
C«ng ty v¾cxin vµ sinh phÈm sè 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nghiªn cøu x©y dùng quy tr×nh c«ng nghÖ s¶n xuÊt 

v¾cxin Haemophilus influenzae type b (Hib)  
céng hîp ë quy m« phßng thÝ nghiÖm 

 
  

CN§T:  NguyÔn Thu V©n 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

8504 
 

HA NOI – 2010 
 



 

 DANH MỤC CÁC BẢNG 

 

Bảng số Tên bảng Trang 

1.1. Thành phẩn của một số vắcxin Hib cộng hợp hiện đang được 

sử dụng 

         

14 

1.2. Hiệu quả vắcxin ước tính từ các thử nghiệm lâm sàng với 

vắcxin Hib 

         

18 

1.3. Tiêu chuẩn của TCYTTG và của nhà sản xuất đối với vắcxin 

Hib cộng hợp 

         

34 

2.1.  Đặc điểm của các chủng Hib phân lập từ các bệnh nhân Việt 

Nam sử dụng trong nghiên cứu sản xuất vắcxin Hib cộng hợp 

                                                   

41 

2.2. Tiêu chuẩn phân loại theo týp sinh học của các loài thuộc 

Haemophilus influenzae 

         

48 

2.3. Hệ thống chủng giống cho sản xuất vắcxin Hib cộng hợp 51 

3.1. Đánh giá hiệu suất nuôi cấy vi khuẩn theo thời gian và nhiệt 

độ nuôi cấy khác nhau trên nồi lên men 

         

56 

3.2. Kết quả thu hoạch tủa polysaccharide Hib 60 

3.3. Kết quả kiểm tra chất lượng các polysaccharide Hib sau tinh 

chế 

         

71 

3.4. Kết quả về tỷ lệ hàm lượng axít nucleic trong sản phẩm 

polysaccharide sau tinh chế của các chủng Hib khác nhau 

          

72 

3.5. So sánh tỷ lệ tạo dẫn xuất sau khi sử dụng chất hoạt hóa 

CDAP và CNBr 

         

77 

3.6. Kết quả đánh giá chất lượng sản phẩm sau cộng hợp 86 

3.7. Kết quả đáp ứng miễn dịch của sản phẩm sau cộng hợp theo 

các quy trình tạo dẫn xuất và cộng hợp khác nhau 

         

88 

3.8. Kết quả đáp ứng miễn dịch trên chuột của các dạng vắcxin 

Hib cộng hợp có công thức pha với hàm lượng nhôm khác 

nhau 

         

90 

4.1. Kết quả nuôi cấy vi khuẩn trên nồi lên men 10 lít của các loạt 

sản xuất thử nghiệm 

         

95 



 

4.2. Kết quả thu hoạch tủa polysaccharide Hib 96 

4.3. Kết quả kiểm tra chất lượng polysaccharide Hib sau tinh chế 

của các loạt sản xuất thử nghiệm 

         

97 

4.4. Kết quả kiểm tra chất lượng polysaccharide Hib sau khi tạo 

dẫn xuất với ADH của các loạt sản xuất thử nghiệm 

      

102 

4.5. Kết quả đánh giá chất lượng sản phẩm sau cộng hợp của các 

loạt sản xuất thử nghiệm 

       

104 

4.6. Kết quả pha bán thành phẩm cuối cùng và sản xuất vắcxin 

thành phẩm các loạt sản xuất thử nghiệm 

       

107 

4.7. Kết quả kiểm tra chất lượng vắcxin thành phẩm tại cơ sở của 

các loạt sản xuất thử nghiệm vắcxin Hib cộng hợp dạng dung 

dịch (ALHIBVAX) 

                                                                               

 

109 

4.8. Kết quả kiểm tra chất lượng vắcxin thành phẩm tại cơ sở của 

các loạt sản xuất thử nghiệm vắcxin Hib cộng hợp dạng đông 

khô (LYOHIBVAX) 

                                                                               

 

110 

5.1. Tiêu chuẩn cơ sở cho vắcxin Hib cộng hợp (dạng lỏng) 139 

6.1. Kết quả kiểm tra tính an toàn chung của vắcxin Hib cộng hợp 148 

6.2. Kết quả kiểm tra chất gây sốt của vắcxin Hib cộng hợp 149 

6.3. Kết quả đáp ứng miễn dịch đối với cộng hợp vắcxin Hib của 

các giống chuột khác nhau 

       

151 

6.4.  Kết quả đáp ứng miễn dịch của các dạng vắcxin Hib cộng hợp 

thành phẩm sản xuất ở quy mô phòng thí nghiệm 

       

152 

 

 



DANH MỤC CÁC KÝ HIỆU, CÁC CHỮ VIẾT TẮT 

 

ADH Adipic dihydranizide 

BHI Môi trường BHI (Brain Heart Infusion) 

CDAP 1-cyano-4-dimethylaminopyridinium tetrafluoroborate 

CNBr Cyanogen bromide 

DTP Vắcxin bạch hầu-uốn ván-ho gà (Diphtheria-Tetanus-

Pertussis) 

EP Dược điển châu Âu (European Pharmacopoeia) 

HbOC Vắcxin Hib cộng hợp với CRM197 (đột biến không gây độc 

của độc tố bạch hầu)  

Hib Haemophilus influenzae type b 

HPLC Sắc ký lỏng hiệu năng cao (High-performance liquid 

chromatography) 

HPSEC  Sắc ký trao đổi ion hiệu năng cao (High-performance anion-

exchange chromatography) 

HPSEC-PAD  Sắc ký trao đổi ion hiệu năng cao với đầu dò xung điện (High-

performance anion-exchange chromatography with pulsed 

amperometric detection) 

LAL Thử nghiệm xác định nội độc tố theo phương pháp LAL 

(Limulus amoebocyte lysate) 

NAD Nicotinamide adenin dinucleotide 

NIH Viện Sức khỏe Quốc gia Hoa Kỳ (National Institute of Health) 

NMR Cộng hưởng từ hạt nhân (Nuclear magnetic resonance) 

OMP Protein màng ngoài (Outer membrane protein) 

Pa Vắcxin ho gà vô bào (Acellular pertussis) 

PFGE Điện di trường xung điện (Pulsed Field Gel electrophoresis) 

PRP Polysaccharide của Hib (Polyribosyl-ribitol-phosphate) 

PRP-D Vắc xin Hib cộng hợp với giải độc tố bạch hầu 

PRP-OMP Vắc xin Hib cộng hợp với phức hợp protein màng ngoài của 

chủng Neisseria meningitidis nhóm B  

PRP-T Vắc xin Hib cộng hợp với giải độc tố uốn ván 



Pw Vắcxin ho gà toàn tế bào (Whole-cell pertussis) 

SDS-PAGE Điện di trên gel acrylamide (Sodium dodecyl sulfate 

polyacrylamide gel electrophoresis) 

TCYTTG Tổ chức Y tế thế giới (WHO) 

TNBS Axít 2,2,6-trinitrobenzenesulfonic 

TT Giải độc tố uốn ván (Tetanus toxoid) 

VABIOTECH Công ty Vắcxin và sinh phẩm số 1 

VVSDT Viện Vệ sinh dịch tễ Trung ương 

 



 

 DANH MỤC CÁC HÌNH VẼ, ĐỒ THỊ 

 

Hình số Tên hình Trang 

1.1. Cấu trúc của các loại vắc xin Hib cộng hợp 14 

1.2. So sánh đáp ứng tạo kháng thể của 4 loại vắc xin Hib cộng 

hợp 

16 

2.1.  Quy trình sản xuất hệ chủng Hib giống gốc 43 

2.2. Quy trình sản xuất hệ chủng Hib giống sản xuất 44 

2.3. Quy trình đánh giá hệ chủng Hib giống trong thời gian bảo 

quản 

         

44 

2.4. Tóm tắt quy trình xác định trình tự đoạn gen 16S rDNA của vi 

khuẩn 

         

49 

3.1. Tóm tắt quy trình công nghệ sản xuất vắcxin Hib cộng hợp 54 

3.2.  Sơ đồ tóm tắt quy trình nuôi cấy vi khuẩn Hib 55 

3.3. So sánh hiệu suất nuôi cấy vi khuẩn Hib theo thời gian và 

nhiệt độ khác nhau trên nồi lên men giữa chủng 1544 và chủng 

1419 

         

57 

3.4. So sánh hiệu suất nuôi cấy vi khuẩn Hib theo thời gian và 

nhiệt độ khác nhau trên nồi lên men của chủng Eagan 

         

57 

3.5. Sơ đồ tóm tắt quy trình bất hoạt và thu hoạch polysaccharide 

Hib 

         

59 

3.6. Sơ đồ tóm tắt quy trình tinh chế polysaccharide Hib 62 

3.7. Sắc ký xác định phân bố kích thước phân tử polysaccharide 

Hib của chủng 1419 và chủng 1544 

        

73 

3.8. Sắc ký xác định phân bố kích thước phân tử polysaccharide 

Hib của chủng 1544 và chủng Eagan 

         

74 

3.9. Sắc ký tinh chế dẫn xuất polysaccharide Hib và ADH 78 

3.10. Sắc ký tinh chế giải độc tố uốn ván 79 

3.11. Sắc ký tinh chế cộng hợp PRP-T 80 

3.12. Ngưng kết với các kháng huyết thanh đặc hiệu của các phân 

đoạn khi tinh chế cộng hợp PRP-T 

        

81 



 

3.13. Hình ảnh chạy sắc ký HPLC sản phẩm cộng hợp PRP-T 87 

3.14. Hình ảnh chạy sắc ký HPLC giải độc tố uốn ván (TT) 87 

3.15.  Sơ đồ tóm tắt các quy trình sản xuất vắcxin Hib cộng hợp 

thành phẩm 

          

89 

3.16. Sơ đồ tổng thể quy trình sản xuất vắc xin Hib cộng hợp ở quy 

mô phòng thí nghiệm 

         

93 

4.1. Sắc ký và định lượng PRP của các phân đoạn xác định phân bố 

kích thước phân bố kích thước phân tử polysaccharide Hib loạt 

sản xuất 0109 

                                                                                                                          

 

99 

4.2. Sắc ký và định lượng PRP của các phân đoạn xác định phân bố 

kích thước phân bố kích thước phân tử polysaccharide Hib loạt 

sản xuất 0209 

                                                                                                                          

 

100 

4.3. Sắc ký và định lượng PRP của các phân đoạn xác định phân bố 

kích thước phân bố kích thước phân tử polysaccharide Hib loạt 

sản xuất 0309 

                                                                                                                          

 

101 

4.4. Sắc ký tinh chế giải độc tố uốn ván các loạt sản xuất thử 

nghiệm 

103 

4.5. Sắc ký tinh chế cộng hợp các loạt thử nghiệm 0109, 0209 và 

0309 

         

105 

4.6. Sắc ký tinh chế cộng hợp các loạt thử nghiệm 0409, 0509 và 

0609 

        

106 

6.1. Cách thức và vị trí tiêm chuột gây miễn dịch 143 

6.2. Sơ đồ gây miễn dịch và lấy máu chuột 143 

 

 



 

 MỤC LỤC 

 

NỘI DUNG Trang 

MỞ ĐẦU 1 

CHƯƠNG 1-TỔNG QUAN 5 

1.1. TÁC NHÂN GÂY BỆNH VÀ ĐẶC ĐIỂM DỊCH TỄ HỌC 5 

1.2. VẮC XIN HAEMOPHILUS INFLUENZAE TYPE B (HIB) 11 

1.2.1. Vắcxin Hib dạng polysaccharide 11 

1.2.2. Vắcxin Hib cộng hợp 12 

1.3. QUY TRÌNH CÔNG NGHỆ SẢN XUẤT VÀ PHƢƠNG PHÁP 

KIỂM TRA CHẤT LƢỢNG VẮCXIN HIB CỘNG HỢP 

        

22 

1.3.1. Tổng quan về quy trình công nghệ sản xuất vắcxin Hib cộng 

hợp 

         

22 

1.3.2. Phƣơng pháp kiểm tra chất lƣợng vắcxin Hib cộng hợp 26 

1.4. ĐẶC ĐIỂM DỊCH TỄ HỌC, TÌNH HÌNH NGHIÊN CỨU VÀ 

SẢN XUẤT VẮCXIN HAEMOPHILUS INFLUENZAE TYPE B 

(HIB) CỘNG HỢP TẠI VIỆT NAM 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                    

 

36 

CHƯƠNG 2-XÂY DỰNG HỆ CHỦNG GIỐNG CHO SẢN XUẤT 

VẮCXIN HIB CỘNG HỢP 

        

40 

2.1. NGUỒN GỐC CỦA CÁC CHỦNG HIB SỬ DỤNG TRONG 

NGHIÊN CỨU 

 

40 

2.1.1. Nguồn gốc các chủng Hib của Việt Nam 40 

2.1.2. Nguồn gốc chủng Hib của NIH 41 

2.2. QUY TRÌNH SẢN XUẤT VÀ ĐÁNH GIÁ ĐẶC TÍNH HỆ 

CHỦNG GIỐNG CHO SẢN XUẤT VẮCXIN HIB CỘNG HỢP 

        

42 

2.2.1. Quy trình sản xuất hệ chủng giống gốc (master seed lot) 42 

2.2.2. Quy trình sản xuất hệ chủng giống sản xuất (working seed lot) 43 

2.2.3. Quy trình đánh giá hệ chủng giống trong thời gian bảo quản 44 

2.3. CÁC PHƢƠNG PHÁP KIỂM TRA CHỦNG GIỐNG VI KHUẨN 

HIB 

       

45 



 

2.3.1. Kiểm tra hình thái khuẩn lạc và độ thuần khiết 45 

2.3.2. Kiểm tra hình thể vi khuẩn 45 

2.3.3. Kiểm tra độ sống 45 

2.3.4. Thử nghiệm với yếu tố X và V 46 

2.3.5. Thử nghiệm định týp huyết thanh vi khuẩn 46 

2.3.6. Thử nghiệm định týp sinh học Haemophilus influenzae 47 

2.3.7. Thử nghiệm xác định vi khuẩn Haemophilus influenzae bằng kỹ 

thuật giải trình tự 16S rDNA 

        

48 

2.3.8. Thử nghiệm xác định độ ẩm tồn dƣ trong các ống chủng sau khi 

đông khô 

        

49 

2.4. KẾT QUẢ XÂY DỰNG HỆ CHỦNG GIỐNG CHO SẢN XUẤT 

VẮCXIN HIB CỘNG HỢP 

        

50 

CHƯƠNG 3-XÂY DỰNG QUY TRÌNH CÔNG NGHỆ SẢN XUẤT 

VẮCXIN HIB CỘNG HỢP Ở QUY MÔ  

        

52 

3.1. QUY TRÌNH NUÔI CẤY VI KHUẨN 54 

3.2. QUY TRÌNH BẤT HOẠT VÀ THU HOẠCH 

POLYSACCHARIDE HIB 

        

59 

3.3. QUY TRÌNH TINH CHẾ POLYSACCHARIDE HIB 61 

3.3.1. Các thử nghiệm kiểm tra chất lƣợng polysaccharide Hib sau 

tinh chế 

         

62 

3.3.2. Kết quả nghiên cứu quy trình tinh chế polysaccharide Hib  69 

3.4. QUY TRÌNH TẠO DẪN XUẤT POLYSACCHARIDE HIB VỚI 

ADH 

        

75 

3.5. QUY TRÌNH TINH CHẾ VÀ CÔ ĐẶC BÁN THÀNH PHẨM GIẢI 

ĐỘC TỐ UỐN VÁN 

        

78 

3.6. QUY TRÌNH CỘNG HỢP POLYSACCHARIDE HIB VỚI GIẢI 

ĐỘC TỐ UỐN VÁN 

        

80 

3.6.1. Các thử nghiệm kiểm tra chất lƣợng sản phẩm sau cộng hợp 81 

3.6.2. Kết quả nghiên cứu quy trình cộng hợp 85 

3.7. QUY TRÌNH PHA BÁN THÀNH PHẨM CUỐI CÙNG VÀ SẢN 

XUẤT VẮCXIN THÀNH PHẨM 

        

89 

CHƯƠNG 4 - SẢN XUẤT THỬ NGHIỆM VẮCXIN HIB CỘNG 

HỢP Ở QUY MÔ PHÒNG THÍ NGHIỆM 

        

94 



 

4.1. KẾT QUẢ NUÔI CẤY CHỦNG HIB TRÊN NỒI LÊN MEN 94 

4.2. KẾT QUẢ BẤT HOẠT VÀ THU HOẠCH POLYSACCHARIDE 96 

4.3. KẾT QUẢ TINH CHẾ POLYSACCHARIDE HIB 96 

4.4. KẾT QUẢ TẠO DẪN XUẤT POLYSACCHARIDE HIB VỚI 

ADH 

     

102 

4.5. KẾT QUẢ TINH CHẾ VÀ CÔ ĐẶC BÁN THÀNH PHẨM GIẢI 

ĐỘC TỐ UỐN VÁN 

      

102 

4.6. KẾT QUẢ CỘNG HỢP POLYSACCHARIDE HIB VỚI GIẢI ĐỘC 

TỐ UỐN VÁN 

      

104 

4.7. KẾT QUẢ PHA BÁN THÀNH PHẨM CUỐI CÙNG VÀ SẢN 

XUẤT VẮCXIN THÀNH PHẨM 

      

107 

4.8. KẾT QUẢ KIỂM TRA CHẤT LƢỢNG VẮCXIN THÀNH PHẨM 

TẠI CƠ SỞ 

      

108 

CHƯƠNG 5 - XÂY DỰNG QUY TRÌNH KIỂM TRA CHẤT 

LƯỢNG VÀ TIÊU CHUẨN CƠ SỞ CHO VẮCXIN HIB 

CỘNG HỢP 

       

 

112 

5.1. CÁC PHƢƠNG PHÁP KIỂM TRA SINH HỌC 113 

5.1.1. Phƣơng pháp kiểm tra vô khuẩn 113 

5.1.2. Phƣơng pháp kiểm tra an toàn chung 116 

5.1.3. Phƣơng pháp kiểm tra chất gây sốt 119 

5.1.4. Thử nghiệm nhận dạng 121 

5.2. CÁC PHƢƠNG PHÁP KIỂM TRA HÓA LÝ 123 

5.2.1. Định lƣợng polysaccharide (PRP) trong vắcxin Hib cộng hợp 

dạng lỏng 

      

123 

5.2.2. Định lƣợng polysaccharide (PRP) trong vắcxin Hib cộng hợp 

dạng đông khô 

        

127 

5.2.3. Xác định pH trong vắcxin cộng hợp 128 

5.2.4. Định lƣợng thimerosal trong vắcxin Hib cộng hợp 129 

5.2.5. Định lƣợng nhôm trong vắcxin Hib cộng hợp 132 

5.2.6. Xác định độ ẩm tồn dƣ trong vắcxin Hib cộng hợp dạng đông 

khô 

      

134 

5.2.7. Kiểm tra tính chất vật lý vắcxin Hib cộng hợp 137 

  



 

5.3. XÂY DỰNG TIÊU CHUẨN CƠ SỞ CHO VẮCXIN HIB CỘNG 

HỢP 

      

138 

CHƯƠNG 6 - ĐÁNH GIÁ TÍNH AN TOÀN VÀ HIỆU LỰC 

VẮCXIN TRÊN ĐỘNG VẬT THÍ NGHIỆM 

      

140 

6.1. CÁC PHƢƠNG PHÁP ĐÁNH GIÁ TÍNH AN TOÀN VÀ ĐÁP 

ỨNG MIỄN DỊCH CỦA VẮCXIN TRÊN ĐỘNG VẬT THÍ 

NGHIỆM 

    

141 

6.1.1. Các phƣơng pháp đánh giá tính an toàn của vắcxin trên động 

vật thí nghiệm 

141 

6.1.2. Các phƣơng pháp đánh giá đáp ứng miễn dịch của vắcxin trên 

chuột 

141 

6.2. KẾT QUẢ ĐÁNH GIÁ TÍNH AN TOÀN VÀ HIỆU LỰC CỦA 

VẮCXIN TRÊN ĐỘNG VẬT THÍ NGHIỆM 

     

148 

6.2.1. Tính an toàn của vắcxin Hib cộng hợp trên động vật thí nghiệm 148 

6.2.2. Đáp ứng miễn dịch của vắcxin Hib cộng hợp trên động vật thí 

nghiệm 

      

149 

KẾT LUẬN 154 

KIẾN NGHỊ 158 

TÀI LIỆU THAM KHẢO 159 

PHỤ LỤC  

 

 



 1 

MỞ ĐẦU 

 

Haemophilus influenzae type b (Hib) là vi khuẩn gây bệnh nguy hiểm 

làm ít nhất 3 triệu người mắc và 400 đến 700 nghìn người chết mỗi năm. Phần 

lớn số ca bệnh là viêm màng não và viêm phổi ở trẻ dưới 5 tuổi. Viêm màng 

não do Hib luôn là một vấn đề nghiêm trọng tại các nước đang phát triển với 

tỷ lệ tử vong cao và có đến 15 đến 35% các trường hợp để lại di chứng lâu dài 

sau khi khỏi bệnh như chậm phát triển tâm thần và điếc. Hib lây truyền qua 

đường hô hấp và những người mang mầm bệnh không triệu chứng là nguồn 

phát tán chính vi khuẩn gây bệnh. Trong nhóm trẻ chưa được tiêm vắcxin, có 

từ  0,5 đến 3% trẻ khỏe mạnh mang chủng Hib ở vùng mũi họng. Một mối 

quan ngại khác là sự bùng phát của các chủng Hib kháng kháng sinh đặc biệt 

là các kháng sinh thường được sử dụng trong điều trị như ampicillin, 

amoxicillin. Do đó, hiện vắcxin được xem là cách thức phòng bệnh Hib hữu 

hiệu nhất trong cộng đồng.  

Vắcxin đầu tiên chống lại bệnh Hib là vắcxin chỉ có duy nhất một thành 

phần polysaccharide vỏ. Vắcxin polysaccharide đơn thuần cho đáp ứng miễn 

dịch không phụ thuộc vào tế bào lympho T. Vắcxin này không có được hiệu 

quả sinh đáp ứng miễn dịch ở nhóm trẻ dưới 24 tháng tuổi, nhóm có nguy cơ 

mắc bệnh, tử vong cao nhất và không tạo được miễn dịch trí nhớ nên đáp ứng 

có được không kéo dài. Do đó, các nhà khoa học đã cải tiến và tìm ra loại 

vắcxin Hib mới - vắcxin cộng hợp. Vắcxin cộng hợp polysaccharide đầu tiên 

đã có mặt trên thế giới vào đầu những năm 90. Hiện trên thế giới có 4 loại 

vắcxin Hib cộng hợp chính đã được cấp phép sử dụng tại nhiều nước khác 

nhau. Thành phần của các vắcxin này đều chứa polysaccharide vỏ của Hib 

được liên kết đồng hóa trị với các protein tải. Các loại vắcxin khác nhau sẽ 

khác nhau về độ dài của polysaccharide, bản chất của protein tải và phương 
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pháp để liên kết hai thành phần này với nhau.  Tất cả các loại vắcxin Hib cộng 

hợp được sản xuất hiện nay đều gây được đáp ứng miễn dịch tốt. Kháng thể 

sinh ra sau khi tiêm vắcxin cộng hợp có khả năng tiêu diệt vi khuẩn mạnh hơn 

so với kháng thể có được sau khi tiêm vắcxin chỉ có polysaccharide đơn 

thuần. Các cá thể được tiêm vắcxin cộng hợp, số lượng chủng vi khuẩn Hib 

cư trú trong khoang mũi họng giảm đi rõ rệt do đó làm giảm khả năng lây 

truyền của vi khuẩn tới các nhóm chưa được tiêm phòng.  

Vắcxin Hib cộng hợp hiện đã bổ sung vào danh sách các vắcxin đem 

lại  thành công đáng kể làm thay đổi căn bản tình trạng sức khỏe trẻ em tại 

nhiều quốc gia trên thế giới. Trong 20 năm qua, các bệnh do Hib gây ra đã 

chuyển từ căn nguyên phổ biến nhất sang một bệnh gần như không còn được 

ghi nhận và tiến tới dần loại trừ ở các nước đã triển khai tiêm phòng vắcxin 

Hib cộng hợp rộng rãi cho trẻ em như Tây Âu, Canada, Mỹ, Úc và New 

Zealand, đồng thời nhiều nghiên cứu cũng cho thấy hiệu quả phòng bệnh cao 

của vắcxin Hib cộng hợp đối với những khu vực có tỷ lệ lưu hành bệnh cao 

và các nước đang phát triển. Từ năm 1998, Tổ chức Y tế Thế giới (TCYTTG) 

đã khuyến cáo triển khai tiêm phòng vắcxin Hib cộng hợp trên toàn thế giới 

cho trẻ dưới 5 tuổi. Tuy nhiên, do có sự khác biệt về tình hình dịch tễ học, 

công tác chăm sóc sức khỏe và điều kiện kinh tế, vắcxin Hib cộng hợp sẽ 

được triển khai vào chương trình tiêm chủng mở rộng quốc gia khác nhau với 

thời gian và chiến lược khác nhau. Trọng tâm của khuyến cáo này hướng đến 

các nước mà các bệnh do Hib gây ra đang là một vấn đề của y tế cộng đồng. 

Tại Việt Nam, nhiều nghiên cứu dịch tễ học về Hib đã được tiến hành 

tại các địa phương khác nhau. Tỷ lệ mắc viêm màng não do Hib là 

12/100.000 trẻ dưới 5 tuổi và 26/100.000 trẻ dưới 2 tuổi. Trên quy mô toàn 

quốc ước tính mỗi năm có 1.005 trẻ dưới 5 tuổi phải nhập viện vì viêm màng 

não và 5.107 trẻ phải nhập viện vì viêm phổi do Hib. Trong số các trẻ mắc 
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viêm màng não do Hib, có ít nhất 100 trẻ sẽ để lại các di chứng thần kinh 

nghiêm trọng và 40 trường hợp sẽ chết. Việt Nam cần phải ưu tiên xây dựng 

hệ thống báo cáo ca bệnh đặc biệt là các ca bệnh có kết quả xét nghiệm dương 

tính và nhanh chóng triển khai tiêm phòng rộng rãi vắcxin Hib cộng hợp cho 

trẻ em.  

Vắcxin Hib cộng hợp là một dạng vắcxin hóa học điều chế từ kháng 

nguyên của vi khuẩn. Hiện nay Việt Nam chưa có cơ sở nào sản xuất được 

vắcxin Hib kể cả vắcxin dạng polysaccharide đơn thuần và vắcxin cộng hợp. 

Công nghệ sản xuất vắcxin vi khuẩn tại Việt Nam phần lớn vẫn sử dụng các 

công nghệ cổ điển như nuôi cấy, thu hoạch và bất hoạt toàn tế bào vi khuẩn 

hoặc độc tố của vi khuẩn. Tuy nhiên, các vắcxin chứa các vi khuẩn toàn tế 

bào đặc biệt là các vắcxin dạng tiêm hay gây ra các phản ứng phụ, phản ứng 

quá mẫn mạnh ở những cá thể nhạy cảm do cơ thể ngoài các đáp ứng miễn 

dịch với thành phần kháng nguyên đặc hiệu còn sinh ra các kháng thể với các 

kháng nguyên khác có trong vi khuẩn hoặc các thành phần tồn dư trong môi 

trường nuôi cấy vi khuẩn. Do vậy, việc phát triển các công nghệ sản xuất 

vắcxin vi khuẩn một thành phần đặc biệt là các vắcxin polysaccharide cần 

được áp dụng trong sản xuất vắcxin tại Việt Nam.  

Cũng như các nước đang phát triển khác, với điều kiện kinh tế còn khó 

khăn, Việt Nam hiện khó có thể nhâp̣ được vắcxin Hib để tiêm phòng rộng rãi 

cho trẻ em. Giá thành của lịch trình tiêm đầy đủ 3 mũi vắcxin Hib cho trẻ gấp 

7 lần tổng giá thành của 6 vắcxin hiện đang được sử dụng bắt buộc trong 

Chương trình tiêm chủng mở rộng là lao, sởi, bại liệt, uốn ván, bạch hầu và ho 

gà. Do vậy, việc phát triển và sản xuất vắcxin Hib trong nước tiến tới tự cung 

cấp vắcxin sử dụng trong Chương trình tiêm chủng mở rộng là giải pháp cấp 

bách cần được sớm triển khai. Nhờ sự hợp tác quốc tế với Viện Quốc gia về 

Sức khỏe trẻ em và Phát triển con người thuộc Viện Quốc gia về Sức khỏe 
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Hoa Kỳ (NIH), nơi có nhiều kinh nghiệm trong việc nghiên cứu và phát triển 

loại vắcxin Hib cộng hợp tiên tiến, cho hiệu quả phòng bệnh cao - vắcxin 

polysaccharide Hib cộng hợp với giải độc tố uốn ván, đồng thời với nhiều 

năm kinh nghiệm và thành công trong  nghiên cứu, phát triển các loại vắcxin 

mới, đã được ứng dụng vào thực tế sản xuất và cung cấp có hiệu quả cho 

Chương trình Tiêm chủng mở rộng Quốc gia, Công ty Vắcxin và sinh phẩm 

số 1 (VABIOTECH) đưa ra các mục tiêu và nội dung nghiên cứu về vắcxin 

Hib cộng hợp để mong muốn sớm có sản phẩm được sản xuất tại Việt Nam. 

Đồng thời, từ các kết quả của nghiên cứu trong phòng thí nghiệm trong tương 

lai, công nghệ này sẽ được phát triển trên quy mô lớn hơn cũng như phát triển 

các dạng phối hợp giữa vắcxin Hib và các vắcxin khác nhằm đáp ứng đủ nhu 

cầu phòng bệnh Hib cho trẻ em tại Việt Nam.  

 

Các mục tiêu nghiên cứu của Đề tài 

1. Xây dựng được qui trình công nghệ sản xuất vắcxin Hib cộng hợp ở qui 

mô phòng thí nghiệm. 

2. Xây dựng các phương pháp kiểm tra chất lượng vắcxin và tiêu chuẩn cơ 

sở cho vắcxin Hib cộng hợp. 

3. Đánh giá tính an toàn và hiệu lực của vắcxin trên động vật thực 

nghiệm. 
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CHƢƠNG 1 

TỔNG QUAN 

 

1.1. TÁC NHÂN GÂY BỆNH VÀ ĐẶC ĐIỂM DỊCH TỄ HỌC  

Haemophilus influenzae (Hi) là một cầu khuẩn gram âm thuộc họ 

Pasteurellaceae tồn tại ở cả dạng có vỏ và không có vỏ. Các chủng có vỏ 

được tiếp tuc̣ phân loại dựa vào thành phần hóa học polysaccharide tạo nên vỏ 

vi khuẩn và có 6 týp huyết thanh khác nhau từ a-f đã được xác định. Hi có 

mặt ở niêm mạc hầu họng người từ đó lan truyền gây ra các bệnh lý tại chỗ và 

hệ thống như viêm màng não, viêm phổi, viêm màng hầu, viêm mô tế bào 

nhãn cầu, viêm khớp nhiễm trùng, nhiễm khuẩn huyết, viêm xương tủy, viêm 

màng ngoài tim, viêm xoang và viêm tai giữa. Hi týp huyết thanh b (Hib) gây 

ra gần 95% các thể bệnh xâm nhiêm̃ do Hi gây ra (thể bệnh xâm nhiêm̃ được 

xác định khi phân lập Hi từ những vị trí được coi là vô khuẩn như máu hoặc 

dịch não tủy). Khoảng 5% trẻ tử vong khi mắc viêm màng não mủ do Hib cho 

dù đã được điều trị đúng và kịp thời và 20 - 40% đã phải gánh chịu các di 

chứng vĩnh viễn. Các hậu quả của viêm màng não mủ do Hib là mù, điếc và 

giảm khả năng học tập [33]. 

Kháng kháng sinh đối với tất cả các loại Hi tăng lên rõ rệt trong những 

năm gần đây đặc biệt đối với kháng sinh thường được sử dụng trong điều trị 

nhiễm khuẩn hô hấp ampixillin, amocyxillin. 

Thể bệnh xâm nhiêm̃ do Hib gây ra xảy ra ở mọi lứa tuổi, tuy nhiên 

bệnh hay gặp hơn ở trẻ nhỏ. Hiếm khi bệnh xảy ra ở trẻ dưới 3 tháng tuổi 

hoặc sau 6 tuổi, tỷ lệ bệnh cao nhất gặp ở trẻ từ 4 đến 18 tháng tuổi [59]. 



 6 

Trong kỷ nguyên tiền vắcxin tại các nước phát triển, viêm màng não 

chiếm gần một nửa các trường hợp bệnh xâm nhiêm̃ do Hib. Theo như phân 

tích về các bệnh xâm nhiêm̃ do Hib tại Anh, viêm màng não mủ chiếm 56%, 

viêm hầu  họng chiếm 13% và viêm phổi chiếm 6% [60]. Các số liệu từ một 

số nước có hệ thống giám sát tốt cho thấy có sự khác biệt về tỷ lệ mắc bệnh ở 

trẻ em. Như vào kỷ nguyên trước khi có vắcxin, tỷ lệ mắc các bệnh lý xâm 

nhập do Hib trên 100.000 trẻ dưới 5 tuổi tại Anh là từ 21 đến 44, tại Mỹ là 20 

đến 50 và tại Brazil là 42 [60]. Tại Gambia, tỷ lệ mắc mới viêm màng não mủ 

do Hib trước những năm 90 ở trẻ dưới 5 tuổi là 60/100.000 và cao tới 

200/100.000 ở trẻ nhỏ dưới 1 tuổi [8]. Tại Đông Nam châu Á, phân bố chính 

xác của Hib đối với các bệnh lý viêm màng não và viêm phổi còn chưa rõ 

ràng. Tỷ lệ viêm màng não mủ do Hib ở trẻ từ 0 đến 4 tuổi tại Hồng Kông 

được báo cáo hàng năm thấp dưới 1,75 trường hợp trên 100.000 và tại Đài 

Loan cũng là 3,22 trên 100.000 trẻ dưới 5 tuổi [42] trái với tỷ lệ bệnh Hib ở 

trẻ  Viêṭ Nam nhập cư tại Hồng Kông vượt quá 42 trường hợp trên 100.000 

trẻ [27]. Hậu quả viêm phổi nói chung khó xác định do chỉ một tỷ lệ nhỏ các 

trường hợp viêm phổi do Hib có nhiễm trùng huyết. Các nghiên cứu phải kết 

hợp một loạt các kỹ thuật chẩn đoán khác nhau như kỹ thuật hút dịch phổi 

thường được coi là tiêu chuẩn vàng để xác định căn nguyên viêm phổi. Điều 

này cho phép xác định được  tỷ lệ viêm phổi do Hib ở trẻ dưới 5 tuổi tại 

Gambia cao đến 42% trong khi các nghiên cứu thông thường cho rằng căn 

nguyên viêm phổi do Hib  chiếm ít nhất là 21% [60]. 

Trong cộng đồng, các đối tượng có nguy cơ mắc các bệnh do Hib gây 

ra không giống nhau. Tại Mỹ, bệnh Hib ghi nhận tỷ lệ mắc ở trẻ trai cao gấp 

1,2 - 1,5 lần so với trẻ gái [13] và ở trẻ da đen dưới 5 tuổi cao gấp 2 - 4 lần so 

với trẻ da trắng [56]. Các cộng đồng người bản xứ như người Aboriginals tại 

Úc và người Alaskan Eskimos, Apache, Navajo Indians tại Bắc Mỹ có nguy 
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cơ rất cao mắc bệnh lý xâm nhập do Hib với tỷ lệ đạt tới 408/100.000. Các 

nghiên cứu tại Úc cũng cho thấy ở nhóm trẻ thuộc cộng đồng di cư, tỷ lệ mắc 

mới chỉ là 33 - 60 trên 100.000 trẻ, trong khi ở các trẻ bản địa tỷ lệ này cao 

đến 500 trên 100.000 trẻ dưới 5 tuổi. Tỷ lệ thể bệnh xâm nhiễm ở Châu Âu 

cũng khác biệt tùy theo từng quốc gia khác nhau như tại Tây Ban Nha là 12 

/100.000 và Thụy Điển là 54/100.000 trẻ dưới 5 tuối. Tuổi có nguy cơ mắc 

bệnh cao nhất cũng thay đổi tùy theo các vùng địa dư khác nhau. Tại Tây Âu, 

30 - 40% số ca bệnh xảy ra ở trẻ trong 5 năm đầu tiên và 60 - 80% số ca bệnh 

Hib gặp ở trẻ dưới 2 tuổi. Trong khi đó tại nhóm cư dân bản địa và ở các nước 

đang phát triển  30 - 50% số ca bệnh xẩy ra khi trẻ 6 tháng tuổi và 60 - 80% 

số ca bệnh xảy ra ở trẻ dưới 1 tuổi. Tỷ lệ mắc rất cao này có thể là do sự kết 

hợp giữa yếu tố di truyền và tương tác môi trường. Yếu tố môi trường ảnh 

hưởng đến việc phơi nhiễm với vi khuẩn Hib như nơi chăm sóc điều dưỡng 

hay có mật độ dân cư cao liên quan đến khả năng làm tăng nguy cơ mắc các 

bệnh xâm nhiêm̃, đồng thời các điều kiện sẵn có như bệnh hồng cầu hình 

liềm, nhiễm HIV, ghép tủy xương, suy giảm bổ thể, gia đình có nhiều con và 

trẻ không được bú mẹ cũng là những yếu tố nguy cơ quan trọng [56]. 

Tỷ lệ mang vi khuẩn vùng họng hầu ước tính cũng liên quan đến độ 

tuổi của cá thể có thể phản ánh quá trình chưa hoàn thiện của hệ miễn dịch ở 

trẻ nhỏ. Trong kỷ nguyên tiền vắcxin, khoảng 4/100 trẻ tại Anh mang vi 

khuẩn Hib. Một tỷ lệ tương tự cũng gặp tại Phần Lan (3,5%) [49] và Mỹ (2 - 

5%) [60]. Các nghiên cứu tại Gambia cũng cho thấy có một tỷ lệ rất cao 

người mang vi khuẩn, thay đổi tùy theo từng địa điểm nghiên cứu khác nhau 

và dao động từ 12 - 33% [8]. 
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Kháng nguyên bề mặt của vi khuẩn Hib 

Bề mặt của vi khuẩn Hib là vách tế bào và vỏ polysaccharide. Theo các 

nghiên cứu in vitro, vỏ polysaccharide là thành phần kháng lại các cơ chế 

phòng bệnh quan trọng của vật chủ như thực bào và tế bào giết vi khuẩn qua 

trung gian tế bào. Vỏ Hib được cấu tạo bởi các chuỗi polymer  ribosyl và 

ribitol - phosphate lặp lại từ đó hình thành nên polyribosyl - ribitol - 

phosphate (PRP). Các thành phần vỏ của các týp huyết thanh Hi khác chứa 

nhiều đường hexose hơn đường pentose và hiếm khi gây ra các bệnh xâm 

nhiêm̃ cho dù hiện nay vẫn chưa rõ lý do thực sự của sự khác biệt về khả năng 

gây bệnh này [45]. Vi khuẩn có vỏ có thể xâm nhâp̣  qua biểu mô của vùng 

hầu họng vào thẳng mao mạch từ đó biểu hiện các đặc tính xâm nhiêm̃ của 

Hib. Vỏ kháng thực bào ngừa tác động của hệ thống bổ thể bằng cách ức chế 

hoặc làm chậm các protein bổ thể trên bề mặt tế bào (đặc biệt là C3b) do vậy 

vi khuẩn có thể xâm nhiêm̃ máu hoặc dịch não tủy mà không kích thích thực 

bào cũng như các đáp ứng viêm gây ly giải vi khuẩn qua trung gian bổ thể. Vì 

lý do này, kháng thể kháng vỏ có khả năng liên kết với vỏ và kích thích cả 

quá trình thực bào (qua tương tác Fc với tế bào khác) lẫn quá trình ly giải vi 

khuẩn (bằng cách cho bổ thể liên kết) từ đó bảo vệ cơ thể chống lại các vi 

khuẩn có vỏ [51]. Kháng thể anti - PRP được sản sinh ra khi phơi nhiễm với 

Hib và có khả năng bảo vệ phòng bệnh Hib [9]. 

Vách tế bào vi khuẩn chứa một số protein màng ngoài khác nhau 

(OMP), đây cũng là điểm đích của IgG ở người. Các OMP bao gồm P1, P2, 

P4, P5, P6, một protein màng ngoài 98kD và một protein 42kD được gọi là 

protein D. Kháng thể đối với P1, P4 và P6 gắn kết với các protein trên bề mặt 

của nhiều chủng Hi khác nhau. Mô hình trên động vật cho thấy kháng thể đối 

với một số protein có tác dụng bảo vệ và việc phát triển vắcxin chứa OMP Hi 

có khả năng ngừa viêm tai giữa. Nghiên cứu sử dụng protein D của Hi như 
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một chất tải cho vắcxin polysaccharide phế cầu cộng hơp đã cho thấy khả 

năng bảo vệ phòng ngừa cả phế cầu và viêm tai giữa do Hi [37].    

Miễn dịch của Hib 

Các nghiên cứu dịch tễ học về các thể bệnh  xâm nhiêm̃ do Hib kết hợp 

với các kết quả thực nghiệm trên động vật đã thiết lâp̣ đươc̣  đặc điểm miễn 

dịch đối với Hib. Tính cảm nhiễm đối với các thể bệnh xâm nhiêm̃ phụ thuộc 

vào lứa tuổi cho thấy có liên quan đến việc tồn tại hay không những yếu tố 

tiêu diệt vi khuẩn trong máu. Kháng thể kháng vỏ vi khuẩn Hib được xác định 

như một dấu hiệu chỉ điểm và cho thấy tác động bảo vệ đặc hiệu týp đối với 

các bệnh lý gây chết do Hib gây ra trên mô hình thỏ thực nghiệm. Các nghiên 

cứu tiếp theo trên người về tác động diệt khuẩn của máu xác định sự liên quan 

giữa tác động diệt khuẩn và hiệu giá kháng thể kháng vỏ. Đồng thời, sự có 

mặt của IgG anti - PRP trong máu liên quan đến việc giảm tỷ lệ mắc mới 

viêm màng não do Hib [5].  

Tỷ lệ mắc mới Hib tương đối thấp trong một hai tháng đầu đời do 

kháng thể IgG đặc hiệu với PRP được truyền từ mẹ sang con qua nhau thai. 

Ngay sau đó khi lượng kháng thể từ mẹ truyền sang giảm xuống, tỷ lệ mắc 

bệnh tăng lên (đỉnh của bệnh xảy ra tại các thời điểm khác nhau ở các cộng 

đồng dân cư khác nhau), nhưng vào thời điểm từ 5 tuổi trở đi kể cả người lớn 

tỷ lệ mắc này lại giảm xuống rất thấp [60]. Giống với các polysaccharide từ vi 

khuẩn khác, PRP được xếp vào dạng kháng nguyên không phụ thuộc tuyến ức 

kích thích trực tiếp tế bào B mà không cần có sự hỗ trợ của tế bào T và kháng 

nguyên loại này gây miễn dịch yếu ở trẻ em. Do vậy, một trong những 

nguyên nhân làm trẻ nhỏ rất dễ mắc các thể bệnh xâm nhiêm̃ do Hib gây ra là 

do trẻ không có khả năng tạo được miễn dịch mạnh với kháng nguyên 

polysaccharide đơn thuần trước 18 tháng tuổi. 
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Đáp ứng với nhiễm vi khuẩn Hib 

 Hib là vi khuẩn có độc lực mạnh nhất trong nhóm Haemophilus và 95% 

trẻ bị nhiễm Haemophilus trong máu và màng não mủ là do týp huyết thanh b. 

Vi khuẩn Hib có mặt ở đường hô hấp trên của người và chỉ một phần những 

người mang sẽ phát triển thành bệnh lý trên lâm sàng. Thời gian từ khi nhiễm 

vi khuẩn đến lúc xuất hiện triệu chứng vào khoảng 2 đến 10 ngày. Triệu 

chứng của viêm màng não mủ do Hib là đau đầu, sốt, nôn, cứng gáy, nhạy 

cảm với ánh sáng, đau khớp, ngủ gà, lơ mơ và hôn mê. Nếu nhiễm Hib xảy  ra 

ở trẻ trên 24 tháng tuổi khỏe mạnh chưa được tiêm phòng thì các đáp ứng 

miễn dịch thường tăng lên rất mạnh. Cả đáp ứng tế bào lẫn dịch thể đều đóng 

vai trò quan trọng trong ngừa nhiễm Hib ở từng cá thể. Kháng thể IgG, IgM 

và IgA đối với Hib đều xuất hiêṇ sau khi nhiễm cũng như sau khi tiêm phòng 

vắcxin. Tuy nhiên, phần lớn các nghiên cứu thường tập trung vào IgG trong 

huyết thanh và ít các nghiên cứu đề cập đến vai trò của kháng thể màng nhày. 

Đồng thời phần lớn các nghiên cứu về Hib đề cập đến đáp ứng với PRP đơn 

thuần và tương đối ít các nghiên cứu về đặc điểm và tầm quan trọng của đáp 

ứng với protein của Hib [22].   

Các thực nghiệm tiêm IgG anti - PRP có hiệu giá cao trên mô hình cả ở 

động vật và người cho thấy nồng độ kháng thể 0,15 µg/ml cho khả năng bảo 

vệ ngắn hạn ngừa các bệnh Hib xâm nhập [4]. Thực nghiệm từ các nghiên 

cứu thực địa vắcxin PRP cho thấy hiệu quả bảo vệ tốt có được ở những trẻ có 

đáp ứng ít nhất là 1µg/ml sau một tháng tiêm vắcxin. Trong quá trình phát 

triển và đánh giá vắcxin Hib cộng hợp thì ngưỡng 0,15 và 1µg/ml được sử 

dụng để xác định khả năng bảo vệ ngắn hạn và lâu dài. Tuy nhiên, không 

ngưỡng nào được cho là ngưỡng khác biệt về đáp ứng miễn dịch giữa vắcxin 

cộng hợp và vắcxin PRP đơn thuần. Trong thực tế, vắcxin Hib cộng hợp cho 

đáp ứng miễn dịch ký ức, do vậy sẽ cho hiệu quả bảo vệ  kéo dài hơn so với 
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tiêm vắcxin chỉ có PRP, đặc biệt khi phơi nhiễm liên tiếp với Hib có thể sẽ 

duy trì hiệu giá kháng thể lưu hành. 

 

1.2. VẮC XIN HAEMOPHILUS INFLUENZAE TYPE B (HIB)  

Vắcxin đầu tiên chống lại bệnh Hib là vắcxin chỉ có duy nhất một thành 

phần polysaccharide vỏ. Đáp ứng miễn dịch của vắcxin này là đáp ứng không 

phụ thuộc vào tế bào lympho T (tế bào lympho B sản sinh ra kháng thể mà 

không chịu tác động của tế bào lympho T). Vắcxin này không có hiệu quả 

sinh đáp ứng miễn dịch ở nhóm trẻ dưới 24 tháng tuổi, nhóm có nguy cơ mắc 

bệnh và tử vong cao nhất và không tạo được ký ức miễn dịch, nên đáp ứng 

miễn dịch không tồn taị lâu dài. Do đó, các nhà khoa học đã cải tiến và tìm ra 

loại vắcxin Hib mới - vắcxin cộng hợp. Vắcxin cộng hợp polysaccharide  hiệu 

quả cao có mặt trên thế giới vào đầu những năm 90. Cộng hợp polysaccharide 

với protein tải tạo ra đáp ứng miễn dịch phụ thuộc vào tế bào lympho T do đó 

làm tăng cao tính sinh miễn dịch đặc biệt ở trẻ em.  

 

1.2.1. Vắcxin Hib dạng polysaccharide 

Vắcxin ngừa Hib đầu tiên được sản xuất vào đầu những năm 1970 và 

thành phần là vỏ polysaccharide tinh chế (PRP). Qua các thử nghiệm lâm 

sàng đã được tiến hành cho thấy hiệu quả đáp ứng của vắcxin ngắn và không 

có đáp ứng bảo vệ ở trẻ dưới 18 tháng tuổi do miễn dịch tế bào B không phát 

triển ở lứa tuổi này. Thêm vào đó, không thấy tăng hiệu giá kháng thể đối với 

liều tiêm nhắc lại của PRP, kháng thể được tạo ra là IgM và một lượng rất 

thấp IgG, vắcxin không có hiệu quả đối với người mang vi khuẩn Hib ở vùng 

họng hầu [7]. Các theo dõi kéo dài ở những đối tượng trên 18 tháng tuổi cho 

thấy hiệu quả bảo vệ là gần 90%. Sự hoàn thiện của hệ miễn dịch liên quan 
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đến đáp ứng đối với PRP do vậy hiệu giá kháng thể ở trẻ cũng tăng tự nhiên 

theo độ tuổi. Việc phơi nhiễm liên tục với Hib sẽ duy trì khả năng bảo vệ kéo 

dài ngừa Hib [34]. Tại Mỹ, vắcxin Hib dạng polysaccharide được cấp phép sử 

dụng vào năm 1985 và chỉ định tiêm cho trẻ từ 2 đến 5 tuổi. Theo dõi theo 

tuần cho thấy nguy cơ nhiễm bệnh tăng dần sau khi tiêm vắcxin và điều này 

được cho là có liên quan đến việc giảm kháng thể PRP trong huyết thanh ở 

người đã được tiêm vắcxin. Hiệu quả chung của vắcxin là từ 50 - 60% và 

vắcxin dạng này đã được sử dụng cho đến năm 1998 khi vắcxin Hib cộng hợp 

bắt đầu được sử dụng [22]. 

 

1.2.2. Vắcxin Hib cộng hợp 

Vào năm 1920, những nghiên cứu khởi đầu của Avery và Goebel đã 

cho thấy tính sinh miễn dịch của các kháng nguyên carbonhydrate trên thỏ 

được tăng mạnh khi cộng hợp giữa đường và chất tải protein. Nghiên cứu này 

đặt nền móng cho việc phát triển các vắcxin cộng hợp sử dụng cho người, 

nhưng chỉ đến những năm 1970 khi vắcxin Hib cộng hợp được nghiên cứu và 

phát triển , vấn đề này mới thực sự được quan tâm đến. Cộng hợp hóa học 

PRP với kháng nguyên protein như giải độc tố bạch hầu và uốn ván là những 

điểm căn bản đầu tiên để phát triển vắcxin Hib cộng hợp và kháng nguyên 

này có khả năng tạo ra tế bào T trợ giúp từ đó chuyển tín hiệu phù hợp tới tế 

bào B đặc hiệu carbonhydrate do vậy làm tăng cả tính sinh miễn dịch và chất 

lượng của đáp ứng miễn dịch đối với thành phần PRP có trong vắcxin [26]. 

Hiện nay trên thế giới đã có một số loại vắcxin Hib cộng hợp được phát 

triển, sản xuất và lưu hành. Thành phần của các vắcxin này đều chứa 

polysaccharide vỏ của Hib được liên kết đồng hóa trị với protein tải. Các loại 

vắcxin khác nhau sẽ khác nhau về độ dài của polysaccharide, bản chất của 
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protein tải và phương pháp để liên kết hai thành phần này với nhau. Hiện có 4 

loại vắcxin Hib cộng hợp được cấp phép sử dụng tại nhiều nước khác nhau: 

+ PRP-D là vắcxin Hib cộng hợp đầu tiên được cấp phép sử dụng tại 

Mỹ vào năm 1987. PRP-D với tên thương mại ProHIBIT được phát triển bởi 

hãng Connaught Laboratories (hiện là Pasteur Mérieux Connaught - PMC). 

PRP-D chứa polysaccharide có độ dài trung bình cộng hợp với giải độc tố 

bạch hầu qua khoảng trống 6 carbon. 

+ HbOC là vắcxin Hib cộng hợp thứ hai được cấp phép sử dụng tại Mỹ 

vào năm 1988. HbOC với tên thương mại HibTITER được phát triển bởi hãng 

Praxis Laboraries (hiện là Wyeth Laderle Pediatrics and Vaccines). HbOC 

chứa PRP cộng hợp với CRM197 (đây là đột biến không gây độc của độc tố 

bạch hầu được chiết xuất từ môi trường nuôi cấy Corynebacterium diphteriae 

C7 (beta 197)). 

+ PRP-OMP là vắcxin Hib cộng hợp thứ ba được cấp phép sử dụng tại 

Mỹ vào năm 1989. PRP-OMP được phát triển bởi hãng Merck&Co và tên 

thương mại là PedvaxHIB. PRP-OMP chứa polysaccharide có độ dài trung 

bình cộng hợp với phức hợp protein màng ngoài của chủng Neisseria 

meningitidis nhóm B (B11) qua khoảng trống thioether.  

+ PRP-T là vắcxin Hib cộng hợp thứ tư được cấp phép sử dụng tại Mỹ 

vào năm 1993. PRP-T được phát triển bởi Rachel Schneerson và cộng sự tại 

Viện Quốc gia về Sức khỏe Hoa Kỳ (NIH). Vắcxin này được sản xuất bởi 

PMC và phân phối trên toàn thế giới với tên sản phẩm ActHIB. Tại Mỹ, sản 

phẩm này được phân phối bởi hãng SmithKline Beecham (SB). PRP-T chứa 

chuỗi polysaccharide lớn cộng hợp với giải độc tố uốn ván qua khoảng trống 

6 carbon.  
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Hình 1.1. Cấu trúc của các loại vắcxin Hib cộng hợp 

Bảng 1.1. Thành phần của một số vắcxin Hib cộng hợp hiện đang đƣợc sử dụng 

Loại 

vắcxin 

Polysaccharide 

của Hib 

Hàm lƣợng 

polysaccharide 

trong 1 liều dùng 

cho ngƣời (g) 

Bản chất 

của protein tải 

Hàm lƣợng 

protein trong 

1 liều dùng 

cho ngƣời (g) 

PRP-D Polysaccharide        

(giảm kính thước) 

25 Giải độc tố    bạch 

hầu 

18 

HbOC Polysaccharide có 

trọng lượng phân tử 

thấp 

10 Protein bạch hầu 

chủng CRM 197 

25 

PRP-OMP Polysaccharide       

(giảm kích thước) 

7,5 Phức hợp protein 

màng ngoài của      

N.meningitidis  

125 

PRP-T Polysaccharide  10 Giải độc tố    uốn ván 20 

 

Dạng vắcxin Hib cộng hợp PRP-D được đưa vào thử nghiệm lâm sàng 

trước tiên. PRP-D cho đáp ứng miễn dịch tương đối và chỉ có khoảng 40% trẻ 

sau liệu trình tiêm đầu tiên có được lượng kháng thể là 1 µg/ml và 70% đạt 

mức 0,15 µg/ml [18]. Hiệu quả thấp và đáp ứng miễn dịch kém khi thử 

nghiệm trên các đối tượng có nguy cơ mắc Hib cao là người Alaskan Eskimos 
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do vậy cho dù đã được cấp phép tại nhiều nước, PRP-D hiện không còn được 

sản xuất và lưu hành sử dụng cho trẻ em dưới 18 tháng tuổi nữa [49]. 

Phát triển vắcxin PRP-OMP, HbOC và PRP-T được tiến hành gần như 

đồng thời và các nghiên cứu về tính sinh miễn dịch đầu tiên cho thấy đáp ứng 

kháng thể tốt trên trẻ từ 2 tháng tuổi trở lên. PRP-OMP là vắcxin duy nhất 

không sử dụng protein tải là bạch hầu và uốn ván. Nghiên cứu của về tính 

sinh miễn dịch của vắcxin này cho thấy nồng độ kháng thể anti - PRP đạt 

được với hiệu quả bảo vệ ngắn hạn và dài hạn lần lượt là 0,15 µg/ml và 1 

µg/ml ở phần lớn các trẻ sau 1 liều tiêm đơn lẻ [17]. Do vậy, PRP-OMP là 

vắcxin được lựa chọn để sử dụng cho các cộng đồng có nguy cơ mắc bệnh 

cao trong vòng 6 tháng tuổi đầu tiên. Tuy nhiên, hiệu giá kháng thể trung bình 

nhân sau liệu trình tiêm đầu tiên (3 liều) thấp hơn so với liệu trình tiêm PRP-

T hoặc HbOC và đáp ứng với liều nhắc lại cũng thấp hơn so với tiêm PRP-T 

hoặc HbOC. HbOC chứa một đoạn oligosaccharide Hi ngắn cộng hợp với độc 

tố đột biến (CRM197) tách ra từ vi khuẩn bạch hầu (Corynebacterium 

diphtheria) và cho lượng kháng thể anti - PRP cao sau liệu trình tiêm 3 liều 

đầu tiên. PRP-T là vắcxin Hib cộng hợp cuối cùng được đánh giá và đưa vào 

sử dụng năm 1992. Vắcxin này chứa giải độc tố uốn ván là protein tải gắn với 

PRP qua liên kết 6 - carbon hoặc hóa đặc carbodimide. So sánh đáp ứng miễn 

dịch của 4 loại vắcxin Hib cộng hợp khác nhau sau khi tiêm theo lịch vào 2, 4 

và 6 tháng tuổi được trình bày trong Hình 1.2. Qua đây có thể thấy ngoại trừ 

PRP-OMP, phần lớn kháng thể đối với Hib có được sau 3 liều tiêm vắcxin 

vào lúc 6 tháng tuổi [11]. 
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Hình 1.2. So sánh đáp ứng tạo kháng thể của 4 loại vắcxin Hib cộng hợp 

Cùng với nồng độ IgG có được bởi vắcxin cộng hợp, vắcxin này còn 

tạo ra trí nhớ miễn dịch đối với thành phần PRP trong vắcxin, kết quả này 

không hề có được sau khi tiêm vắcxin chỉ có PRP. Điều đặc biệt là vắcxin 

Hib cộng hợp có khả năng bảo vệ ngừa nguy cơ mang vi khuẩn Hib ở đường 

hầu họng. Nếu trong một cộng đồng có tỷ lệ trẻ được tiêm phòng đầy đủ, 

nguy cơ lây truyền Hib sẽ giảm và các cá thể không được tiêm phòng cũng 

được bảo vệ do giảm khả năng phơi nhiễm với tác nhân gây bệnh. Việc giảm 

bệnh trong nhóm không tiêm phòng ở các cộng đồng có tỷ lệ tiêm phòng cao 

được xem là bảo vệ gián tiếp hay “hiệu ứng côṇg đồng”. Hiệu quả này thấy 

được qua một số thử nghiệm lâm sàng tiêm vắcxin Hib cộng hợp với các lịch 

tiêm khác nhau tại Mỹ, Gambia, Brazil và Anh. Thậm chí với tỷ lệ tiêm 

phòng chỉ đạt được từ 20 - 60%, nguy cơ mắc các bệnh xâm nhiêm̃ do Hib 

gây ra đã giảm từ 56 - 73%. Điều này có một ý nghĩa quan trọng đặc biệt tại 

các nước đang phát triển nơi hệ thống cơ sở để có thể tiêm chủng đủ mũi còn 

nhiều khó khăn. Một thí dụ cụ thể cho quan điểm này đã được thấy tại 

Gambia, nơi vắcxin Hib được triển khai tiêm phòng từ những năm 90, nhưng 
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vắcxin được cung cấp không liên tục do đó tỷ lệ tiêm phòng đủ 3 mũi vắcxin 

chỉ đạt được từ 62 - 75%. Tuy vậy tỷ lệ mang vi khuẩn ở nhóm trẻ không tiêm 

phòng đã giảm từ 7,7% xuống còn 3,8% và thể bệnh xâm nhiêm̃ do Hib đã 

gần như biến mất. Nhờ tác động của hiệu ứng côṇg đồng, tỷ lệ mắc Hib giảm 

10 lần tại Anh ở trẻ em dưới 1 tuổi chưa được tiêm phòng vắcxin vào năm 

1998 so với tỷ lệ trên cùng một đối tượng trẻ trước khi triển khai tiêm phòng 

vắcxin. Tác động khác của hiệu ứng côṇg đồng là hiệu quả viêc̣ tiêm phòng 

Hib ở trẻ em đối với  bệnh  Hib xảy ra ở người lớn. Tổng kết các trường hợp 

bệnh Hib ở người lớn tại 5 vùng ở Anh vào những năm 1990 và 1995 cho 

thấy số ca bệnh đã giảm ở 3 năm đầu so với 2 năm sau. Các theo dõi liên tục 

về các bệnh  Hib cho thấy với 40% trẻ Navajo Indian được tiêm phòng vắcxin 

vào những năm 1988 đến 1992 đã làm giảm 75% số trường hợp trẻ bị mắc 

Hib sống trong cùng cộng đồng. Lượng kháng thể để có được tác dụng bảo vệ 

ngừa mang vi khuẩn đòi hỏi phải cao hơn lượng kháng thể có tác dụng ngừa 

bệnh xâm nhiêm̃. Một nghiên cứu cho thấy để có được tác dụng bảo vệ ngừa 

mang vi khuẩn ở vùng hầu họng, nồng độ kháng thể trong huyết thanh đòi hỏi 

phải là gần 5 µg/ml [60]. 

Tác động tối ưu làm giảm thiểu bệnh  và lây truyền Hib phụ thuộc vào 

nhiều yếu tố như loại vắcxin, lịch tiêm phòng, đặc điểm dịch tễ của các quần 

thể đặc hiệu, khả năng triển khai tiêm phòng cũng như các yếu môi trường 

khác. Vắcxin Hib cộng hợp tạo đáp ứng miễn dịch ở các bệnh nhân có nguy 

cơ mắc các bệnh xâm nhiêm̃ cao như bệnh hồng cầu hình liềm, ung thư máu, 

nhiễm HIV, cắt lách. Tính sinh miễn dịch của vắcxin Hib cộng hợp không 

giống nhau giữa các quần thể. Sự khác biệt này được thấy khi tiêm cho trẻ 

vắcxin Hib cộng hợp tại California (Mỹ). Đáp ứng miễn dịch thấp nhất thấy 

được ở trẻ da trắng và cao nhất ở trẻ em gốc Á. Cùng trong nghiên cứu này, 
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đáp ứng có được ở trẻ liên quan đến tuổi thai và thời gian bú mẹ cho tới 6 

tháng tuổi [60]. 

8 thử nghiệm lâm sàng ngẫu nhiên có đối chứng placebo đánh giá hiệu 

quả vắcxin Hib cộng hợp đã được thực hiện và bệnh lý xâm nhập được sử 

dụng như một tiêu chuẩn về hậu quả bệnh tật (Bảng 1.2). Tất cả các nghiên 

cứu và các loại vắcxin ngoại trừ PRP-D tại Alaskan Eskimo (Mỹ) đều cho 

thấy có hiệu quả cao. 

Bảng 1.2. Hiệu quả vắcxin ƣớc tính từ các thử nghiệm lâm sàng                

với vắcxin Hib 

Loại 

vắcxin 

Hiệu quả 

vắcxin % 

95% CI Hậu quả bệnh lý Địa điểm 

nghiên cứu 

PRP-T 95 

100 

67 - 100 

55 - 100 

Bệnh xâm nhiêm̃ 

Viêm phổi sau 2 hoặc 3 liều 

Gambia 

PRP-D 95 83 - 98 Bệnh xâm nhiêm̃ Phần Lan 

PRP-D 35 57 - 73 Bệnh xâm nhiêm̃ Alaska, Mỹ 

PRP-T 90 50 - 99 Bệnh xâm nhiêm̃ Anh 

PRP-T 90,2 74,5 - 100 Bệnh xâm nhiêm̃ Chilê 

PRP-OMP 95 

93 

72 - 99 

53 - 98 

Bệnh xâm nhiêm̃ 

Viêm màng não mủ 

Navajo, Mỹ 

HbOC 100 64 - 100 Bệnh  xâm nhiêm̃ California, Mỹ 

 

Vắcxin Hib cộng hợp thường được tiêm cùng thời điểm với vắcxin 

bạch hầu-uốn ván-ho gà (DTP) và các vắcxin dành cho trẻ em khác do vậy 

điều cần thiết phải phát triển dạng vắcxin phối hợp giữa các vắcxin này với 

nhau. Phối hợp vắcxin có những ưu điểm như làm đơn giản hóa chương trình 
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tiêm phòng, giảm thiểu số mũi tiêm, giảm diện tích cần cho bảo quản vắcxin 

và giảm lượng chất thải y tế. Tuy nhiên, tác động giữa các thành phần khác 

nhau của vắcxin phối hợp cần được theo dõi, đặc biệt với vắcxin có chứa 

kháng nguyên Hib cộng hợp và ho gà vô bào (Pa). Vắcxin Hib cộng hợp 

thường được phối hợp với vắcxin DTPa (4 thành phần) hoặc DTPa/viêm gan 

B, DTPa/bại liệt bất hoạt (5 thành phần) và DTPa/viêm gan B/bại liệt bất hoạt 

(6 thành phần). Một số nghiên cứu đã cho thấy đáp ứng với Hib giảm khi 

PRP-T được tiêm đồng thời với DTPa-bại liệt bất hoạt so với khi tiêm riêng 

rẽ. Việc suy giảm này một phần được cho là tác động của nhôm hydroxide đối 

với tính toàn vẹn của PRP-T [44]. Xu hướng phát triển các vắcxin phối hợp 

DTPa-Hib sử dụng nhôm phosphate đã giúp khắc phục việc suy giảm đáp ứng 

với Hib này [28], [53]. Gần đây, các nghiên cứu lại cho rằng một phần của 

việc ức chế đáp ứng miễn dịch đối với Hib là do lượng giải độc tố uốn ván 

quá cao gây phong tỏa các epitope của Hib. Điều này đươc̣ ghi nhâṇ  đối với 

vắcxin phối hợp DTPw chứa thành phần ho gà toàn tế bào do vậy nhiều tác 

giả lại quay trở lại quan điểm liệu phải chăng đây vẫn là do tác động của chất 

bổ trợ có trong thành phần vắcxin gây ra. Các nghiên cứu vẫn đang được tiếp 

tục tiến hành đặc biệt là các bằng chứng về lâm sàng sẽ là căn cứ vững chắc 

nhất để lý giải cho các giả thuyết này [16]. 

Sau khi triển khai tiêm phòng vắcxin Hib cộng hợp vào chương trình 

tiêm chủng mở rộng cho trẻ em những năm 1990, bệnh Hib đã giảm rõ rệt tại 

các nước tây Âu, Canada, Mỹ, Úc và New Zealand. Hiệu quả vắcxin trong 

một số trường hợp đã vượt quá 95% ở những trẻ được tiêm đầy đủ theo lịch 

tiêm từ lúc 2 tháng tuổi [10]. Tuy nhiên, tại một số nước như Phần Lan, hiệu 

quả cao lại được công bố khi lịch tiêm vắcxin được bắt đầu muộn hơn, do vậy 

hiệu quả vắcxin phụ thuộc vào đặc điểm dịch tễ học của bệnh. Kết quả có 

được tại các nước phát triển đã cho thấy lợi ích rõ rệt của việc triển khai tiêm 
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phòng vắcxin Hib cộng hợp trong Chương trình tiêm chủng mở rộng [32], 

[57]. Tại Mỹ, trước khi triển khai tiêm phòng vắcxin Hib cộng hợp, số ca 

bệnh Hib xâm nhiêm̃ ước tính hàng năm là 20.000 ca bệnh ở trẻ dưới 5 tuổi. 

Sau khi triển khai tiêm phòng vắcxin Hib cộng hợp cho trẻ vào năm 1987, cho 

đến năm 1990, tỷ lệ mắc mới bệnh Hib xâm nhiêm̃ đã giảm trên 99%. Vắcxin 

Hib cộng hợp cũng có hiệu quả trong cộng đồng có tỷ lệ mắc Hib cao như 

người Mỹ Indian hay người Alaskan Eskimo [55]. Tại Anh, số ca bệnh Hib 

xâm nhiêm̃ là 1.500 trường hợp mỗi năm trong đó có 900 ca viêm màng não 

mủ và có 60 ca tử vong. Từ khi bắt đầu triển khai tiêm phòng vắcxin vào năm 

1992, số trường hợp mắc mới hàng năm đã giảm 90% từ 21/100.000 vào kỷ 

nguyên trước khi có vắcxin xuống còn 0,65/100.000 và vẫn còn tiếp tục giảm 

thấp trong những năm 90. Hiệu quả vắcxin ước tính vào thời điểm 7 đến 8 

năm sau khi triển khai tiêm phòng vắcxin Hib tại Anh là 97%. Theo dõi các 

dữ liệu cũng khẳng định không thấy tăng rõ rệt  bệnh xâm nhiêm̃ do vi khuẩn 

Hib không định týp gây ra [38]. Tại các nước châu Âu khác, tỷ lệ giảm bệnh 

Hib cũng được thấy sau khi tiêm phòng vắcxin Hib cộng hợp tại Đức, Hà 

Lan, Bỉ, Pháp và bệnh Hib đã hoàn toàn bị loại trừ sau 3 năm triển khai tiêm 

phòng vắcxin tại Iceland [35]. Tại Phần Lan, vắcxin Hib cộng hợp được triển 

khai vào năm 1986 theo lịch tiêm 4,6 và 15 tháng tuổi đã cho thấy hiệu quả 

vắcxin rất cao. Tại Thụy Điển, sau khi triển khai tiêm phòng vắcxin Hib theo 

lịch 3, 5 và 12 tháng, tỷ lệ mắc mới bệnh viêm lưỡi gà do Hib giảm từ 

20,9/100.000 trẻ dưới 5 tuổi vào năm 1987 xuống còn 0,9/100.000 trẻ vào 

năm 1996 [60]. Một số nghiên cứu tại các nước đang phát triển nơi có tỷ lệ 

mắc các bệnh do Hib cao còn cho thấy hiệu quả của vắcxin Hib cộng hợp cả 

về mặt dịch tễ học và kinh tế. Tại Chilê, số ca mắc mới các bệnh Hib xâm 

nhiêm̃ đã giảm được 90% sau khi triển khai tiêm phòng rộng rãi vắcxin Hib 

cộng hợp vào năm 1996. Cũng theo ghi nhận, vắcxin Hib đã làm giảm đáng 

kể số ca viêm phổi mắc mới phải nhập viện tại Chilê. Sau khi triển khai tiêm 
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phòng vắcxin Hib cộng hợp, tỷ lệ mắc viêm màng não mủ hàng năm tại 

Gambia đã giảm từ trên 200 ca bệnh trên 100.000 trẻ dưới 1 tuổi vào những 

năm đầu của thập niên 90 xuống đến không còn trường hợp nào vào năm 

2002 và từ 60 ca bệnh trên 100.000 trẻ xuống đến không còn trường hợp nào 

ở nhóm trẻ dưới 5 tuổi. Giữa những năm 2001 và 2002, sau khi triển khai 

tiêm phòng vắcxin Hib cộng hợp tại Malawi, tỷ lệ mắc mới Hib giảm 88% ở 

trẻ dưới 5 tuổi và 87% ở trẻ dưới 2 tuổi. Thêm vào đó, hiệu quả vắcxin phòng 

ngừa viêm màng não mủ do Hib ở trẻ có HIV dương tính đã đạt tới 100% 

Theo các báo cáo sau 3 năm triển khai tiêm phòng vắcxin ngừa Hib cho trẻ 

em tại Kenya cũng cho thấy các bệnh thể xâm nhiêm̃ do Hib giảm một cách 

có ý nghĩa tới 88%.  

Vắcxin Hib cộng hợp hiện đã được bổ sung vào danh sách các vắcxin 

đem lại  thành công đáng kể làm thay đổi căn bản tình trạng sức khỏe trẻ em 

tại nhiều quốc gia trên thế giới. 20 năm qua, các bệnh do Hib gây ra đã 

chuyển từ căn nguyên phổ biến nhất sang một bệnh gần như không còn được 

ghi nhận và tiến tới dần loại trừ ở các nước đã triển khai tiêm phòng vắcxin 

Hib cộng hợp rộng rãi cho trẻ em. Cho dù những thành công của vắcxin Hib 

đã được chứng minh, nhưng cho đến cuối thể kỷ 20, mới chỉ có dưới 8% khu 

vực lưu hành bệnh Hib trên thế giới được dự phòng bằng vắcxin và phần lớn 

gánh nặng bệnh tật này vẫn đặt lên các nước đang phát triển [60]. Từ năm 

1998, Tổ chức Y tế Thế giới (TCYTTG) đã khuyến cáo triển khai tiêm phòng 

vắcxin Hib cộng hợp trên toàn thế giới cho trẻ dưới 5 tuổi. Tuy nhiên, do có 

sự khác biệt về tình hình dịch tễ học, công tác chăm sóc sức khỏe và điều kiện 

kinh tế, vắcxin Hib cộng hợp sẽ được triển khai vào chương trình tiêm chủng 

mở rộng quốc gia khác nhau với thời gian và chiến lược khác nhau. Trọng 

tâm của khuyến cáo này hướng đến các nước mà các bệnh do Hib gây ra đang 

là một vấn đề của y tế cộng đồng. 
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1.3. QUY TRÌNH CÔNG NGHỆ SẢN XUẤT VÀ PHƢƠNG PHÁP 

KIỂM TRA CHẤT LƢỢNG VẮC XIN HIB CỘNG HỢP  

Là kết quả của quá trình cộng hợp hóa học của hapten polysaccharide 

với protein tải, quy trình sản xuất, tinh chế, xác định đặc tính và kiểm tra chất 

lượng của vắcxin Hib cộng hợp phức tạp hơn nhiều so với vắcxin 

polysaccharide đơn thuần. Cấu trúc và kích thước của polysaccharide và 

protein tải thay đổi tùy theo các nhà sản xuất khác nhau. Tuy nhiên, tất cả các 

vắcxin Hib cộng hợp đều có chung một tiêu chí là có khả năng kích thích sản 

sinh kháng thể anti - PRP đặc hiệu ở trẻ em hoặc trẻ nhỏ với một lượng đạt 

mức độ bảo vệ ngừa bệnh Hib. Cho dù bản chất hóa học của kháng nguyên 

PRP từ các nhà sản xuất khác nhau là tương tự nhau nhưng kích thước của 

chuỗi saccharide, tính chất hóa học của cộng hợp và protein tải là khác nhau. 

1.3.1. Tổng quan về quy trình công nghệ sản xuất vắcxin Hib cộng hợp 

Sản xuất Hib polysaccharide dựa trên hệ thống giống sản xuất. Vi khuẩn 

Hib phát triển trên môi trường thích hợp. Trong quá trình vi sinh vật phát 

triển, tỷ lệ tăng trưởng, pH và hiệu suất polysaccharide là các chỉ số cần được 

theo dõi. Khi đạt được mức phát triển phù hợp, quá trình nuôi cấy dừng lại và 

polysaccharide được thu hoạch và tinh chế. Quá trình tinh chế cần phải tiến 

hành trong điều kiện vô trùng và sử dụng các hóa chất có độ tinh khiết cao. 

PRP cần được phân tích đầy đủ và phù hợp với các tiêu chuẩn của WHO [53]. 

Thêm vào đó phân bố kích thước phân tử của PRP tinh chế phải được xác 

định [14]. Sau đó, PRP sẽ được xử lý thay đổi về mặt hóa học và tinh chế lại. 

PRP sau khi thay đổi sẽ được sử dụng trong phản ứng cộng hợp. 

Trong công nghệ sản xuất vắcxin Hib cộng hợp, phương pháp thay đổi 

(hay hoạt hóa) tính chất hóa học của polysaccharide đóng vai trò quan trọng 



 23 

nhất. Một số phương pháp đang được áp dụng trong sản xuất vắcxin Hib cộng 

hợp hiện nay là: 

- Polysaccharide phản ứng với cyanogen bromide làm các nhóm hoạt 

hóa tiếp xúc với “các phân tử khoảng trống” hoặc với protein tải. 

Chất phản ứng thừa được loại ra bằng siêu lọc hoặc bằng phương 

pháp khác tương tự. Sau khi được hoạt hóa, polysaccharide này sẽ 

liên kết đồng hóa trị với axít adipic. 

- Polysaccharide giảm kính thước được tạo ra bởi quá trình oxy hóa 

cách quãng phân tử polysaccharide từ đó tạo thành các nhóm 

aldehyde. Sau đó các polysaccharide có trọng lượng phân tử thấp vừa 

được tạo ra này sẽ được tinh khiết.  

- Polysaccharide giảm kích thước cũng có thể được tạo ra bởi quá trình 

thủy phân bằng axít có kiểm soát từ đó tạo thành đường ribose khuyết 

đầu. Sau khi tinh khiết, các polysaccharide có trọng lượng phân tử 

thấp vừa được tạo ra đều đã được amin hóa khử và chuyển thành dẫn 

xuất với axít adipic nhờ hoạt hóa bởi N-hydroxy-succimide. 

- Polysaccharide phản ứng với carbonyldiimidazole, tiếp đó là 

butanediamine để tạo thành chất trung gian phản ứng với nhóm chức 

đầu amino. Nhóm này tiếp tục phản ứng để tạo thành dẫn xuất 

polysaccharide cuối cùng. 

Quá trình polysaccharide tham gia vào phản ứng cộng hợp được đánh 

giá dựa trên số lượng của nhóm chức năng (nhóm tạo dẫn xuất) trên tổng số 

polysaccharide đầu vào.  

Bên cạnh polysaccharide, tính sinh miễn dịch của vắcxin Hib cộng hợp 

còn ảnh hưởng bởi đặc tính và mức độ tinh khiết của protein tải. Các protein 
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hiện được sử dụng như các protein tải trong vắcxin Hib cộng hợp là giải độc 

tố bạch hầu hoặc giải độc tố uốn ván, độc tố bạch hầu ở dạng đột biến không 

gây độc (CRM197) và phức hợp protein màng ngoài của vi khuẩn Neisseria 

meningitidis nhóm B. Các thử nghiệm hóa lý phải được tiến hành để đánh giá 

các protein này là không độc, đồng thời có được nồng độ và độ tinh khiết phù 

hợp cho cộng hợp. Quá trình hoạt hóa các protein này có thể được tiến hành 

với các phương pháp sau: 

- Đưa giải độc tố bạch hầu vào với một nồng độ nhất định “các nhóm 

khoảng trống” để phản ứng với polysaccharide đã hoạt hóa. 

- Thêm nhóm thiol vào phức hợp protein màng ngoài của vi khuẩn 

Neisseria meningitidis nhóm B. 

Phức hợp phản ứng cộng hợp sau đó sẽ được làm sạch và tinh chế để loại 

trừ các chất tồn dư sử dụng trong quá trình cộng hợp. Cộng hợp được cô dặc 

lại và lọc vô trùng. Vào thời điểm này, các thử nghiệm đối với bán thành 

phẩm cộng hợp sẽ được thực hiện. Chỉ có PRP liên kết đồng trị với protein tải 

(PRP cộng hợp) là thành phần quan trọng cho đáp ứng ứng bảo vệ ngừa bệnh 

Hib. Do vậy, bán thành phẩm cộng hợp sẽ được thử nghiệm về hàm lượng 

PRP, PRP tự do (không cộng hợp), hàm lượng protein, tỷ số PRP trên protein 

và phân bố kích thước phân tử. Kích thước phân tử của PRP-protein là thông 

số quan trọng để thiết lập độ ổn định của quy trình sản xuất và nghiên cứu 

tính ổn định trong quá trình bảo quản vắcxin. Các thử nghiệm vô khuẩn và 

đánh giá độc tính đặc hiệu cần được tiến hành. Pha chế bán thành phẩm cuối 

cùng và đóng lọ vắcxin. 

Có 3 yếu tố cần được chú trọng để cộng hợp polysaccharide-protein có 

thể trở thành một vắcxin thành công và có tính sinh miễn dịch cao: 
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- Hai thành phần cần phải được liên kết với nhau bằng cầu nối đồng trị 

chứ không phải là các tác động không đồng trị. 

- Hàm lượng polysaccharide không cộng hợp trong sản phẩm cuối cùng 

không có ý nghĩa bởi vì liều lượng vắcxin được xác định dựa trên hàm 

lượng polysaccharide cộng hợp. Nhiều bằng chứng đã cho thấy chính 

polysaccharide không cộng hợp có khả năng ức chế  đáp ứng miễn dịch 

của thành phần cộng hợp. 

- Thành phẩm vắcxin cần phải ổn định, an toàn và vô trùng. 

Đề cập đến vấn đề cộng hợp của polysaccharide với một phân tử protein, 

những yếu tố sau đây cần được xem xét: 

- Cả hai phân tử đều là các phân tử đa chức như mỗi phân tử saccharide 

đều có nhiều nhóm hydroxyl (và hiếm gặp hơn còn là các nhóm amino) 

và mỗi phân tử protein đều có nhiều nhóm amino và carbonxylate. 

- Phân tử polysaccharide là đa phân bố bởi vì nằm trong một khoảng 

trọng lượng phân tử rộng. 

- Bởi vì tính đa chức và đa phân bố này, sản phẩm cộng hợp cuối cùng là 

một phức hợp nhiều phân tử có trọng lượng khác nhau và phương pháp 

đánh giá đặc tính truyền thống sử dụng đối với protein như SDS-PAGE 

thường ít được ứng dụng. 

- Do vậy, để một vắcxin cộng hợp được sản xuất có hiệu quả, điều chủ 

yếu là các kiểm tra phân tích cần được tiến hành phần lớn ở trong các 

bước tổng hợp. 

Như đã trình bày ở trên, sản phẩm cộng hợp cuối cùng là một phức hợp 

nhiều phân tử có trọng lượng khác nhau do vậy việc phân tách cộng hợp ra 
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khỏi các chất phản ứng dựa trên sắc ký trao đổi ion hoặc kết tủa với 

ammonium sulfate là rất khó khăn. Phương pháp thường được áp dụng nhất 

để phân tách cộng hợp có trọng lượng phân tử lớn ra khỏi các chất phản ứng 

dựa trên trọng lượng phân tử bằng sắc ký lọc gel. 

 

1.3.2. Phƣơng pháp kiểm tra chất lƣợng vắcxin Hib cộng hợp 

Kiểm tra chất lượng của polysaccharide 

Chủng Hib sẽ được sử dụng trong sản xuất cần được nhận dạng qua ghi 

chép và lý lịch bao gồm nguồn gốc và các thử nghiệm đã được tiến hành để 

xác định đặc tính của chủng. Sản xuất polysaccharide Hib cần dựa trên hệ 

thống chủng giống sản xuất. Nhà sản xuất nếu có thể cố gắng tránh sử dụng 

các nguyên vật liệu có nguồn gốc từ động vật. Tính ổn định về khả năng phát 

triển của vi khuẩn Hib cần được kiểm soát trong quá trình nuôi cấy. Trước khi 

vi khuẩn được bất hoạt, mẫu nuôi cấy cần được thử nghiệm về mức độ lây 

nhiễm. Độ thuần nhất của nuôi cấy được kiểm soát bằng các phương pháp 

như nuôi cấy trên môi trường thích hợp. Quá trình bất hoạt cũng cần phải 

được đánh giá theo các phương pháp phù hợp nhất. 

Mỗi loạt polysaccharide sau khi tinh chế cần được kiểm tra về mức độ 

tinh khiết [31]. Mỗi nhà sản xuất cần xác định các tiêu chuẩn và giới hạn cho 

sản phẩm của mình. Các thử nghiệm đối với polysaccharide tinh chế bao 

gồm: 

- Nhận dạng: polysaccharide tinh chế được xác định bằng các phương 

pháp miễn dịch hoặc đo mật độ cộng hưởng từ hạt nhân (NMR). 
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- Phân bố kích thước phân tử: đặc tính này có thể được tiến hành theo 

các phương pháp khác nhau như phận tách lọc gel sử dụng agarose liên 

kết chéo (gel Sepharose CL-4B hoặc CL-2B) hoặc sắc ký ngoại kích 

thước hiệu năng cao (HPSEC). Hằng số phân bố (KƊ) được xác định 

bằng cách đo phân bố kích thước phân tử của polysaccharide tại đỉnh 

chính của đường cong pha loãng [15], [39]. 

- Độ ẩm tồn dư (đối với vắcxin daṇg đông khô): chỉ số này cần được xác 

định theo phương pháp thích hợp (Karl-Fisher) và cho thấy mức độ ổn 

định trong giới hạn yêu cầu. 

- Thành phần polysaccharide: lượng polysaccharide được xác định bằng 

cách đo hàm lượng ribose. Hàm lượng này được xác định bằng phản 

ứng Bial đối với đường pentose sử dụng chuẩn Ɗ-ribose. Các phương 

pháp khác có thể sử dụng để định tính polysaccharide tinh khiết như 

sắc ký trao đổi ion hiệu năng cao với đầu dò xung điện (HPAEC-PAD) 

hoặc xác định hàm lượng phosphorus theo phương pháp Chen [53]. 

- Protein tạp: hàm lượng protein tạp được tính trên trọng lượng khô và 

xác định bằng phương pháp Lowry sử dụng chuẩn albumin huyết thanh 

bò hoặc một phương pháp khác thích hợp. 

- Axít nucleic tạp:  hàm lượng axít nucleic tạp được tính trên trọng lượng 

khô và xác định bằng đo độ hấp phụ ở bước sóng 260 nm hoặc một 

phương pháp khác thích hợp. 

- Hàm lượng nội độc tố: hàm lượng nội độc tố được xác định bằng thử 

nghiệm Limulus amoebocyte lysate (LAL test) hoặc thử nghiệm chất 

gây sốt trên thỏ và các kết quả thu được nằm trong giới hạn yêu cầu. 
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Tiêu chuẩn cụ thể của polysaccharide sau tinh chế được trình bày trong 

Bảng 1.3. 

Kiểm tra chất lượng của polysaccharide thay đổi 

- Polysaccharide thay đổi: polysaccharide được sử dụng trong phản ứng 

cộng hợp cần được xác định số lượng nhóm chức trên số đơn vị của 

polysaccharide.  

- Phân bố kích thước phân tử: kích thước phân tử của polysaccharide 

thay đổi phụ thuộc vào quy trình sản xuất. Kích thước đặc hiệu cho mỗi 

loại vắcxin cộng hợp và xác định bằng phương pháp thích hợp do điều 

này có thể ảnh hưởng đến hiệu xuất của quy trình cộng hợp. Phân bố 

kích thước phân tử có thể được xác định bằng các phương pháp như sắc 

ký lọc gel hoặc HPSEC. 

Kiểm tra chất lượng của protein tải 

 Phương pháp thử nghiệm sử dụng để xác định đặc tính protein để đảm 

bảo protein không độc, có độ thuần khiết và nồng độ đạt yêu cầu. Các phương 

pháp hóa lý có thể sử dụng để xác định đặc tính protein là SDS-PAGE, sắc ký 

lọc hiệu năng cao (HPLC), phân tích axít amin, xác định chuỗi axít amin, khối 

phổ huỳnh quang… 

 Protein và phương pháp tinh khiết cũng như xác định đặc tính gồm: 

- Giải độc tố bạch hầu và uốn ván: các giải độc tố này đạt các yêu cầu về 

chất lượng của WHO và có độ tinh khiết cao. Độ tinh khiết ít nhất là 

1500 Lf/mg (Lf = giới hạn lên bông) protein nitrogen (không thể thẩm 

tích). 
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- Protein bạch hầu CRM197 là một độc tố bạch hầu đột biến không độc 

tách chiết từ nuôi cấy của vi khuẩn bạch hầu (Corynebacterium 

diphtheriae) C7/β197. Độ tinh khiết của protein cần trên 90% khi được 

xác định bằng HPLC. 

- Protein màng ngoài vi khuẩn Neisseria meningitidis nhóm B tách chiết 

từ tế bào vi khuẩn với đệm rửa. Loại bỏ xác tế bào, cô đặc phức hợp 

màng và rửa với đệm có chứa chất rửa để loại bỏ thành phần tạp. Thành 

phần phức hợp màng ngoài tinh chế cần được xác định bằng SDS-

PAGE hoặc phương pháp tương tự cho thấy tính ổn định từ loạt này 

sang loạt khác và trọng lượng không được chứa quá 8% 

lipopolysaccharide, đạt yêu cầu về thử nghiệm chất gây sốt trên thỏ. 

Kiểm tra chất lượng của bán thành phẩm cộng hợp 

 Quy trình sản xuất và kiểm tra chất lượng được áp dụng để đảm bảo 

hiệu suất, độ ổn định và tính an toàn của cộng hợp cần được thiết lập ngay khi 

vắcxin Hib cộng hợp được phát triển cho đáp ứng miễn dịch tốt. Quá trình tạo 

dẫn xuất và cộng hợp cần được theo dõi bằng cách phân tích các sản phẩm 

phản ứng hoặc bằng các phương pháp thích hợp. 

 Sau khi cộng hợp được tinh chế, các thử nghiệm dưới đây cần được 

tiến hành để đánh giá độ ổn định của quy trình sản xuất. 

- Các chất phản ứng tồn dư: tinh chế cộng hợp cần loại trừ các chất phản 

ứng tồn dư trong quá trình cộng hợp. Loại bỏ chất phản ứng cũng như 

các sản phẩm phản ứng như cyanide cần được xác định bằng phương 

pháp thích hợp. 

- Dấu ấn cộng hợp: phản ứng cộng hợp tạo ra dấu ấn liên kết đơn nhất 

(một axít amin đơn nhất), mỗi mẻ cần được đánh giá chất lượng của độ 
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dài phản ứng đồng trị của PRP với protein tải. Tỷ số PRP-protein sau 

tinh chế của cộng hợp là một dấu ấn cộng hợp thích hợp.   

- Nhóm chức phản ứng tồn dư: mỗi mẻ sản xuất không được chứa nhóm 

chức phản ứng tồn dư của polysaccharide đã thay dổi hóa học và 

protein.  

- Hàm lượng PRP: hàm lượng PRP cần được xác định về mặt hóa học 

bằng các thử nghiệm thích hợp. 

- PRP cộng hợp và tự do (không cộng hợp): chỉ các PRP liên kết đồng trị 

với protein tải như PRP đã cộng hợp mới có vai trò quan trọng về tính 

sinh miễn dịch về khả năng bảo vệ trên lâm sàng. Mỗi mẻ cộng hợp cần 

được thử nghiệm về các PRP không cộng hợp, tự do để đảm bảo hàm 

lượng có mặt trong bán thành phẩm tinh chế nằm trong khoảng giới hạn 

cho tính an toàn và hiệu quả trên lâm sàng. Tổng hàm lượng PRP đã 

gắn đồng trị với protein tải cần được xác định sau khi phân tách ra khỏi 

PRP không cộng hợp. Các phương pháp được sử dụng để phân tách 

gồm kết tủa, lọc gel, sắc ký trao đổi ion và kỵ nước, siêu lọc và siêu ly 

tâm. PRP không cộng hợp sau đó được xác định bằng các kỹ thuật 

HPAEC-PAD và thử nghiệm miễn dịch với kháng thể anti-PRP [29].  

- Hàm lượng protein: hàm lượng protein của cộng hợp cần được xác định 

về mặt hóa học bằng các phương pháp thích hợp và đạt yêu cầu về giới 

hạn tiêu chuẩn cho sản phẩm. 

- Tỷ số PRP trên protein: tỷ số PRP với protein của cộng hợp được tính 

toán. Đối với mỗi loại cộng hợp, tỷ số này cần phải nằm trong giới hạn 

cho phép.   
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- Phân bố kích thước phân tử: kích thước phân tử của cộng hợp PRP-

protein là thông số quan trọng để thiết lập tính ổn định trong sản xuất 

và nghiên cứu tính ổn định hóa lý trong quá trình bảo quản [23]. Kích 

thước phân tử tương đối của cộng hợp cần được xác định cho mỗi mẻ 

bán thành phẩm sử dụng phương pháp sắc ký thích hợp với kích thước 

của cộng hợp được đánh giá. Các phương pháp thích hợp là sắc ký lọc 

gel (Sepharose CL-4B) và phân tách kích thước [15], [36]. Các phương 

pháp cần phân định được cộng hợp PRP-protein với các thành phần 

khác có thể có như protein và polysaccharide không gắn.  

- Vô khuẩn: bán thành phẩm cộng hợp tinh chế cần được thử về mức độ 

vô khuẩn đối với vi khuẩn và nấm. Nếu chất bảo quản được cho vào 

sản phẩm, phương pháp xác định thích hợp cần được tiến hành để tránh 

sự tương tác trong thử nghiệm. 

- Độc tính đặc hiệu của protein tải: bán thành phẩm cộng hợp cần được 

thử nghiệm không có độc tính đặc hiệu của protein tải. 

- Tiêu chuẩn cụ thể của bán thành phẩm cộng hợp được trình bày trong 

Bảng 1.3. 

 

Kiểm tra chất lượng của bán thành phẩm cuối cùng 

Bán thành phẩm cuối cùng được sản xuất bằng cách trộn chất bổ trợ, 

chất bảo quản hoặc chất ổn định với hàm lượng thích hợp của bán thành phẩm 

cộng hợp để có được loạt vắcxin đạt yêu cầu chất lượng cho hiệu quả và an 

toàn trên lâm sàng. Mỗi loạt bán thành phẩm cuối cùng cần được thử nghiệm 

về tính vô khuẩn đối với vi khuẩn và nấm.  
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Kiểm tra chất lượng của vắcxin thành phẩm 

- Nhận dạng: thử nghiệm nhân dạng cần được tiến hành với ít nhất một 

lọ sản phẩm cho mỗi loạt sản xuất. Thử nghiệm miễn dịch sử dụng 

kháng thể đặc hiệu với polysaccharide tinh khiết cần được tiến hành. 

- Vô khuẩn: vắcxin thành phẩm cần được thử nghiệm về tính vô khuẩn 

đối với vi khuẩn và nấm. 

- Hàm lượng PRP: tổng hàm lượng PRP trong thành phẩm cần được xác 

định và cho giá trị nằm trong giới hạn tiêu chuẩn. Vắcxin cộng hợp 

được sản xuất từ các nhà sản xuất khác nhau do đó sẽ có sự khác biệt 

về công thức pha. Các phương pháp được sử dụng để xác định hàm 

lượng gồm so màu, sắc ký (như HPLC) hoặc miễn dịch. 

- Độ ẩm tồn dư: Nếu vắcxin đông khô, độ ẩm trung bình cần được xác 

định bằng phương pháp thích hợp và giá trị nằm trong giới hạn tiêu 

chuẩn để đảm bảo tính ổn định của vắcxin. 

- Chất gây sốt: vắcxin thành phẩm cần được thử nghiệm về hoạt tính gây 

sốt bằng thử nghiệm tiêm tĩnh mạch thỏ hoặc bằng LAL test. Tiêu 

chuẩn về nội độc tố hoặc chất gây sốt cần được thiết lập. Đối với các 

vắcxin Hib cộng hợp hiện có, thử nghiệm chất gây sốt trên thỏ đạt yêu 

cầu khi tiêm cho thỏ lượng PRP nằm trong khoảng từ 0,025 đến 1 µg 

trên kg cân nặng tùy thuộc vào protein tải.  

- Hàm lượng chất bổ trợ: nếu chất bổ trợ được cho vào vắcxin, hàm 

lượng này cần được xác định bằng phương pháp thích hợp. Nếu sử 

dụng nhôm hoặc canxi làm chất bổ trợ thì hàm lượng nhôm không 

được vượt quá 1,25 mg và canxi không được vượt quá 1,3 mg cho một 

liều tiêm ở người. 
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- Hàm lượng chất bảo quản: nếu chất bảo quản được cho vào vắcxin, 

hàm lượng này cần được xác định bằng phương pháp thích hợp. Hàm 

lượng chất bảo quản trong một liều vắcxin không được gây các tác 

động làm giảm hiệu quả của kháng nguyên và tính an toàn của sản 

phẩm. 

- An toàn chung: mỗi loạt vắcxin cần được thử về độc tính không mong 

muốn (độc tính bất thường) bằng các thử nghiệm thích hợp. 

- pH: nếu vắcxin ở dạng nước, pH của mỗi loạt cần được thử và nằm 

trong giới hạn tiêu chuẩn. Đối với dạng đông khô, pH cần được đo sau 

khi hồi chỉnh bằng dung dịch pha thích hợp. 

- Kiểm tra cảm quan: mỗi lọ vắcxin trong loạt sản phẩm cuối cúng cần 

được kiểm tra cảm quan bằng mắt để phát hiện các bất bình thường về 

tính toàn vẹn của lọ, các hạt và các thành phần bất thường trong vắcxin 

- Tiêu chuẩn cụ thể của vắcxin thành phẩm được trình bày trong Bảng 

1.3. 
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Bảng 1.3. Tiêu chuẩn của TCYTTG và của nhà sản xuất                                        

đối với vắcxin Hib cộng hợp 

Polysaccharide   

Protein ≤ 1 % (trọng lượng khô) 

Axít Nucleic ≤ 1 % (trọng lượng khô) 

Phosphorus 6,8 - 9,0 % (trọng lượng khô) 

Ribose ≥ 32 % (trọng lượng khô) 

Nội độc tố ≤ 10 IU/µg (trọng lượng khô) 

Phân bố kích thước phân tử *  

Độ ẩm tồn dư * % (tổng trọng lượng) 

Nhận dạng +  

Protein tải   

Độ tinh khiết ≥ 1500 Lf/mg nitrogen protein 

Độc tính đặc hiệu +  

Polysaccharide thay đổi   

Tỷ số thay đổi * Mol/RU 

Phân bố trọng lượng phân tử *  

Bán thành phẩm cộng hợp   

PRP * mg/mL 

Protein * mg/mL 

Tỷ số cộng hợp (PRP/protein) * mg/mg 

Chất phản ứng tồn dư *  

Nhóm chức phản ứng tồn dư *  

Phân bố kích thước phân tử *  

PRP tự do ≤ 10-40 % 

Protein tự do * % 

Dấu ấn cộng hợp# * % 

Vô khuẩn +  

Độc tính đặc hiệu (protein tải) +  

Bán thành phẩm cuối cùng   

Vô khuẩn +  

Thành phẩm   

PRP ± 20 % (liều lượng quy định) 

Chất gây sốt ≥ 0,025-1,0 µg/kg cân nặng 

Vô khuẩn +  

An toàn chung +  

Nhận dạng +  

pH# *  

Độ ẩm tồn dư# ≤ 2,5 % 

Hàm lượng chất bổ trợ# ≤ 1,3 Mg (Al hoặc Ca)/liều 

Hàm lượng chất bảo quản# *  

 

* Tiêu chuẩn của nhà sản xuất 

+Thử nghiệm đạt yêu cầu 

#Nếu áp dụng 
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Tuy bản chất khác nhau, các loại vắcxin Hib cộng hợp được sản xuất 

hiện nay đều gây được đáp ứng miễn dịch tốt. Đối với mỗi loại vắcxin Hib 

cộng hợp, việc xem xét đánh giá khả năng sinh miễn dịch trên người là một 

yêu cầu quan trọng nhất để cấp chứng chỉ cho lưu hành sản phẩm. Hiện nay, 

chưa có một thử nghiệm sinh học nào được coi như một thử nghiệm để xác 

định công hiệu cũng như hiệu lực của vắcxin Hib cộng hợp. Do đó, việc kiểm 

định chất lượng vắcxin chủ yếu dựa vào các thử nghiệm về đặc tính phân tử 

và độ tinh khiết của polysaccharide, protein tải và bán thành phẩm cộng hợp. 

Các loạt vắcxin được sản xuất  phải có kết quả ổn định về các thành phần này 

tương đương với các loạt vắcxin đã được sử dụng trong thực địa lâm sàng trên 

người có tính an toàn và hiệu lực bảo vệ tốt [24]. Việc nghiên cứu quy trình 

và sản xuất vắcxin để có được  các thông số và chất lượng ổn định là yêu cầu 

cần thiết để có thể phát triển thành công vắcxin Hib cộng hợp. Các loạt sản 

xuất thử nghiệm sau khi chứng minh được tính an toàn và hiệu lực bảo vệ tiền 

lâm sàng trên động vật thí nghiệm sẽ được sử dụng để thử nghiệm trên  thực 

địa lâm sàng trên người. Việc tiến hành các thử nghiệm gây miễn dịch trên 

động vật trong quá trình nghiên cứu phát triển vắcxin Hib cộng hợp là cần 

thiết nhằm đánh giá khả năng có được đáp ứng miễn dịch sau mũi tiêm nhắc 

lại hay không. Tuy nhiên, kết quả của các thử nghiệm trên động vật về mặt 

đáp ứng miễn dịch thường không tương đương với kết quả khi thử nghiệm 

trên người. Do đó, thử nghiệm công hiệu (gây miễn dịch) trên động vật không 

được sử dụng như là một thử nghiệm thường quy trong xuất xưởng vắcxin 

Hib cộng hợp mà các thử nghiệm về hóa lý và hóa miễn dịch mới là các tiêu 

chí chủ yếu hiện được áp dụng. Hiện nay, vắcxin Hib cộng hợp cũng là một 

thành phần trong nhiều loại vắcxin phối hợp khác nhau, nên rất khó có thể  

thực hiện được các thử nghiệm hóa lý đối với thành phần vắcxin Hib cộng 

hợp trong các vắcxin phối hợp này, do vậy các thử nghiệm miễn dịch lại được 
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coi là thử nghiệm để khẳng định tính sinh miễn dịch của các thành phần có 

trong vắcxin thành phẩm. 

1.4. ĐẶC ĐIỂM DỊCH TỄ HỌC, TÌNH HÌNH NGHIÊN CỨU VÀ 

SẢN XUẤT VẮCXIN HAEMOPHILUS INFLUENZAE TYPE B (HIB) 

CỘNG HỢP TẠI VIỆT NAM  

Tại Việt Nam, nhiều nghiên cứu dịch tễ học về Hib đã được tiến hành tại 

các địa phương trên cả nước. Hib là căn nguyên  của 53% các trường hợp 

viêm màng não nuôi cấy có vi khuẩn tại Thành phố Hồ Chí Minh. 90% số 

trường hợp viêm màng não mủ do Hib xảy ra ở trẻ dưới 1 tuổi [52]. Một 

nghiên cứu lớn dựa trên các số liệu tại cộng đồng về bệnh do Hib gây ra đã 

được tiến hành tại Hà Nội từ năm 2000 đến năm 2002. Trong 580 trẻ được 

chẩn đoán sơ bộ là viêm màng não do vi khuẩn, có 4% được khẳng định là 

viêm màng não mủ do Hib. Hib chiếm tới 50% số căn nguyên có kết quả xét 

nghiệm dương tính khi cấy hoặc PCR dịch não tủy. Tỷ lệ mắc viêm màng não 

mủ do Hib là 12/100.000 trẻ dưới 5 tuổi và 26/100.000 trẻ dưới 2 tuổi. Trên 

quy mô toàn quốc ước tính mỗi năm có 1.005 trẻ dưới 5 tuổi phải nhập viện vì 

viêm màng não mủ và 5.107 trẻ phải nhập viện vì viêm phổi do Hib. Trong số 

các trẻ mắc viêm màng não mủ do Hib, có ít nhất 100 trẻ sẽ để lại các di 

chứng thần kinh nghiêm trọng và 40 trường hợp sẽ chết [6]. Một điều tra tại 

cộng đồng trên trẻ em cũng cho thấy 39% trẻ là người mang vi khuẩn và 68% 

chủng Hib phân lập được đã kháng với ít nhất 1 kháng sinh [1], [52]. Từ các 

số liệu trên cho thấy Hib là căn nguyên gây bệnh phổ biến và nguy hiểm cho 

trẻ em tại Việt Nam. Việt Nam cần phải ưu tiên phát triển năng lực của các 

phòng thí nghiệm chuẩn thức về Hib cấp quốc gia, xây dựng hệ thống báo cáo 

ca bệnh đặc biệt là các ca bệnh có kết quả xét nghiệm dương tính và nhanh 

chóng triển khai tiêm phòng rộng rãi vắcxin Hib cộng hợp cho trẻ em.  
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Nhiều dự án và đề tài nghiên cứu trong nước cũng như hợp tác quốc tế 

đã hướng đến các biện pháp phát hiện và chẩn đoán căn nguyên các bệnh do 

Hib gây ra đặc biệt là viêm màng não và viêm phổi ở trẻ em. Các kỹ thuật xét 

nghiệm mới như PCR, điện di trường xung điện (Pulsed Field Gel 

electrophoresis - PFGE) cũng đã được áp dụng để tăng tỷ lệ phát hiện bệnh 

đặc biệt ở các trường hợp đã sử dụng kháng sinh và định loại vi khuẩn ở mức 

độ phân tử. Triển khai các kỹ thuật cũng như trang bị các thiết bị máy móc 

mới, đã góp phần tích cực vào việc giám sát, chẩn đoán và phát hiện sớm các 

bệnh do Hib gây ra [2].  

Vắcxin Hib cộng hợp là một dạng vắcxin hóa học điều chế từ kháng 

nguyên của vi khuẩn. Công nghệ sản xuất vắcxin vi khuẩn tại Việt Nam hiện 

nay phần lớn vẫn sử dụng các công nghệ cổ điển như nuôi cấy, thu hoạch và 

bất hoạt vi khuẩn toàn tế bào (vắcxin tả uống, vắcxin ngừa lao BCG, vắcxin 

ho gà toàn tế bào) hoặc độc tố của vi khuẩn (vắcxin uốn ván và vắcxin bạch 

hầu). Các vắcxin ở dạng độc tố đã bất hoạt  (giải độc tố) thường an toàn nếu 

được bất hoạt tốt do đây là các vắcxin chỉ chứa 1 thành phần kháng nguyên 

tạo ra đáp ứng miễn dịch đặc hiệu. Tuy nhiên, các vắcxin chứa các vi khuẩn 

toàn tế bào đặc biệt là các vắcxin dạng tiêm hay gây ra các phản ứng phụ, 

phản ứng quá mẫn mạnh ở những cá thể nhậy cảm do cơ thể ngoài các đáp 

ứng miễn dịch với thành phần kháng nguyên đặc hiệu còn sinh ra các kháng 

thể với các kháng nguyên khác có trong vi khuẩn hoặc các thành phần tồn dư 

trong môi trường nuôi cấy vi khuẩn. Các kháng thể này sẽ gây ra các đáp ứng 

quá mẫn ở người được tiêm. Việc tìm ra và tinh chế các thành phần kháng 

nguyên có tính sinh miễn dịch cao và đặc hiệu là cơ sở của các công nghệ sản 

xuất vắcxin vi khuẩn tiên tiến hiện nay. Công nghệ phát triển các vắcxin 

polysaccharide là một trong những công nghệ hiện đại được Việt Nam áp 

dụng trong sản xuất vắcxin. Vắcxin polysaccharide đầu tiên được phát triển 
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và có sản phẩm đã được cấp phép lưu hành là vắcxin thương hàn Vi do cơ sở 

Đà Lạt của Viện Vắcxin và các chế phẩm sinh phẩm sinh học Nha Trang sản 

xuất. Cũng giống với các dạng vắcxin polysaccharide đơn thuần khác, vắcxin 

này không có được đáp ứng miễn dịch tốt cho trẻ dưới 2 tuổi và phải tiêm 

nhắc lại trước mỗi vụ dịch vì không có đáp ứng miễn dịch kéo dài. Hiện nay 

Việt Nam chưa có cơ sở nào sản xuất được vắcxin Hib kể cả vắcxin dạng 

polysaccharide đơn thuần và vắcxin cộng hợp. Trước đây, Viện Vắcxin và các 

chế phẩm sinh phẩm sinh học Nha Trang đã tiến hành một số nghiên cứu có 

liên quan đến vắcxin Hib cộng hợp như nhập bán thành phẩm vắcxin Hib của 

hãng Chiron (loại vắcxin HbOC) kết hợp với vắcxin DTP hiện có để phát 

triển thành sản phẩm vắcxin kết hợp. Tuy nhiên, cho đến hiện tại vẫn chưa có 

được sản phẩm vắcxin Hib cộng hợp cũng như phối hợp giữa vắcxin này với 

các loại vắcxin khác do các cơ sở trong nước sản xuất được cấp phép lưu 

hành. Các loại vắcxin Hib cộng hợp hiện nay có mặt trên thị trường của Việt 

Nam đều là các vắcxin nhập ngoại và giá thành rất cao, do vậy không thể triển 

khai tiêm phòng đại trà được cho cộng đồngCông nghệ sản xuất vắcxin Hib 

cộng hợp được nghiên cứu và phát triển tại VABIOTECH là công nghệ cộng 

hợp polysaccharide với giải độc tố uốn ván (TT) (PRP-T) do Viện Quốc gia 

về Sức khỏe trẻ em và Phát triển con người thuộc Viện Quốc gia về Sức khỏe 

Hoa Kỳ (NIH) phát triển và hợp tác nghiên cứu. Dựa trên các bước chủ yếu 

của quy trình công nghệ này, nhóm nghiên cứu áp dụng thêm một số cải tiến 

để sản xuất ra vắcxin Hib cộng hợp tại Việt Nam có chất lượng, hiệu suất và 

tính thực tiễn cao hơn. Công nghệ này là công nghệ sản xuất vắcxin Hib cộng 

hợp mới nhất. Đồng thời, các thử nghiệm lâm sàng cùng như các kinh nghiệm 

triển khai tiêm phòng rộng rãi vắcxin PRP-T trên thế giới đều cho kết quả rất 

tốt, hiệu giá kháng thể có được ở người tiêm cao và kéo dài. Các hãng sản 

xuất vắcxin lớn trên thế giới như GSK, Aventis Pasteur cũng đều áp dụng 

công nghệ này trong sản xuất vắcxin Hib cộng hợp. Phần lớn các sản phẩm 
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vắcxin Hib cộng hợp kể cả ở dạng đơn hoặc dạng phối hợp hiện đang có mặt 

trên thị trường Việt Nam đều là các sản phẩm vắcxin Hib cộng hợp dạng 

PRP-T. Thành công trong phát triển vắcxin Hib cộng hợp sẽ là tiền đề để có 

thể phát triển được các dạng vắcxin phối hợp giữa vắcxin Hib với các vắcxin 

khác sử dụng cho trẻ em trong Chương trình tiêm chủng mở rộng tại Việt 

Nam trong tương lai [25]. 

 

 



CHƢƠNG 2 

XÂY DỰNG HỆ CHỦNG GIỐNG                                                                      

CHO SẢN XUẤT VẮCXIN HIB CỘNG HỢP 

 

Chủng Haemophilus influenzae typ b (Hib) sử dụng trong sản xuất 

vắcxin Hib cộng hợp cần phải được xác định dựa trên hồ sơ lý lịch chủng bao 

gồm nguồn gốc chủng và các thử nghiệm đã được tiến hành để xác định đặc 

tính của chủng. Chủng phải có khả năng sản sinh ra polysaccharide typ b. 

Các chủng Hib được sử dụng trong sản xuất vắcxin Hib phải được s ản 

xuất và bảo quản theo Hệ thống chủng giống bao gồm lô chủng Hib giống 

gốc (Master seed lot) và lô chủng Hib giống sản xuất (Working seed lot). Quá 

trình sản xuất polysaccharide Hib sẽ dựa trên hệ chủng giống sản xuất. Các 

loạt chủng giống sản xuất phải có chung đặc tính với các loạt chủng giống 

gốc [58]. 

Trong nghiên cứu xây dựng hệ chủng giống sử duṇg cho nghiên cứu sản 

xuất vắcxin Hib cộng hợp này, chúng tôi sử dụng 2 chủng Hib đã được phân 

lập từ bệnh nhi viêm màng não mủ tại Việt Nam và 1 chủng Hib đa ̃và đang 

được sử dụng để sản xuất vắcxin Hib cộng hợp trên thế giới do Viện Sức 

khỏe Quốc gia Hoa Kỳ (NIH) cung cấp. Từ các chủng Hib này, sẽ tiến hành 

nuôi cấy và kiểm tra đặc tính của polysaccharide thu được từ đó lựa chọn ra 

chủng Hib tốt nhất phát triển thành hệ chủng giống gốc và chủng giống sản 

xuất dùng cho sản xuất vắcxin Hib cộng hợp. 

 

2.1. NGUỒN GỐC CỦA CÁC CHỦNG HIB SƢ̉ DUṆG TRONG 

NGHIÊN CỨU 

2.1.1. Nguồn gốc các chủng Hib của Việt Nam 
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Các chủng đều được phân lập từ dịch não tủy của bệnh nhi viêm màng 

não mủ điều trị tại Viện Nhi Trung ương, sau đó được tạo dòng tại Phòng thí 

nghiệm vi khuẩn Hô hấp, Viện Vệ sinh dịch tễ Trung ương (VVSDT). Mã số 

được đánh theo quy định lưu giữ chủng của Phòng Thí nghiệm vi khuẩn hô 

hấp VVSDT (các chủng này sau đây được gọi là chủng 1544 và chủng 1419). 

Các chủng đã được chuyển cho nhóm nghiên cứu của VABIOTECH theo bản 

thỏa thuận chuyển giao vật liệu nghiên cứu (phần Phụ lục). Đặc điểm của các 

chủng vi khuẩn này được trình bày trong Bảng 2.1 

 

Bảng 2.1. Đặc điểm của các chủng Hib phân lập từ các bệnh nhân 

Việt Nam sử dụng trong nghiên cứu sản xuất vắcxin Hib cộng hợp 

 

2.1.2. Nguồn gốc chủng Hib của NIH 

Đặc điểm chủng Chủng 1419 Chủng 1544 

Bệnh nhân phân lập/tuổi Dao thi Ly/12 tháng Ly Cong Hung/8 tháng 

Ngày vào viện 22/12/2003 16/06/2004 

Chẩn đoán bệnh Viêm màng não mủ 

Số hồ sơ 276154 283987 

Đặc điểm dịch não tủy Ám khói Trong, có vẩn màng 

Thời gian phân lập và cấy chuyển 26/12/2003 đến 28/12/2003 16/06/2004 đến 18/06/2004 

Số lần cấy chuyển 03 lần 

Môi trƣờng cấy thuần Thạch Sôcôla 

Định danh vi khuẩn Hib có typ sinh học I Hib có typ sinh học II 

Điều kiện và nơi lƣu giữ chủng Trong môi trường Skim milk ở - 80
0
C tại Phòng Thí 

nghiệm vi khuẩn hô hấp, VVSDT 
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- Đây là chủng Hib 1482, Madigan (Mad) và Eagen (được cung cấp bởi Dr. 

Porter Anderson và Dr. David H. Smith thuộc khoa Nhi, trường đại học 

tổng hợp Rochester, Rochester, New York, Hoa Kỳ) sau đây được gọi là 

chủng Eagen. Chủng này đã được nghiên cứu để phát triển vắcxin Hib 

cộng hợp tại Viện Quốc gia về Sức khỏe trẻ em và Phát triển con người 

thuộc Viện Quốc gia về Sức khỏe Hoa Kỳ (NIH) từ những năm 80 [40].  

- Chủng gốc Hib đông khô này đã được NIH chuyển sang Việt Nam và tiếp 

nhận vào ngày 30/06/2003 (Vận đơn đã chuyển chủng gốc và thỏa thuận 

chuyển giao vật liệu đính kèm trong phần phụ lục) 

 

2.2. QUY TRÌNH SẢN XUẤT VÀ ĐÁNH GIÁ ĐẶC TÍNH HỆ  CHỦNG 

GIỐNG CHO SẢN XUẤT VẮC XIN HIB CỘNG HỢP 

2.2.1. Quy trình sản xuất hệ chủng giống gốc (master seed lot) 

 Các chủng vi khuẩn Hib nhận được từ VVSDT và  NIH được coi là các 

chủng nguồn gốc (chủng đầu dòng). Các chủng này tiếp tục được cấy chuyển, 

đông khô và đánh giá đặc tính để tạo thành các loạt chủng giống gốc (master 

seed lot). Quy trình sản xuất hệ thống chủng giống gốc tóm tắt được trình bày 

trong Hình 2.1. 

 

 

 

 

 

 

 

Chủng đầu dòng  

Thạch Sôcôla lần 2:  

cấy dày (351)
0
C/16-20 giờ 

Thạch Sôcôla lần 1 

(351)
0
C/16-20 giờ 

Chọn khuẩn lạc điển hình 
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 Hình 2.1. Quy trình sản xuất hệ thống chủng Hib giống gốc 

 Các thử nghiệm kiểm tra và định danh vi khuẩn trước và sau khi đông 

khô được trình bày trong Phần 2.2.3 - Các phương pháp kiểm tra chủng giống 

vi khuẩn Hib cho sản xuất vắcxin Hib cộng hợp. 

2.2.2. Quy trình sản xuất hệ chủng giống sản xuất (working seed lot) 

 Từ các chủng vi khuẩn Hib giống gốc, các chủng này tiếp tục được cấy 

chuyển, đông khô và đánh giá đặc tính để tạo thành các loạt chủng giống sản 

xuất (working seed lot). Quy trình sản xuất hệ chủng giống sản xuất tóm tắt 

được trình bày trong Hình 2.2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hoàn nguyên với tá chất đông khô chứa gelatin và saccharose 

Gặt thu sinh khối 

Đông lạnh và đông khô 

Kiểm tra:  -    Độ sống 

- Các thử nghiệm định danh     

vi khuẩn 

- Độ ẩm tồn dư 

 

 

 

Các thử nghiệm định danh vi khuẩn                                          

Chủng gốc  

Canh thang BHI có chứa NAD 

và Hemin (351)
0
C/05 giờ 

Thạch Sôcôla  

(351)
0
C/16-20 giờ 

 

Chọn khuẩn lạc điển hình 

Gặt thu sinh khối 
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           Hình 2.2. Quy trình sản xuất hệ thống chủng Hib giống sản xuất 

 Các thử nghiệm kiểm tra và định danh vi khuẩn trước và sau khi đông 

lạnh được trình bày trong Phần 2.3 - Các phương pháp kiểm tra chủng giống 

vi khuẩn Hib cho sản xuất vắcxin Hib cộng hợp. 

2.2.2. Quy trình đánh giá hệ chủng giống trong thời gian bảo quản 

 Các ống chủng giống vi khuẩn Hib được đánh giá chất lượng trong thời 

gian bảo quản 1 năm/lần đối chủng gốc và 6 tháng/lần đối với chủng sản 

xuất. Quy trình đánh giá hệ chủng giống trong thời gian bảo quản được trình 

bày tóm tắt trong Hình 2.3. 

 

 

 

 

 

Hình 2.3. Quy trình đánh giá hệ chủng Hib giống trong thời gian bảo quản 

 Các thử nghiệm đánh giá, kiểm tra và định danh vi khuẩn được trình 

bày trong Phần 2.3 - Các phương pháp kiểm tra chủng giống vi khuẩn Hib 

cho sản xuất vắcxin Hib cộng hợp. 

Bổ sung thêm glycerol vào sinh khối 

thu được và chia thành các ống chủng 

Đông lạnh  

Các thử nghiệm định danh vi khuẩn                                          

Kiểm tra:  -    Độ sống 

- Các thử nghiệm định danh     

vi khuẩn 

Chủng giống  

Thạch Sôcôla  

(351)
0
C/16-20 giờ 

 

Chọn khuẩn lạc điển hình 
Kiểm tra:  -    Độ sống 

- Các thử nghiệm 

định danh vi khuẩn 
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2.3. CÁC PHƢƠNG PHÁP KIỂM TRA CHỦNG GIỐNG VI KHUẨN 

HIB  

2.3.1. Kiểm tra hình thái khuẩn lạc và độ thuần khiết 

- Phương pháp: áp dụng theo phương pháp được mô tả trong tài liệu “kỹ 

thuật xét nghiệm vi sinh vật y học” [3]. Cấy chủng lên đĩa thạch (thạch 

Sôcôla hoặc thạch BHI có bổ sung các chất dinh dưỡng phù hợp), sau đó ủ 

ở nhiệt độ 37
0
C/18-24 giờ trong khí trường có chứa 5% CO2. Quan sát 

hình thái khuẩn lạc mọc trên đĩa thạch.  

- Tiêu chuẩn chấp thuận: khuẩn lạc nhỏ như giọt sương, tròn, bóng và đồng 

đều không lẫn các khuẩn lạc có hình thái khác. 

- Thử nghiệm được áp dụng cho việc nhận dạng vi khuẩn Hib trước và sau 

khi đông khô hoặc bảo quản ở nhiệt độ -80
0
C. 

2.3.2. Kiểm tra hình thể vi khuẩn  

- Phương pháp: áp dụng theo phương pháp được mô tả trong tài liệu “kỹ 

thuật xét nghiệm vi sinh vật y học” [3]. Vi khuẩn được nhuộm Gram và 

quan sát hình thể dưới kính hiển vi. 

- Tiêu chuẩn chấp thuận: vi khuẩn là cầu trực khuẩn đa dạng, mảnh nhỏ, bắt 

màu Gram âm. 

- Thử nghiệm được áp dụng cho việc nhận dạng vi khuẩn Hib trước và sau 

khi đông khô hoặc bảo quản ở nhiệt độ -80
0
C. 

2.3.3. Kiểm tra độ sống 

- Phương pháp: áp dụng theo phương pháp được trình bày trong phần 2.3.1 

-Kiểm tra hình thái khuẩn lạc và độ thuần khiết. Quan sát khuẩn lạc mọc 

trên đĩa thạch. 
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- Tiêu chuẩn chấp thuận: khuẩn lạc phải mọc trên 70% trường cấy. Khuẩn 

lạc nhỏ như giọt sương, tròn, bóng và đồng đều không lẫn các khuẩn lạc 

có hình thái khác. 

- Thử nghiệm được áp dụng cho việc nhận dạng vi khuẩn Hib sau khi đông 

khô hoặc bảo quản ở nhiệt độ -80
0
C. 

2.3.4. Thử nghiệm với yếu tố X và V 

- Phương pháp: áp dụng theo phương pháp được mô tả trong tài liệu “kỹ 

thuật xét nghiệm vi sinh vật y học” [3]. Thử nghiệm xác định nhu cầu phát 

triển cần có yếu tố X, V trên môi trường thạch Trypticase Soy. 

- Tiêu chuẩn chấp thuận: Khuẩn lạc là Haemophilus influenzae khi khuẩn 

lạc mọc giữa 2 khoanh giấy có chứa X và V. 

- Thử nghiệm được áp dụng cho việc nhận dạng vi khuẩn Hib trước và sau 

khi đông khô hoặc bảo quản âm. 

2.3.5. Thử nghiệm định týp huyết thanh vi khuẩn 

- Phương pháp: áp dụng theo phương pháp được mô tả trong tài liệu “kỹ 

thuật xét nghiệm vi sinh vật y học” [3] và thường quy của Phòng vi khuẩn 

hô hấp, Viện Vệ sinh dịch tễ Trung ương.  

- Nguyên lý: Thực hiện phản ứng ngưng kết trên phiến kính theo hướng dẫn 

của nhà sản xuất với kháng thể kháng đặc hiệu typ b của H. influenzae 

(Antiserum H. influenzae type b của  Bio-Rad Co.,). 

- Tiến hành: 

+ Cấy thuần vi khuẩn trên môi trường thạch sôcôla, ủ ở tủ ấm CO2 

(37
0
C/5% CO2) trong vòng 16-18h. 

 + Tạo huyền dịch vi khuẩn có độ đục tương đương 2 Mc Farland trong 

nước muối sinh lý 0,9% chứa 0,5% Formamide (để bảo đảm ATSH). 
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 + Nhỏ lên 2 vị trí trên phiến kính, mỗi vị trí 01 giọt huyền dịch vi khuẩn. 

 + Nhỏ tiếp 01 giọt kháng huyết thanh kháng Hib vào 01 vị trí trên, 01 giọt 

nước muối sinh lý vào vị trí còn lại. 

 + Trộn đều bằng tăm nhựa hoặc tăm tre, hoặc lắc nhẹ phiến kính. 

 + Quan sát sự xuất hiện các hạt tủa trong vòng 01 phút ở vị trí có hỗn hợp 

vi khuẩn và kháng huyết thanh (dương tính), và âm tính ở vị trí chỉ có huyền 

dịch vi khuẩn và nước muối sinh lý. 

- Tiêu chuẩn chấp thuận: vi khuẩn tạo được ngưng kết với huyết thanh đặc 

hiệu kháng Hib trong thời gian trong vòng 01 phút. 

- Thử nghiệm được áp dụng cho việc nhận dạng vi khuẩn Hib trước và sau 

khi đông khô hoặc bảo quản âm. 

2.3.6. Thử nghiệm định typ sinh học Haemophilus influenzae 

- Phương pháp: áp dụng theo phương pháp được mô tả trong tài liệu “kỹ 

thuật xét nghiệm vi sinh vật y học” [3] và thường quy của Phòng vi khuẩn 

hô hấp, VVSDT. Thử nghiệm tiến hành với bộ sinh vật hoá học Api 10s 

của Bio Mérieux (Pháp) dựa vào 3 tính chất sinh học, đó là khả năng sinh 

Indol, Urease và Ornithine decarboxylase.  

- Tiến hành: Quy trình bao gồm các bước sau: 

+ Hoà khuẩn lạc vi khuẩn sau khi đã cấy thuần vào 1 ml dung dịch NaCl 

9
0
/00 vô khuẩn để tạo  huyền dịch có độ đục 1-2 Mc Farland.  

+ Dùng pippett vô khuẩn hút huyền dịch, nhỏ vào 3 ô cần làm phản ứng 

của bộ sinh vật hoá học Api 10s (bioMérieux), phủ parafin vào các giếng 

ODC và URE, để ở tủ ấm 35-37
0
C/18h đọc kết quả theo tiêu chuẩn của 

Killian (Bảng 2.2). 
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- Thử nghiệm được áp dụng cho việc định týp sinh học cho vi khuẩn Hib 

giống gốc sau khi đông khô để so sánh với kết quả về týp sinh học của các 

chủng Hib đầu dòng. 

 

Bảng 2.2. Tiêu chuẩn phân loại theo typ sinh học 

                  của các loài thuộc Haemophilus influenzae 

Typ SH 

Các tính chất hoá học 

Test urê Test Indol Ornithin decarboxylase (ODC) 

I + + + 

II + + - 

III + - - 

IV + - + 

V - + + 

VI - - + 

VII - + - 

VIII - - - 

 

2.3.7. Thử nghiệm xác định vi khuẩn Haemophilus influenzae bằng kỹ 

thuật giải trình tự 16S rDNA 

- Nguyên lý : vùng 16S rDNA là vùng có đặc tính bảo tồn cao và thay đổi 

theo loài vi khuẩn. Do đó, dựa trên trình tự của 16S rDNA sẽ xác định 

được tên của vi khuẩn. Trình tự của 16S rDNA của vi khuẩn cần xác định 

sẽ được khuyếch đại bởi PCR sử dụng mồi chung cho vi khuẩn. Căn cứ 

vào trình tự này, tên vi khuẩn thử nghiệm được xác định dựa trên ngân 

hàng gen qua trang web (http://www. ncbi.nlm.nih.gov). 

http://www/
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- Các bước tiến hành được tóm tắt trong Hình 2.4. 

Tách DNA ra khỏi tế bào vi khuẩn. 

 

Thực hiện nhân bội PCR với mồi chung của đoạn 16S rDNA 

 

Kiểm tra chất lượng sản phẩm PCR bằng điện di 

 

Tinh sạch sản phẩm PCR 

 

Thực hiện phản ứng đánh dấu với BigDye 

 

Tinh sạch sản phẩm đánh dấu với BigDye 

 

Giải trình tự sản phẩm đánh dấu đã tinh sạch trên máy 

 

Vào ngân hàng gen xác định tên vi khuẩn cần biết 

 

Hình 2.4. Tóm tắt quy trình xác định trình tự đoạn gen 16S rDNA của vi khuẩn 

- Thử nghiệm được áp dụng cho việc xác định tính ổn định về trình tự gen 

của chủng vi khuẩn Hib qua quá trình cấy chuyển và lưu giữ từ chủng Hib 

đầu dòng, chủng Hib giống gốc và chủng Hib giống sản xuất.  

2.3.8. Thử nghiệm xác định độ ẩm tồn dƣ trong các ống chủng sau khi 

đông khô (xem phần 5.2.6 - Xác định độ ẩm tồn dư trong vắcxin Hib cộng 

hợp dạng đông khô)
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2.4. KẾT QUẢ XÂY DỰNG HỆ CHỦNG GIỐNG CHO SẢN XUẤT 

VẮCXIN HIB CỘNG HỢP
 

- Trong quá trình nghiên cứu lựa chọn chủng Hib, các chủng Hib gốc 

(chủng đầu dòng) được nhân lên và giữ dưới dạng có bổ sung glycerol bảo 

quản trong điều kiện âm. Theo kết quả nghiên cứu về các đặc tính 

polysaccharide của các chủng này, chủng 1419 cho kháng nguyên có đặc 

tính không phù hợp để sử dụng trong sản xuất vắcxin Hib cộng hợp (kết 

quả trình bày trong Chương 3- Xây dựng quy trình công nghệ sản xuất 

vắcxin Hib cộng hợp ở quy mô phòng thí nghiệm). Do vậy, chỉ 2 chủng 

Hib 1544 và Eagan tiếp tục được sử dụng để thiết lâp̣ hệ chủng giống cho 

sản xuất vắcxin Hib cộng hợp. 

- Hồ sơ về các chủng Hib giống gốc và giống sản xuất đã sản xuất được 

đính kèm trong phần Phụ lục. Hệ thống chủng giống đã được xây dựng 

này đảm bảo cho nhà sản xuất có thể sản xuất được vắcxin Hib cộng hợp 

trong một thời gian dài. Tính ổn định về chất lượng chủng giống đã được 

kiểm tra định kỳ trong thời gian nghiên cứu phát triển vắcxin Hib cộng 

hợp này. Tính ổn định này sẽ được tiếp tục nghiên cứu trong thời gian tiếp 

theo 

- Số lượng và chất lượng của hệ thống chủng giống cho sản xuất vắcxin Hib 

cộng hợp được trình bày trong bảng 2.3. 

- Kết quả nhận dạng chủng Hib giống gốc so với chủng Hib đầu dòng nhận 

được từ VVSDT và NIH cũng cho thấy: 

+  Có tính tương đồng về đặc tính ngưng kết với kháng huyết thanh đặc 

hiệu. Cả chủng 1544 và chủng Eagan đều có týp sinh học là týp II, một 

týp gây bệnh phổ biến tại Việt Nam (chiếm 70% số trường hợp vi khuẩn 

Hib phân lập được) [2]. 
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+  Kết quả bước đầu xác định chuỗi gen của các chủng Hib giống gốc cho 

thấy đây đều là các vi khuẩn Hib với tính tương đồng về chuỗi gen 16S 

rDNA đến 99% (kết quả so sánh trình tự chuỗi gen 16S rDNA của chủng 

1544 và chủng Eagan đính kèm trong phần Phụ lục). Trong thời gian tới, 

việc xác định tính ổn định về trình tự chuỗi gen giữa chủng Hib giống gốc 

và chủng Hib sản xuất sẽ tiếp tục được nghiên cứu. 

 

Bảng 2.3. Hệ thống chủng giống cho sản xuất vắcxin Hib cộng hợp 

 

Đặc tính Chủng giống gốc Chủng giống sản xuất 

Chủng Eagan Chủng 1544 Chủng Eagan Chủng 1544 

Số lƣợng chủng 103 ống 76 ống 200 ống 113 ống 

Thử nghiệm kiểm tra 

hình thái khuẩn lạc và 

độ thuần nhất 

Khuẩn lạc điển hình và thuần nhất 

Thử nghiệm kiểm tra 

độ sống  

Khuẩn lạc mọc trên 90% trường cấy 

Thử nghiệm với yếu tố 

X và V 

Khuẩn lạc là Haemophilus influenzae 

Thử nghiệm định týp 

huyết thanh 

Khuẩn lạc là Haemophilus influenzae type b (Hib) 

Thử nghiệm định týp 

sinh học 

Týp II 

Thử nghiệm xác định 

trình tự gen 

99% chuỗi gen có tính tương đồng với các chủng Haemophilus 

influenzae type b (Hib) 

Độ ẩm tồn dƣ  1,7% 1,9%   
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CHƢƠNG 3 

XÂY DỰNG QUY TRÌNH CÔNG NGHỆ SẢN XUẤT  

VẮCXIN HIB CỘNG HỢP Ở QUY MÔ PHÒNG THÍ NGHIỆM 

  

 Quy trình công nghệ sản xuất vắcxin Hib cộng hợp  được nghiên cứu và 

phát triển tại Việt Nam là quy trình cộng hợp giữa polysaccharide tinh chế từ vi 

khuẩn Hib với giải độc tố uốn ván - dạng vắcxin Hib cộng hợp PRP-T. Đây là 

công nghệ do Robbins và cộng sự tại Viện Sức khỏe Quốc gia Hoa kỳ (NIH) 

phát triển [40] và là công nghệ cộng hợp Hib mới nhất. Công nghệ này đã được 

nhiều Hãng sản xuất vắcxin lớn trên thế giới như Sanofi Pasteur, Glaxo 

SmithKline, Viện huyết thanh Ấn Độ áp dụng và đã cho ra nhiều sản phẩm 

thương mại được sử dụng tại nhiều nước trên thế giới trong đó có Việt Nam. 

Các vắcxin Hib cộng hợp PRP-T đã chứng minh được tính an toàn và hiệu quả 

đáp ứng miễn dịch cao. Sau lịch tiêm miêñ dic̣h cơ bản 3 mũi ở trẻ nhỏ, vắcxin 

Hib cộng hợp PRP-T cho hiệu giá đáp ứng kháng thể cao nhất trong các vắc xin 

Hib cộng hợp hiện có. Với hiệu giá kháng thể này, vắcxin không những cho đáp 

ứng miễn dịch kéo dài mà còn tạo được miêñ dic̣h côṇg đồng  làm giảm tình 

trạng mang vi khuẩn ở người lành và giảm tỷ lệ mắc bệnh trong các nhóm 

không được tiêm phòng [60]. 

 Nhóm nghiên cứu của Công ty Vắcxin và sinh phẩm số 1 (VABIOTECH) 

đã nhận được sự giúp đỡ và hợp tác của NIH (Mỹ) để nghiên cứu và phát triển 

vắcxin Hib cộng hợp dạng PRP-T. Đây là điểm mấu chốt nhất để chúng tôi có 

thể lựa chọn công nghệ tiên tiến này trong nghiên cứu và phát triển Hib cộng 

hợp tại Việt Nam. Đồng thời, với nguyên liệu để làm protein tải là giải độc tố 

uốn ván (TT), đây là một thành phần trong vắcxin tam liên bạch hầu - ho gà - 

uốn ván (DPT) mà Việt Nam đã sản xuất được và cũng dễ dàng tìm kiếm hay 
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nhập khẩu từ các nhà sản xuất nước ngoài. Do vậy, để sản xuất ở qui mô công 

nghiêp sau này sẽ dễ có được nguồn protein tải để sử dụng cho sản xuất vắcxin 

Hib cộng hợp. Các sản phẩm dạng phối hợp của vắcxin Hib PRP-T hiện đang 

được sử dụng trên thị trường cũng rất phổ biến và cho hiệu quả phòng bệnh cao. 

Do vậy, việc phát triển được vắcxin PRP-T cũng sẽ là tiền đề cho việc  nghiên 

cứu và phát triển vắcxin dạng phối hợp giữa vắcxin Hib và các vắcxin khác tại 

Việt Nam trong tương lai. 

Dựa trên các bước chủ yếu của quy trình công nghệ do Viện Quốc gia về 

Sức khỏe trẻ em và Phát triển con người thuộc Viện Quốc gia về Sức khỏe Hoa 

Kỳ (NIH) hướng dẫn và cung cấp, nhóm nghiên cứu đã tiến hành các thử 

nghiệm đối với từng bước của quy trình nhằm tìm ra các điều kiện tối ưu nhất 

để có các thông số ổn định đảm bảo chất lượng sản phẩm tốt nhất. Đồng thời, 

nhóm nghiên cứu đã nghiên cứu cải tiến một số bước nhằm xây dưṇg đươc̣ môṭ  

quy trình sản xuất vắcxin Hib cộng hợp tại Việt Nam có chất lượng, hiệu suất và 

tính thực tiễn cao hơn. Cả 3 chủng Hib gốc giống (2 của Việt Nam và 1 của 

NIH) đều được đưa vào nghiên cứu trong giai đoạn này, từ đó có các so sánh 

nhằm chọn lụa chủng có chất lượng PRP tốt nhất, hiệu suất cộng hợp cao nhất 

và tính đáp ứng miễn dịch cao để đưa vào sản xuất trong nội dung tiếp theo của 

nghiên cứu. Quy trình công nghệ sản xuất vắcxin Hib cộng hợp bao gồm các 

bước chính sau đây (Hình 3.1): 

Chuẩn bị polysaccharide cho cộng hợp: 

- Nuôi cấy vi khuẩn Hib. 

- Bất hoạt và thu hoạch polysaccharide Hib. 

- Tinh chế polysaccharide Hib. 

- Tạo dẫn xuất PRP-ADH. 

Chuẩn bị protein tải cho cộng hợp: 

- Tinh chế bán thành phẩm giải độc tố uốn ván. 
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Cộng hợp polysaccharide và protein tải: 

- Cộng hợp PRP với giải độc tố uốn ván (TT) 

Pha bán thành phẩm và sản xuất vắcxin thành phẩm  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.1. Tóm tắt quy trình công nghệ sản xuất vắcxin Hib cộng hợp 

 

3.1. QUY TRÌNH NUÔI CẤY VI KHUẨN HIB  

- Chủng Hib giống sản xuất bảo quản ở nhiệt độ -70
o
C được phục hồi trên 

thạch điã  BHI, nuôi cấy ở tủ ấm 37
0
C trong thời gian 22-24 giờ. Khuẩn lạc mọc 

trên đĩa thạch được kiểm tra  độ sống (trên 70% trường cấy) và độ thuần khiết 

(khuẩn lạc nhỏ, tròn, bóng và đồng đều không lẫn các khuẩn lạc có hình thái 

khác). Khuẩn lạc được nhận dạng bằng phương pháp ngưng kết với kháng huyết 

thanh đặc hiệu. 

Tinh chế bán thành phẩm 

giải độc tố uốn ván 

Nuôi cấy vi 

khuẩn Hib  

 

Bất hoạt Hib  

và thu hoạch polysaccharide  

Tinh chế polysaccharide Hib 

Cộng hợp polysaccharide 

Hib với giải độc tố uốn ván 

Pha bán thành phẩm cuối cùng 

và sản xuất vắcxin thành phẩm  

Tạo dẫn xuất polysaccharide 

Hib với ADH 
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- Chọn các khuẩn lạc phát triển tốt cấy chuyển vào môi trường canh thang 

BHI, nuôi cấy trong các bình tam giác trên máy lắc 180-200 vòng/phút ở nhiệt 

độ 37
0
C trong thời gian 16-18 giờ. Khi kết thúc quá trình nuôi cấy, kiểm tra 

mức độ phát triển của chủng Hib nuôi cấy có đạt theo yêu cầu hay không bằng 

phương pháp đo độ đục (OD ở bước sóng 550nm) và nhận dạng chủng có chứa 

polysaccharide bằng phương pháp ngưng kết với kháng huyết thanh đặc hiệu. 

     -  Tiếp tục cấy chuyển chủng Hib lên nồi lên men (10 lít) có chứa canh thang 

BHI cùng các chất dinh dưỡng phù hợp cho Hib phát triển. Trên các hệ thống 

lên men này, điều kiện phù hợp nhất cho vi khuẩn Hib phát triển được nghiên 

cứu. Các thông số của điều kiện nuôi cấy sẽ được đề cập là nhiệt độ và thời gian 

nuôi cấy (Bảng 3.1). Để đánh giá các điều kiện này, các chỉ số như pH, tốc độ 

phát triển của chủng nuôi cấy (bằng phương pháp đo độ đục ở bước sóng 

550nm) và hiệu suất của polysaccharide thu được sẽ được theo dõi. Trong phần 

nuôi cấy vi khuẩn Hib, giá trị đo độ đục (OD) và pH sẽ được xem xét để đánh 

giá các thông số của điều kiện nuôi cấy và lựa chọn chủng. Hiệu suất và chất 

lượng của polysaccharide thu được sẽ được nghiên cứu trong các phần tiếp theo 

- Phần 3.2. “Quy trình bất hoạt và thu hoạch polysaccharide” và Phần 3.3. 

“Quy trình tinh chế polysaccharide Hib”.
 
Tóm tắt quy trình nuôi cấy vi khuẩn 

Hib được trình bày trong Hình 3.2.
 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.2. Sơ đồ tóm tắt quy trình nuôi cấy vi khuẩn Hib 

Nuôi cấy trên đĩa thạch  

(37
0
C, 5% CO2, 22-24 giờ) 

Nuôi cấy trên máy lắc  

(37
0
C, 16-18 giờ) 

 

Nuôi cấy trên nồi 

lên men  
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Bảng 3.1. Đánh giá hiệu suất nuôi cấy vi khuẩn theo thời gian và nhiệt độ     

                 nuôi cấy khác nhau trên nồi lên men 

 

Thời gian 

nuôi cấy 

Chỉ 

số 

theo 

dõi 

Chủng 

1419/ 

nuôi cấy 

ở 35
0
C 

Chủng 1544 Chủng Eagan 

Nuôi cấy ở 35
0
C Nuôi cấy ở 37

0
C Nuôi cấy ở 35

0
C Nuôi cấy ở 37

0
C 

Loạt 1 Loạt 2 Loạt 1 Loạt 2 Loạt 1 Loạt 2 Loạt 1 Loạt 2 

Thời điểm 

bắt đầu 

OD 0,200 0,314 0,180 0,300 0,143 0,171 0,108 0,121 0,138 

pH 7,54 7,25 7,63 7,69 7,57 7,52 7,46 7,63 7,60 

Sau 2 giờ 

nuôi cấy 

OD 0,582 0,920 0,823 0,815 0,856 0,375 0,305 0,300 0,302 

pH 7,17 7,22 7,59 7,58 7,42 7,47 7,43 7,56 7,54 

Sau 4 giờ 

nuôi cấy 

OD 1,610 2,276 1,594 2,400 2,890 1,456 1,503 1,170 1,015 

pH 7,18 7,20 7,55 7,53 7,41 7,44 7,42 7,50 7,50 

Sau 6 giờ 

nuôi cấy 

OD 2,700 5,819 4,890 5,000 5,300 4,150 4,380 5,920 4,100 

pH 7,18 7,12 7,52 7,38 7,33 7,40 7,30 7,46 7,46 

Sau 8 giờ 

nuôi cấy 

OD 3,750 5,998 5,750 6,500 6,430 5,600 4,820 6,960 5,700 

pH 7,20 6,99 7,40 6,93 7,32 7,35 7,23 7,44 7,40 

Sau 9 giờ 

nuôi cấy 

OD 3,718 5,946 5,700 6,432 6,400 5,550 4,683 6,892 5,692 

pH 7,18 6,89 7,35 6,82 7,25 7,30 7,20 7,40 7,36 

Sau 10 giờ 

nuôi cấy 

OD 3,686 5,745 5,682 6,402 6,345 5,421 4,432 6,783 5,530 

pH 7,01 6,70 7,23 6,71 7,20 7,25 7,13 7,28 7,30 

Sau 11 giờ 

nuôi cấy 

OD 3,674 5,675 5,581 6,382 6,249 5,300 4,230 6,640 5,421 

pH 6,80 6,63 7,20 6,62 7,12 7,14 7,08 7,20 7,25 

Sau 12 giờ 

nuôi cấy 

OD 3,650 5,600 5,550 6,230 6,150 5,250 4,090 6,520 5,360 

pH 6,50 6,55 7,05 6,54 7,10 7,10 7,00 7,10 7,15 
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Hình 3.3. So sánh hiệu suất nuôi cấy vi khuẩn theo thời gian và nhiệt độ     

       khác nhau trên nồi lên men giữa chủng 1544 và chủng 1419  

 

 

Hình 3.4. So sánh hiệu suất nuôi cấy vi khuẩn theo thời gian và nhiệt độ     

                 khác nhau trên nồi lên men của chủng Eagan 

1544 (35
o
C-L1) 

1544 (35
o
C-L2) 

1419 (35
o
C) 

1544 (37
o
C-L1) 

1544 (37
o
C-L2) 

Eagan (35
o
C-L1) 

Eagan (35
o
C-L2) 

Eagan (37
o
C-L1) 

Eagan (37
o
C-L2) 
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           Theo kết quả trong Bảng 3.1, cả 3 chủng Hib dự tuyển (chủng Việt Nam 

1419 và 1544, chủng Eagan của NIH) đều được đưa vào nghiên cứu. Chủng 

1544 và chủng Eagan đều có hiệu suất nuôi cấy cao tương đương nhau. Đặc 

biệt, với điều kiện nuôi cấy ở 37
0
C, 2 chủng này cho hiệu suất nuôi cấy cao nhất 

(Hình 3.3 và Hình 3.4). Chủng 1419 cho hiệu suất nuôi cấy thấp nhất, giá trị OD 

vào thời điểm sau 8 giờ nuôi cấy chỉ đạt bằng một nửa so với các giá trị OD của 

các chủng khác (Hình 3.3). Trong hai thông số theo dõi, OD cho giá trị tăng cao 

rõ rệt theo thời gian và tăng thành đường thẳng trong 6 giờ đầu tiên, tuy nhiên 

giá trị pH thay đổi không nhiều và có xu hướng sẽ giảm dần. Nghiên cứu cũng 

cho thấy vào các thời điểm sau 8 giờ nuôi cấy, giá trị OD550 gần như đạt đỉnh 

sau đó giảm nhẹ trong những giờ tiếp theo (Hình 3.3 và Hình 3.4). Giá trị pH 

cùng giảm dần theo thời gian nuôi cấy. Điều này có nghĩa vi khuẩn đã phát triển 

đến mức độ bão hòa vào thời điểm sau 8 giờ nuôi cấy. Kết quả này cũng tương 

tự với nghiên cứu của nhiều tác giả khác khi nuôi cấy vi khuẩn Hib trên nồi lên 

men. Trong 6 giờ đầu tiên, biểu đồ phát triển vi khuẩn là 1 đường thẳng sau đó 

đạt mức độ bão hòa vào thời điểm 8 đến 9 giờ nuôi cấy và sau 14 giờ vi khuẩn 

sẽ chết dần do lượng chất dinh dưỡng trong nồi lên men như glucose giảm đi. 

Đồng thời, giá trị pH cũng giảm dần từ 7,5 xuống còn 5,9 [46]. Từ kết quả này, 

chủng 1544 và chủng Eagan đều được lựa chọn để nghiên cứu trong các quy 

trình tiếp theo và nhiệt độ nuôi cấy 37
0
C cũng như thời gian nuôi cấy 8 giờ sẽ là 

các chỉ số được xác định cho quy trình nuôi cấy vi khuẩn Hib trên nồi lên men 

10 lít. 
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3.2. QUY TRÌNH BẤT HOẠT VÀ THU HOẠCH POLYSACCHARIDE 

HIB 

- Vi khuẩn Hib sau khi nuôi cấy được bất hoạt bằng formaline: trong tất cả 

các loạt nghiên cứu, vi khuẩn đều bị bất hoạt toàn bộ (vi khuẩn không phát triển 

lại trên các môi trường nuôi cấy thông thường và đặc hiệu sau bất hoaṭ ) với 

nồng độ formaline cuối cùng là 0,05% do vậy nồng độ này được lựa chọn là 

nồng độ bất hoạt tối ưu cho vi khuẩn Hib. 

- Sau khi bất hoạt, tiến hành ly tâm loại xác vi khuẩn, nước nổi được làm 

tủa với cetavlon. Tủa này cũng sẽ được thu lại bằng phương pháp ly tâm. Khối 

lượng tủa thu được và chất lượng tủa đánh giá bằng cảm quan sẽ là các thông số 

để đánh giá quá trình này. Tuy nhiên, lượng PRP tinh chế được trên 1 lít hỗn 

dịch nuôi cấy mới là thông số chính xác nhất để đánh giá hiệu suất của quá trình 

nuôi cấy cũng như thu hoạch polysaccharide Hib (Bảng 3.2). 

- Tóm tắt quy trình bất hoạt và thu hoạch polysaccharide của vi khuẩn Hib 

được trình bày trong Hình 3.5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.5. Sơ đồ tóm tắt quy trình bất hoạt và thu hoạch polysaccharide Hib 

 

Bất hoạt vi khuẩn 

Hib bằng formaline 

Ly tâm loại xác vi khuẩn 

 

Tủa kháng nguyên 

polysaccharide Hib với Cetavlon 

Ly tâm thu hoạch tủa 
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Bảng 3.2. Kết quả thu hoạch tủa polysaccharide Hib  

 

Chỉ số đánh giá 

Chủng 

1419/ 

nuôi cấy 

ở 35
0
C 

Chủng 1544 Chủng Eagan 

Nuôi cấy ở 35
0
C Nuôi cấy ở 37

0
C Nuôi cấy ở 35

0
C Nuôi cấy ở 37

0
C 

Loạt 1 Loạt 2 Loạt 1 Loạt 2 Loạt 1 Loạt 2 Loạt 1 Loạt 2 

Thể tích nuôi cấy 5 lít 5 lít 5 lít 5 lít 5 lít 5 lít 5 lít 5 lít 5 lít 

Khối lƣợng tủa 

thu hoạch  
24 gr 20 gr 17 gr 15,3 gr 19,2 gr 22 gr 27 gr 15,8 gr 22 gr 

Cảm quan về chất 

lƣợng tủa 

Tủa khô 

xốp 
Tủa dẻo và bóng Tủa dẻo và bóng 

Hàm lƣợng PRP 

sau tinh chế 

(mg/lít nuôi cấy) 

28,6 44,5  40 45 48 42,6 40 50 48 

 

Kết quả trong Bảng 3.2 cho thấy, khối lượng tủa của PRP và cetavlon thu 

được qua các mẻ nuôi cấy với các chủng Hib và điều kiện nuôi cấy khác nhau 

thay đổi từ 15,3 gr cho đến 27 gr trong 5 lít hỗn dịch nuôi cấy. Tuy nhiên, lượng 

tủa này không phản ánh đúng lượng PRP thu được trong mỗi mẻ nuôi cấy. Điều 

này được giải thích là do lượng PRP phần lớn trong nước nổi nuôi cấy và trên 

vách của các vi khuẩn sống. Do vậy, với một lượng tủa lớn thường lại chứa 

nhiều các mảnh nhỏ xác vi khuẩn chết nên đây không phải là PRP thực sự [46]. 

Hàm lượng PRP thu được nhiều nhất khi nuôi cấy chủng Hib 1544 và Eagan ở 

37
0
C. Chủng 1419 tuy thu được lượng tủa lớn (24 gr) nhưng về mặt cảm quan 

tủa này khô và xốp do vậy hàm lượng PRP rất thấp (28,6 mg/lít nuôi cấy). Từ 

kết quả này, chủng Hib 1544 và Eagan đã có được một quy trình bất hoạt và thu 

hoạch tủa ổn định cho hiệu suất PRP thu được cao nhất. 
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3.3. QUY TRÌNH TINH CHẾ POLYSACCHARIDE HIB  

Sản phẩm của quy trình này là PRP tinh khiết đủ điểu kiện cho phản ứng 

cộng hợp với protein tải, đạt các tiêu chuẩn của TCYTTG về hàm lượng, kích 

thước của PRP, không lẫn nhiều các tạp chất như protein, axít nucleic và nội 

độc tố lipopolysaccharide (LPS). Do vậy, các bước của quy trình tinh chế này 

đều được thực hiện với mục đích thu lại được nhiều PRP có chất lượng tốt và 

loại trừ được tối đa các thành phần tạp nhiễm. Các bước chính trong quy trình 

bao gồm (Hình 3.6): 

- Rửa và hòa kết tủa của polysaccharide và cetavlon bằng dung dịch muối 

NaCl để loại trừ các ion tạp, cắt liên kết giữa polysaccharide và cetavlon.  

- Tủa thu lại polysaccharide bằng ethanol. 

- Loại bỏ ARN, ADN và protein bằng enzyme và phenol. Sau đó loại trừ 

các chất tồn dư bằng phương pháp thẩm tích. 

- Loại bỏ nội độc tố lipopolysaccharide (LPS) bằng phương pháp ly tâm. 

Sau khi tinh chế, polysaccharide Hib sẽ được kiểm tra để đánh giá chất 

lượng, từ đó giúp lựa chọn ra quy trình tinh chế cũng như polysaccharide có 

chất lượng tốt nhất, phù hợp để tiến hành các phản ứng cộng hợp. Các phương 

pháp kiểm tra chất lượng sau khi được xây dựng sẽ tiếp tục được áp dụng trong 

các bước của quy trình sản xuất sau này. 
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Hình 3.6. Sơ đồ tóm tắt quy trình tinh chế polysaccharide Hib 

 

3.3.1. Các thử nghiệm kiểm tra chất lƣợng polysaccharide Hib sau tinh chế 

3.3.1.1. Thử nghiệm nhận dạng đặc hiệu bằng phương pháp khuếch tán miễn 

dịch trên thạch với kháng huyết thanh anti - PRP (xem phần 5.1.4 - Thử nghiệm 

nhận dạng). 

3.3.1.2. Thử nghiệm xác định kích thước phân tử  

Nguyên lý 

- X¸c ®Þnh kÝch th­íc ph©n tö bằng phương pháp sắc ký lọc gel. 

Nguyên vật liệu và trang thiết bị  

Mẫu thử 

- Polysaccharide của Hib sau tinh chế.  

Dụng cụ 

- Hệ thống sắc ký.         

- Pipét man.                            

Rửa và hòa tan tủa polysaccharide Hib 

với Cetavlon bằng dung dịch muối 

NaCl  

Thu lại polysaccharide  Hib bằng cách tủa với Ethanol   

 

Loại bỏ các axít nucleic (ADN, ARN) và protein 

bằng phƣơng pháp cắt enzyme và tủa với phenol 

Loại trừ phenol và tạp nhiễm bằng phƣơng 

pháp thẩm tích  

Loại trừ nội độc tố (LPS) bằng phƣơng pháp ly tâm 
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- Pipét 5ml, 10ml .                          

- Cột gel lọc Sepharose CL-4B.      

- Pipét aid.         

- Tuýp 18 mm.         

- Tuýp 2 ml. 

- Cân phân tích.         

Hoá chất và môi trường       

-  Nước pha tiêm.          

-   NaCl 0.15M.         

- Blue Dextran.        

- Sodium azide.        

Các bước tiến hành 

* Pha dung dịch chuẩn Blue dextran- Sodium azide.  

- Cân 10 mg Blue dextran và 20mg Sodium azide hòa trong 1ml NaCl 

0,15M. 

* Tiến hành: 

- Cho 1ml dung dịch chuẩn Blue dextran- Sodium azide chạy qua cột 

Sepharose CL-4B theo chương trình sau: 

+ Tốc độ dòng: 1ml/phút. 

 + Thể tích thu mẫu: 2ml/tuýp. 

` + Dung dịch đệm: NaCl 0,15M. 

- Xác định 2 đỉnh sắc ký tương đương với các mẫu chuẩn Blue dextran 

(VO) và Sodium azide (VT). 

- Chạy sắc ký với mẫu thử polysaccharide qua cột Sepharose CL-4B theo 

chương trình như chạy với mẫu chuẩn. 
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- Xác định đỉnh của mẫu thử polysaccharide bằng cách đo hàm lượng 

đường ribose (ước lượng thông qua phản ứng Bial đối với pentose sử 

dụng chuẩn D-ribose) (VM). 

Kết quả  

Tính kết quả 

 Công thức:  

KD = ( VM - VO )/ (VT - VO ) 

KD :  Chỉ số kích thước kháng nguyên polysaccharide Hib. 

VM : Thời gian lưu của mẫu kiểm tra trên sắc ký đồ. 

VT :  Thời gian lưu của Sodium azide trên sắc ký đồ. 

VO : Thời gian lưu của Blue dextran trên sắc ký đồ. 

 

3.3.1.3. Thử nghiệm xác định thành phần polysaccharide  

Bằng cách đo hàm lượng đường ribose (ước lượng thông qua phản ứng 

Bial đối với pentose sử dụng chuẩn D-ribose) (xem phần 5.2.1 - Định lượng 

polysaccharide (PRP) trong vắcxin Hib cộng hợp dạng dung dịch) 

 

3.3.1.4. Thử nghiệm xác định hàm lượng protein tạp nhiễm  

Nguyên lý 

Tiến hành theo phương pháp Bradford với chuẩn là albumin huyết thanh 

bò dựa trên sự kết hợp giữa thuốc nhuộm Coomassie với protein trong môi 

trường axít.  

Nguyên vật liệu và trang thiết bị 

Dụng cụ 

- Ống nghiệm thủy tinh 5 ml.     
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- Pipetman 1ml.      

- Pipetman 200 ml.       

- Dụng cụ chia mẫu (Handy step) .      

- Đầu côn  200, 1000 l.      

- Ống Eppendorf  2 ml.     

- Cóng đo .          

- Falcon 50 ml.       

Hóa chất 

- Dung dịch BSA chuẩn 25, 50, 75, 100mg/ml.   

- Hoặc dung dịch BSA chuẩn 100, 200, 300, 400mg/ml.  

- Mẫu bán thành phẩm vắcxin Hib cộng hợp.   

- Thuốc nhuộm Coomassie.       

- Nước pha tiêm.          

Trang thiết bị 

- Máy đo quang .       

- Máy lắc. 

 

Các bước tiến hành   

Chuẩn bị 

 * Các dung dịch protein chuẩn 

- Sử dụng các ống dung dịch chuẩn 25, 50, 75 và 100mg/ml (hoặc 100, 

200, 300, 400mg/ml tuỳ theo hàm lượng mẫu thử).  

* Mẫu thử 

- Điều chỉnh mẫu thử để có hàm lượng nằm trong khoảng đường chuẩn.  
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* Pha dung dịch thuốc nhuộm Coomassie 20% 

- Pha thuốc nhuộm Coomassie bằng nước cất pha tiêm theo tỷ lệ 1/4 

- Pha ngay trước khi dùng. 

Tiến hành 

- Hút 50 ml các dung dịch mẫu thử và mẫu chuẩn cho vào các ống nghiệm 

tương ứng. 

- Thêm 2,5 ml dung dịch thuốc nhuộm Coomassie 20% vào mỗi ống 

nghiệm và trộn đều. 

- Để ở nhiệt độ phòng trong 10 phút. 

- Đo quang phổ ở bước sóng 595 nm. 

Kết quả  

Tính kết quả 

 Công thức: y = ax + b 

 Trong đó y :  hàm lượng protein của mẫu thử (mg/ml) 

   a, b :  hệ số của phương trình đường chuẩn 

x :    độ hấp thụ quang đo được tương ứng với từng hàm  

          lượng protein   

 

3.3.1.5. Thử nghiệm xác định hàm lượng các axít nucleic tạp nhiễm  

Nguyên lý 

Thử nghiệm xác định nồng độ axít nucleic bằng phương pháp đo quang 

phổ tia cực tím ở bước sóng 260 nm.  

Nguyên vật liệu và trang thiết bị 

Mẫu thử   

- Polysaccharide của Hib sau tinh chế. 
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Dụng cụ 

- Máy đo quang phổ.        

- Pipét man.                            

- Pipét aid.         

- Cốc đong 2.000 ml .       

- Cốc đong 5.000 ml .       

- Cốc đong 100 ml.        

- Pipét 25, 10, 5 ml.                           

- Ống nghiệm 2 ml         

- Cóng thạch anh 1ml        

Hoá chất và môi trường       

- Nước pha tiêm.          

- NaCl 0.15M .        

Kết quả  

- Hàm lượng axít nuclêic (mg/ml) được tính đơn giản = giá trị OD đo được 

ở bước sóng A260/ 20.  

- Giá trị OD A260 cho phép nằm trong khoảng 0,05 - 2 tương đương hàm 

lượng axít nuclêic là 2,5 – 100 µg/ ml. 

 

3.3.1.6. Thử nghiệm xác định hàm lượng nội độc tố tạp nhiễm  

Nguyên lý  

Thử nghiệm theo phương pháp Gel-clot bằng Bộ sinh phẩm Endotoxin – 

Cambrex. 
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Nguyên vật liệu và trang thiết bị  

Dụng cụ 

- Ống nghiệm thủy tinh đa ̃khử chất gây sốt 10x75mm, 13x100mm.  

- Đầu côn đa ̃khử chất gây số loại 200 µl, 1000 µl.     

- Pipetman 200 µl, 1000 µl .      

- Giá để ống nghiệm.          

Nguyên vật liệu  

- Nước không có endotoxin - LAL reagent water (LRW).    

- Endotoxin chuẩn (CSE).         

- Lysate (Độ nhạy: 0,06 EU/ml).              

- Mẫu thử.            

Trang thiết bị 

- Bình ủ ấm. 

- Máy trộn.  

- Đồng hồ hẹn giờ.   

Các bước tiến hành 

Chuẩn bị 

* Các dung dịch thử nghiệm 

- Dung dịch Endotoxin chuẩn 20EU/ml (CSE): thêm 5ml LRW vào lọ 

Endotoxin lắc kỹ.  

* Dung dịch Lysate 

- Thêm 5,2ml LRW vào lọ Lysate, lắc nhẹ trong 30 - 60 giây. 

* Pha chứng dương Endotoxin 

- Endotoxin 1EU/ml:  pha loãng Endotoxin chuẩn 20EU/ml với nước LRW 

để đạt được dung dịch CSE1EU/ml.  

- Endotoxin 0,125EU/ml (Chứng dương) 
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- Pha chứng dương + mẫu thử (PPC)  

 

Tiến hành 

- Đánh dấu các ống nghiệm : chứng dương (+), chứng âm (-), mẫu thử (2 

ống nghiệm/1 mẫu). 

- Hút 0,1 ml  chứng dương, chứng âm (chứng âm - dùng nước không có 

Endotoxin) và mẫu thử mỗi loại vào 2 ống nghiệm. 

- Thêm 0,1ml dung dịch Lysate vào tất cả các ống nghiêṃ trên. Lắc nhẹ. 

- Ủ ở 37
0
C trong 1 giờ. 

Kết quả 

Cách đọc kết quả 

- Dương tính (+): có tạo gel trong ống nghiệm, khi úp ngược ống nghiệm 

thì gel vẫn bám chắc vào đáy ống. 

- Âm tính (-): không tạo gel trong ống nghiệm. 

Giá trị của thử nghiệm: Thử nghiệm chỉ có giá trị khi: 

- Chứng âm: không tạo gel. 

- Chứng dương: tạo gel. 

- PPC : tạo gel. 

Tính kết quả 

- Nếu mẫu không tạo gel: hàm lượng Endotoxin trong mẫu < 0,06 EU/ml. 

-  Nếu mẫu tạo gel: hàm lượng Endotoxin trong mẫu ≥ 0,06 EU/ml.  

- Tiếp tục pha loãng mẫu và tiến hành lại thử nghiệm. 

 

3.3.2. Kết quả nghiên cứu quy trình tinh chế polysaccharide Hib 

Áp dụng quy trình tinh chế polysaccharide của vi khuẩn Hib theo hướng 

dẫn của NIH, nhóm nghiên cứu tiến hành các bước tinh chế và đánh giá chất 
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lượng của các sản phẩm sau tinh chế. Tuy nhiên, nhiều kết quả thu được đã 

không đạt theo yêu cầu cả về hiệu suất và chất lượng như: 

- Hiệu suất của quá trình thẩm tích sử dụng màng thẩm tích đơn thuần để 

loại bỏ các thành phẩn tạp và chất phản ứng sử dụng trong quá trình tinh chế 

không cao. Lượng mẫu thẩm tích nhỏ và thời gian thẩm tích kéo dài. 

- Các enzyme sử dụng để cắt axít nucleic (DNase và RNase) luôn cần kiểm 

soát nghiêm ngặt về điều kiện của phản ứng và chỉ có thể tiến hành với một 

thể tích nhỏ do các enzyme này rất dễ mất hoạt tính. 

Do vậy, nhóm nghiên cứu đã tiến hành một số thay đổi, để làm tăng hiệu 

suất và chất lượng của các sản phẩm tinh chế. Thay đổi lớn nhất của quy trình 

tinh chế polysaccharide Hib là sử dụng màng Pellicon cassette 10 kD và hệ 

thống cô đặc thẩm tích của Millipore thay thế cho các màng thẩm tích thông 

thường và sử dụng enzyme Benzonase thay thế các enzyme DNase và RNase 

trong bước cắt các axít nucleic (ADN và ARN). Các tác giả khác trên thế giới 

cũng đã áp dụng các thay đổi tương tự như sử dụng hệ thống cô đặc thẩm tích 

với màng siêu lọc 50 kD, 100 kD và enzyme Benzonase trong quy trình tinh chế 

polysaccharide của các vi khuẩn khác nhau Hib [47], [48], não mô cầu týp C 

[20], [50] và phế cầu týp 23F [21].  Các thay đổi này đều cho polysaccharide có 

độ tinh khiết cao, đảm bảo chất lượng cho các phản ứng cộng hợp và đặc biệt có 

thể áp dụng tốt ở quy mô sản xuất lớn hơn [48]. Kết quả của các quy trình tinh 

chế polysaccharide được trình bày trong Bảng 3.3. 
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Bảng 3.3. Kết quả kiểm tra chất lƣợng các polysaccharide Hib sau tinh chế  

 

Chỉ số      

đánh giá 

Tiêu chuẩn 

của 

TCYTTG 

PRP của 

chủng 1419 

PRP của chủng 1544 PRP của chủng Eagan 

DNase, RNase Benzonase DNase, RNase Benzonase 

Protein  1% 0,9% 0,7% 0,86% 0,44% 0,41% 

Axít Nucleic  1% 11,5% 17,3% 1,18% 3,46% 0,9% 

Thử nghiệm 

Ribose  
 32% >85% >80% >85% >85% >88% 

Nội độc tố  10 IU/g  <0,06 < 0,15 <1,92 <0,96 

Phân bố kích 

thƣớc phân tử 
 50% có 

KD0,30 

KD=0,80 

50% có 

KD0,30 

KD=0,46  50% 

có KD0,30 

KD=0,4 

 50% có KD0,30 

Thử nghiệm 

nhận dạng 

Ngưng kết 

đặc hiệu với 

kháng huyết 

thanh Hib 

Ngưng kết đặc hiệu với kháng huyết thanh Hib 

 

 Theo Bảng 3.3, PRP sau tinh chế của chủng Eagan được cắt axít nucleic 

bởi enzyme Benzonase cho chất lượng phù hợp nhất với tiêu chuẩn của 

TCYTTG. PRP của chủng 1419 có kích thước phân tử nhỏ không đạt tiêu chuẩn 

đối với một PRP dùng cho phản ứng cộng hợp với giải độc tố uốn ván để tạo 

thành vắcxin PRP-T, do vậy chủng này sẽ không được sử dụng để nghiên cứu 

và phát triển vắcxin Hib cộng hợp trong các giai đoạn tiếp theo (Hình 3.7). PRP 

của chủng 1544 có phân bố kích thước phân tử đạt tiêu chuẩn và tương đương 

với PRP của chủng Eagan (Hình 3.8). Tuy nhiên, hàm lượng axít nucleic của 

PRP chủng 1544 đã vượt quá tiêu chuẩn cho phép cho dù đã áp dụng toàn bộ 

các cải tiến về mặt quy trình tinh chế, do vậy PRP này cũng không đủ chất 
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lượng cho sản xuất vắcxin Hib cộng hợp. Để khẳng định lại kết quả này, nhóm 

nghiên cứu đã tiến hành áp dụng quy trình tinh chế PRP Hib như nhau ở nhiều 

loạt sản xuất đối với cả 2 chủng 1544 và Eagan để so sánh về hàm lượng axít 

nucleic trong sản phẩm PRP sau khi tinh chế (Bảng 3.4).  

 

Bảng 3.4. Kết quả về tỷ lệ hàm lƣợng axít nucleic trong sản phẩm 

polysaccharide sau tinh chế của các chủng Hib khác nhau 

Chủng vi 

khuẩn Hib 

Loạt tinh 

chế 

Tỷ lệ về hàm lƣợng axít nucleic 

Kết quả 
Tiêu chuẩn của 

TCYTTG 

Chủng 1544 

Loạt 1 2,2 % 

 1% 

Loạt 2 2,5% 

Loạt 3 1,6% 

Chủng Eagan 

Loạt 1 0,52% 

Loạt 2 0,53% 

Loạt 3 0,60% 

 

Theo bảng 3.4, tỷ lệ về hàm lượng axít nucleic của PRP Hib chủng Eagan 

đều đạt yêu cầu và phù hợp với tiêu chuẩn của TCYTTG ở tất cả các loạt tinh 

chế. Do vậy, PRP chủng Eagan và quy trình tinh chế PRP sẽ được áp dụng để 

sản xuất ra các loạt vắcxin Hib cộng hợp ở quy mô phòng thí nghiệm trong các 

giai đoạn tiếp theo.  
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Hình 3.7. Sắc ký xác định phân bố kích thƣớc phân tử 

polysaccharide Hib của chủng 1419 và chủng 1544 

 

PRP chủng 1419  

KD=0,8 
 

PRP chủng 1544  

KD=0,46 
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Hình 3.8. Sắc ký xác định phân bố kích thƣớc phân tử 

polysaccharide Hib của chủng 1544 và chủng Eagan 

 

PRP chủng 1544  

KD=0,46 
 

PRP chủng Eagan  

KD=0,40 
 

Blue Dextran 
 

Sodium azide 
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3.4. QUY TRÌNH TẠO DẪN XUẤT POLYSACCHARIDE HIB VỚI ADH 

Tạo dẫn xuất giữa polysaccharide Hib (PRP) với 1 hoá chất (ADH) chứa 

6 phân tử carbon qua liên kết giữa gốc phosphate (PO4) của phân tử 

polysaccharide với một nhóm carboxylic (–COOH) của hóa chất trung gian. 

Dẫn xuất PRP-ADH sau đó được tinh chế bằng cột sắc ký để loại bỏ các chất 

tồn dư của phản ứng và cô đặc đến nồng độ đạt yêu cầu cho cộng hợp (Hình 

3.9). Theo các quy trình áp dụng trước đây, chất hoạt hóa thường được sử dụng 

là cyanogen bromide (CNBr), chất này độc và cho hiệu suất sản phẩm sau cộng 

hợp không cao. Hiện nhiều nghiên cứu trên thế giới đã sử dụng 1-cyano-4-

dimethylaminopyridinium tetrafluoroborate (CDAP) như một chất hoạt hóa thay 

thế có hiệu quả trong các phản ứng tạo dẫn xuất. So với CNBr, CDAP dễ dạng 

sử dụng, có thể phản ứng trong điều kiện pH thấp hơn và ít gây các phản ứng 

không mong muốn. Thêm vào đó, không giống với polysaccharide đã hoạt hóa 

bởi CNBr, protein có thể bắt cặp trực tiếp với polysaccharide đã hoạt hóa bởi 

CDAP. Cộng hợp vắcxin được tạo ra từ liên kết trực tiếp của protein với 

polysaccharide đã hoạt hóa bởi CDAP cho hiệu giá và đáp ứng kháng thể bảo vệ 

cao [41]. Từ những ưu điểm của chất hoạt hóa CDAP, nghiên cứu này cũng đã 

tiến hành so sánh việc tạo dẫn xuất PRP Hib bằng các chất hoạt hóa CNBr và 

CDAP, từ đó đánh giá chất lượng của các sản phẩm được tạo ra.  Hy vọng chất 

hoạt hóa mới sẽ là chất thay thế có hiệu quả CnBr trong quá trình tạo dẫn xuất. 

Một trong những thử nghiệm quan trọng để đánh giá tỷ lệ tạo dẫn xuất giữa 

polysaccharide và hóa chất ADH là thử nghiệm TNBS (sử dụng axít 2,2,6-

trinitrobenzenesulfonic để phát hiện gốc NH2). Kết quả của thử nghiệm này sẽ 

cho biết hàm lượng của nhóm NH2 trong mẫu thử, từ đó so sánh với hàm lượng 

PRP (thử nghiệm định lượng PRP bằng cách đo hàm lượng đường ribose) để xác 

định tỷ lệ tạo dẫn xuất của quy trình tạo dẫn xuất PRP Hib (Bảng 3.5).  
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Thử nghiệm xác định tỷ lệ tạo dẫn xuất giữa polysaccharide và ADH: Thử 

nghiệm TNBS 

Mục đích 

 Thử nghiệm sử dụng để xác định hàm lượng nhóm NH2 có trong bán 

thành phẩm sau khi tạo dẫn xuất giữa polysaccharide Hib với ADH. 

Nguyên vật liệu và trang thiết bị 

Vật liệu 

- Bán thành phẩm sau tạo dẫn xuất.        

Dụng cụ 

- Máy đo quang phổ.         

- Pipét man.                            

- Pipét aid.         

- Tuýp 5 ml.         

- Cân phân tích.         

- Tuýp 2 ml.         

- Đồng hồ bấm giây.        

Hoá chất và môi trường       

-  Nước pha tiêm.          

-   NaCl 0.15M .        

- ADH.      

- Sodium tetraborat.        

- TNBS  5%.         

Các bước tiến hành 

Pha sodium tetraborat bão hòa 

- 20 g Sodium tetraborat hòa trong 50ml WFI. 
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Pha chuẩn 

- Cân 10 mg ADH và hòa tan trong 1 ml nước pha tiêm. 

- Tùy nồng độ của mẫu mà pha loãng 1:5; 1:10 ; 1: 20 hoặc cao hơn nữa. 

- Pha TNBS 0,01 M:  150 µl TNBS 5% + 2400 µl nước pha tiêm. 

Tiến hành 

- Cho vào tất cả các tuýp 0,5 ml sodium tetraborat bão hòa. 

- Cách 30 giây, thêm vào các tuýp 150 µl TNBS 0,01 M. 

- Sau 5 phút, đo các mẫu tại bước sóng 500nm. 

Kết quả  

-    Dựa vào kết qủa đo mật độ quang trên máy, dựng đường chuẩn với hàm 

lượng ADH từ 0,4 - 4 µg/ ml. 

- Tính hàm lượng nhóm NH2 trong mẫu thử theo công thức 

y = 2 x (ax + b) 

y:  Hàm lượng nhóm NH2.  

x:  Độ hấp thu quang đo được tương ứng với từng hàm lượng ADH chuẩn. 

a, b: Hệ số của phương trình đường chuẩn. 

- Tỷ lệ tạo dẫn xuất được tính theo công thức: 

Hàm lượng nhóm NH2/hàm lượng PRP. 

Hàm lượng PRP được tính bằng thử nghiệm định lượng PRP theo phương 

pháp đo hàm lượng đường ribose. 

 

Bảng 3.5. So sánh tỷ lệ tạo dẫn xuất 

sau khi sử dụng chất hoạt hóa CDAP và CNBr 

Chỉ số đánh giá 

Chất hoạt hóa cho phản ứng tạo dẫn xuất 

CDAP CNBr 

Tỷ lệ tạo dẫn xuất (ADH/PRP) 3,5% 3,93% 
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Hình ảnh sắc ký tinh chế dẫn xuất PRP-ADH được trình bày trong Hình 3.9. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Theo Bảng 3.5, tỷ lệ tạo dẫn xuất của 2 chất hoạt hóa CDAP và CNBr là 

tương nhau. Tỷ lệ này nằm trong giới hạn của tỷ lệ tạo dẫn xuất có hiệu quả (từ 

2% đến 9%) [41]. Các dẫn xuất sau đó sẽ được cộng hợp với giải độc tố uốn ván 

và kết quả của quá trình này sẽ được đánh giá sâu thêm ở các bước sau của quy 

trình sản xuất vắcxin Hib cộng hợp. 

 

3.5. QUY TRÌNH TINH CHẾ VÀ CÔ ĐẶC BÁN THÀNH PHẨM GIẢI 

ĐỘC TỐ UỐN VÁN 

Bán thành phẩm giải độc tố uốn ván có được từ các nhà sản xuất trong 

nước hoặc nước ngoài. Bán thành phẩm này phải đạt được các tiêu chuẩn chất 

lượng của protein tải cho sản xuất vắcxin cộng hợp [53].  

Hình 3.9. Sắc ký tinh chế dẫn xuất polysaccharide Hib và ADH 
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Trước tiên bán thành phẩm giải độc tố uốn ván phải được tinh chế bằng 

phương pháp sắc ký lọc gel để có được protein tải có độ tinh khiết và đệm phù 

hợp cho cộng hợp (Hình 3.10). Giải độc tố uốn ván đã tinh chế sẽ tiếp tục được 

cô đặc để có một hàm lượng protein tải đạt được yêu cầu đối với phản ứng cộng 

hợp giữa giải độc tố uốn ván và PRP Hib đã liên kết ADH. Hàm lượng protein 

tải được xác định theo theo phương pháp Bradford với chuẩn là albumin huyết 

thanh bò (xem phần 3.3.1.4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.10. Sắc ký tinh chế giải độc tố uốn ván 
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3.6. QUY TRÌNH CỘNG HỢP POLYSACCHARIDE HIB VỚI GIẢI ĐỘC 

TỐ UỐN VÁN  

Phản ứng tạo cộng hợp giữa PRP và giải độc tố uốn ván qua liên kết giữa 

nhóm –COOH còn lại của phân tử hóa chất ADH với nhóm amino (-NH2) của 

phân tử protein có trong giải độc tố uốn ván. Cộng hợp PRP-T sau đó được tinh 

chế bằng cột sắc ký Sepharose - 4B để tách PRP-T ra khỏi các thành phần 

không cộng hợp - PRP và protein tự do. Lựa chọn các phân đoạn có hàm lượng 

cộng hợp PRP-T cao dựa vào đỉnh hấp phụ ở bước sóng 280nm trên sắc ký đồ 

(Hình 3.11) và khẳng định bằng thử nghiệm khuếch tán miễn dịch trên thạch với 

kháng huyết thanh anti - PRP và kháng huyết thanh anti - TT (xem Phần 2.6.1.1 

và Hình 3.12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Hình 3.11. Sắc ký tinh chế cộng hợp PRP-T 



 81 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Sau khi tinh chế, cộng hợp PRP-T sẽ được kiểm tra để đánh giá chất lượng 

từ đó lựa chọn ra quy trình cộng hợp phù hợp nhất. Các phương pháp kiểm tra 

chất lượng sau khi được xây dựng sẽ tiếp tục được áp dụng trong các bước của 

quy trình sản xuất sau này. 

 

3.6.1. Các thử nghiệm kiểm tra chất lƣợng sản phẩm sau cộng hợp 

3.6.1.1. Thử nghiệm nhận dạng đặc hiệu bằng phương pháp khuếch tán miễn 

dịch trên thạch với kháng huyết thanh anti - PRP và kháng huyết thanh anti - TT 

(xem phần 5.1.4 - Thử nghiệm nhận dạng). 

 

 

Hình 3.12. Ngƣng kết với các kháng huyết thanh đặc hiệu  

của các phân đoạn khi tinh chế cộng hợp PRP-T 
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3.6.1.2. Thử nghiệm xác định kích thước phân tử  

Nguyên lý 

Xác định kích thước phân tử bằng phương pháp sắc ký phân tách gel trên 

hệ thống sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC). 

 

Nguyên vật liệu và trang thiết bị 

Dụng cụ 

- Màng lọc 0,22µm.       

- Bơm tiêm 1ml.      

- Cột TSK gel G6000PW (7,8mm ID x 30cm, 13µm).  

- Bộ lọc chân không .      

Hoá chất 

- Dung dịch NaCl 0,15M.      

- Mẫu chuẩn: kháng nguyên giải độc tố uốn ván.    

- Nước pha tiêm.        

- Mẫu thử: bán thành phẩm sau cộng hợp.      

Trang thiết bị 

- Hệ thống sắc ký lỏng hiệu năng cao.    

Các bước tiến hành 

Chuẩn bị dung dịch mẫu thử 

- Lọc bán thành phẩm sau cộng hợp qua màng lọc 0,22 µm. 

     -   Sau khi cài đặt các điều kiện làm việc cho máy, đưa lần lượt 50 µl dung 

dịch mẫu chuẩn giải độc tố uốn ván và mẫu bán thành phẩm sau cộng hợp vào 

hệ thống. 
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Kết quả 

Đọc kết quả 

- Dựa vào thời gian lưu của đỉnh mẫu chuẩn và mẫu thử xác định kích 

thước của mẫu sản phẩm sau khi cộng hợp. 

Tiêu chuẩn chấp thuận  

- Đỉnh thời gian lưu của mẫu thử phải xuất hiện trước so với mẫu chuẩn 

khi đó mẫu sản phẩm sau cộng hợp có kích thước lớn hơn so với mẫu giải độc 

tố uốn ván đơn thuần. 

 

3.6.1.3. Thử nghiệm xác định thành phần polysaccharide bằng cách đo hàm 

lượng đường ribose (ước lượng thông qua phản ứng Bial đối với pentose sử 

dụng chuẩn D-ribose) (xem phần 5.2.1 - Định lượng polysaccharide (PRP) trong 

vắcxin Hib cộng hợp dạng dung dịch). 

 

3.6.1.4. Thử nghiệm xác định hàm lượng protein theo phương pháp Bradford 

với chuẩn là albumin huyết thanh bò (xem phần 3.3.1.4). 

 

3.3.1.5. Thử nghiệm xác định hàm lượng polysaccharide tự do tồn dư  

Nguyên lý 

- PRP tự do (free), không cộng hợp có kích thước phân tử nhỏ sẽ qua  

màng siêu lọc 100kD và PRP đã cộng hợp có kích thước lớn hơn sẽ được giữ lại 

trên màng. Do vậy, dùng màng siêu lọc 100 kD, xác định hàm lượng PRP qua 

màng giúp tính được hàm lượng PRP tự do 
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Nguyên vật liệu và trang thiết bị 

Nguyên liệu 

- Mẫu thử: bán thành phẩm cộng hợp PRP-T.      

- Mẫu chuẩn: bán thành phẩm PRP tinh chế đã biết hàm lượng (100 µg). 

Dụng cụ  

- Máy ly tâm.         

- Cột siêu lọc 100 kD (Centricon 100 kD).                

- Pipét aid.          

- Ống nghiệm 1,5 ml.         

Hoá chất và môi trường 

- Nước pha tiêm.          

- NaCl 0.15M .        

Các bước tiến hành 

Rửa cột siêu lọc 100kD 

- Cho 15 ml nước pha tiêm vào cột siêu lọc 100kD. 

- Ly tâm 3500 vòng/phút trong 20 phút ở nhiệt độ 20
o
C. 

- Loại bỏ nước qua lọc.  

- Rửa lại 1 lần. 

Lọc mẫu thử và mẫu chuẩn 

- Cho 0,5 ml mẫu vào cột siêu lọc 100kD. 

- Ly tâm 3500 vòng/phút trong 20 phút ở nhiệt độ 20
o
C. 

- Thu phần dung dịch qua lọc. 

- Cho thêm 0,5 ml NaCl 0,15M vào cột siêu lọc và ly tâm như trên. 

- Thu tiếp phần dung dịch qua lọc.  

- Hộn 2 phần dung dịch qua lọc thu được. 

- Thêm NaCl 0,15M cho đủ 1 ml. 
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Xác định hàm lượng PRP trong các mẫu dung dịch qua lọc thu được 

- Xác đinh theo phương pháp đo hàm lượng đường ribose (ước lượng 

thông qua phản ứng Bial đối với pentose sử dụng chuẩn D-ribose) (xem phần 

5.2.1 - Định lượng polysaccharide (PRP) trong vắcxin Hib cộng hợp dạng 

dung dịch) 

Kết quả 

Tính kết quả 

- Tính hệ số thu hồi của PRP chuẩn khi sử dụng cột siêu lọc 100 kD 

Hệ số thu hồi = Hàm lượng PRP thu được trong mẫu chuẩn sau khi qua lọc/  

Hàm lượng PRP trong mẫu chuẩn gốc x 100%. 

- Hàm lượng PRP tự do trong mẫu thử = Hàm lượng PRP thu được trong 

mẫu thử sau khi qua lọc / hệ số thu hồi  

- % PRP tự do = Hàm lượng PRP tự do trong mẫu thử / Hàm lượng PRP 

trong sản phẩm cộng hợp x 100%. 

Tiêu chuẩn chấp thuận 

- PRP tự do nằm trong khoảng từ 10 - 40 %. 

 

3.3.1.6. Thử nghiệm vô khuẩn (xem phần 5.1.1 – Phương pháp kiểm tra vô 

khuẩn) 

 

3.6.2. Kết quả nghiên cứu quy trình cộng hợp 

 Kết quả về chất lượng của các sản phẩm sau cộng hợp với các quy trình 

khác nhau được trình bày trong Bảng 3.6. Hình ảnh chạy sắc ký HPLC của sản 

phẩm sau cộng hợp PRP Hib và giải độc tố uốn ván so sánh với hình ảnh chạy 
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sắc ký giải độc tố uốn ván đơn thuần để xác định phân bố kích thước phân tử 

được trình bày trong Hình 3.13 và 3.14. 

 

Bảng 3.6. Kết quả đánh giá chất lƣợng sản phẩm sau cộng hợp 

 

Chỉ số đánh giá 

Chất hoạt hóa  

CDAP CNBr 

Hàm lƣợng các thành 

phần sau cộng hợp 

Hàm lƣợng PRP (mg/ml) 0,25 0,18 

Hàm lƣợng protein (mg/ml) 0,30 0,29 

Tỷ lệ PRP/protein 0,96 0,62 

Hiệu suất cộng hợp 

PRP 32,8% 21,7% 

Protein 35,1% 34,4% 

Chất lƣợng của sản 

phẩm sau cộng hợp 

Ngƣng kết với các kháng 

huyết thanh  

Ngưng kết với các kháng huyết thanh 

đặc hiệu anti-PRP và anti-TT 

Phân bố kích thƣớc phân tử 
Kích thước lớn trên kích thước của 

protein và PRP 

PRP tự do tồn dƣ 4,8% 5,1% 

Vô khuẩn Đạt yêu cầu 

 

Theo Bảng 3.6, tỷ lệ PRP/protein, hiệu suất cộng hợp của PRP cũng như 

của protein khi sử dụng chất hoạt hóa là CDAP đều cao hơn so với khi sử dụng 

CNBr. Tất cả các sản phẩm sau cộng hợp đều đạt được các yêu cầu về chất 

lượng như hàm lượng PRP tự do tồn dư, phân bố kích thước phân tử, ngưng kết 

đặc hiệu với các kháng huyết thanh và vô khuẩn.  

Các mẫu sau cộng hợp theo các quy trình công nghệ khác nhau được 

đánh giá về mức độ đáp ứng miễn dịch trên chuột để có thêm các căn cứ cho 
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việc lựa chọn quy trình tốt nhất sẽ áp dụng trong sản xuất sau này. Quy trình 

gây miễn dịch và đánh giá đáp ứng miễn dịch trên chuột được trình bày trong 

Chương 5 - Đánh giá tính an toàn và hiệu lực của vắcxin trên động vật thí 

nghiệm. Kết quả đáp ứng miễn dịch trên chuột ICR sau khi tiêm các sản phẩm 

sau cộng hợp theo cả 2 quy trình tạo dẫn xuất và cộng hợp với các chất hoạt hóa 

CNBr và CDAP được trình bày trong Bảng 3.7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.13. Hình ảnh chạy sắc ký HPLC sản phẩm cộng hợp PRP-T 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.14. Hình ảnh chạy sắc ký HPLC giải độc tố uốn ván (TT)  
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 Theo Hình 3.13 và Hình 3.14, đỉnh thời gian lưu của mẫu sản phẩm sau 

cộng hợp PRP-T xuất hiện sớm hơn so với đỉnh thời gian lưu của mẫu giải độc 

tố uốn ván do đó có thể xác định rằng sản phẩm cộng hợp PRP-T có phân bố 

kích thước phân tử lớn hơn so với giải độc tố uốn ván đơn thuần. 

 

Bảng 3.7. Kết quả đáp ứng miễn dịch của sản phẩm sau cộng hợp 

theo các quy trình tạo dẫn xuất và cộng hợp khác nhau  

Chỉ số 

PRP cộng hợp PRP không cộng 

hợp CDAP CNBr 

Đáp ứng miễn 

dịch sau mũi 1 

Tỷ lệ* 14/15 (93,3%) 13/15 (86,7%) 0/15 (-) 

Mức độ# 1,08 1,84 0,32 

Đáp ứng miễn 

dịch sau mũi 2 

Tỷ lệ* 15/15 (100%) 15/15 (100%) 0/15 (-) 

Mức độ# 5,21 5,29 0,34 

Đáp ứng miễn 

dịch sau mũi 3 

Tỷ lệ* 15/15 (100%) 15/15 (100%) - 

Mức độ# 5,48 5,37 - 

 

* Tỷ lệ có đáp ứng miễn dịch là tỷ lệ giữa số chuột có kết quả xét nghiệm anti-PRP dương tính trên 

tổng số chuột được gây miễn dịch. 

# Mức độ đáp ứng miễn dịch được xác định bằng giá trị trung bình nhân (GMT) của các hiệu giá 

kháng thể anti-PRP tính theo đơn vị quy đổi EL.U. 

 

 Theo Bảng 3.7, đáp ứng miễn dịch trên chuột của các sản phẩm PRP đã 

cộng hợp có sự khác biệt rõ rệt so với sản phẩm PRP không cộng hợp. Trong 

khi, chuột không cho đáp ứng kháng thể với PRP đơn thuần thì toàn bộ chuột 

được tiêm PRP cộng hợp đều cho đáp ứng miễn dịch và đáp ứng ở các liều tiêm 

sau đều cao hơn so với các liều tiêm trước. Đáp ứng miễn dịch có được là tương 
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đương nhau đối với 2 quy trình cộng hợp khác nhau. Do vậy, quy trình cộng 

hợp với chất hoạt hóa là CDAP cho chất lượng sản phẩm tốt, hiệu suất cộng hợp 

cao đồng thời lại cho đáp ứng miễn dịch hiệu quả trên chuột sẽ được lựa chọn 

để tiếp tục nghiên cứu sản xuất các loạt sản xuất thử nghiệm. 

  

3.7. QUY TRÌNH PHA BÁN THÀNH PHẨM CUỐI CÙNG VÀ SẢN 

XUẤT VẮCXIN THÀNH PHẨM  

Bán thành phẩm sau cộng hợp sẽ được pha thành thành phẩm vắcxin có 

nồng độ PRP cuối cùng đạt 10g/liều tiêm 0,5 ml. Có 2 dạng thành phẩm 

vắcxin sẽ được nghiên cứu là vắcxin Hib dạng đông khô và vắcxin Hib dạng 

dung dịch hấp phụ với nhôm phosphate. Quy trình pha bán thành phẩm cuối 

cùng và sản xuất vắcxin thành phẩm được trình bày trong Hình 3.15. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.15. Sơ đồ tóm tắt các quy trình sản xuất 

vắcxin Hib cộng hợp thành phẩm 

 

Bổ sung dung dịch đệm vào bán thành 

phẩm sau cộng hợp để đạt nồng độ 

PRP cuối cùng là 10 g/0,5 ml 

Đóng lọ vắcxin 

thành phẩm dạng 

lỏng 0,5 ml/lọ 

Pha đệm nhôm photphate Pha đệm sucrose đông khô  

Đóng lọ và 

đông khô 

vắcxin  

Đóng lọ nƣớc 

hồi chỉnh 

vắcxin  
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Để lựa chọn được hàm lượng nhôm hấp phụ phù hợp trong thành phẩm 

vắcxin dạng lỏng, bán thành phẩm sau cộng hợp sẽ được pha với đệm nhôm 

photphate để có các nồng độ nhôm trong thành phẩm vắcxin từ 300 g, 450 g 

đến 900 g Al
+++

 trên 1 ml tương đương với 150 g, 225 g đến 450 g Al
+++

 

trên 1 liều tiêm 0,5 ml. Các mẫu vắcxin Hib cộng hợp sau khi pha theo các công 

thức có hàm lượng nhôm khác nhau được đánh giá về mức độ đáp ứng miễn 

dịch trên chuột để có thêm các căn cứ cho việc lựa chọn hàm lượng nhôm pha 

tối ưu sẽ áp dụng trong sản xuất sau này. Quy trình gây miễn dịch và đánh giá 

đáp ứng miễn dịch trên chuột được trình bày trong Chương 5 - Đánh giá tính an 

toàn và hiệu lực của vắcxin trên động vật thí nghiệm. Kết quả đáp ứng miễn 

dịch trên chuột ICR sau khi tiêm các sản phẩm có các công thức pha khác nhau 

được với so sánh với một vắcxin Hib cộng hợp đã thương mại (Act-Hib) trình 

bày trong Bảng 3.8.  

 

Bảng 3.8. Kết quả đáp ứng miễn dịch trên chuột của các dạng vắcxin Hib 

cộng hợp có công thức pha với hàm lƣợng nhôm khác nhau  

Chỉ số 

Hàm lƣợng nhôm phosphate trong vắcxin 

Act-Hib 

300 µg/ml 500 µg/ml 900 µg/ml 

Đáp ứng miễn 

dịch sau mũi 1 

Tỷ lệ* 14/15 (93,3%) 15/15 (100%) 15/15 (100%) 15/15 (100%) 

Mức độ# 1,28 1,34 1,24 1,26 

Đáp ứng miễn 

dịch sau mũi 2 

Tỷ lệ* 15/15 (100%) 15/15 (100%) 15/15 (100%) 15/15 (100%) 

Mức độ# 4,20 4,47 3,20 4,18 

Đáp ứng miễn 

dịch sau mũi 3 

Tỷ lệ* 15/15 (100%) 15/15 (100%) 15/15 (100%) 15/15 (100%) 

Mức độ# 4,94 5,16 4,45 4,30 

*Tỷ lệ có đáp ứng miễn dịch là tỷ lệ giữa số chuột có kết quả xét nghiệm anti-PRP dương tính trên 

tổng số chuột được gây miễn dịch. 

#Mức độ đáp ứng miễn dịch được xác định bằng giá trị trung bình nhân (GMT) của các hiệu giá 

kháng thể anti-PRP tính theo đơn vị quy đổi EL.U. 
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Theo kết quả của Bảng 3.8, các loại vắcxin cộng hợp có công thức pha 

nhôm khác nhau đều cho đáp ứng miễn dịch tương đương nhau và tương tự với 

vắcxin Act-Hib. Hàm lượng nhôm trong vắcxin thành phẩm thấp nhất (300 

g/ml) vẫn cho đáp ứng miễn dịch tốt trên chuột. Do vậy hàm lượng pha nhôm 

này sẽ được lựa chọn để sử dụng trong các loạt sản xuất thử nghiệm vắcxin. 

Vắcxin dạng lỏng có hấp phụ nhôm cần được theo dõi thêm về tính ổn định của 

sản phẩm theo thời gian bảo quản để xác định hạn sử dụng của vắcxin này.  

Các mẫu vắcxin Hib cộng hợp ở các dạng thành phẩm khác nhau sẽ được 

sử dụng để xây dựng các quy trình kiểm tra chất lượng và tiêu chuẩn cơ sở cho 

vắc xin Hib cộng hợp thành phẩm (xem Chương 5).  

Công nghệ sản xuất vắcxin Hib cộng hợp được nghiên cứu và phát triển tại 

VABIOTECH là công nghệ cộng hợp polysaccharide với giải độc tố uốn ván 

(TT) (PRP-T) do Viện Quốc gia về Sức khỏe trẻ em và Phát triển con người 

thuộc Viện NIH phát triển và hợp tác nghiên cứu. Dựa trên các bước chủ yếu 

của quy trình công nghệ này, nhóm nghiên cứu áp dụng thêm một số cải tiến để 

sản xuất ra vắcxin Hib cộng hợp tại Việt Nam có chất lượng, hiệu suất và tính 

thực tiễn cao hơn như:  

- Nghiên cứu sử dụng màng siêu lọc pellicon cassette thay thế túi thẩm tích 

thông thưởng và sử dụng enzyme Benzonase cắt các axít nucleic thay thế cho 

DNase và RNase thường hay sử dụng để dễ dàng áp dụng trong thực hành và 

nâng cao quy mô sản xuất quy trình tinh chế polysaccharide Hib. 

- Nghiên cứu thay thế tác nhân hoạt hóa sử dụng trong phản ứng tạo dẫn 

xuất của quy trình cộng hợp (thay thế tác nhân thường sử dụng là cyanogen 

bromide (CNBr) bằng CDAP) để nâng cao hiệu suất cộng hợp của vắcxin.  

- Nghiên cứu pha vắcxin thành phẩm bằng nhôm phosphate để tạo được 

vắcxin dạng lỏng có tính ổn định cao thay thế cho vắcxin dạng đông khô thường 



 92 

được sử dụng. Đây cũng là một định hướng để sản xuất dạng phối hợp vắcxin 

Hib với vắcxin khác trong tương lai. 

Từ các quy trình trung gian, một quy trình tổng thể của quá trình sản xuất 

vắcxin Hib cộng hợp ở quy mô phòng thí nghiệm đã được xây dựng. Quy trình 

bao gồm tất cả các bước để có được vắcxin Hib cộng hợp thành phẩm từ nguyên 

vật liệu ban đầu là chủng Hib dùng cho sản xuất vắcxin cho đến sản phẩm cuối 

cùng là vắcxin thành phẩm Hib cộng hợp PRP-T (Hình 3.16). 
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Hình 3.16. Sơ đồ tổng thể quy trình sản xuất vắcxin Hib cộng hợp 

ở quy mô phòng thí nghiệm 

 

Đóng lọ vắcxin thành phẩm  

Giải độc tố uốn ván (TT)  

 

Tinh chế và cô đặc TT   

 

Nuôi cấy vi khuẩn Hib   

 

Đĩa thạch 

 
Lắc bình tam giác 

Nồi lên men 10 lít 

 

Bất hoạt và thu hoạch 

tủa polysaccharide Hib   

 

Tinh chế polysaccharide 

(PRP) Hib   

 

Tạo dẫn xuất  PRP-ADH   

 

Bất hoạt bằng formaline 

 

Tạo cộng hợp PRP-T   

 

Pha bán thành phẩm vắcxin  

Ly tâm loại xác tế bào 

 
Tủa Cetavlon và thu tủa 

 

Rửa và hòa tủa bằng NaCl 

 
Thu lại PRP bằng Ethanol 

 
Xử lý enzyme và phenol 

 
Thẩm tích Pellicon cassette 

Siêu ly tâm loại LPS 
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CHƢƠNG 4 

SẢN XUẤT THỬ NGHIỆM VẮCXIN HIB CỘNG HỢP 

Ở QUY MÔ PHÒNG THÍ NGHIỆM 

 

Sau khi xây dựng được quy trình công nghệ sản xuất vắcxin Hib cộng 

hợp ở quy mô phòng thí nghiệm, các loạt sản xuất thử nghiệm được tiến hành 

để sản xuất ra vắcxin Hib cộng hợp đạt yêu cầu kiểm tra về chất lượng tại cơ 

sở cũng như của kiểm định Quốc gia. Đối với mỗi công đoạn của quá trình sản 

xuất đều cần phải tiến hành ít nhất 3 loạt liên tiếp để thẩm định về chất lượng 

và tính ổn định của quy trình. Đồng thời, trong mỗi công đoạn đều được lấy 

mẫu sản phẩm để kiểm tra và đánh giá chất lượng. Các kết quả của quy trình 

sản xuất thử nghiệm này sẽ là căn cứ để lựa chọn quy trình sản xuất tối ưu 

cũng như áp dụng cho sản xuất với quy mô lớn hơn trong tương lai.  

 

4.1. KẾT QUẢ NUÔI CẤY CHỦNG HIB TRÊN NỒI LÊN MEN 

3 loạt nuôi cấy sản xuất được tiến hành 

- Chủng Hib giống sản xuất Eagan bảo quản ở nhiệt độ -70
o
C được phục 

hồi trên đĩa thạch BHI, nuôi cấy ở tủ ấm 37
0
C trong thời gian 22 - 24 giờ. 

Kiểm tra  độ sống  và nhận dạng khuẩn lạc bằng phương pháp ngưng kết với 

kháng huyết thanh đặc hiệu. 

- Chọn các khuẩn lạc phát triển tốt cấy chuyển vào môi trường canh thang 

BHI, nuôi cấy trong các bình tam giác trên máy lắc 180 - 200 vòng/phút ở 

nhiệt độ 37
0
C trong thời gian 16 - 18 giờ. Khi kết thúc quá trình nuôi cấy, 

kiểm tra mức độ phát triển của chủng Hib nuôi cấy có đạt theo yêu cầu hay 

không bằng phương pháp đo độ đục (OD ở bước sóng 550nm) và nhận dạng 
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chủng có chứa polysaccharide bằng phương pháp ngưng kết với kháng huyết 

thanh đặc hiệu. 

     -  Tiếp tục cấy chuyển chủng Hib lên nồi lên men (10 lít) có chứa canh 

thang BHI cùng các chất dinh dưỡng phù hợp ở nhiệt độ 37
o
C. Kết quả nuôi 

cấy của 3 loạt sản xuất trên nồi lên men được trình bày trong Bảng 4.1. 

 

Bảng 4.1. Kết quả nuôi cấy vi khuẩn trên nồi lên men 10 lít  

của các loạt sản xuất thử nghiệm 

 

Loạt nuôi cấy Chỉ số theo dõi Loạt 0109 Loạt 0209 Loạt 0309 

Thời điểm bắt đầu 

OD 0,138 0,279 0,166 

pH 7,7 7,69 7,76 

Sau 2 giờ nuôi cấy 

OD 0,302 0,372 0,508 

pH 7,58 7,62 7,59 

Sau 4 giờ nuôi cấy 

OD 0,715 0,530 2,86 

pH 7,57 7,61 7,58 

Sau 6 giờ nuôi cấy 

OD 4,1 2,61 4,73 

pH 7,46 7,48 7,45 

Sau 8 giờ nuôi cấy 

OD 5,7 5,96 4,8 

pH 7,41 7,42 7,42 

 

Theo kết quả trong Bảng 4.1, các giá trị về độ đục và pH của cả 3 loạt 

nuôi cấy vi khuẩn Hib đều ổn định và tương đương nhau theo thời gian nuôi 

cấy. Giá trị OD vào thời điểm nuôi cấy cuối cùng (8 giờ) đạt yêu cầu đối với 

các loạt nuôi cấy sản xuất. 
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4.2. KẾT QUẢ BẤT HOẠT VÀ THU HOẠCH POLYSACCHARIDE  

- Vi khuẩn Hib sau khi nuôi cấy được bất hoạt bằng formaline với nồng 

độ formaline cuối cùng trong hỗn dịch bất hoạt là 0,05%. Hỗn dịch sau bất 

hoạt được cấy lại trên thạch để kiểm tra về độ sống sót và cho kết quả vi khuẩn 

đã chết hoàn toàn, không xuất hiện khuẩn lạc sống trên đĩa thạch. 

- Sau khi bất hoạt, tiến hành ly tâm loại xác vi khuẩn và hòa nước nổi thu 

được với cetavlon để tạo tủa giữa polysaccharide Hib và cetavlon. Tủa này 

cũng sẽ được thu lại bằng phương pháp ly tâm. Khối lượng tủa thu được và 

chất lượng tủa đánh giá bằng cảm quan sẽ là các thông số để đánh giá quá trình 

này. Kết quả thu hoạch tủa polysaccharide Hib sau bất hoạt được trình bày 

trong Bảng 4.2. 

  

Bảng 4.2. Kết quả thu hoạch tủa polysaccharide Hib  

Loạt sản xuất 0109 0209 0309 

Thể tích nuôi cấy 5 lít 5 lít  

Khối lƣợng tủa thu hoạch  15,8 gr 14,09 17,38 

Cảm quan về chất lƣợng tủa Tủa dẻo và bóng 

 

Kết quả trong Bảng 4.2 cho thấy khối lượng tủa thu được và cảm quan về 

tủa đều tương tự nhau giữa 3 loạt sản xuất và đạt yêu cầu chất lượng đối với 

sản phẩm thu được  

 

4.3. KẾT QUẢ TINH CHẾ POLYSACCHARIDE HIB 

Quy trình tinh chế PRP Hib được tiến hành theo các bước chính như sau: 
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- Rửa và hòa kết tủa của polysaccharide và cetavlon bằng dung dịch muối 

NaCl.  

- Tủa thu lại polysaccharide bằng ethanol. 

- Loại bỏ ARN, ADN và protein bằng enzyme Benzonase, Protease và 

phenol. Sau đó loại trừ các chất tồn dư bằng phương pháp thẩm tích 

Pellicon cassette 10.000 kD.  

- Loại bỏ lipopolysaccharide (LPS) bằng siêu ly tâm. 

Chất lượng các sản phẩm PRP sau tinh chế của các loạt sản xuất thử 

nghiệm được trình bày trong Bảng 4.3.  

 

Bảng 4.3. Kết quả kiểm tra chất lƣợng polysaccharide Hib  

 sau tinh chế của các loạt sản xuất thử nghiệm 

 

Loạt tinh chế 0109 0209 0309 

Thể tích thu đƣợc 58,5 ml 47,5 ml 52,8 ml 

Hàm lƣợng PRP thu đƣợc (mg/ml) 3,5 4,3 3,7 

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

Axít Nucleic (%) 0,52 0,43 0,60 

Thử nghiệm Ribose (%) > 90% > 90% > 90% 

Nội độc tố (IU/µg) <0,20 <0,16 <0,22 

Phân bố kích thƣớc phân tử KD=0,16,  50% 

có KD0,30 

KD=0,23,  50% 

có KD0,30 

KD=0,33,  50% 

có KD0,30 

Thử nghiệm nhận dạng Ngưng kết đặc hiệu với kháng huyết thanh Hib 
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Theo Bảng 4.3, cả 3 loạt sản xuất đều cho chất lượng PRP sau tinh chế 

tương đương nhau. Các loạt sản phẩm này đều đạt yêu cầu chất lượng về PRP 

cho cộng hợp vắcxin.  

Chỉ số quan trọng nhất là phân bố kích thước phân tử cũng cho thấy cả  

loạt này đều đạt yêu cầu. Kết quả chạy sắc ký và định lượng PRP trong các 

phân đoạn sau chạy sắc ký để xác định phân bố kích thước phân tử được trình 

bày trong Hình 4.1, 4.2 và 4.3. 
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Hình 4.1. Sắc ký và định lƣợng PRP của các phân đoạn xác định phân bố kích 

thƣớc phân tử polysaccharide Hib loạt sản xuất 0109 
 

PRP loạt 0109  

KD=0,16
 PRP loạt 0309  

KD=0,33  
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Hình 4.2. Sắc ký và định lƣợng PRP của các phân đoạn xác định phân bố kích 

thƣớc phân tử polysaccharide Hib loạt sản xuất 0209 

 

PRP loạt 0209  

KD=0,23 
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Hình 4.3. Sắc ký và định lƣợng PRP của các phân đoạn xác định phân bố kích 

thƣớc phân tử polysaccharide Hib loạt sản xuất 0309 

 

Blue Dextran 
 

Sodium azide 
 

PRP loạt 0309  

KD=0,33 
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4.4. KẾT QUẢ TẠO DẪN XUẤT POLYSACCHARIDE HIB VỚI ADH 

Tiến hành 3 loạt tạo dẫn xuất giữa polysaccharide Hib (PRP) với 1 hoá 

chất (ADH) bằng chất hoạt hóa CDAP. Sau đó tinh chế dẫn xuất này bằng cột 

sắc ký lọc gel để loại bỏ các chất tồn dư của phản ứng và cô đặc đến nồng độ 

đạt yêu cầu cho cộng hợp.  

Kết quả của quy trình tạo dẫn xuất của các loạt sản xuất thử nghiệm 

được trình bày trong Bảng 4.4. 

 

Bảng 4.4. Kết quả kiểm tra chất lƣợng polysaccharide Hib  

sau khi tạo dẫn xuất với ADH của các loạt sản xuất thử nghiệm 

 

Loạt sản xuất Loạt 0109 Loạt 0209 Loạt 0309 

Thể tích thu đƣợc 10 ml 10 ml 10,7 ml 

Hàm lƣợng PRP thu đƣợc 

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

Tỷ lệ tạo dẫn xuất 

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

 

4.5. KẾT QUẢ TINH CHẾ VÀ CÔ ĐẶC BÁN THÀNH PHẨM GIẢI 

ĐỘC TỐ UỐN VÁN  

Giải độc tố uốn ván được tinh chế bằng cột sắc ký lọc gel (Hình 4.4) để 

thay đổi dung môi và loại bỏ các thành phần tạp, sau đó cô đặc bằng màng siêu 

lọc 10kD đến nồng độ đạt yêu cầu cho cộng hợp. Giải độc tố uốn ván được sử 

dụng trong các loạt sản xuất thử nghiệm là loạt PT 128 do Viện Vắcxin Nha 

Trang (IVAC) cung cấp. Loạt giải độc tố uốn ván này đạt tiêu chuẩn chất 

lượng của nhà sản xuất (Kết quả kiểm định giải độc tố uốn ván tính chế được 

đính kèm trong Phần phụ lục). 03 loạt giải độc tố uốn ván đã được tinh chế và 
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chất lượng của các loạt giải độc tố uốn ván này phù hợp với các tiêu chí về 

hàm lượng protein, độ tinh sạch và vô khuẩn.   

 

Hình 4.4. Sắc ký tinh chế giải độc tố uốn ván các loạt sản xuất thử nghiệm  

 

Giải độc tố uốn ván 

loạt 0109 

Giải độc tố uốn ván 

loạt 0209 

Giải độc tố uốn ván 

loạt 0309 
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4.6. KẾT QUẢ CỘNG HỢP  POLYSACCHARIDE HIB VỚI GIẢI ĐỘC 

TỐ UỐN VÁN  

Đã tiến hành cộng hợp 6 loạt liên tiếp với mục đích thẩm định tính ổn 

định của quy trình cộng hợp cũng như có được đủ hàm lượng PRP cần thiết 

cho pha vắcxin.  Sản phẩm của phản ứng cộng hợp sau đó được tinh chế bằng 

cột sắc ký Sepharose -4B để tách PRP-T ra khỏi các thành phần không được 

cộng hợp (Hình 4.5 và Hình 4.6). Kết quả đánh giá chất lượng sản phẩm của 

toàn bộ quá trình cộng hợp và tinh chế cộng hợp đối với 6 loạt sản xuất thử 

nghiệm được trình bày trong Bảng 4.5. 

 

Bảng 4.5. Kết quả đánh giá chất lƣợng sản phẩm sau cộng hợp  

của các loạt sản xuất thử nghiệm 

 

Thông số 0109 0209 0309 0409 0509 0609 

Thể tích thu đƣợc (ml) 54 50 50 50 57 50 

Hàm lƣợng 

các thành 

phần sau 

cộng hợp 

Hàm lƣợng PRP (mg/ml) 0,275 0,236  0,215 0,240  0,255  0,220 

Hàm lƣợng protein (mg/ml) 0,263 0,256  0,197  0,266 0,248 0,200 

Tỷ lệ PRP/protein 1,05 0,92  1,09 0,90 1,03 1,10 

Hiệu suất 

cộng hợp 

PRP 33,7% 31,4% 34,2% 33,3% 35% 32,4% 

Protein 32,2% 29,0% 31,1% 32,4% 34% 30,0% 

Chất lƣợng 

của sản 

phẩm sau 

cộng hợp 

Ngƣng kết với các kháng 

huyết thanh  

Ngưng kết với các kháng huyết thanh đặc hiệu anti-PRP 

và SAT  

Phân bố kích thƣớc phân tử Kích thước lớn hơn kích thước giải độc tố uốn ván 

PRP tự do tồn dƣ 4,4% 5,1% 5,7% 5,4%  5,2% 6,0%  

Vô khuẩn Đạt yêu cầu  
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Hình 4.5. Sắc ký tinh chế cộng hợp các loạt thử nghiệm 0109, 0209 và 0309 

 

Cộng hợp loạt 0109 

Cộng hợp loạt 0209 

Cộng hợp loạt 0309 
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Hình 4.6. Sắc ký tinh chế cộng hợp các loạt thử nghiệm 0409, 0509 và 0609 

 

Cộng hợp loạt 0609 

Cộng hợp loạt 0509 

Cộng hợp loạt 0409 
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 Kết quả trong Bảng 4.5 và các hình ảnh trong Hình 4.5 và Hình 4.6 cho 

thấy cả 6 loạt cộng hợp giữa PRP Hib và giải độc tố uốn ván đều ổn định về 

các thông số sản xuất cũng như kiểm tra chất lượng. Sản phẩm của cả 6 loạt 

sản xuất này đều đạt yêu cầu về chất lượng đối với bán thành phẩm cộng hợp 

vắcxin Hib cộng hợp. Các sản phẩm này sẽ được tiếp tục sử dụng trong các 

công đoạn tiếp theo của quá trình sản xuất thử nghiệm. 

 

4.7. KẾT QUẢ PHA BÁN THÀNH PHẨM CUỐI CÙNG VÀ SẢN XUẤT 

VẮCXIN THÀNH PHẨM 

 Từ bán thành phẩm sau cộng hợp đạt yêu cầu về chất lượng, nhóm 

nghiên cứu tiến hành pha bán thành phẩm cuối cùng và đóng lọ để sản xuất 

vắcxin thành phẩm. Vắcxin dạng dung dịch (ALHIBVAX) là bán thành phẩm 

sau cộng hợp pha với nhôm phosphate và vắcxin dạng đông khô 

(LYOHIBVAX) là bán thành phẩm sau cộng hợp pha với tá chất đông khô 

(đường sucrose) và tiến hành đông khô. Trong thành phẩn của cả hai vắcxin 

này đều có thêm chất bảo quản là Thimerosal. Kết quả pha bán thành phẩm 

cuối cùng và sản xuất vắcxin thành phẩm được trình bày trong bảng 4.6. 

 

Bảng 4.6. Kết quả pha bán thành phẩm cuối cùng và sản xuất vắcxin 

thành phẩm các loạt sản xuất thử nghiệm 

 

 
ALHIBVAX  

(Vắcxin dạng dung dịch) 

LYOHIBVAX  

(Vắcxin dạng đông khô) 

Loạt sản xuất 0110 0210 0310 0409 0509 0609 

Thể tích bán thành 

phẩm cuối  
1169 ml 957 ml 1164 ml 160 ml 180 ml 170 ml 

Số lƣợng lọ vắcxin 

thành phẩm 
1940 lọ 1583 lọ 1935 lọ 305 lọ 336 lọ 327 lọ 

 

Theo kết quả của Bảng 4.6, số lượng thành phẩm của vắcxin dạng dung 
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dịch, hấp phụ nhôm (ALHIBVAX) là 5458 lọ và vắcxin dạng đông khô 

(LYOHIBVAX) là 968 lọ. Số lượng lọ vắcxin dạng đông khô ít là do các loạt 

vắcxin được tính theo từng mẻ đông khô với mục đích kiểm soát chất lượng 

của sản phẩm qua từng lần đông khô khác nhau. Tuy nhiên, chất lượng về độ 

ẩm tồn dư các thành phẩm vắcxin này không đạt được theo yêu cầu (Bảng 

4.8), do vậy nhóm nghiên cứu quyết định không tiếp tục sản xuất vắcxin dạng 

đông khô với số lượng lớn hơn nữa, chỉ pha và sản xuất đủ số lượng thành 

phẩm cho vắcxin dạng dung dịch, hấp phụ nhôm. 

 

4.8. KẾT QUẢ KIỂM TRA CHẤT LƢỢNG VẮC XIN THÀNH PHẨM 

TẠI CƠ SỞ 

 Các loạt thành phẩm vắcxin được kiểm tra chất lượng theo tiêu chuẩn cơ 

sở tại Phòng kiểm tra chất lượng sản phẩm (QC),VABIOTECH . Kết quả kiểm 

tra chất lượng các loạt vắcxin thành phẩm này được trình bày trong Bảng 4.7 

và Bảng 4.8. Mẫu vắcxin của các loạt sản xuất thử nghiệm này cũng sẽ được 

đánh giá thêm về tính an toàn và đáp ứng miễn dịch trên động vật thí nghiệm. 

Kết quả được trình bày cụ thể trong Chương 6 - Đánh giá tính an toàn và hiệu 

lực của vắcxin trên động vật thí nghiệm. 
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Bảng 4.7. Kết quả kiểm tra chất lƣợng vắcxin thành phẩm tại cơ sở của 

các loạt sản xuất thử nghiệm vắcxin Hib cộng hợp dạng dung dịch 

(ALHIBVAX) 

 

Tên thử nghiệm Tiêu chuẩn cơ sở Loạt 0110 Loạt 0210 Loạt 0310 

 Nhận dạng H. influenza type b H. influenza type b 

Tính chất vật lý 

Sau khi lắc, vắcxin có màu 

trắng hơi đục. Để lắng sau 

1 giờ, vắcxin phải tách làm 

hai lớp, trong đó lớp nhôm 

phải tủa bông mịn, không 

vón cục. 

Đạt yêu cầu 

V« khuÈn 

Không thấy nấm và vi 

khuẩn phát triển sau 14 

ngày theo dõi. 

Đạt yêu cầu 

pH 6,0 - 7,5 6,346 6,362 6,369 

Hàm lượng Thimerosal (%) ≤ 0,012 0,0091 0,0099 0,0100 

Hàm lượng PRP (g/0,5 ml) 8 - 12 9,04 9,70 9,13 

Hàm lượng nhôm (g/ml) ≤ 1250 346,05 290,32 311,72 

An toàn chung trên chuột lang Chuột khỏe mạnh, tăng 

trọng bình thường 
Đạt yêu cầu 

An toàn chung trên chuột nhắt 

Chất gây sốt Tổng To tăng của 3 thỏ       

≤ 1,3
o
C. Nhiệt độ tăng của 

từng thỏ <0,60C 

0,1
 o
C        

- Đạt yêu 

cầu 

0,8
 o
C         

- Đạt yêu 

cầu 

0,2
 o
C         

- Đạt yêu 

cầu 

 

 Theo Bảng 4.7, tất cả 3 loạt thành phẩm vắcxin Hib cộng hợp dạng dung 

dịch, hấp phụ nhôm (ALHIBVAX) đều đạt được các tiêu chuẩn cơ sở về chất 

lượng sản phẩm. Các mẫu vắcxin của các loạt sản xuất này sẽ được tiếp tục gửi 
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đi kiểm tra chất lượng sản phẩm tại Viện Kiểm định quốc gia Vắcxin và Sinh 

phẩm y tế. 

  

Bảng 4.8. Kết quả kiểm tra chất lƣợng vắcxin thành phẩm tại cơ sở của 

các loạt sản xuất thử nghiệm vắcxin Hib cộng hợp dạng đông khô 

(LYOHIBVAX) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tên thử nghiệm Tiêu chuẩn cơ sở Loạt 0409 Loạt 0509 Loạt 0609 

 Nhận dạng H. influenza type b H. influenza type b 

Tính chất vật lý 

Viên xốp màu trắng, khi hoà 

tan bằng nước hồi chỉnh tạo 

thành dung dịch trong suốt, 

không vón cục hoặc không 

có chất lạ khó tan. 

Không tạo viên, xẹp, dính đáy lọ 

V« khuÈn 

Không thấy nấm và vi 

khuẩn phát triển sau 14 

ngày theo dõi. 

Đạt yêu cầu 

pH 6,0 - 7,5 7,34 7,24 7,35 

Hàm lượng Thimerosal (%) ≤ 0,012 0,0050 0,0052 0,0060 

Hàm lượng PRP (g/0,5 ml) 8 - 12 12 10 10,5 

An toàn chung trên chuột lang Chuột khỏe mạnh, tăng 

trọng bình thường 
Đạt yêu cầu 

An toàn chung trên chuột nhắt 

 

Chất gây sốt 

Tổng To tăng của 3 thỏ ≤ 

1,3
o
C. Nhiệt độ tăng của 

từng thỏ < 0,60C 

0,5
 o
C         

- Đạt yêu 

cầu 

0,6
 o
C         

- Đạt yêu 

cầu 

0,4
 o
C        

- Đạt yêu 

cầu 

Độ ẩm tồn dư ≤ 3% 6,67% 7,22% 6,54% 
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Theo Bảng 4.8, tất cả 3 loạt thành phẩm vắcxin Hib cộng hợp dạng đông 

khô (LYOHIBVAX) đều không đạt được các tiêu chuẩn cơ sở về tính chất vật 

lý và độ ẩm tồn dư. Do vậy, các loạt vắcxin này không được gửi đi kiểm tra 

chất lượng sản phẩm tại Viện Kiểm định quốc gia Vắcxin và Sinh phẩm y tế. 

Nhóm nghiên cứu cần tiếp tục nghiên cứu để hoàn thiện sản phẩm vắcxin dạng 

đông khô này. 
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CHƢƠNG 5 

XÂY DỰNG QUY TRÌNH KIỂM TRA CHẤT LƢỢNG  

VÀ TIÊU CHUẨN CƠ  SỞ CHO VẮC XIN HIB CỘNG HỢP 

  

Tổ Chức Y Tế Thế Giới (TCYTTG) có các qui định riêng cho từng loại 

vắcxin về các tiêu chuẩn tối thiểu trong sản xuất và kiểm tra  chất lươṇg. Tuy 

nhiên do mỗi sản phẩm có một đặc điểm riêng trong quá trình sản xuất cũng 

như trong thành phần của vắcxin thành phẩm, do vậy mỗi nhà sản xuất đều 

phải xây dựng những yêu cầu và tiêu chuẩn riêng cho sản phẩm của mình dưạ 

vào các khuyến cáo chung c ó tính nguy ên tắc của TCYTTG [33], [60]. Quy 

trình kiểm tra chất lượng sản phẩm sẽ được tiến hành trong quá trình sản xuất 

và cho thành phẩm cuối cùng. Theo khuyến cáo của TCYTTG thì viêc̣  kiểm 

tra chất lượng vắcxin Hib cộng hợp bao gồm các bước chính sau đây (xem 

thêm phần 1.3.2 - Phương pháp kiểm tra chất lượng vắcxin Hib cộng hợp): 

- Kiểm tra chất lượng polysaccharide; 

- Kiểm tra chất lượng protein tải; 

- Kiểm tra chất lượng bán thành phẩm cộng hợp; 

- Kiểm tra chất lượng bán thành phẩm cuối cùng; 

- Kiểm tra chất lượng vắcxin thành phẩm và; 

- Xây dưṇg tiêu chuẩn cơ sở cho vắcxin thành phẩm. 

Trong phần này, chủ yếu trình bày các phương pháp kiểm tra chất lượng 

vắcxin Hib cộng hợp thành phẩm (dạng đông khô và dạng lỏng hấp phụ nhôm) 

và xây dựng bảng tiêu chuẩn cơ sở cho các vắcxin Hib cộng hợp này. Các 

phương pháp kiểm tra chất lượng sản phẩm dở dang và bán thành phẩm trong 

quá trình sản xuất đươc̣ trình bày chi tiết tại Chương 3: “Xây dựng quy trình 

công nghệ sản xuất vắcxin Hib cộng hợp ở quy mô phòng thí nghiệm” và kết 

quả kiểm tra chất lượng vắc xin thành phẩm sản xuất ở quy mô phòng thí 
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nghiệm đươc̣ trình bày tại Chương 4: “Sản xuất thử nghiệm vắcxin Hib cộng 

hợp ở quy mô phòng thí nghiệm”.  

5.1. CÁC PHƢƠNG PHÁP KIỂM TRA SINH HỌC 

5.1.1. Phƣơng pháp kiểm tra vô khuẩn 

5.1.1.1. Mục đích 

- Kiểm tra vô khuẩn nhằm phát hiện sự nhiễm tạp khuẩn hoặc nấm bằng 

phương pháp cấy trực tiếp. 

5.1.1.2. Nguyên vật liệu và trang thiết bị  

Dụng cụ 

- Tủ cấy vô trùng. 

- Tủ ấm. 

- Tủ mát. 

- Pipet 2ml vô trùng. 

- Pipet aid. 

- Đèn cồn. 

- Cồn 70
0
 .        

- Bông vô trùng, panh.       

Mẫu thử 

- Bán thành phẩm, bán thành phẩm cuối cùng và vắcxin Hib cộng hợp 

thành phẩm: 

+ Bán thành phẩm và bán thành phẩm cuối cùng: 10ml / 1 loạt 

+ Vắcxin thành phẩm:      40 lọ 

Môi trường 

- Loại môi trường: 

 Môi trường Thioglycolate.   

 Môi trường Soybean (Soybean Casein Digest). 
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 Thể tích môi trường: 20ml/ ống. 

- Số lượng ống môi trường: 

 Bán thành phẩm và bán thành phẩm cuối cùng: 

 Môi trường Thioglycolate:  05 ống/1 loạt mẫu thử. 

 Môi trường Soybean:  05 ống/1 loạt mẫu thử. 

 Vắcxin thành phẩm: 

 Môi trường Thioglycolate:  30 ống/1 loạt mẫu thử.  

 Môi trường Soybean:  10 ống/1 loạt mẫu thử. 

5.1.1.3. Các bước tiến hành  

Thể tích cấy 

- Bán thành phẩm và Bán thành phẩm cuối cùng: 1ml mẫu thử/1 ống môi 

trường. 

- Vắcxin thành phẩm: Toàn bộ thể tích đóng trong lọ.    

Các bước tiến hành 

- Dùng pipet 2ml để lấy sinh phẩm từ trong mỗi chai (hoặc lọ), cấy trực 

tiếp vào môi trường bằng cách đưa sâu đầu pipet tới đáy ống.  Phối hợp 

động tác bơm sinh phẩm và di chuyển pipet từ đáy ống môi trường lên 

trên mặt ống môi trường theo một đường thẳng. 

- Sau khi cấy khử trùng miệng ống môi trường cẩn thận trên đèn cồn và 

đậy kín bằng nút bông vô trùng. 

- Đối với vắcxin đông khô, phải hồi chỉnh bằng nước hồi chỉnh. 

- Các thao tác cứ lặp đi lặp lại như vậy cho đến hết số chai (hoặc lọ) mẫu 

thử. 

    Nhiệt độ nuôi cấy 

- Sau khi các thao tác trong phòng vô trùng được tiến hành xong, các ống 

môi trường sẽ được xếp vào 2 giá  và giữ ở hai nhiệt độ khác nhau. 
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 * BTP và BTP cuối cùng: 

- Môi trường Thioglycolate:  32,5 ± 2,5
0
C.  

- Môi trường Soybean:   22,5 ± 2,5
0
C.   

 * Vắcxin thành phẩm: 

- Môi trường Thioglycolate:  2/3 số ống môi trường: 32,5 ± 2,5
0
C.  

                     1/3 số ống môi trường:  22,5 ± 2,5
0
C.  

- Môi trường Soybean:   22,5 ± 2,5
0
C.   

Thời gian nuôi cấy:   14 ngày 

Theo dõi sau thử nghiệm 

- Cả hai loại môi trường đều được theo dõi hàng ngày và ghi kết quả theo 

dõi vào phiếu theo dõi thử nghiệm vô khuẩn vào các ngày 1, 3, 5, 7, 10 

và 14. 

5.1.1.4. Kết quả 

Cách đọc kết quả 

- Không có sự phát triển của vi khuẩn và nấm: cả 2 loại môi trường đều 

trong, không bị vẩn đục. Lớp chỉ thi ̣ màu phía trên ống môi trường 

Thioglycolate không bị mất màu. 

- Có sự phát triển của vi khuẩn và nấm: cả 2 loại môi trường đều bị vẩn 

đục. Lớp chỉ thi ̣ màu phía trên ống môi trường  Thioglycolate bị mất 

màu. 

Giá trị của thử nghiệm 

- Loạt môi trường sử dụng để kiểm tra vô khuẩn đạt yêu cầu về thử 

nghiệm kiểm tra chất lượng môi trường khi kiểm tra bằng thử nghiêṃ 

“tăng sinh”. 

 

Tiêu chuẩn chấp thuận 

- Không có sự phát triển của vi khuẩn và nấm sau 14 ngày theo dõi. 
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Thử nghiệm nhắc lại 

- Điều kiện nhắc lại   

- Khi không đạt tiêu chuẩn. (mục 4.2 và 4.3). 

- Nếu có ống môi trường nuôi cấy bị nhiễm khuẩn: phải tiến hành phân lập 

và định danh vi sinh vật. 

-  Thử nghiệm nhắc lại lần 1 

- Thực hiện với số lượng mẫu và ống môi trường bằng lần thử đầu. 

- Thử nghiệm đạt yêu cầu khi đạt mục 4.2 và 4.3. 

- Nếu có sự phát triển của vi sinh vật trong bất kỳ ống môi trường nuôi 

cấy nào: phải phân lập và định danh vi sinh vật.  

- So sánh kết quả với lần thử đầu: nếu không có sự khác biệt, sản phẩm 

bị coi là không đạt vô khuẩn và phải hủy bỏ. Nếu có sự khác biệt, phải 

tiến hành thử nghiệm nhắc lại lần 2. 

- Thử nghiệm nhắc lại lần 2: 

- Thực hiện với số lượng mẫu và ống môi trường gấp đôi lần thử đầu. 

- Thử nghiệm đạt yêu cầu khi đạt mục 4.2 và 4.3. 

- Nếu phát hiện dù chỉ 1 ống môi trường không kể bất kỳ loại vi khuẩn 

tạp nhiễm, loạt sản phẩm đó được kết luận là không đạt yêu cầu về tiêu 

chuẩn vô khuẩn, phải hủy bỏ. 

 

5.1.2. Phƣơng pháp kiểm tra an toàn chung  

5.1.2.1. Mục đích 

- Áp dụng để kiểm tra an toàn chung cho vắcxin Hib cộng hợp. 

 

5.1.2.2. Nguyên vật liệu và trang thiết bị  

Dụng cụ 

- Cân động vật. 

- Máy trộn.        
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- Bơm tiêm nhựa loại 1 ml, 5 ml.    

- Tube Falcon 50ml.       

- Hộp đựng đá.       

- Bông, cồn, găng tay, panh.      

Vật liệu 

- Vắcxin đóng 1ml/lọ: 20 lọ               

Động vật thí nghiệm        

- Chuột lang 

 Trọng lượng:   250 - 350 g. 

 Số lượng:    2 chuột / 1 loạt mẫu thử. 

- Chuột nhắt trắng 

 Giống chuột Swiss. 

 Trọng lượng:   17 - 22 g. 

 Số lượng:    5 chuột / 1 loạt mẫu thử. 

5.1.2.3. Các bước tiến hành  

Chuẩn bị chuột trước khi tiêm 

- Chuột trước khi tiêm phải được theo dõi cách ly 2 ngày (đối với chuột 

nhắt) và 3 ngày (đối với chuột lang). Trong thời gian cách ly chuôṭ phả 

đươc̣ theo dõi hàng ngày về tình trạng sức khoẻ, trọng lượng và ghi vào 

sổ theo dõi. 

- Chọn chuột 

   Chuột nhắt 17 - 22g:   5 chuột/1 mẫu thử.  

   Chuột lang 250 - 350g :   2 chuột/1 mẫu thử.  

Tiêm chuột 

- Chuột lang 

 Liều tiêm:   5 liều tiêm/1chuột.  

 Đường tiêm:  Phúc mạc. 
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- Chuột nhắt 

 Liều tiêm:   1 liều tiêm/1chuột.  

 Đường tiêm:  Phúc mạc. 

Theo dõi chuột 

- Thời gian theo dõi súc vật thí nghiệm là 7 ngày. 

- Hàng ngày theo dõi tình trạng sức khỏe và cân trọng lượng của từng 

chuột. 

5.1.2.4. Kết quả 

Tính kết quả 

- Tính % trọng lượng tăng của từng chuột 

   % tăng trọng = ( P7 / PO )  x 100% 

Trong đó:      P7:  trọng lượng ngày thứ 7. 

                         PO: trọng lượng ngày tiêm. 

- Tính % trọng lượng tăng trung bình của từng nhóm chuột. 

Tiêu chuẩn chấp thuận 

- Không có chuột nào bị chết trong thời gian theo dõi. 

- 100% sống khỏe mạnh, không có dấu hiệu bệnh lý và tăng cân. 

Thử nghiệm nhắc lại 

- Điều kiện phải nhắc lại: thử nghiệm được nhắc lại khi không đạt tiêu 

chuẩn chấp thuận (mục 4.2). 

- Thử nghiệm nhắc lại lần 1: với số lượng mẫu và chuột như lần thử 

nghiệm thứ nhất. Tiêu chuẩn chấp thuận (mục 4.2). 

- Thử nghiệm nhắc lại lần 2: nếu thử nghiệm nhắc lại lần 1 không đạt yêu 

cầu, tiến hành thử nghiệm nhắc lại lần 2 với số lượng chuột và mẫu gấp 

đôi lần thử nghiệm thứ nhất. Tiêu chuẩn chấp thuận (mục 4.2). 
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- Nếu thử nghiệm nhắc lại lần 2 không đạt tiêu chuẩn chấp thuận (mục 

4.2), loạt vắcxin đó bị huỷ bỏ vì không đạt yêu cầu về tiêu chuẩn an toàn 

chung. 

 

5.1.3. Phƣơng pháp kiểm tra chất gây sốt 

5.1.3.1. Nguyên lý  

- Chất gây sốt được xác định gián tiếp qua thí nghiệm đo thân nhiệt của 

thỏ trước và sau khi tiêm mẫu thử nghiệm. 

5.1.3.2. Nguyên vật liệu và trang thiết bị  

Động vật thí nghiệm 

- Thỏ trưởng thành cân nặng > 1,5 kg, khoẻ mạnh, không có dấu hiệu 

bệnh lý. 

Sử dụng 03 thỏ/mẫu thử. 

Mẫu thử và môi trường 

- Văcxin Hib cộng hợp: 10 lọ. 

Dụng cụ và trang thiết bị 

- Bơm tiêm nhựa 3ml (dùng 1 lần).      

- Bông, cồn sát trùng. 

- Giá cố định thỏ.      

- Máy đo chất gây sốt.  

- Cân động vật.    

- Nồi cách thuỷ.   

5.1.3.3. Các bước tiến hành 

Chuẩn bị động vật thí nghiệm và mẫu thử 

* Cách ly thỏ: 

- Thỏ được nhốt cách ly 2 ngày trước khi thử nghiệm ở điều kiện nhiệt độ 

20
0
C - 25

0
C, cho ăn uống đầy đủ. 
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* Chuẩn bị thỏ trước thử nghiệm: 

- Thỏ  được nhốt trong phòng cách ly: không cho ăn, uống nước  trong 

vòng 16 giờ trước thử  nghiệm. 

Chuẩn bị mẫu thử 

- Pha loãng mẫu thử nghiệm để có  1µg polysacharid/ml. 

- Mẫu thử nghiệm được làm ấm lên trong nồi cách thủy ở nhiệt độ 37
O
C. 

Các bước tiến hành 

- Cân trọng lượng của từng thỏ. 

- Cố định thỏ trong hộp cố định.  

- Gắn các đầu sensor vào hậu môn thỏ. 

   Theo dõi nhiệt độ thỏ trước tiêm 

- Theo dõi thân nhiệt thỏ bằng máy đo chất gây sốt trước tiêm 30 phút. 

- Dùng thỏ có thân nhiệt ổn định để tiến hành thử nghiệm. 

- Không dùng thỏ có thân nhiệt > 39,8
0
C. 

    Tiêm thỏ 

- Liều tiêm: 1ml mẫu thử đã pha loãng/1 kg trọng lượng thỏ.  

- Đường tiêm: tĩnh mạch vành tai thỏ. 

    Theo dõi nhiệt độ thỏ sau tiêm 

- Theo dõi thân nhiệt thỏ bằng máy đo chất gây sốt sau tiêm 180 phút. 

- Kết quả theo dõi nhiệt độ thân nhiệt thỏ trước và sau tiêm được máy in 

ra. 

5.1.3.4. Kết quả 

Tính kết quả 

- Nhiệt độ cao nhất (Tmax) của thỏ thử nghiệm sau khi tiêm ghi nhận sau 3 

lần đo được coi là nhiệt độ tối đa. 

- Hiệu số giữa nhiệt độ tối đa (Tmax)  và nhiệt độ ban đầu (Base) được coi 

là phản ứng của thỏ với chất gây sốt có trong văcxin thử nghiệm. 
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- Nếu hiệu số này là âm tính ( 0) thì phản ứng đọc là 0
o
C. 

- Tính tổng nhiệt độ tăng của 03 thỏ sau 3 giờ theo dõi.  

Tiêu chuẩn chấp thuận 

- Tổng nhiệt độ tăng của 03 thỏ sau 3 giờ theo dõi phải   1,3
0
C.   

- Nhiệt độ tăng của từng thỏ phải < 0,6
0
C. 

Thử nghiệm nhắc lại 

- Điều kiện phải nhắc lại thử nghiệm: 

 Tổng nhiệt độ tăng của cả 3 thỏ < 1,4
0
C  nhưng nhiệt độ tăng của 1 

trong 3 thỏ thử nghiệm tăng quá 0,6
0
C. 

 Tổng nhiệt độ tăng của cả 3 thỏ  1,4
0
C nhưng < 2,4

0
C . 

- Thử nghiệm nhắc lại lần thứ nhất: được tiến hành trên 3 thỏ khác. Kết 

quả đánh giá theo tiêu chuẩn trong bảng. 

- Thử nghiệm nhắc lại lần 2: được tiến hành trên 3 thỏ khác. Kết quả đánh 

giá theo tiêu chuẩn trong bảng. 

Lần thử 

nghiệm 

Tổng số thỏ 

cộng dồn 

Thử nghiệm đạt nếu 

tổng nhiệt độ không 

quá (
0
C) 

Thử nghiệm không đạt 

nếu tổng nhiệt độ quá 

(
0
C) 

1 3 1,4 2,4 

2 6 3,0 4,1 

3 9 4,9 4,9 

 

5.1.4. Thử nghiệm nhận dạng 

5.1.4.1. Mục đích 

Mô tả phương pháp xác định các kháng nguyên đặc hiệu có trong vắcxin 

Hib cộng hợp bằng phương pháp khuyếch tán miễn dịch trên thạch.  

5.1.4.2. Nguyên vật liệu và trang thiết bị  

Dụng cụ 
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- Lam kính thủy tinh     

- Khuôn đổ thạch      

- Khuôn đục thạch      

- Pipet-aid        

- Pipetman 1ml       

- Pipetman 5-40μl       

- Đầu côn 1ml       

- Đầu côn 200μl       

- Pipet thuỷ tinh 10ml      

- Hộp giữ ẩm       

- Chai thủy tinh 250ml      

- Cốc có mỏ loại 250ml      

- Thanh từ        

- Máy khuấy từ       

 

Hoá chất 

- Agarose        

- Nước muối 0,15M       

- Kháng huyết thanh anti - PRP (B-132)    

- Kháng huyết thanh anti - tetanus (SAT)     

- Mẫu thử: vắcxin Hib cộng hợp 

5.1.4.3. Các bước tiến hành 

Nguyên lý 

- Dựa trên nguyên lý ngưng kết kháng nguyên - kháng thể giữa Hib 

polysaccharide (PRP) với kháng huyết thanh anti - PRP và giữa giải độc 

tố uốn ván (TT) với kháng huyết thanh anti - TT. 
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Chuẩn bi ̣thạch trên lam kính 

Pha dung dịch agarose 1%: 

- Cân 1g agarose, đổ vào cốc có chứa 50ml NaCl 0,15M, khuấy đều trên 

máy khuấy từ nhiêṭ. 

- Đổ thạch lên lam kính thủy tinh theo khuôn. 

- Đợi 10 phút cho thạch nguội. 

- Đục các lỗ trên thạch.  

Tiến hành 

- Nhỏ các chất chuẩn và mẫu vào các giếng trên phiến thạch. 

-   Các chuẩn anti - PRP và anti - TT: mỗi giếng nhỏ 5μl. 

-    Các giếng của PRP, TT và các mẫu thử: mỗi giếng nhỏ 10μl. 

1.4.4. Kết quả 

- Hib polysacharid (PRP) sau khi cộng hợp với giải độc tố uốn ván (TT) 

sẽ ngưng kết đặc hiệu với các kháng huyết thanh có chứa anti - PRP và 

kháng huyết thanh anti - TT. 

- Kết quả được coi là dương tính khi có các vạch ngưng kết  trên thạch: 

 + Vạch ngưng kết giữa Hib polysacharid (PRP) và anti - PRP.  

 + Vạch ngưng kết giữa giải độc tố uốn ván (TT)  và anti - TT. 

 

5.2. CÁC PHƢƠNG PHÁP KIỂM TRA HÓA LÝ  

5.2.1. Định lƣợng polysaccharide (PRP) trong vắcxin Hib cộng hợp dạng 

lỏng 

5.2.1.1. Nguyên lý  

Định lượng polysaccharide trong vắcxin Hib cộng hợp bằng cách xác 

định nhóm ribose theo phương pháp BIAL. 
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5.2.1.2. Nguyên vật liệu và trang thiết bị   

Dụng cụ 

- Ống ly tâm Eppendorf loại 2ml. 

- Pipetman 1ml, đầu côn 1ml. 

- Pipet thuỷ tinh 10ml.      

- Pipet-aid.        

- Cóng đo..         

- Bình tam giác 50ml.      

- Ống nghiệm thuỷ tinh  = 10mm.      

- Đồng hồ bấm giờ.        

Trang thiết bị 

- Máy đo quang phổ. 

- Máy trộn. 

- Bể ủ nhiệt. 

Hóa chất 

- D(+) ribose.       

- FeCl3.6H2O .      

- Orcinol.          

- Dung dịch HCl đặc.      

- Dung dịch cồn tuyệt đối.      

- Nước pha tiêm (WFI).        

- Mẫu thử: vắcxin Hib cộng hợp thành phẩm dạng lỏng. 
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5.2.1.3. Các bước tiến hành  

 

Chuẩn bị mẫu thử 

- Lắc kỹ các ống mẫu thử. 

- Hút 800l mẫu thử lần lượt cho vào mỗi tuýp đa ̃đánh số trước , đậy 

nắp, lắc đều. 

Pha các dung dịch chuẩn 

Pha dung dịch ribose chuẩn 50g/ml 

- Hút 0,15ml dung dịch ribose chuẩn 1mg/ml cho vào ống nghiệm thủy 

tinh. 

- Thêm 2,85ml WFI vào ống nghiệm, lắc kỹ bằng máy trộn. 

Pha dung dịch orcinol 10% 

- Cân 200mg orcinol cho vào ống ly tâm eppendorf. 

- Thêm  2ml cồn tuyệt đối, đậy nắp, lắc đều bằng máy trộn. 

Pha dung dịch FeCl3.6H2O 10% 

- Cân 100 mg FeCl3.6H2O cho vào ống nghiệm thủy tinh. 

- Thêm 1 ml HCl đậm đặc vào ống nghiệm, lắc kỹ cho tan. 

Pha dung dịch phản ứng 

- Hút 10ml HCl đậm đặc cho vào môṭ bình tam giác. 

- Thêm  0,05ml dung dịch  FeCl3.6H2O 10% cho vào bình, lắc đều. 

- Thêm 1ml dung dịch orinol 10% cho vào bình, lắc đều. 

Cách tiến hành 

- Hút 50l - 100l - 200l - 400l - 600l - 800l dung dịch ribose 

chuẩn 50mg/ml vào thứ tự các ống nghiệm số  1 - 2 - 3 - 4 - 5 - 6, đậy 

nắp. 



126 

- Thêm lần lươṭ  750l - 700l - 600l - 400l - 200l WFI vào các ống 

nghiêṃ sô 1- 2 - 3 - 4 - 5, đậy nắp, lắc đều. 

- Thêm  800l WFI vào ống nghiệm số 7, đậy nắp. 

- Thêm 800l dung dịch phản ứng lần lượt vào các ống nghiệm số 1- 2- 3 

4- 5- 6 - 7- 8 - 9, đậy nắp, trộn đều. 

- Đo trên máy quang phổ bước ở sóng 670nm. Chỉnh máy về 0 bằng 

WFI. 

Dựng đường chuẩn 

- Dựng đường chuẩn dựa vào độ hấp thụ quang học (OD) của  dung dịch 

chuẩn ở các nồng độ khác nhau. 

- Xử lý số liệu theo chương trình vẽ đồ thị Excel, xây dựng được phương 

trình hồi quy tuyến tính thực nghiệm (phương trình đường chuẩn y = ax 

+ b). Dựa theo phương trình tính ra hàm lượng ribose trong mẫu thử. 

5.2.1.4. Kết quả 

Kết quả 

- Công thức :  

  Y = y x 3 x n  

Trong đó: Y:  Hàm  lượng PRP có trong mẫu thử (g/ml). 

   3 :  Do khối lượng phân tử ribose chiếm 1/3 phân tử PRP 

   n: Độ pha loãng của mẫu thử 

y =  ax + b 

y:  Hàm  lượng ribose tính được trên đường chuẩn (μg).  

x:  Độ hấp thu quang đo được tương ứng với từng hàm lượng 

ribose chuẩn. 

a, b:  Hệ số của phương trình đường chuẩn. 
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Tiêu chuẩn chấp thuận 

-  Hàm lượng PRP trong vắcxin Hib cộng hợp dạng lỏng phải nằm trong 

khoảng 8 – 12μg/0,5 ml. 

 

5.2.2. Định lƣợng polysaccharide (PRP) trong vắcxin Hib cộng hợp dạng 

đông khô 

5.2.2.1. Nguyên lý 

- Định lượng polysaccharide trong vắcxin Hib cộng hợp bằng cách xác định 

nhóm ribose theo phương pháp BIAL.  

5.2.2.2. Xử lý mẫu thử 

- Mẫu thử phải được xử lý loại sucrose trước khi tiến hành định lượng.  

- Sử dụng phương pháp thẩm tích đổi đệm bằng ly tâm với cột siêu lọc 10kD 

để rửa và loại bỏ hoàn toàn sucrose trong vắcxin, sau đó thay thế bằng dung 

dịch đệm mới là nước pha tiêm hoặc đệm Tris. 

- Xác định hệ số thu hồi của PRP trước và sau khi thẩm tích bằng dung dịch 

PRP chuẩn đã biết rõ hàm lượng và tiến hành theo cùng một phương pháp. 

Trong kết quả tính toán cuối cùng để xác định hàm lượng của PRP trong 

vắcxin Hib cộng hợp dạng đông khô, giá trị định lượng của PRP trong sản 

phẩm sau thẩm tích phải được chia cho hệ số thu hồi này.  

5.2.2.3. Các bước tiến hành  

Tương tự như phần 5.2.1 - Định lượng PRP trong vắcxin Hib cộng hợp dạng 

dung dịch. 

Tiêu chuẩn chấp thuận 

-  Hàm lượng PRP trong vắcxin Hib cộng hợp dạng đông khô phải nằm trong 

khoảng 8 - 12μg/0,5 ml. 
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5.2.3. Xác định pH trong vắcxin Hib cộng hợp  

5.2.3.1. Nguyên lý 

- pH của vắcxin được xác định bằng máy đo pH với điện cực thuỷ tinh 

5.2.3.2. Nguyên vật liệu và trang thiết bị  

Dụng cụ 

- Cốc có mỏ loại 50ml 

- Giấy lau 

Trang thiết bị 

- Máy đo pH 

Hóa chất 

- Dung dịch pH chuẩn 7,00  

- Dung dịch pH chuẩn 4,01 

- Nước cất pha tiêm 

- Mẫu thử: 20 lọ vắcxin Hib cộng hợp 

5.2.3.3. Các bước tiến hành 

Chuẩn bị mẫu 

- Lắc kỹ các lọ vắcxin, trộn vào ống Falcon 50ml đã đánh dấu tên loạt 

vắcxin, lắc đều. 

- Đối với vắcxin đông khô, phải hồi chỉnh nước trước khi đo. 

Tiến hành đo 

- Chuẩn lại pH của máy đo bằng các dung dịch pH chuẩn 

- Nhúng điện cực vào các cốc đựng dung dịch mẫu thử. Đọc các thông số 

về pH hiện lên trên máy đo. 

- Trước mỗi lần chuyển điện cực sang một dung dịch mới, phải rửa kỹ 

điện cực bằng nước cất pha tiêm và lau khô. 
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5.2.3.4. Kết quả 

Tiêu chuẩn chấp thuận 

-  pH của vắcxin Hib cộng hợp phải nằm trong khoảng 6,0 - 7,5. 

5.2.4. Định lƣợng thimerosal trong vắcxin Hib cộng hợp  

5.2.4.1. Nguyên lý  

- Dựa trên cơ sở thimerosal phản ứng với dithizon tạo thành hợp chất có 

cực đại hấp thụ ở bước sóng 480nm. Định lượng thimerosal bằng cách 

đo độ hấp phụ chất tạo thành ở bước sóng này. 

5.2.4.2. Nguyên vật liệu và trang thiết bị    

Dụng cụ 

- Bình định mức 100ml.      

- Chia mẫu tự động.        

- Cốc có mỏ loại 100ml.      

- Cốc có mỏ loại 500ml.      

- Bình gạn loại 100ml.      

- Ống đong loại 500ml.      

- Buret thủy tinh 50ml.                              

- Cóng đo.        

- Máy hút chân không.      

- Găng tay, khẩu trang.       

Hóa chất 

- Dung dịch thimerosal chuẩn 1%.     

- Dung dịch dithizon 0,02%.     

- Cacbon tetraclorid.     

- Amomiac đậm đặc 32%.      

- Dung dịch acid sulfuric 10%.     

- WFI.         
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Trang thiết bị 

- Máy đo quang      

- Máy ly tâm    

- Máy lắc   

5.2.4.3. Các bước tiến hành 

Mẫu thử 

Lắc kỹ các lọ vắcxin, trộn vào ống Falcon đã đánh dấu tên loạt vắcxin, lắc 

đều. 

Pha dung dịch dithizon 0,002% 

Hút 10ml dung dịch dithizon 0,02% vào bình định mức loại 100ml, 

thêm carbontetraclorid vừa đủ tới vạch. 

Pha dung dịch amoniac 60% (9N) 

- Rót 180ml nước amoniac đậm đặc vào ống đong loại 500ml, thêm WFI 

vừa đủ 300ml, khuấy đều.  

Tiến hành 

- Hút 0,5ml dung dịch thimerosal chuẩn 50g/ml, 100g/ml, 150g/ml 

lần lượt vào mỗi 2 bình nón 4 - 5, 6 - 7, 8 - 9. 

- Hút 0,5ml mẫu thử vào mỗi bình nón 2 - 3. 

- Thêm WFI vừa đủ 5ml vào mỗi bình nón từ 1 đến 9, lắc đều. 

- Thêm 5ml dung dịch acid sulfuric 10% vào mỗi bình nón từ 1 đến 9, lắc 

đều. 

- Dùng buret thêm 10ml dung dịch dithizon 0,002% vào mỗi bình nón từ 

1 đến 9. 

- Đậy nắp, lắc mạnh trong 2 phút. Để yên cho tách thành 2 lớp, hút bỏ lớp 

nước nổi. 
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- Thêm 10ml WFI vào mỗi bình, lắc mạnh. Để yên cho tách thành 2 lớp, 

hút bỏ lớp nước nổi. 

- Thêm 10ml dung dịch amoniac 60% vào mỗi bình, lắc mạnh. Để yên 

cho tách thành 2 lớp, hút bỏ lớp nước nổi. 

- Làm bước này 3 lần. 

- Màu của cacbon tetraclorid chuyển từ xanh lá cây sang màu vàng cam. 

- Thêm 10ml WFI vào mỗi bình, lắc mạnh. Để yên cho tách thành 2 lớp, 

hút bỏ lớp nước nổi. 

- Chuyển sang bình gạn, gạn lấy lớp cacbon tetraclorid. 

- Lọc qua giấy lọc, đo quang phổ bước sóng 480nm. 

 Dựng đường chuẩn 

- Căn cứ vào độ hấp thụ của dung dịch thimerosal chuẩn và hàm lượng 

thimerosal tương ứng để dựng phương trình đường chuẩn. Xử lý số liệu 

theo chương trình vẽ đồ thị trong Excel của máy tính, xây dựng được 

phương trình hồi quy tuyến tính thực  nghiệm (phương trình đường 

chuẩn) y = ax + b. Dựa theo phương trình tính ra hàm lượng thimerosal 

có trong mẫu vắcxin. 

5.2.4.4. Kết quả 

Tính kết quả 

Công thức:  Y = y. 100/1000000 = y. 0,0001  

Trong đó: Y: Hàm lượng thimerosal có trong mẫu vắcxin (g%). 

y = ax + b 

y: Hàm lượng thimerosal (g/ml).  

x: Độ hấp thụ quang đo được tương ứng với từng hàm lượng thimerosal. 

a, b: Hệ số của phương trình đường chuẩn. 

100: Đổi ra g%. 

1000000: Hệ số qui đổi từ g ra g. 
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Tiêu chuẩn chấp thuận 

- Hàm lượng thimerosal có trong vắcxin Hib cộng hợp ≤  0,012%. 

 

5.2.5. Định lƣợng nhôm trong vắcxin Hib cộng hợp  

5.2.5.1. Nguyên lý  

- Hàm lượng nhôm có trong vắcxin được xác định bằng cách đo màu của 

hợp chất tạo ra từ phản ứng của ion Al
3+

 với thuốc thử Stilbazo. 

5.2.5.2. Nguyên vật liệu và trang thiết bị  

Dụng cụ 

-  Bình nón lọai 100ml. 

- Ống nghiệm thủy tinh  = 18mm. 

- Pipetman 1ml, pipet aid, pipet thủy tinh 5 ml. 

- Chia mẫu tự động 

- Cốc có mỏ lọai 100ml, 500ml. 

- Bình định mức 25ml, 250ml. 

- Cóng đo. 

Trang thiết bị 

-  Máy đo quang phổ 

Hóa chất 

- Dung dịch nhôm chuẩn 0,1% 

-  Dung dịch Stilbazo 

- Dung dịch đệm acetat  

- Acid nitric đậm đặc 

- Nước cất pha tiêm (WFI) 

 

5.2.5.3. Các bước tiến hành 

Pha dung dịch nhôm chuẩn 2μg/ml 
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- Dùng pipet thuỷ tinh 1ml hút 0,5ml dung dịch nhôm chuẩn 0,1% vào 

trong bình định mức 250ml, thêm WFI vừa đủ tới vạch, lắc đều.  

Pha loãng mẫu thử 

- Mâũ thử đươc̣ pha loañg  25 và 50 lần trước khi tiến hành thử nghiêṃ. 

  

Tiến hành 

- Hút 1ml – 2ml – 3ml – 4ml – 5ml dung dịch nhôm chuẩn 2g/ml vào 

lần lượt các bình nón ký hiệu số 4 – 5 – 6 – 7 – 8.  

- Hút 1ml mẫu thử pha loãng 25 lần, 50 lần vào các bình nón ký hiệu số 

2-3. 

- Thêm WFI vừa đủ 5ml vào các bình nón ký hiệu từ 1 đến 8, lắc đều. 

- Thêm 10ml dung dịch acetat buffer vào mỗi bình nón từ 1 đến 8, lắc 

đều. 

- Thêm 5ml dung dịch Stilbaso vào mỗi bình nón từ 1 đến 8, lắc đều. 

- Thêm 5ml WFI vào mỗi bình nón từ 1 đến 8, lắc đều. 

- Giữ ở nhiệt độ phòng trong 20 phút.  

- Đo quang phổ ở bước sóng 510 nm. 

Dựng đường chuẩn 

 Căn cứ vào độ hấp thụ của dung dịch nhôm chlorid chuẩn và hàm lượng 

nhôm chlorid tương ứng để dựng đường chuẩn. Xử lý số liệu theo chương 

trình vẽ đồ thị trong Excel của máy tính, xây dựng được phương trình hồi 

quy tuyến tính thực nghiệm (phương trình đường chuẩn) y=ax+ b. Dựa 

theo phương trình tính ra hàm lượng nhôm trong mẫu vắcxin. 

5.2.5.4. Kết quả 

Tính kết quả 

Công thức:  Y = (y25.25/1 + y50.50/1)/2                                                                    

Trong đó:  
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Y: Hàm lượng nhôm có trong mẫu vắcxin (g/ml). 

y = ax + b 

y: Hàm lượng nhôm (g).  

y25: Hàm lượng nhôm của mẫu thử pha loãng 25 lần. 

y50: Hàm lượng nhôm của mẫu thử pha loãng 50 lần. 

x: Độ hấp phụ quang tương ứng với các hàm lượng nhôm. 

a, b: Hệ số của phương trình đường chuẩn. 

25, 50: Độ pha loãng của mẫu thử. 

1: Thể tích mẫu thử (ml). 

Tiêu chuẩn chấp thuận 

- Hàm lượng nhôm có trong vắcxin Hib cộng hợp ≤ 1250 g/ml. 

 

5.2.6. Xác định độ ẩm tồn dƣ trong vắcxin Hib cộng hợp dạng đông khô  

5.2.6.1. Nguyên lý  

Dựa trên phản ứng toàn lượng của nước với lưu huỳnh dioxyd và iod 

trong dung môi khan chứa một chất bazơ hữu cơ thích hợp. 

5.2.6.2. Nguyên vật liệu và trang thiết bị  

Dụng cụ 

- Ống nghiệm 15x15mm.      

- Cốc có mỏ 50ml.       

- Thìa cân.        

Hóa chất 

- Sodium L-.tactrate dihydrate (tinh khiết >99%).   

- Thuốc thử Karl Fischer.       

  Bao gồm:  1. Titrant 5.  

    2. Solvent. 
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Trang thiết bị 

- Cân phân tích     

- Máy chuẩn độ điện thế      

5.2.6.3. Các bước tiến hành 

Xác định đương lượng của thuốc thử 

- Do đương lượng của thuốc thử Karl Fischer dễ bị thay đổi theo thời 

gian nên trước khi dùng phải xác định lại và phải đạt tối thiểu 3,5mg 

nước cho 1ml thuốc thử. 

- Dâñ hoá chất vào máy theo đường dẫn từng loại cho Solvent, Titrant 5.  

- Bơm dung môi, thuốc thử cũ ra khỏi đường ống dẫn vào chai đựng chất 

thải.  

- Hút (Purging) vài lần để trộn đều thuốc thử.  

- Bơm dung môi (Solvent) vào khoảng 1/3 cốc chuẩn độ. 

- Chuẩn bị cốc và ống nghiệm để cân natri tactrat (natri tactrat đã được 

loại hết ẩm bằng cách sấy khô ở 60
o
C trong 1 giờ). Cân chính xác 

khoảng 0,13g natri tactrat vào ống nghiệm dựng đứng trong cốc. Sau 

khi đổ hết natri tactrat vào cốc chuẩn độ, đặt ống nghiệm trở lại cân, ghi 

lại số g hiện trên màn hình cân (giá trị âm). 

- Tính đương lượng của thuốc thử (F) theo công thức sau: 

V

M

V

M
F 15664,0

08,230

02,18.2
  

Trong đó:  F:  Đương lượng của thuốc thử (mg/ml) 

18,02: Khối lượng phân tử của nước trong phân tử 

natri tactrat 

   230,08: Khối lượng của phân tử natri tactrat 

   V:   Thể tích thuốc thử sử dụng để chuẩn độ natri  



136 

tactrat (ml) 

   M:  Khối lượng natri tactrat (mg) 

- Tiến hành xác định đương lượng của thuốc thử 2 lần, lấy kết quả trung bình 

( F ). 

 Tiến hành định lượng  

- Chuẩn bị cân mẫu: Tuỳ theo từng chế phẩm đông khô, lấy khoảng 3-4 lọ 

vắcxin bỏ nút nhôm, đem cân, trước khi nhấc ra bấm Tare trên cân. Mở 

từng lọ vắcxin, lấy thìa cân nhỏ cho vào lọ làm vụn bánh đông khô, nhanh 

chóng đổ vào cốc chuẩn độ qua đường cho mẫu, làm lần lượt từng lọ đến 

hết. Đặt lại cân lọ và nút cao su, ghi lại khối lượng cân (giá trị âm). 

- Tiến hành định lượng mẫu thử 2 lần, tính giá trị trung bình. 

 

5.2.7. Kết quả 

Tính kết quả 

- Công thức:   

100.
.

m

FV
X   

Trong đó: X:  Hàm lượng nước có trong mẫu thử (% kl/kl) 

  V: Thể tích thuốc thử sử dụng để chuẩn độ mẫu thử (ml) 

  F : Đương lượng trung bình của thuốc thử (mg/ml) 

  m: Lượng mẫu thử khi cân (mg) 

  100: Chuyển sang % 

Và  
2

21 XX
X


  

Trong đó: X :  Hàm lượng nước trung bình có trong mẫu thử (% kl/kl) 

 1X : Hàm lượng nước có trong mẫu thử làm lần thứ nhất (% 

kl/kl) 
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 1X : Hàm lượng nước có trong mẫu thử làm lần thứ hai (% 

kl/kl) 

Tiêu chuẩn chấp thuận 

- Độ ẩm tồn dư trong vắcxin Hib cộng hợp đông khô ≤ 3%. 

 

5.2.7. Kiểm tra tính chất vật lý vắcxin Hib cộng hợp  

5.2.7.1. Nguyên lý 

Quan sát vắcxin  Hib cộng hợp bằng mắt thường dưới ánh sáng đèn. 

5.2.7.2. Nguyên vật liệu và trang thiết bị 

Dụng cụ 

- Bơm tiêm 3ml     

- Dụng cụ mở nắp lọ vắcxin    

 

Hoá chất 

- Mẫu vắcxin Hib cộng hợp 

5.2.7.3. Các bước tiến hành  

- Dạng dụng dịch: Bóc nhãn từng lọ vắcxin, lau sạch lọ, quan sát bằng mắt 

dưới ánh sáng đèn tuýp. 

- Dạng đông khô: Kiểm tra dạng đông khô trọng lọ. Hồi chỉnh bằng nước hồi 

chỉnh, kiểm tra thời gian hoà tan hoàn toàn, sau đó quan sát lọ vắcxin như 

dạng dung dịch. 

- Ghi chép kết quả quan sát được. 

5.2.7.4. Kết quả 

Kết quả 

- Ghi chép lại các kết quả quan sát được. 

Tiêu chuẩn chấp thuận 



138 

- Dạng dung dịch: Sau khi lắc, vắcxin có màu trắng hơi đục. Để lắng sau 1 

giờ, vắcxin phải tách làm hai lớp, trong đó lớp nhôm phải tủa bông mịn, 

không vón cục. 

- Dạng đông khô: Vắcxin Hib cộng hợp đông khô có dạng viên xốp màu 

trắng, khi hoà tan bằng nước hồi chỉnh tạo thành dung dịch trong suốt, 

không màu, không có chất lạ khó tan. 

 

5.3. XÂY DỰNG TIÊU CHUẨN CƠ SỞ CHO VẮCXIN HIB CỘNG 

HỢP 

Từ tiêu chuẩn chấp thuận của từng thử nghiệm kiểm tra chất lượng 

vắcxin Hib cộng hợp, bảng tiêu chuẩn cơ sở cho vắcxin Hib cộng hợp dạng 

lỏng sẽ sử dụng để làm tiêu chuẩn cho vắcxin xuất xưởng sau này đã được xây 

dựng. Căn cứ để đưa ra các tiêu chuẩn này đều được dựa trên các khuyến cáo 

của TCYTTG [58] và theo Dược điển châu Âu [19]. Các tiêu chuẩn cơ sở cho 

vắcxin Hib cộng hợp dạng lỏng được trình bày trong Bảng 5.1. 
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BẢNG 5.1. TIÊU CHUẨN CƠ SỞ CHO VẮCXIN HIB CỘNG HỢP 

(Dạng lỏng) 

 

STT Tên thử nghiệm Tiêu chuẩn chấp thuận Tài liệu tham khảo 

1  Nhận dạng H. influenza type b TCYTTG, EP 

2 Tính chất vật lý 

Sau khi lắc, vắcxin có màu trắng hơi 

đục. Để lắng sau 1 giờ, vắcxin phải tách 

làm hai lớp, trong đó lớp nhôm phải tủa 

bông mịn, không vón cục. 

 

3 V« khuÈn 
Không phát hiện thấy nấm và vi khuẩn 

phát triển sau 14 ngày theo dõi. 

TCYTTG, EP 

4 pH 6,0 - 7,5  

5 Hàm lượng Thimerosal (%) ≤ 0,012 TCYTTG, EP 

6 Hàm lượng PRP (g/0,5 ml) 8-12 TCYTTG 

7 Hàm lượng nhôm (g/ml) ≤ 1250 TCYTTG, EP 

8 An toàn chung trên chuột lang 
Chuột khỏe mạnh, tăng trọng bình 

thường 
TCYTTG 

9 An toàn chung trên chuột nhắt 

10 Chất gây sốt 
Tổng To tăng của 3 thỏ ≤ 1,3

o
C         

Nhiệt độ tăng của từng thỏ  < 0,60C 
TCYTTG, EP 
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CHƢƠNG 6 

ĐÁNH GIÁ TÍNH AN TOÀN VÀ HIỆU LỰC VẮC XIN  

TRÊN ĐỘNG VẬT THÍ NGHIỆM 

 

 Động vật được sử dụng trong nhiều giai đoạn của quá trình đánh giá và 

phát triển vắcxin. Trước tiên, mô hình động vật cho nhà nghiên cứu các thông 

tin về mức độ an toàn và tạo đáp ứng miễn dịch của vắcxin dự tuyển. Khi các 

dữ liệu này đáp ứng yêu cầu của nhà nghiên cứu, vắcxin dự tuyển sẽ được 

đánh giá tiếp tuc̣  trên người tình nguyện. Đối với vắcxin Hib, theo hướng dâñ 

của TCYTTG về thử nghiệm công hiệu hiện chưa  có tiêu chuẩn cho thử 

nghiệm sinh học để đánh giá công hiệu của vắcxin Hib cộng hợp . Các thử 

nghiệm gây miễn dịch trên động vật được sử dụng chủ yếu ở các bước phát 

triển vắcxin để đánh giá khả năng tạo đáp ứng trí nhớ phụ thuộc tế bào T của 

vắcxin trên động vật. Các vắcxin có được đáp ứng miễn dịch tốt trên động vật 

sẽ được tiếp tục nghiên cứu và phát triển và sẽ là các vắcxin dự tuyển để sử 

dụng cho người. Nhiều mô hình đánh giá đáp ứng  miễn dịch đối với vắcxin 

Hib cộng hợp trên động vật đã được các tác giả tiến hành và cho kết quả tốt 

như mô hình trên chuột nhắt trắng [12], [30], [40],  trên chuột lang [43], trên 

thỏ [30]. Trong nghiên cứu này chúng tôi lưạ choṇ mô hình đôṇg vâṭ để đánh 

giá tính sinh miêñ dic̣h là  các giống chuột nhắt trắng khác nhau. Lựa chọn loài 

chuột cho đáp ứng miễn dịch tốt nhất với vắcxin Hib cộng hợp là việc làm cần 

thiết vì đây sẽ là mô hình giúp cho nhà nghiên cứu lựa chọn được dạng cộng 

hợp vắcxin Hib tốt nhất trong quá trình nghiên cứu phát triển cũng như để 

đánh giá chất lượng của vắcxin sản xuất sau này. Các sản phẩm được đánh giá 

tính an toàn và đáp ứng miễn dịch trong quá trình nghiên cứu và phát triển 

vắcxin Hib cộng hợp bao gồm các dạng bán thành phẩm vắcxin trong quá trình 
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nghiên cứu xây dựng quy trình sản xuất như các sản phẩm sau cộng hợp sử 

dụng các polysaccharide của các chủng Hib khác nhau, tiến hành theo các 

phương pháp cộng hợp khác nhau, có thành phần pha vắcxin khác nhau và các 

vắcxin thành phẩm được sản xuất ở quy mô phòng thí nghiệm dưới các dạng 

khác nhau. Các sản phẩm này đều được đánh giá so sánh về đáp ứng miễn dịch 

với các nhóm chứng tiêm nước muối sinh lý, tiêm polysaccharide của Hib 

(PRP) đơn thuần, không cộng hợp và tiêm với một vắcxin Hib cộng hợp đã 

được thương mại hóa (Act-Hib của Sanofi-Pasteur, Pháp). 

 

6.1. CÁC PHƢƠNG PHÁP ĐÁNH GIÁ TÍNH AN TOÀN VÀ ĐÁP ỨNG 

MIỄN DỊCH CỦA VẮCXIN TRÊN ĐỘNG VẬT THÍ NGHIỆM 

 

6.1.1. Các phƣơng pháp đánh giá tính an toàn của vắcxin trên động vật 

thí nghiệm 

6.1.1.1. Phương pháp kiểm tra tính an toàn chung 

Xem Phần 5.1.2. 

 

6.1.1.2. Phương pháp kiểm tra chất gây sốt 

Xem Phần 5.1.3. 

 

6.1.2. Phƣơng pháp đánh giá đáp ứng miễn dịch của vắcxin trên chuột  

6.1.2.1. Thử nghiệm gây miễn dịch trên chuột 

Nguyên vật liệu và trang thiết bị 
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Dụng cụ 

- Bơm tiêm nhựa loại 1 ml.      

- Hộp giữ lạnh.       

- Bông, cồn, găng tay, panh. 

Vật liệu 

- Vắcxin Hib cộng hợp thử nghiệm và vắcxin Hib cộng hợp đối chứng. 

- Nước muối sinh lý làm mẫu đối chứng âm tính. 

Động vật thí nghiệm 

- Chuột nhắt trắng. 

- Trọng lượng: 13-18g. 

- Số lượng: 15 con/ loạt mẫu thử. 

Các bước tiến hành 

Chuẩn bị chuột trước khi tiêm 

- Chuột trước khi tiêm phải được theo dõi cách ly 2 ngày. Trong thời gian 

cách ly hàng ngày theo dõi tình trạng sức khoẻ, cân trọng lượng và ghi 

vào sổ theo dõi. 

- Chọn chuột: chuột nhắt 13-18g: 15 chuột/1 mẫu thử. 

- Đánh dấu chuột, dán nhãn lên lồng chuột với các chi tiết: loại vắcxin, 

loạt, dấu chuột và ngày tiêm. 

Tiêm chuột 

- Dùng bơm tiêm loại 1ml. Sát trùng vị trí tiêm; tiêm vào vùng bụng dưới 

chuột (xem Hình 6.1). 

- Liều tiêm:   

+ Vắcxin thử nghiệm, vắcxin đối chứng, polysacchride đơn thuần:  
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tiêm liều 2,5g PRP /0,125ml/1 chuột. 

+ Nước muối sinh lý: tiêm 0,125 ml/chuột. 

- Đường tiêm:  Dưới da. 

 

               

                 Hình 6.1. Cách thức và vị trí tiêm chuột gây miễn dịch 

 

Lịch tiêm và lấy máu 

- Chuột được tiêm 3 mũi, mỗi mũi tiêm cách nhau 2 tuần. Lấy máu cách 1 

tuần sau mỗi mũi tiêm (Hình 6.2). 

 

-  

 

 

 

 

Liều 1 

Tuần 0 

Lấy 

máu 

sau mũi 

1 
Tuần 1 Tuần 2 Tuần 3 Tuần 4 Tuần 5 

Liều 2 Liều 3 

Lấy 

máu 

sau mũi 

2 

Lấy 

máu 

sau mũi 

3 

Hình 6.2. Sơ đồ gây miễn dịch và lấy máu cho chuột 
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6.1.2.2. Thử nghiệm đánh giá đáp ứng miễn dịch  

 Thử nghiệm để đánh giá hiệu quả đáp ứng miễn dịch của các dạng cộng 

hợp vắcxin Hib trên chuột là thử nghiệm ELISA phát hiện anti - PRP 

Nguyên lý 

- Dựa trên nguyên lý ELISA nhằm xác định hiệu giá kháng thể anti - PRP 

của chuột thử nghiệm  

Dụng cụ và trang thiết bị 

- Phiến ELISA       

- Phiến pha loãng mẫu       

- Giấy dán phiến 

- Máng đựng hóa chất       

- Pipetman        

- Pipet nhiều kênh        

- Đầu côn 1ml        

- Pipet thuỷ tinh 10ml         

- Pipet-aid          

- Máy rửa ELISA        

- Máy đọc ELISA 

Vật liệu 

- Máu thu được sau khi gây miễn dịch trên chuột. 

Hóa chất 

- Dung dịch polysaccharide Hib (PRP Hib). 

- Cộng hợp dê kháng IgG chuột.   

- Đệm PBS.           

- Albumin huyết thanh bò (BSA) .  
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- Chất hiện màu.       

- Dung dịch đệm cơ chất.  

- Dung dịch dừng phản ứng    

Các bước tiến hành 

Chuẩn bị mẫu 

- Ly tâm máu chuột. Hút lấy huyết thanh và giữ ở - 20°C. 

- Khi tiến hành xét nghiệm, các mẫu huyết thanh được lấy ra từ điều kiện 

bảo quản và để tan đông ở nhiêṭ đô ̣phòng. 

- Nếu chưa xét nghiệm ngay, giữ mẫu ở 4
o
C.  

Pha hóa chất 

- Pha dung dịch gắn bản. 

- Pha dung dịch rửa phiến. 

- Pha dung dịch pha loãng mẫu. 

- Pha dung dịch phủ chặn. 

- Pha dung dịch pha loãng cộng hợp. 

- Pha loãng cộng hợp. 

- Pha dung dịch hiện màu. 

Tiến hành 

Gắn bản bằng PRP Hib 

- Pha PRP Hib trong dung dịch gắn bản với nồng độ thích hợp. 

- Nhỏ dung dich gắn bản đã được pha vào các giếng của phiến ELISA. 

- Đậy phiến bằng giấy dán phiến và ủ phiến. 

Phủ chặn 

- Rửa phiến gắn bản, đập khô 

- Nhỏ dung dịch phủ chặn vào tất cả các giếng. 

- Ủ phiến. 
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- Rửa lại phiến và đập khô 

Nhỏ mẫu huyết thanh xét nghiệm 

- Lần lượt nhỏ các mẫu huyết thanh đã được pha loãng trong dung dịch 

pha loãng mẫu vào giếng trên phiến theo sơ đồ sau: 

A1 - B1: dung dịch pha loãng mẫu (mẫu trắng - blank) 

 Từ giếng C1, lần lượt nhỏ các mẫu chứng âm tính (huyết thanh chuột 

được tiêm nước muối sinh lý) và tiếp tục là mẫu huyết thanh thử với các 

dạng cộng hợp vắc xin khác nhau 

 

  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A             

B             

C             

D             

E             

F             

G             

H             

  

- Đậy và ủ phiến . 

Nhỏ cộng hợp 

- Rửa phiến và đập khô. 

- Cho cộng hợp dê kháng IgG chuột vào tất cả các giếng. 
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- Đậy phiến và ủ mẫu. 

 

Hiện màu và dừng phản ứng 

- Rửa phiến và đập khô. 

- Cho dung dịch hiện màu vào tất cả các giếng. 

- Giữ phiến ở chỗ tối.  

- Cho dung dịch dừng phản ứng vào tất cả các giếng. 

Đọc kết quả 

- Đọc phiến ở máy đọc ELISA với bước sóng 450/620 nm. 

- In kết quả. 

Kết quả 

- Tính giá trị trung bình các mẫu chứng âm tính (OD trung bình mẫu 

chứng âm). 

- Giá trị OD ngưỡng = giá trị OD trung bình mẫu chứng âm x 5. 

- Hiệu giá kháng thể anti-PRP được quy đổi theo đơn vị ELISA (EL.U) 

xác định bằng tỷ số giữa giá trị OD của mẫu thử trên giá trị OD 

ngưỡng. 

- Mẫu đươc̣ xem là  anti - PRP dương tính khi hiệu giá kháng thể anti -

PRP có giá trị trên 1 EL.U và khi đó chuột được xem là có đáp ứng 

miễn dịch đối với PRP của Hib. 

- Tỷ lệ có đáp ứng miễn dịch là tỷ lệ giữa số chuột có kết quả xét nghiệm 

anti-PRP dương tính trên tổng số chuột được gây miễn dịch 

- Mức độ đáp ứng miễn dịch được xác định bằng giá trị trung bình nhân 

(GMT) của các hiệu giá kháng thể anti-PRP tính theo đơn vị quy đổi 

EL.U. 
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6.2. KẾT QUẢ ĐÁNH GIÁ TÍNH AN TOÀN VÀ HIỆU LỰC CỦA 

VẮCXIN TRÊN ĐỘNG VẬT THÍ NGHIỆM 

 

6.2.1. Tính an toàn của vắcxin Hib cộng hợp trên động vật thực nghiệm  

Tính an toàn của vắcxin Hib cộng hợp được đánh giá trên các mẫu 

vắcxin thành phẩm bao gồm 2 dạng: vắcxin Hib cộng hợp đông khô 

(LYOHIBVAX) và vắcxin cộng hợp dạng dung dịch, hấp phụ nhôm 

(ALHIBVAX). 

Kết quả về tính an toàn chung của các vắcxin Hib cộng hợp trên chuột 

lang và chuột nhắt trắng được trình bày trong Bảng 6.1 và kết quả kiểm tra 

chất gây sốt của các vắcxin Hib cộng hợp trên thỏ được trình bày trong Bảng 

6.2. 

 

Bảng 6.1. Kết quả kiểm tra tính an toàn chung của vắcxin Hib cộng hợp 

 

Kết quả theo 

dõi sau 7 ngày 

Chuột nhắt trắng Chuột lang 

LYOHIBVAX ALHIBVAX LYOHIBVAX ALHIBVAX 

Số chuột chết 0/5 0/5 0/2 0/2 

Trung bình 

tăng trọng  
140,8% 135,2% 120,6% 114,5% 

Kết luận Đạt yêu cầu Đạt yêu cầu Đạt yêu cầu Đạt yêu cầu 
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Bảng 6.2. Kết quả kiểm tra chất gây sốt của vắcxin Hib cộng hợp 

 

Sản phẩm Nhiệt độ tăng của từng thỏ Tổng nhiệt 

độ tăng 

Kết luận 

Thỏ 1 Thỏ 2 Thỏ 3 

Tiêu chuẩn <0,6
0
C <1,4

0
C Đạt yêu cầu 

LYOHIBVAX 0,3
0
C 0,4

0
C 0,1

0
C 0,8

0
C Đạt yêu cầu 

ALHIBVAX 0
0
C 0,1

0
C 0

0
C 0,1

0
C Đạt yêu cầu 

 

Theo kết quả trong Bảng 6.1 và Bảng 6.2,  vắcxin Hib cộng hợp ở cả 2 

dạng đông khô và hấp phụ với nhôm phosphate đều đạt yêu cầu về tính an toàn 

khi kiểm tra trên động vật thực nghiệm. 

 

6.2.2. Đáp ứng miễn dịch của vắcxin Hib cộng hợp trên động vật thí 

nghiệm  

Đáp ứng miễn dịch đối với các sản phẩm trong quá trình nghiên cứu xây 

dựng quy trình công nghệ sản xuất vắcxin Hib cộng hợp được trình bày trong 

Chương 3, các Phần 3.6 và 3.7. Trong phần này, chủ yếu trình bày các kết quả 

về việc lựa chọn mô hình động vật thực nghiệm thích hợp cho đánh giá đáp 

ứng miễn dịch của vắcxin Hib cộng hợp và kết quả về đáp ứng miễn dịch của 

chuột đối với các dạng vắcxin Hib cộng hợp thành phẩm.  

6.2.2.1. Lựa chọn mô hình động vật thực nghiệm thích hợp cho đánh giá 

đáp ứng miễn dịch của vắcxin Hib cộng hợp 

 Mô hình động vật thực nghiệm thích hợp cho đánh giá đáp ứng miễn 
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dịch của các loại vắcxin cộng hợp là có được đáp ứng miễn dịch tốt đối với các 

dạng vắc xin Hib cộng hợp và cho đáp ứng miễn dịch trí nhớ đối với các liều 

tiêm nhắc lại. Nhiều mô hình động vật đã được các nhà nghiên cứu trên thế 

giới lựa chọn để đánh giá vắcxin Hib cộng hợp như chuột nhắt trắng [12], [30], 

[40], chuột lang [43] và thỏ [30]. Do thỏ và chuột lang là các động vật lớn, khó 

chăn nuôi nên không thể tiến hành gây miễn dịch và theo dõi với một số lượng 

lớn, do vậy trong nghiên cứu này chúng tôi nghiên cứu trên  các giống chuột 

nhắt trắng khác nhau để lưạ choṇ một mô hình động vật thích hợp cho đánh giá 

đáp ứng miễn dịch của vắc xin Hib cộng hợp. 

 Kết quả về đáp ứng miễn dịch đối với vắcxin Hib cộng hợp ở các giống 

chuột khác nhau được trình bày Bảng 6.3. Các giống chuột được lựa chọn để 

đánh giá là: chuột ICR, chuột NMRI và chuột Swiss. Các chuột này đều được 

nuôi dưỡng, chăm sóc và theo dõi theo quy chuẩn của Phòng Chăn nuôi động 

vật thí nghiệm, VABIOTECH. Dạng cộng hợp được sử dụng trong thí nghiệm 

này là bán thành phẩm cộng hợp PRP Hib chủng 1544 với giải độc tố uốn  ván. 

Chỉ số được sử dụng để đánh giá là giá trị OD của các mẫu thử có được từ thử 

nghiệm ELISA phát hiện anti - PRP trong huyết thanh chuột. Để thấy được 

mức độ tập trung cũng như có sự khác biệt rõ ràng hay không của các giá trị 

OD ở các mẫu thử khác nhau, giá trị OD trung bình, khoảng giao động của các 

giá trị OD đã được đề cập đến. Nghiên cứu này cũng chỉ tập trung vào đáp ứng 

miễn dịch sau mũi tiêm cuối cùng (liều thứ 3) đối với PRP đơn thuần và PRP 

Hib ở dạng cộng hợp do đáp ứng ở tất cả các chuột sau khi kết thúc toàn bộ 

liệu trình tiêm cơ bản này sẽ là rõ ràng nhất. 
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Bảng 6.3. Kết quả đáp ứng miễn dịch đối với cộng hợp vắcxin Hib 

của các giống chuột khác nhau 

 

*Tỷ số OD được tính bằng giá trị OD trung bình của mẫu thử trên giá trị OD trung 

bình của mẫu chứng âm. 

Trong cả 3 mô hình chuột đều cho thấy đáp ứng trên chuột Kết quả này 

cũng tương tự với nhiều nghiên cứu của các tác giả khác khi tiến hành trên 

giống chuột nhắt trắng khác nhau [12], [30], [40]. Trong 3 mô hình này chuột 

nhắt trắng ICR là mô hình thực nghiệm thích hợp nhất cho vắcxin Hib cộng 

hợp do có mức độ giao động về các giá trị OD thấp và cho sự khác biệt rõ rệt 

về giá trị OD của mẫu thử so với mẫu chứng âm từ đó có thể dễ dàng xác định 

được giá trị ngưỡng cũng như nhận định mẫu cho kết quả đáp ứng dương tính.  

 

6.2.2.2. Kết quả đáp ứng miễn dịch của các dạng vắcxin Hib cộng hợp 

thành phẩm sản xuất ở quy mô phòng thí nghiệm 

Vắcxin Hib cộng hợp được sử dụng trong nghiên cứu là vắcxin được sản 

xuất ở quy mô phòng thí nghiệm tại VABIOTECH dưới hai dạng thành phẩm 

Mẫu xét nghiệm Chỉ số Chuột ICR Chuột NMRI Chuột Swiss 

Mẫu chứng âm OD trung bình 0,071 0,070 0,046 

Khoảng giao động 0,029 - 0,085 0,030 - 0,131 0,023 - 0,097 

Mẫu sau tiêm 

PRP đơn thuần 

OD trung bình 0,067 0,060 0,044 

Khoảng giao động 0,026 - 0,121 0,037 - 0,076 0,029 - 0,071 

Tỷ số OD* 0,948 0,853 0,954 

Mẫu sau tiêm 

PRP dạng cộng 

hợp 

OD trung bình 2,156 1,699 1,352 

Khoảng giao động 1,495 - 2,484 1,000 - 2,273 0,323 - 2,209 

Tỷ số OD* 30,58 24,31 29,32 
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khác nhau là vắcxin đông khô (LYOHIBVAX) và vắcxin hấp phụ với nhôm 

phosphate (ALHIBVAX). Các vắcxin này được đánh giá so sánh về đáp ứng 

miễn dịch với các nhóm chứng tiêm nước muối sinh lý, tiêm đơn thuần 

polysaccharide của Hib (PRP) không cộng hợp và tiêm một vắcxin Hib cộng 

hợp đã được thương mại hóa (Act-Hib của Sanofi-Pasteur, Pháp). 

 

Bảng 6.4. Kết quả đáp ứng miễn dịch của các dạng vắcxin Hib cộng hợp 

thành phẩm sản xuất ở quy mô phòng thí nghiệm 

 

Chỉ số LYOHIBVAX ALHIBVAX Act-Hib PRP 

Đáp ứng miễn 

dịch sau mũi 1 

Tỷ lệ* 3/15 (20%) 12/15 (80%) 12/15 (80%) 0/15 (-) 

Mức độ# 0,62 1,50 0,92 0,28 

Đáp ứng miễn 

dịch sau mũi 2 

Tỷ lệ* 12/15 (80%) 15/15 (100%) 15/15 (100%) 0/15 (-) 

Mức độ# 2,76 4,83 3,06 0,32 

Đáp ứng miễn 

dịch sau mũi 3 

Tỷ lệ* 15/15 (100%) 15/15 (100%) 15/15 (100%) - 

Mức độ# 4,95 7,86 3,14 - 

 

*Tỷ lệ có đáp ứng miễn dịch là tỷ lệ giữa số chuột có kết quả xét nghiệm anti-PRP 

dương tính trên tổng số chuột được gây miễn dịch 

#Mức độ đáp ứng miễn dịch được xác định bằng giá trị trung bình nhân (GMT) của 

các hiệu giá kháng thể anti-PRP tính theo đơn vị quy đổi EL.U. 

 

Kết quả trong Bảng 6.4 cho thấy, khi tiêm các dạng vắcxin Hib cộng 

hợp cho chuột đều cho đáp ứng ở liều tiêm sau cao hơn ở các so với các liều 

tiêm trước. Đáp ứng trên chuột này giống với đáp ứng có được ở trẻ nhỏ đặc 

biệt là trẻ dưới 2 tuổi, đó là không cho đáp ứng miễn dịch đối với 
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polysaccharide (PRP) không cộng hợp và cho đáp ứng trí nhớ đối với các liều 

nhắc lại của vắcxin Hib cộng hợp. Các nghiên cứu khác đã được thực hiện trên 

động vật thực nghiệm cũng cho những nhận định tương tự. Điều này cho thấy 

giá trị của mô hình động vật thực nghiệm nhằm đánh giá và lựa chọn các dạng 

vắcxin Hib cộng hợp cho hiệu quả tốt, phát triển thành các dạng vắcxin dự 

tuyển có thể sử dụng cho người [30]. Các dạng vắcxin Hib cộng hợp do 

VABIOTECH nghiên cứu sản xuất cho đáp ứng miễn dịch qua các liều tiêm 

đều tương đương hoặc cao hơn so với vắcxin đã được thương mại (Act-Hib). 

Đặc biệt, vắcxin dạng nước hấp phụ với nhôm phosphate cho đáp ứng miễn 

dịch rất cao. Điều này cho phép nghĩ đến việc phát triển vắcxin Hib cộng hợp 

dạng nước để có thể dễ dàng tiêm cũng như pha kết hợp với các vắcxin khác 

như bạch hầu, uốn ván, ho gà, viêm gan B và bại liệt bất hoạt để tạo thành 

dạng vắcxin phối hợp tiêm phòng cho trẻ em. 
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- Hàm lượng PRP 

- Protein tồn dư 

- Axít nucleic tồn dư 

- Nội độc tố 

- Phân bố kích thước 

phân tử của PRP 

- Thử nghiệm nhận 

dạng 

 Hàm 

lượng 

protein 

- Hàm lượng PRP 

- Vô khuẩn 

- An toàn chung 

- Chất gây sốt 

- Thử nghiệm nhận dạng 

- Các thử nghiệm hóa lý 

KẾT LUẬN 

1. Xây dưṇg đươc̣ qui triǹh công nghê ̣sản xuất vắcxin Hib côṇg hơp̣ ở  

    qui mô phòng thí nghiêṃ đảm bảo tính ổn điṇh và cho hiêụ suất cao ở   

    qui mô phòng thí nghiêṃ theo các công đoaṇ sau: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Đóng lọ vắcxin thành phẩm 

Giải độc tố 

uốn ván (TT)  

 

Tinh chế và 

cô đặc TT   

 

Nuôi cấy vi khuẩn Hib   

 

Đĩa thạch 

 

Lắc bình tam giác 

Nồi lên men 10 lít 

 

Bất hoạt và thu hoạch tủa 

polysaccharide Hib   

 

Tinh chế polysaccharide 

(PRP) Hib   

 

Tạo dẫn xuất  

PRP-ADH   

 

Bất hoạt bằng formaline 

 

Tạo cộng hợp PRP-T   

 

Pha bán thành phẩm vắcxin  

Ly tâm loại xác tế bào 

 
Tủa Cetavlon và thu tủa 

 

Rửa và hòa tủa bằng NaCl 

 
Thu lại PRP bằng Ethanol 

 
Xử lý enzyme và phenol 

 
Thẩm tích Pellicon cassette 

Siêu ly tâm loại LPS 

- Độ thuần khiết 

vi khuẩn 

- OD 

- Ngưng kết với 

kháng huyết 

thanh đặc hiệu 

 

Kiểm tra bất hoạt 

Hàm lượng PRP 

- Hàm lượng PRP 

- Hàm lượng protein  

- Thử nghiệm nhận dạng 

 

Vô khuẩn 
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- Dựa trên quy trình công nghệ đã được xây dựng, 06 loạt vắcxin Hib cộng 

hơp̣ đa ̃đươc̣ sản xuất ở quy mô phòng thí nghiệm đaṭ các tiêu chuẩn chất 

lươṇg so với qui điṇh của TCYTTG về các chỉ số : vô khuẩn , an toàn  

chung, chất gây sốt, hàm lượng PRP và hóa lý: 

 Nhận dạng : đạt yêu cầu 

 Vô khuẩn : vô khuẩn 

 pH : đạt yêu cầu (giao động trong khoảng 6,346 - 6,369) 

 Hàm lượng Thimerosal (%) : đạt yêu cầu (0,005 - 0,01) 

 Hàm lượng PRP (µg/0,5 ml): đạt yêu cầu (9,04 - 12). 

 Hàm lượng nhôm (µg/ml) : đạt yêu cầu (290,32 - 346,05). 

 An toàn chung trên chuột lang: đạt yêu cầu. 

 An toàn chung trên chuột nhắt: đạt yêu cầu. 

 Chất gây sốt: đạt yêu cầu (nhiệt độ tăng từ 0,1 - 0,8
o
C). 

 

2. Xây dựng quy trình kiểm tra chất lượng và bảng tiêu chuẩn cơ sở cho 

vắc xin Hib cộng hợp 

2.1. Xây dựng được các phương pháp kiểm tra chất lượng vắcxin Hib 

cộng hợp thành phẩm sau: 

 Phương pháp kiểm tra vô khuẩn. 

 Phương pháp kiểm tra an toàn chung. 

 Phương pháp kiểm tra chất gây sốt. 

 Thử nghiệm nhận dạng. 

 Thử nghiệm định lượng polysaccharide trong vắcxin dạng lỏng và 

dạng đông khô. 

 Các thử nghiệm kiểm tra về hóa lý (xác định pH, thử nghiệm định 

lượng thimerosal, thử nghiệm định lượng nhôm trong vắcxin dạng lỏng, 
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thử nghiệm xác định độ ẩm tồn dư trong vắcxin dạng đông khô và thử 

nghiệm kiểm tra tính chất vật lý của vắcxin). 

 

2.2. Xây dựng được bảng tiêu chuẩn cơ sở cho vắcxin Hib cộng hợp dạng 

lỏng  

 

STT Tên thử nghiệm Tiêu chuẩn chấp thuận 

1  Nhận dạng H. influenza type b 

2 Tính chất vật lý 

Sau khi lắc, vắcxin có màu trắng hơi 

đục. Để lắng sau 1 giờ, vắcxin phải 

tách làm hai lớp, trong đó lớp nhôm 

phải tủa bông mịn, không vón cục. 

3 V« khuÈn 

Không phát hiêṇ thấy nấm và vi 

khuẩn phát triển sau 14 ngày theo 

dõi. 

4 pH 6,0 - 7,5 

5 Hàm lượng Thimerosal (%) ≤ 0,012 

6 Hàm lượng PRP (g/0,5 ml) 8-12 

7 Hàm lượng nhôm (g/ml) ≤ 1250 

8 An toàn chung trên chuột lang 
Chuột khỏe mạnh, tăng trọng bình 

thường 
9 An toàn chung trên chuột nhắt 

10 Chất gây sốt 
Tổng To tăng của 3 thỏ ≤ 1,3

o
C         

Nhiệt độ tăng của từng thỏ  < 0,60C 
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3.  Đánh giá tính an toàn và hiệu lực vắcxin trên động vật thí nghiệm 

 Kết quả đánh giá tính an toàn và hiệu lực của vắc xin trên động vật thí 

nghiệm cho thấy vắcxin  Hib côṇg hơp̣ sản xuất theo qui trình đa ̃đươc̣ xây  

dưṇg đều đaṭ yêu cầu về an toàn và công hiêụ. 

 Cả hai dạng vắcxin Hib cộng hợp - dạng đông khô và dạng lỏng hấp 

phụ với nhôm đều đạt yêu cầu về tính an toàn khi kiểm tra trên động vật 

thực nghiệm. 

 Tìm ra được mô hình thực nghiệm thích hợp nhất cho việc đánh giá đáp 

ứng miễn dịch của vắcxin Hib cộng hợp trên chuột là chuột nhắt trắng 

ICR. Mô hình này được áp dụng cho việc đánh giá đáp ứng miễn dịch của 

cả các sản phẩm trung  gian cũng như thành phẩm của quy trình sản xuất 

vắcxin Hib cộng hợp. Các dạng vắcxin Hib cộng hợp thành phẩm do 

VABIOTECH nghiên cứu sản xuất cho đáp ứng miễn dịch qua các liều 

tiêm đều tương đương hoặc cao hơn so với vắcxin đã được thương mại 

(Act-Hib). Đặc biệt, vắcxin dạng lỏng hấp phụ với nhôm cho đáp ứng 

miễn dịch cao.  
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KIẾN NGHỊ 

 

1. Tiến hành thử nghiệm thực địa lâm sàng đánh giá tính an toàn và hiệu 

lực gây miễn dịch trên người tình nguyện 

2. Đánh giá tính ổn định và hiệu suất của quy trình sản xuất ở quy mô 

mở rộng. 
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