua danh gia tinh an toan va hi¢u luc cua vac xin trén dong vat thi
nghiém cho thiy vicxin Hib cong hop san xuat theo qui trinh di duoc xay

dung déu dat yéu cau vé an toan va cong hiéu.

+ Ca hai dang vicxin Hib cong hop - dang dong kho va dang 16ng hip
phu v&i nhém déu dat yéu cau vé tinh an toan khi kiém tra trén dong vat

thuc nghiém.

+ Tim ra dugc mo hinh thyc nghiém thich hop nhét cho viéc danh gia dap
tmg mién dich cua vacxin Hib cong hop trén chudt 14 chudt nhét trang
ICR. M6 hinh nay dugc 4p dung cho viéc danh gia dap tng mién dich cia
ca cac san pham trung gian ciing nhu thanh phidm cia quy trinh san xuat
vacxin Hib cong hop. Cac dang vacxin Hib cong hop thanh pham do
VABIOTECH nghién ctru san xuét cho dap tmg mién dich qua cac liéu

tiém déu twong dwong hoic cao hon so véi vicxin dd duoc thuong mai
(Act-Hib). DPic biét, vicxin dang 1ong hap phu voi nhém cho dap tng

mién dich cao.
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KIEN NGHI

1. Tién hanh thir nghiém thue dia 1am sang danh gia tinh an toan va hi¢u

lwe gdy mién dich trén nguoi tinh nguyén

2. Panh gia tinh 6n dinh va hiéu suit ciia quy trinh sin xuit ¢ quy mé

mé rong.
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