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§Æt vÊn ®Ò 

BÖnh d¹i hiÖn nay lµ vÊn ®Ò y tÕ céng ®ång kh¸ nghiªm träng ë mét sè 

n−íc ch©u Phi, ch©u ¸. §Æc biÖt trong nh÷ng n¨m gÇn ®©y bÖnh d¹i ®· cã 

xu h−íng gia t¨ng vµ diÔn biÕn phøc t¹p ë mét sè quèc gia ch©u ¸ nh− 

Trung Quèc, Hµn Quèc, Philippine vµ ViÖt Nam.  

BÖnh d¹i lªn c¬n cã tû lÖ tö vong gÇn nh− lµ 100%, nh−ng bÖnh cã thÓ 

phßng b»ng v¾c xin. Tõ n¨m 1976, ViÖt Nam sö dông v¾c xin phßng d¹i 

®−îc s¶n xuÊt trªn n·o chuét æ theo ph−¬ng ph¸p Fuenzalida. Do v¾c xin  

Fuenzalida ch−a ®−îc tinh khiÕt nªn cã thÓ g©y ph¶n øng dÞ øng, nÆng cã 

thÓ dÉn tíi viªm n·o tuû do dÞ øng víi myeline. Th¸ng 8 n¨m 2007, Bé Y 

tÕ ®· chÝnh thøc ra quyÕt ®Þnh ngõng s¶n xuÊt vµ sö dông v¾c xin d¹i 

Fuenzalida, thay thÕ b»ng v¾c xin d¹i s¶n xuÊt trªn tÕ bµo. HiÖn t¹i ViÖt 

Nam vÉn ch−a s¶n xuÊt v¾c xin d¹i tÕ bµo trong n−íc. V× nh÷ng lý do trªn 

chóng t«i thùc hiÖn ®Ò tµi “ThÝch nghi chñng s¶n xuÊt v¾c xin d¹i 
Vnukovo-32 trªn tÕ bµo Vero ®Ó thö nghiÖm s¶n xuÊt v¾c xin ”. 

 
Môc tiªu nghiªn cøu 

1. ThÝch nghi chñng s¶n xuÊt v¾c xin d¹i Vnukovo-32 trªn tÕ bµo Vero. 
2. §iÒu chÕ chñng vi rót gèc vµ chñng s¶n xuÊt. 
3. Thö nghiÖm s¶n xuÊt v¾c xin. 

 
C¸c ®ãng gãp míi cña luËn ¸n 

1. X©y dùng ®−îc ng©n hµng tÕ bµo Vero - CCL81 WCB ®¹t tiªu chuÈn  tÕ 

bµo dïng cho s¶n xuÊt v¾c xin vµ c¸c chÕ phÈm sinh häc; 

2. ThÝch nghi ®−îc chñng s¶n xuÊt d¹i Vnukovo-32 trªn dßng tÕ bµo 

Vero, chñng thÝch nghi ®−îc ®Æt tªn lµ Vnukovo-V06; 

3. X©y dùng ®−îc ng©n hµng chñng gièng vi rót s¶n xuÊt v¾c xin d¹i trªn 

tÕ bµo Vero Vnukovo-V06 ®¹t tiªu chuÈn  chñng gièng s¶n xuÊt v¾c 

xin d¹i tÕ bµo cña TCYTTG; 

4. Nghiªn cøu ®−îc quy tr×nh s¶n xuÊt v¾c xin d¹i tinh chÕ trªn tÕ bµo 

Vero ®¹t hiÖu suÊt 28,8 ± 0,7%; 
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5. S¶n xuÊt thö nghiÖm ®−îc 03 lo¹t v¾c xin d¹i tinh chÕ trªn tÕ bµo Vero, 

®¹t tiªu chuÈn v¾c xin d¹i cña TCYTTG vÒ v« khuÈn, an toµn chung, 

an toµn ®Æc hiÖu, pH, protein vµ c«ng hiÖu. 

 
CÊu tróc luËn ¸n 

LuËn ¸n dµy 138 trang kh«ng kÓ phô lôc, gåm 4 ch−¬ng, 15 b¶ng, 9 

biÓu ®å, 20 h×nh, 195 tµi liÖu tham kh¶o trong, ngoµi n−íc vµ phô lôc. Bè 

côc luËn ¸n gåm: ®Æt vÊn ®Ò 2 trang, tæng quan 35 trang, vËt liÖu vµ 

ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu 20 trang, kÕt qu¶ 28 trang, bµn luËn 28 trang, kÕt 

luËn 1 trang, kiÕn nghÞ 1 trang, 5 bµi b¸o cã néi dung liªn quan víi luËn 

¸n ®· ®−îc c«ng bè. 

 
Ch−¬ng 1. Tæng quan 

1.1. Vi rót d¹i 
 C¸c ®Æc ®iÓm sinh häc cña vi rót d¹i: Vi rót d¹i thuéc nhãm 

Lyssavirus, hä Rhabdoviridae. Lyssavirus chia thµnh 10 kiÓu gien, trong 

®ã cã 7 kiÓu gien g©y bÖnh d¹i, duy nhÊt chØ cã kiÓu gien 1 lµ cã v¾c xin 

phßng bÖnh. Tuy nhiªn, v¾c xin cã kh¶ n¨ng g©y ®¸p øng miÔn dÞch chÐo 

víi c¸c vi rót g©y bÖnh d¹i thuéc kiÓu gien kh¸c. Vi rót d¹i cã 5 protein 

cÊu tróc, c¶ 5 protein ®Òu cã tÝnh kh¸ng nguyªn, nh−ng chØ cã G vµ N 

protein cã vai trß trong ®¸p øng miÔn dÞch b¶o vÖ vµ lµ thµnh phÇn kh«ng 

thÓ thiÕu trong v¾c xin. 

 DÞch tÔ häc vi rót d¹i: BÖnh d¹i phæ biÕn trªn toµn cÇu, tõ ch©u ¢u ®Õn 

ch©u ¸, ch©u Phi, Mü La Tinh trõ mét sè vïng kh«ng cã bÖnh d¹i nh− 

V−¬ng Quèc Anh, NhËt B¶n, vïng B¾c cùc vµ ch©u §¹i D−¬ng lµ nh÷ng 

vïng ®Êt “biÖt lËp”. Theo b¸o c¸o cña TCYTTG, trong 86 quèc gia vµ khu 

vùc cã gi¸m s¸t bÖnh d¹i th× cã tíi 68 quèc gia cã æ dÞch d¹i trong tù 

nhiªn, chñ yÕu lµ ë c¸c loµi ®éng vËt hoang d· nh− chån (59%), d¬i 

(15%), cÇy (15%), c¸o (3%). Hµng n¨m cã kho¶ng 40.000 – 50.000 ng−êi 

chÕt v× bÖnh d¹i, trong ®ã 99% sè ca tö vong ®−îc th«ng b¸o tõ c¸c n−íc 

®ang ph¸t triÓn ë ch©u Phi, ch©u ¸ vµ vïng Nam Mü. 

1.2. C¸c thÕ hÖ v¾c xin d¹i 
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 C¸c v¾c xin s¶n xuÊt trªn m« thÇn kinh: v¾c xin Semple s¶n xuÊt trªn 

m« n·o cña ®éng vËt tr−ëng thµnh (thá, bª...); v¾c xin Fuenzalida s¶n xuÊt 

trªn m« thÇn kinh cña ®éng vËt s¬ sinh (chuét æ, thá døt s÷a...). C¸c v¾c 

xin nµy cã h¹n sö dông ng¾n, th−êng d−íi 6 th¸ng, c«ng hiÖu còng lµ vÊn 

®Ò ®¸ng lo ng¹i vµ th−êng g©y dÞ øng, nÆng cã thÓ viªm n·o tuû dÞ øng víi 

Myelin dÉn tíi tö vong. 
 C¸c v¾c xin s¶n xuÊt trªn m« kh«ng ph¶i lµ m« thÇn kinh: v¾c xin 

s¶n xuÊt trªn ph«i vÞt, ph«i gµ tinh chÕ. V¾c xin cã hiÖu lùc b¶o vÖ tèt vµ 

®é an toµn cao. Tuy nhiªn vÉn cã thÓ g©y dÞ øng cho nh÷ng ng−êi bÞ dÞ 

øng víi c¸c thµnh phÇn cña trøng. 
 C¸c v¾c xin s¶n xuÊt trªn tÕ bµo: c¸c v¾c xin s¶n xuÊt trªn tÕ bµo tiªn 

ph¸t (thËn chuét ®Êt vµng tiªn ph¸t, thËn chã tiªn ph¸t, tÕ bµo ph«i gµ tiªn 

ph¸t); c¸c v¾c xin s¶n xuÊt trªn tÕ bµo l−ìng béi (tÕ bµo l−ìng béi phæi 

ng−êi WI-38, MRC5, tÕ bµo l−ìng béi bµo thai khØ); v¾c xin s¶n xuÊt trªn 

tÕ bµo th−êng trùc (tÕ bµo Vero). C¸c v¾c xin s¶n xuÊt trªn tÕ bµo cã ®é 

an toµn vµ hiÖu qu¶ b¶o vÖ cao. 
 C¸c v¾c xin s¶n xuÊt theo ph−¬ng ph¸p t¸i tæ hîp: chÌn c¸c gien N 

vµ G cña vi rót d¹i vµo genome cña vi rót Adeno, Baculo, Orthopox vµ  

BCG ®Ó s¶n xuÊt c¸c v¾c xin vi rót t¸i tæ hîp. C¸c v¾c xin nµy ®−îc trén 

víi thøc ¨n ®Ó g©y miÔn dÞch cho ®éng vËt hoang d¹i, ch−a sö dông cho 

ng−êi. 

1.3. TÕ bµo dïng trong s¶n xuÊt v¾c xin d¹i 
C¸c tÕ bµo sö dông trong s¶n xuÊt v¾c xin d¹i ph¶i tho¶ m·n c¸c yªu 

cÇu chung cña tÕ bµo sö dông cho s¶n xuÊt v¾c xin vµ c¸c chÕ phÈm sinh 

häc nh− kh«ng nhiÔm c¸c yÕu tè nhiÕm trïng tiÒm Èn (vi khuÈn, nÊm, 

mycoplasma, mycobacteria, rickettsia, protozoa, vi rót, c¸c axÝt nucleic 

vµ c¸c protein g©y bÖnh (bÖnh bß ®iªn), kh«ng g©y ung th−, c¸c ®Æc tÝnh 

nu«i cÊy, cÊy truyÒn æn ®Þnh tõ MCB cho ®Õn tÕ bµo ë giai ®o¹n cuèi cña 

quy tr×nh s¶n xuÊt. Ngoµi ra dßng tÕ bµo ®ã ph¶i nh¹y c¶m víi vi rót d¹i. 

TÕ bµo sö dông ®Ó s¶n xuÊt v¾c xin trõ dßng tÕ bµo tiªn ph¸t nªn x©y dùng 

ng©n hµng tÕ bµo bao gåm MCB vµ WCB. C¸c tÕ bµo thuéc tÇng MCB 

ph¶i ®−îc kiÓm tra ®Çy ®ñ c¸c ®Æc tÝnh theo yªu cÇu, nh−ng ®èi víi tÕ bµo 
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WCB chØ cÇn  kiÓm tra c¸c yÕu tè nhiÔm trïng tiÒm Èn mµ tÕ bµo WCB cã 

thÓ bÞ ph¬i nhiÔm khi cÊy truyÒn tõ MCB. 

1.4. Chñng s¶n xuÊt v¾c xin d¹i 
Ng©n hµng chñng gièng s¶n xuÊt v¾c xin ®−îc x©y dùng t−¬ng tù nh− 

ng©n hµng chñng gièng tÕ bµo. Yªu cÇu chñng s¶n xuÊt ph¶i ®−îc lùa 

chän mét c¸ch cÈn träng vµ ®−îc kiÓm tra c¸c ®Æc tÝnh nh− tÝnh sinh miÔn 

dÞch, ®¶m b¶o lµ chñng cè ®Þnh, æn ®Þnh c¸c ®Æc tÝnh cÊy truyÒn, di 

truyÒn, gi¶m ®éc lùc, kh«ng nhiÔm vi khuÈn, nÊm, mycoplasma, c¸c vi rót 

ngo¹i lai vµ ph¶i g©y ®−îc miÔn dÞch chèng l¹i bÖnh d¹i t¹i vïng ®ã. 

Th«ng th−êng kiÓm tra chÊt l−îng chñng gièng ®−îc thùc hiÖn ®Çy ®ñ ë 

tÇng MSV, ®èi víi vi rót WSV chØ cÇn kiÓm tra c¸c yÕu tè nhiÔm khuÈn 

tiÒm Èn cã thÓ xuÊt hiÖn trong qu¸ tr×nh nh©n gièng tõ MSV ®Õn WSV.  

HÖ thèng chñng s¶n xuÊt v¾c xin d¹i Quèc tÕ bao gåm: chñng Pasteur 

Paris, chñng PV-12, chñng Pitman-Moore (PM), chñng CVS-27, chñng 

CVS-11, chñng LEP, chñng HEP, chñng Kelev, chñng ERA, chñng SAD, 

chñng Beijing vµ chñng Vnukovo-32. 

1.5. C¸c ph−¬ng ph¸p tinh chÕ vi rót d¹i øng dông trong s¶n xuÊt v¾c xin 
 C« ®Æc vµ tinh chÕ vi rót d¹i b»ng ly t©m ph©n vïng: Cã nhiÒu quy 

tr×nh c«ng nghÖ s¶n xuÊt v¾c xin d¹i øng dông ly t©m ph©n vïng ®Ó c« 

®Æc, tinh chÕ vi rót d¹i nh− : v¾c xin s¶n xuÊt trªn tÕ bµo sîi ph«i gµ tiªn 

ph¸t, tÕ bµo l−ìng béi, v¾c xin s¶n xuÊt trªn tÕ bµo Vero, sö dông sö dông 

ly t©m ph©n vïng hai lÇn ®· lo¹i bá tèi ®a ADN tÕ bµo vµ thu ho¹ch h¹t vi 

rót tinh khiÕt víi s¶n l−îng lín.  

 Tinh chÕ b»ng siªu ly t©m qua dung dÞch ®−êng  nång ®é liªn tôc: 
c¸c v¾c xin d¹i tÕ bµo sö dông quy tr×nh c« ®Æc b»ng siªu läc vµ tinh chÕ 

b»ng siªu ly t©m qua dung dÞch ®−êng nång ®é liªn tôc bao gåm: v¾c xin 

s¶n xuÊt trªn tÕ bµo Vero; v¾c xin s¶n xuÊt trªn ph«i gµ tinh chÕ; v¾c xin 

trªn tÕ bµo l−ìng béi ng−êi; v¾c xin s¶n xuÊt trªn tÕ bµo ph«i gµ tiªn ph¸t. 

Ph−¬ng ph¸p c« ®Æc b»ng siªu läc vµ tinh chÕ b»ng siªu ly t©m lµ mét 

trong nh÷ng ph−¬ng ph¸p cã thÓ më réng quy m« s¶n xuÊt (scale up) vµ ®¹t 

hiÖu qu¶ cao. 

 C« ®Æc vi rót b»ng siªu läc, tinh chÕ b»ng s¾c ký cét, hoÆc c« ®Æc vµ 
tinh chÕ b»ng s¾c ký cét: HiÖn nay víi sù ph¸t triÓn cña c¸c phøc hîp 
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g¾n trong c«ng nghÖ s¾c ký cét, rÊt nhiÒu nhµ s¶n xuÊt vacine ®· sö dông 

c«ng nghÖ c« ®Æc vµ tinh chÕ vi rót v¾c xin b»ng s¾c ký cho hiÖu suÊt cao, 

chÊt l−îng tèt vµ gi¸ thµnh gi¶m nh− läc qua gel sepharose 6B sau ®ã 

ch¹y s¾c ký cét DEAE sephadex A50; sö dông cét DEAE sepharose CL 

6B; sepharose CL 6B.... HiÖu qu¶ tinh chÕ b»ng s¾c ký cét cao, kü thuËt 

tinh chÕ cét ®¬n gi¶n vµ gi¸ thµnh thÊp h¬n so víi siªu ly t©m. §©y lµ 

c«ng nghÖ hiÖn ®¹i ®· vµ ®ang ®−îc øng dông trong s¶n xuÊt v¾c xin d¹i 

sö dông cho ng−êi.  

Cã nhiÒu ph−¬ng ph¸p c« ®Æc vµ tinh chÕ vi rót d¹i øng dông trong s¶n 

xuÊt v¾c xin nh− c« ®Æc b»ng siªu läc - tinh chÕ b»ng s¾c ký cét; c« ®Æc 

b»ng siªu läc - tinh chÕ b»ng siªu ly t©m vµ c« ®Æc - tinh chÕ b»ng ly t©m 

ph©n vïng. Mçi mét quy tr×nh ®Òu cã nh÷ng −u nh−îc ®iÓm vµ nh÷ng yªu 

cÇu kü thuËt riªng, tuú theo ®iÒu kiÖn vµ thÕ m¹nh kü thuËt cña tõng nhµ 

s¶n xuÊt ®Ó lùa chän c¸c quy tr×nh s¶n xuÊt phï hîp. 

 

Ch−¬ng 2. VËt liÖu, ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu 
2.1. VËt liÖu 
- Chñng vi rót s¶n xuÊt v¾c xin Vnukovo-32 ®êi 29 do ViÖn B¹i LiÖt vµ 

Viªm n·o M¸t x¬ c¬ va cung cÊp; chñng vi rót thö th¸ch CVS do 

Trung t©m nghiªn cøu khoa häc Quèc Gia Ph¸p cung cÊp. 

- TÕ bµo Vero CCL 81 cña TCYTTG cung cÊp cho c¸c c¬ së s¶n xuÊt 

v¾c xin; tÕ bµo CER, MRC5, WI 38 do tr−êng §¹i häc Y Oita, NhËt 

B¶n cung cÊp; tÕ bµo NA2 do ViÖn Pasteur Paris cung cÊp; tÕ bµo BHK 

21, BSR do Trung t©m nghiªn cøu khoa häc Quèc Gia Ph¸p cung cÊp. 

- §éng vËt thÝ nghiÖm, m«i tr−êng, ho¸ chÊt, sinh phÈm vµ thiÕt bÞ cÇn 

thiÕt ®Ó nu«i cÊy tÕ bµo, c« ®Æc vµ tinh chÕ vi rót, kiÓm ®Þnh chÊt l−îng 

chñng gièng vµ v¾c xin tinh chÕ. 

2.2. Ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu: thö nghiÖm phßng thÝ nghiÖm 

2.2.1. ThÝch nghi vµ s¶n xuÊt chñng vi rót gièng 
2.2.1.1. ThÝch nghi chñng gièng: b»ng ph−¬ng ph¸p cÊy truyÒn liªn tiÕp 

X¸c ®Þnh kh¶ n¨ng x©m nhËp cña chñng gèc Vnukovo-32 trªn tÕ bµo 

Vero; MOI thÝch hîp (g©y nhiÔm víi c¸c MOI kh¸c nhau tõ 1VR/100TB 

cho ®Õn 1VR/1TB, chuÈn ®é hiÖu gi¸ vi rót trong cïng mét ®iÒu kiÖn. 
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Chän MOI thÊp, ®¹t ®−îc hiÖu gi¸ cao) vµ x¸c ®Þnh ®−êng cong ph¸t triÓn 

cña chñng gèc Vnukovo-32 trªn tÕ bµo Vero (tÊt c¶ c¸c thö nghiÖm ®−îc 

tiÕn hµnh 03 lÇn ®Ó x¸c ®Þnh ®é lÆp l¹i). Sö dông vi rót ë pha ph¸t triÓn 

hµm sè mò g©y nhiÔm cho tÕ bµo ë c¸c ®êi cÊy truyÒn tiÕp theo víi MOI 

thÝch hîp ®· ®−îc x¸c ®Þnh. Khi hiÖu gi¸ cña vi rót ®¹t trong kho¶ng 10-

7LD50/ml (®êi cÊy truyÒn thø n) vµ æn ®Þnh qua ba ®êi cÊy truyÒn (n+2) th× 

sö dông ®êi n lµm MSV vµ n+1 lµ WSV, n+2 lµm vi rót s¶n xuÊt v¾c xin. 

2.2.1.2. §iÒu chÕ chñng vi rót gièng gèc vµ gièng s¶n xuÊt: theo h−íng 

dÉn s¶n xuÊt chñng gièng cña TCYTTG 
 §iÒu chÕ MSV: Sau khi vi rót ®· thÝch nghi trªn tÕ bµo Vero, x¸c ®Þnh 

l¹i MOI tèi −u cña chñng ®· thÝch nghi. CÊy truyÒn chñng thÝch nghi víi 

MOI thÝch hîp, thu ho¹ch vi rót ë ®Ønh cao pha sinh tr−ëng, ly t©m lo¹i bá 

tÕ bµo, chia 1,5ml/tuýp, b¶o qu¶n chñng gièng gèc ë -80oC vµ nitrogen láng. 

 §iÒu chÕ WSV: sö dông 03 tuýp MSV trén ®Òu, g©y nhiÔm víi MOI 

thÝch hîp trªn tÕ bµo Vero. Quy tr×nh nh©n gièng WSV t−¬ng tù nh− nh©n 

gièng MSV. 

2.2.2. KiÓm tra chÊt l−îng chñng gièng: theo h−íng dÉn kiÓm tra chÊt 

l−îng chñng gièng cña TCYTTG 
 KiÓm tra vi khuÈn, nÊm vµ mycoplasma: sö dông m«i tr−êng 

thioglycholate, soybean, th¹ch th−êng vµ salbouraud cÊy1ml vi rót/ tuýp. 

Tæng sè 10 tuýp. Theo dâi 14 ngµy.  

X¸c ®Þnh mycoplasma b»ng hai kü thuËt lai ghÐp huúnh quang vµ PCR. 

 KiÓm tra chñng cè ®Þnh:  
− Trªn hÖ thèng tÕ bµo: cÊy truyÒn mï 3 lÇn chñng ®· thÝch nghi vµ 

chñng Vnukovo-32 gèc trªn c¸c dßng tÕ bµo cã nguån gèc tõ ng−êi 

(WI-38; MRC5); tõ khØ (Vero B19, Vero 1009, CCL81 vµ BHK); tõ gµ 

(CER); tõ chuét (NA2). X¸c ®Þnh hiÖn t−îng CPE, so s¸nh víi chñng 

gèc Vnukovo-32. Chñng Vnukovo-32 lµ chñng kh«ng g©y CPE trªn tÕ 

bµo. 

− Trªn ®éng vËt: tiªm ®−êng n·o chñng thÝch nghi vµ chñng Vnukovo-32 

cho chuét Swiss æ 3 ngµy tuæi vµ chuét 11 – 13g. Theo dâi chuét trong 

21 ngµy, so s¸nh biÓu hiÖn bÖnh lý trªn chuét cña chñng thÝch nghi víi 

chñng gèc Vnukovo-32. Chñng gèc Vnukovo-32 g©y liÖt chuét æ tõ 
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ngµy thø 3, g©y liÖt chuét tr−ëng thµnh tõ ngµy thø 5 sau khi tiªm 

®−êng n·o vµ hiÖn t−îng g©y liÖt chuét cè ®Þnh trong vßng 21 ngµy.  

 KiÓm tra ®éc lùc: sö dông c¸c kü thuËt invivo, invitro vµ di truyÒn häc 

®Ó x¸c ®Þnh chñng cè ®Þnh 

− Th«ng qua kiÓm tra chñng cè ®Þnh (trªn hÖ thèng tÕ bµo vµ trªn ®éng vËt) 

− Cloning gien P (gien ®éc lùc cña vi rót) vµ gi¶i tr×nh tù gien. So s¸nh 

tr×nh tù nucleotide gien P cña hai chñng thÝch nghi vµ chñng Vnukovo-

32 

 KiÓm tra vi rót ngo¹i lai: Chñng vi rót ®· thÝch nghi ®−îc trung hoµ 

víi kh¸ng thÓ kh¸ng d¹i tr−íc khi tiÕn hµnh c¸c thö nghiÖm x¸c ®Þnh vi 

rót ngo¹i lai  

− X¸c ®Þnh c¸c vi rót g©y huû ho¹i tÕ bµo: cÊy truyÒn mï 03 lÇn hçn dÞch 

vi rót sau khi trung hoµ víi huyÕt thanh  lªn c¸c dßng tÕ bµo NA, CER, 

BSR, Vero, WI38, MRC5. Song song cÊy l« ®èi chøng vi rót vµ huyÕt 

thanh. Theo dâi hiÖn t−îng huû ho¹i tÕ bµo. 

− X¸c ®Þnh c¸c vi rót g©y bÖnh trªn ®éng vËt: Tiªm æ bông vµ tiªm n·o cho 

chuét Swiss æ 1 ngµy tuæi vµ chuét 11 – 13g, song song tiªm l« ®èi chøng 

vi rót vµ chøng huyÕt thanh. Theo dâi hiÖn t−îng bÖnh lý cña chuét. 

− X¸c ®Þnh vi rót ngo¹i lai b»ng ph−¬ng ph¸p hiÓn vi ®iÖn tö: nhuém ©m 

b¶n hçn dÞch vi rót vµ l¸t c¾t máng tÕ bµo g©y nhiÔm vi rót. 

 KiÓm tra kh¶ n¨ng sinh miÔn dÞch: BÊt ho¹t vi rót b»ng β propiolactone 

nång ®é cuèi cïng lµ 1/4.000, nhiÖt ®é 40C trong 24 giê, tiÕp ®ã 370C 

trong 2 giê. Tiªm 0,5 ml hçn dÞch vi rót ®· bÊt ho¹t vµo æ bông chuét 11 – 

13g, sau 7 ngµy tiªm mòi thø hai. LÊy m¸u chuét sau 7 ngµy tiªm mòi thø 

hai, x¸c ®Þnh hiÖu gi¸ kh¸ng thÓ trung hoµ kh¸ng d¹i trong huyÕt thanh 

chuét b»ng thö nghiÖm RFFIT vµ ELISA.   

Cloning gien G vµ N, gi¶i tr×nh tù gien, so s¸nh víi tr×nh tù nucleotide 

gien G vµ N cña chñng gèc Vnukovo-32 

2.2.3. S¶n xuÊt thö nghiÖm v¾c xin:  

2.2.3.1. Nghiªn cøu quy tr×nh s¶n xuÊt: toµn bé c¸c giai ®o¹n ®Òu ®−îc 

thùc hiÖn 03 lÇn ®Ó x¸c ®Þnh tÝnh lÆp l¹i cña thö nghiÖm. KÕt qu¶ ®−îc 

tÝnh lµ gi¸ trÞ trung b×nh cña c¸c thö nghiÖm. 
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 Nu«i cÊy tÕ bµo, g©y nhiÔm vi rót: Nu«i cÊy tÕ bµo theo th−êng quy 

cña ng©n hµng tÕ bµo ECACC tõ ®êi 137 ®Õn ®êi 141 vµ hoÆc 142. G©y 

nhiÔm vi rót víi ®iÒu kiÖn nu«i cÊy tèi −u. 
 Nu«i cÊy vi rót: Sau khi g©y nhiÔm vi rót, röa tÕ bµo b»ng PBS (-) 3 

lÇn, thay m«i tr−êng Parker kh«ng cã huyÕt thanh bª bµo thai. GÆt vi rót 2 

-3 ngµy mét lÇn cho ®Õn khi tÕ bµo b¾t ®Çu tho¸i ho¸. Ly t©m hçn dÞch vi 

rót 3.500 vßng/phót/ 30 phót lo¹i bá tÕ bµo vµ hoÆc läc qua mµng läc 

0,45μm. 
 BÊt ho¹t vµ c« ®Æc vi rót: BÊt ho¹t vi rót b»ng β propiolatone 1/4.000 ë 

nhiÖt ®é 40C trong 24 giê, tiÕp ®ã 370C trong 2 giê. KiÓm tra bÊt ho¹t 

b»ng kü thuËt miÔn dÞch huúnh quang (FA) vµ tiªm truyÒn trªn chuét. C« 

®Æc vi rót b»ng hÖ thèng siªu läc millipore víi c¸c mµng läc cã giíi h¹n 

träng l−îng ph©n tö kh¸c nhau 10KD, 100KD, 300KD ®Ó lùa chän ®iÒu kiÖn 

tèi −u.  

 Tinh chÕ vi rót: Tinh chÕ vi rót b»ng c¸c ph−¬ng ph¸p kh¸c nhau nh− 

tinh chÕ qua s¾c ký cét ¸i lùc cellulose fine sulfate, tinh chÕ b»ng läc tiÕp 

tuyÕn vµ tinh chÕ b»ng läc qua gel sepharose CL 6B ; tinh chÕ vi rót b»ng 

siªu ly t©m qua mét nång ®é ®−êng hoÆc qua dung dÞch ®−êng cã nång ®é 

liªn tôc 10 – 60%, tèc ®é vµ thêi gian kh¸c nhau ®Ó t×m ®−îc quy tr×nh cã 

hiÖu suÊt vµ ®é tinh khiÕt phï hîp nhÊt. Trong qu¸ tr×nh c« ®Æc vµ tinh 

chÕ vi rót, sö dông ph−¬ng ph¸p ELISA ®Þnh l−îng G protein cña vi rót 

d¹i, so s¸nh víi mÉu chuÈn do phßng thÝ nghiÖm s¶n xuÊt tÝnh theo ®¬n vÞ 

ELISA ®Ó x¸c ®Þnh hiÖu suÊt cña c¸c ph−¬ng ph¸p thö nghiÖm. X¸c ®Þnh 

®é tinh s¹ch b»ng ®Þnh l−îng protein theo ph−¬ng ph¸p Lowry, sö dông 

kÝt DC protein assay cña Biorad. C¸c thö nghiÖm ®Òu ®−îc lÆp l¹i 3 lÇn. 

Lùa chän ph−¬ng ph¸p tinh chÕ tèi −u cã hiÖu suÊt vµ ®é tinh s¹ch cao. 

2.2.3.2. S¶n xuÊt thö nghiÖm 03 lo¹t v¾c xin:  theo quy tr×nh lùa chän 
2.2.3.3. KiÓm tra chÊt l−îng v¾c xin s¶n xuÊt thö nghiÖm: theo tiªu chuÈn 

vµ kü thuËt cña TCYTTG, bao gåm: 

KiÓm tra v« khuÈn, an toµn chung, an toµn ®Æc hiÖu, c«ng hiÖu 

(NIH), protein (Lowry), pH (®o trùc tiÕp), ADN tån d− (®o b»ng 

microtrip). 
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Ch−¬ng 3. KÕt qu¶ 
 

3.1. KÕt qu¶ thÝch nghi chñng s¶n xuÊt v¾c xin d¹i Vnukovo-32 trªn 

tÕ bµo Vero 

3.1.1. KÕt qu¶ x¸c ®Þnh MOI vµ biÓu ®å ph¸t triÓn cña chñng 

Vnukovo-32 trªn TB Vero. 

 KÕt qu¶ x¸c ®Þnh MOI tèi −u cña chñng gèc Vnukovo-32 trªn tÕ bµo Vero 

B¶ng 3.1:  HiÖu gi¸ trung b×nh cña vi rót d¹i nu«i cÊy trªn tÕ bµo Vero 

víi MOI kh¸c nhau 

LiÒu g©y 

nhiÔm 
0,01 MOI 0,05 MOI 0,1 MOI 0,3 MOI 0,5 MOI 1 MOI 

HiÖu gi¸ Vi 

rót (FFU/ml) 
Kh«ng cã Kh«ng cã 10 2,0 ± 0,1 10 3,4 ± 0,1 10 3,5 ± 0,1 10 3,0 ± 0,15

    Tõ kÕt qu¶ trªn lùa chän MOI tèi −u cña chñng gèc Vnukovo-32 g©y 

nhiÔm trªn tÕ bµo Vero lµ 0,3  (3VR/10TB) 

 KÕt qu¶ x¸c ®Þnh biÓu ®å ph¸t triÓn cña vi rót d¹i víi MOI lµ 
3VR/10TB 

HiÖu gi¸ chñng Vnukovo-32  nu«i cÊy trªn 
TB Vero theo thêi gian
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BiÓu 3.1: BiÓu ®å ph¸t triÓn cña chñng Vnukovo-32 nu«i cÊy trªn TB 

Vero víi  MOI lµ 3VR/10TB 
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Thêi gian thu ho¹ch vi rót tèi −u (pha ph¸t triÓn hµm sè mò) dïng 

cho thÝch nghi chñng gièng vµo ngµy thø 12-13 sau g©y nhiÔm vi rót, 

hiÖu gi¸ ®¹t ®Ønh cao lµ 103,4 FFU/ml ë ®êi cÊy truyÒn ®Çu tiªn (P1) 

3.1.2. KÕt qu¶ c¸c ®êi cÊy truyÒn chñng Vnukovo-32 trªn tÕ bµo Vero 
B¶ng 3.2. HiÖu gi¸ vi rót ë ®êi cÊy truyÒn P1 vµ P6 

Ngµy gÆt sau 
cÊy 

7 ngµy 9 ngµy 11 ngµy 13 ngµy 15 ngµy 17 ngµy

HiÖu gi¸ P1 
(FFU/ml) 

101,5 102,0 103,2 103,4 101,5 101,5 

HiÖu gi¸ P6 
(FFU/ml) 

10 6,9 106,8 108,2 107,0 107,0 106,2 

HiÖu gi¸ vi rót gÆt ë ®êi cÊy truyÒn P1 vµ P6 ®¹t ®Ønh cao vµo c¸c 

ngµy 9 –11. HiÖu gi¸ P6 ®¹t > 106FFU/ml kÓ tõ ngµy thø 7 sau g©y 

nhiÔm 

HiÖu gi¸ virut ë ®êi cÊy truyÒn
 P1 vµ P6
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BiÓu 3.2. So s¸nh hiÖu gi¸ cña vi rót Vnukovo-32 trªn tÕ bµo Vero ë 
®êi cÊy truyÒn P1 vµ P6 víi MOI 3VR/100TB. 

ë ®êi cÊy truyÒn thø 6 hiÖu gi¸ cña vi rót cao gÊp 4,8 Log10 so víi hiÖu 
gi¸ cao nhÊt cña lÇn cÊy truyÒn ®Çu tiªn (103,4 FFU/ml) vµ ®¹t 108,2 
FFU/ml.  
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H×nh 3.1. H×nh ¶nh tÕ bµo sau 9 ngµy g©y nhiÔm vi rót ë P1 (tr¸i) vµ P6 (ph¶i) 

H×nh 3.1. cho thÊy ë ®êi P6 cã rÊt nhiÒu tÕ bµo nhiÔm huúnh 
quang, trong khi ®ã ë ®êi P1 cã rÊt Ýt tÕ bµo nhiÔm huúnh quang. §iÒu 
nµy cµng kh¼ng ®Þnh chñng Vnukovo-32 ®· thÝch nghi trªn tÕ bµo Vero. 
3.1.3. KÕt qu¶ x¸c ®Þnh c¸c ®Æc tÝnh cña chñng thÝch nghi trªn tÕ bµo Vero 

 KÕt qu¶ x¸c ®Þnh ®Æc tÝnh æn ®Þnh hiÖu gi¸ cña chñng thÝch nghi 
B¶ng 3. 3. HiÖu gi¸ trung b×nh cña vi rót ë ®êi cÊy truyÒn P6, P7, P8 

§êi cÊy truyÒn P6 P7 P8 

HiÖu gi¸ vi rót FFU/ml 108,2 ± 0,1 108,1 ± 0,03 108,1 ± 0,1 

HiÖu gi¸ vi rót LD50/ml 10-7,1 ± 0,02 10-7,1 ± 0,1 10-7,0 ± 0,08 

Tõ ®êi P6 vµ qua 2 ®êi cÊy truyÒn liªn tiÕp P7, P8 hiÖu gi¸ cña vi rót 
®· æn ®Þnh trong kho¶ng 10-7LD50/ml. Do vËy lùa chän ®êi P6 lµm 
MSV, P7 lµm WSV vµ P8 lµm vi rót v¾c xin lµ phï hîp, ®êi P5 sÏ ®−îc 
gi÷ l¹i lµm Parent Seed Virus (vi rót cha mÑ). Chñng vi rót d¹i thÝch 
nghi trªn tÕ bµo Vero sau 6 ®êi cÊy truyÒn ®−îc ®Æt tªn lµ Vnukovo-V06. 

 KÕt qu¶ x¸c ®Þnh MOI tèi −u cña chñng thÝch nghi Vnukovo-V06 trªn Vero 

B¶ng 3.4. HiÖu gi¸ trung b×nh cña chñng ®∙ thÝch nghi Vnukovo-
V06 víi liÒu g©y nhiÔm kh¸c nhau 

LiÒu g©y nhiÔm 0,01 MOI 0,05 MOI 0,1 MOI 0,3 MOI 0,6 MOI

HiÖu gi¸ LD50/ml 10-6,33 ± 0,05 10-7,33 ± 0,1 10-7,12 ± 0,1 10-7,0 ± 0,02 10-7,28 ± 0,1

KÕt qu¶ cho thÊy liÒu g©y nhiÔm tèi −u cña chñng gièng gèc 
Vnukovo - V06 lµ 0,05 MOI (5VR/100TB). 
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3.2. KÕt qu¶ ®iÒu chÕ chñng gièng vµ kiÓm tra chÊt l−îng chñng gièng 
3.2.1. KÕt qu¶ ®iÒu chÕ chñng gièng gèc vµ gièng s¶n xuÊt 

T¹o ®−îc ng©n hµng chñng vi rót s¶n xuÊt v¾c xin trªn tÕ bµo Vero 
Vnukovo-V06. Tæng sè ®· nh©n gièng ®−îc 318 tuýp gièng gèc 
MSVcã hiÖu gi¸ 10-7,12LD50/ml vµ 2000 tuýp WSV cã hiÖu gi¸ 10-

7,1LD50/ml WSV.  
3.2.2. KÕt qu¶ kiÓm tra chÊt l−îng chñng gièng 

 KÕt qu¶ kiÓm tra vi khuÈn, nÊm vµ mycoplasma: chñng gièng gèc 
MSV vµ WSV Vnukovo-V06 kh«ng nhiÔm vi khuÈn, nÊm vµ 
mycoplasma. 

 

1      Thang chuÈn 

3,4   Chñng Vnukovo-V06 MSV 

5,6   Chủng Vnukovo-V06 WSV 

7     Chứng ©m 

8     Kh«ng cã mÉu 

9     Chøng d−¬ng  

Đoạn ADN khuếch đại đặc hiệu: 

270bp 

  1    2    3     4     5    6    7    8    9 

H×nh 3.2 : H×nh ảnh điện di sản phẩm PCR x¸c định mycoplasma 
trong Vnukovo-V06 MSV và WSV 

 KÕt qu¶ kiÓm tra nhËn d¹ng 

H×nh 3.3: H×nh ảnh vi rót dại trong tế bào Vero quan s¸t KHV§T®é 
phãng ®¹i 25.000 lÇn (tr¸i) vµ nhuém Mab kh¸ng N – FITC (ph¶i)  
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 KÕt qu¶ kiÓm tra vi rót ngo¹i lai 
C¸c dßng tÕ bµo NA, CER, BSR, Vero (CCL81, B19 vµ 1009), WI38 

vµ MRC5 sau 3 lÇn cÊy truyÒn mï hçn dÞch vi rót MSV trung hoµ víi 
8250IU kh¸ng thÓ kh¸ng d¹i kh«ng xuÊt hiÖn huû ho¹i tÕ bµo. 

Chuét nh¾t tr¾ng 11 – 13g vµ chuét æ tiªm MSV sau khi trung hoµ 
víi 8250IU kh¸ng thÓ kh¸ng d¹i hoµn toµn khoÎ m¹nh sau 21 ngµy theo 
dâi. L« chuét tiªm vi rót kh«ng trung hoµ chuét liÖt ®iÓn h×nh. 

KiÓm tra vi rót ngo¹i lai b»ng ph−¬ng ph¸p HV§T kh«ng thÊy h×nh ¶nh 
vi rót ngo¹i lai trong hçn dÞch vi rót còng nh− trong tÕ bµo g©y nhiÔm vi rót. 

 KiÓm tra chñng cè ®Þnh  
Chủng Vnukovo-V06 g©y liÖt chuét æ khi tiªm ®−êng n·o vµo ngµy 

thø 3, g©y liÖt chuét 3 tuÇn tuæi vµo ngµy thø 5 vµ æn ®Þnh trong 21 
ngµy. Chuét liÖt ®iÓn h×nh gièng vÒ thêi gian vµ bÖnh häc nh− l« chuét 
tiªm chñng Vnukovo-32. L« chuét ®−îc tiªm hçn dÞch vi rót sau khi 
trung hoµ víi 8250IU kh¸ng thÓ hoµn toµn khoÎ m¹nh sau 21 ngµy theo 
dâi. 

C¸c dßng tÕ bµo Vero, BHK, WI38, MRC5, NA2 vµ CER ®Òu kh«ng 
cã hiÖn t−îng huû ho¹i tÕ bµo khi g©y nhiÔm chñng Vnukovo-V06 còng 
nh− l« tÕ bµo g©y nhiÔm chñng Vnukovo-32 ®èi chøng. Nhuém c¸c tÕ 
bµo nµy víi Mab kh¸ng N g¾n FITC thÊy cã h×nh ¶nh ph¸t quang ®Æc 
hiÖu ë bµo t−¬ng cña tÊt c¶ c¸c dßng tÕ bµo g©y nhiÔm vi rót Vnukovo-
V06.  

H×nh 3.4: H×nh ¶nh tÕ bµo Vero sau 14 ngµy g©y nhiÔm Vnukovo-
V06 quan s¸t kÝnh hiÓn vi soi ng−îc (tr¸i) vµ nhuém huúnh quang 

b»ng kh¸ng thÓ ®¬n dßng kh¸ng N vi rót d¹i g¾n FITC (ph¶i) 
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 KÕt qu¶ kiÓm tra ®Æc tÝnh sinh miÔn dÞch  
HiÖu gi¸ kh¸ng thÓ kh¸ng d¹i cña chuét tr−íc khi tiªm miÔn dÞch lµ 

0 ®¬n vÞ ELISA vµ RFFIT, hiÖu gi¸ kh¸ng thÓ trung hoµ sau 2 mòi tiªm 
c¬ b¶n chñng Vnukovo-V06 (10 – 7,14LD50/ml) c« ®Æc 10 lÇn, bÊt ho¹t 
®¹t 0,97IU/ml (RFFIT) vµ 1,2 IU/ml (ELISA). 

 KÕt qu¶ kiÓm tra tr×nh tù nucleotide cña c¸c gien m· ho¸ cho G, P 
vµ N protein cña chñng ®· thÝch nghi, so s¸nh víi chñng gèc 
Tr×nh tù c¸c nucleotide c¸c gien N, P vµ G cña chñng ®· thÝch nghi 

Vnukovo- V06 trïng khíp 100% víi tr×nh tù nucleotide c¸c gien nµy 
cña chñng gèc Vnukovo-32. 
3.3. KÕt qu¶ s¶n xuÊt thö nghiÖm v¾c xin 
3.3.1. KÕt qu¶ nghiªn cøu quy tr×nh s¶n xuÊt thö nghiÖm v¾c xin d¹i 
trªn tÕ bµo Vero  
3.3.1.1. Quy tr×nh g©y nhiÔm vµ thu ho¹ch vi rót 

Nu«i cÊy tÕ bµo mét líp kÝn 80%, cÊy vi rót víi MOI 0,05 
(5VR/100TB); m«i tr−êng MEM cã 2%FCS. Sau 3 ngµy g©y nhiÔm lÊy 
mÉu kiÓm tra hiÖu gi¸, röa tÕ bµo b»ng PBS (-), nu«i cÊy vi rót b»ng parker 
pH 7,4.  

B¶ng 3.5:  HiÖu gi¸ trung b×nh cña vi rót ë c¸c lÇn gÆt kh¸c nhau  
Ngµy gÆt 3 ngµy 7 ngµy 10 ngµy 13 ngµy 16 ngµy

HiÖu gi¸ VR 
(LD50/ml) 

10- 5,9 ± 0,1 10 -7,0 ± 0,05 10 -7,1 ± 0,1 10 -6,9 ± 0,1 10 -5,8 ± 0,15

Thu ho¹ch c¸c lo¹t gÆt ë ngµy thø 7, 10 vµ 13 vi rót cã hiÖu gi¸ >10-

6,0 LD50/ml, ly t©m 3.500 vßng/ phót trong 30 phót lÊy n−íc næi läc qua 
mµng läc 0,45μm, bÊt ho¹t b»ng β propiolacton 1/4.000 trong 24 giê ë 
4oC, sau ®ã 37oC trong 2 giê. 
3.3.1.2. Quy tr×nh c« ®Æc vµ bÊt ho¹t vi rót 
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HiÖu gi¸ G protein qua qu¸ tr×nh c« ®Æc
b»ng c¸c mµng läc kh¸c nhau
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BiÓu 3.3. HiÖu gi¸ G protein  trung b×nh qua qu¸ tr×nh c« ®Æc 

b»ng c¸c mµng läc 10KD, 100KD vµ 300KD 

C« ®Æc vi rót b»ng c¸c mµng läc cã giíi h¹n träng l−îng ph©n tö 

kh¸c nhau 10KD, 100KD vµ 300KD trong cïng mét ®iÒu kiÖn: thÓ tÝch 

läc lµ 300ml, mµng läc 50cm2, ¸p lùc dßng ch¶y 1 Bar, ¸p lùc nÐn trªn 

mµng 0,3 Bar. KÕt qu¶ cho thÊy hiÖu gi¸ vi rót ®¹t cao nhÊt ®èi víi 

mµng läc 100KD, tiÕp ®ã ®Õn mµng läc 10KD vµ sau cïng lµ mµng läc 

300KD. §èi víi mµng läc 100KD hiÖu gi¸ vi rót ®¹t cao nhÊt ë møc ®é 

c« ®Æc 10 lÇn. 

3.3.1.3. Quy tr×nh tinh chÕ vi rót 

Thö nghiÖm tinh chÕ b»ng s¾c ký cét cellulose fine sulfate cho thÊy 

hiÖu suÊt tinh chÕ ®¹t 14,9 ± 0,25% (CV: 1,6) vµ protein toµn phÇn dao 

®éng trong kho¶ng 0,22 ± 0,01 mg/ml (CV: 9,3). 

Thö nghiÖm tinh chÕ b»ng mµng vi läc tiÕp tuyÕn kh¸c nhau 0,45; 

0,22; 0,1 μm vµ mµng siªu läc cã giíi h¹n träng l−îng ph©n tö 100KD, 

300KD ®Ó tinh chÕ vi rót. KÕt qu¶ lo¹i bá ®−îc 91,7 ± 2,2% protein 

toµn phÇn (protein TP), nh−ng G protein mÊt tíi 89 ± 5%; hµm l−îng 

protein TP trong s¶n phÈm cuèi cïng ®¹t 0,5 ± 0,1 mg/ml. 

Thö nghiÖm tinh chÕ b»ng siªu ly t©m qua dung dÞch ®−êng cã nång 

®é liªn tôc 10 – 40% kÕt qu¶ cho thÊy: 

10  KD 
100KD 
300KD 
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B¶ng 3.6. KÕt qu¶ tinh chÕ vi rót d¹i b»ng siªu ly t©m qua dung dÞch 

®−êng 10 – 40% víi tèc ®é vµ thêi gian kh¸c nhau 

HiÖu gi¸ vi rót (§¬n vÞ  ELISA) Protein (mg/ml) Tèc ®é vµ 

thêi gian 

SLT 

Tr−íc SLT Sau SLT HiÖu suÊt 

(%) 

Tr−íc 

SLT 

Sau SLT Protein 

th¶i (%)

35KV/17giê 6156 ± 5,8 4106 ± 5,1 66,7 ± 0,01 57 ± 0,8 5,4 ± 0,2 90,4 ± 0,3

38KV/18giê 6004 ± 15 4012 ± 6,8 66,8 ± 0,05 53 ± 2,1 5,16 ± 0,1 90,3 ± 0,1

40KV/15giê 6118 ± 15 4100 ± 11,5 67,01 ± 0,3 55 ± 1,2 5,52 ± 0,06 90 ± 0,3

 B¶ng 3.6 cho thÊy siªu ly t©m tèc ®é tõ 35KV ®Õn 40KV trong 15 - 

18 giê hiÖu suÊt ®¹t ®−îc 66,7 ± 0,01% ®Õn 67,01 ± 0,3% vµ hµm l−îng 

protein lo¹i bá tõ 90 ± 0,3% ®Õn 90,4 ± 0,3%. TÊt c¶ c¸c gi¸ trÞ X ∈ X 

± 2SD; CV tõ 0,1 ®Õn 4. So s¸nh hiÖu suÊt vi rót ®¹t ®−îc khi ly t©m 

35KV/17 giê; 38KV/ 18 giê vµ 40KV/15 giê b»ng test Anova cho thÊy 

kh«ng cã sù kh¸c biÖt víi P = 0,192  (> 0,05). 

Qua c¸c thö nghiÖm tinh chÕ vi rót b»ng s¾c ký cét CS, läc tiÕp 

tuyÕn vµ siªu ly t©m. Chóng t«i lùa chän quy tr×nh tinh chÕ vi rót 

b»ng siªu ly t©m qua dung dÞch ®−êng nång ®é liªn tôc 10 – 40%. 

3.3.2. Quy tr×nh s¶n xuÊt v¾c xin d¹i thö nghiÖm trªn tÕ bµo Vero 

®−îc lùa chän 

− Nu«i cÊy tÕ bµo Vero 1 líp (®êi 142), tÕ bµo kÝn 80%. CÊy vi rót 

Vnukovo-V06 WSV víi MOI là 5VR/100TB. Thªm m«i tr−êng 

MEM 2% FCS, ñ trong 3 ngµy. 

− Röa tÕ bµo b»ng PBS  3 lÇn. Cho  m«i tr−êng Parker kh«ng serum pH 

7,4. 

− Thu ho¹ch vi rót ë ngµy thø 7, 10 vµ 13 sau khi g©y nhiÔm. KiÓm tra 

hiÖu gi¸ vi rót, chän c¸c l« gÆt cã hiÖu gi¸ >10-6,0 LD50/ml. Ly t©m 

3.500 vßng/ phót/ 30 phót. Lo¹i bá cÆn; n−íc næi ®−îc läc qua mµng 

läc 0,45 μm. 



 17
− BÊt ho¹t b»ng β propiolactone nång ®é cuèi cïng lµ 1/4000 trong 24 

giê, tiÕp ®ã ñ 370C/ 2 giê. 

− C« ®Æc 10 lÇn b»ng mµng 100KD, ¸p lùc dßng ch¶y 1 Bar, nÐn 0,3 

Bar. 

− Siªu ly t©m 35.000 vßng/ phót x 17 giê qua nång ®é ®−êng liªn tôc 10 – 

40%. 

− Thu ho¹ch c¸c ph©n ®o¹n chøa pick G protein. Ch¹y trao ®æi ion 3 

lÇn víi PBS pH 7,4 b»ng m¸y siªu läc mµng 10KD ®Ó lo¹i bá ®−êng. 

− B¸n thµnh phÈm cÊt -30oC. KiÓm tra b¸n thµnh phÈm vÒ v« khuÈn, bÊt 

ho¹t, protein vµ c«ng hiÖu (ELISA). 

− Pha v¾c xin trong PBS (-) theo hiÖu gi¸ v¾c xin b¸n thµnh phÈm, kiÓm 

tra chÊt l−îng v¾c xin thö nghiÖm. 

 

3.3.3. KÕt qu¶ s¶n xuÊt thö nghiÖm 03 lo¹t v¾c xin d¹i tinh chÕ trªn 

quy tr×nh ®−îc x©y dùng 
B¶ng 3.7. KÕt qu¶ kiÓm ®Þnh t¹i n¬i s¶n xuÊt 03 lo¹t v¾c xin  

KQ 
kiÓm 
®Þnh 

V« 
khuÈn 

An toµn 
chung 
(CTT) 

An toµn 
®Æc hiÖu
(CTT)

Protein TP
(μg/ml) 

C«ng hiÖu 
(IU/ml) 

pH 
ADN tån 

d− 

010808 §¹t 118% 155% 108  2,95 7,13 Kh«ng 
®o ®−îc

020908 §¹t 125% 162% 102 2,7 7,2 Kh«ng 
®o ®−îc

031008 §¹t 130% 173% 113  2,65 7,19 Kh«ng 
®o ®−îc

X  124,3 ± 6 163,3±9 107,6 ± 5,5 2,77 ± 0,16 7,17±0,03  

CV  4,8 5,5 5,1 5,8 0,5  

Tiªu chuÈn v¾c xin d¹i tÕ bµo Vero cña TCYTTG 

Yªu 
cÇu §¹t 

Chuét 
khoÎ 

m¹nh,  
t¨ng c©n 

Chuét 
khoÎ 

m¹nh, 
t¨ng c©n

≤180 μg/ml ≥ 2,5 IU/ 
liÒu 

7,0 – 7,4 ≤ 10ng/ 
liÒu 

 



 18
B¶ng 3.8. KÕt qu¶ kiÓm ®Þnh 03 lo¹t v¾c xin s¶n xuÊt thö nghiÖm t¹i 

c«ng ty v¾c xin vµ sinh phÈm sè 1 

KQ 

kiÓm 

®Þnh 

V« 

khuÈn

An toµn 

chung 

(CTT) 

An toµn 

®Æc hiÖu

(CTT) 

Protein TP 

C«ng 

hiÖu 

(IU/ml) 

pH 

010808 §¹t 140% 207% 109 μg/ml 2,6 7,23 

020908 §¹t 147,5% 181,9% 37 μg/ml 2,7 7,3 

031008 §¹t 110,6% 191,9% 110 μg/ml 2,5 7,25 

KÕt qu¶ kiÓm ®Þnh 03 lo¹t v¾c xin d¹i tinh chÕ trªn tÕ bµo Vero s¶n 

xuÊt thö nghiÖm ®¹t tiªu chuÈn cña TCYTTG vÒ v« khuÈn, an toµn, bÊt 

ho¹t, pH, protein vµ c«ng hiÖu. 

 
Ch−¬ng 4. Bμn luËn 

 
4.1. ThÝch nghi chñng s¶n xuÊt v¾c xin d¹i Vnukovo-32 trªn tÕ bµo 

Vero 

 Nguån gèc, chÊt l−îng tÕ bµo, chñng vi rót dïng thÝch nghi chñng 

vµ s¶n xuÊt thö nghiÖm v¾c xin:  TÕ bµo Vero CCL 81, ®êi 134 ®−îc 

mua theo vËn ®¬n sè 163983. Dßng tÕ bµo nµy do TCYTTG lùa chän vµ 

cÊt gi÷ t¹i ng©n hµng tÕ bµo ch©u ¢u (ECACC) ®Ó cung cÊp cho c¸c 

nhµ s¶n xuÊt v¾c xin trªn tÕ bµo Vero sö dông cho ng−êi. TÕ bµo ®−îc 

nh©n gièng t¹o WCB (®êi 137) vµ ®−îc kiÓm tra c¸c yÕu tè nhiÔm trïng 

tiÒm Èn nh− vi khuÈn, nÊm, mycoplasma, vi rót ngo¹i lai theo h−íng 

dÉn t¹o ng©n hµng tÕ bµo dïng trong s¶n xuÊt v¾c xin vµ c¸c chÕ phÈm 

sinh häc cña TCYTTG vµ Hoa Kú. Chñng Vnukovo- 32 do viÖn B¹i 

LiÖt vµ viªm n·o M¸t x¬ c¬ va cung cÊp cã ®Çy ®ñ hå s¬ vµ hé chiÕu 

cña chñng. Chñng ®· ®−îc kiÓm tra ®¶m b¶o chÊt l−îng cña chñng 

gièng s¶n xuÊt v¾c xin d¹i. Chñng Vnukovo-32 n»m trong hÖ thèng 

chñng Quèc tÕ dïng ®Ó s¶n xuÊt v¾c xin d¹i. Nh− vËy c¸c nguyªn liÖu 
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nguån sö dông ®Ó thÝch nghi chñng gièng ®Òu lµ nguyªn liÖu cho phÐp 

sö dông ®Ó s¶n xuÊt v¾c xin vµ chÕ phÈm sinh häc sö dông cho ng−êi. 

 Ph−¬ng ph¸p thÝch nghi chñng gièng: sö dông ph−¬ng ph¸p cÊy 

truyÒn liªn tiÕp, lµ ph−¬ng ph¸p ®· ®−îc øng dông ®Ó t¹o rÊt nhiÒu 

chñng s¶n xuÊt v¾c xin d¹i. ViÖc x¸c ®Þnh MOI tèi −u vµ ®−êng cong 

ph¸t triÓn cña chñng gèc Vnukovo-32 trªn tÕ bµo Vero ®Ó lùa chän ®iÒu 

kiÖn tèi −u cho cÊy truyÒn liªn tiÕp trong viÖc thÝch nghi chñng gièng lµ 

®iÒu kiÖn tiªn quyÕt, quyÕt ®Þnh sù thµnh c«ng cña qu¸ tr×nh thÝch nghi. 

 §èi víi c¸c chñng vi rót d¹i cè ®Þnh th× liÒu g©y nhiÔm th−êng 

trong kho¶ng 0,01 - 0,3 MOI. Khi sö dông liÒu g©y nhiÔm qu¸ cao sÏ 

g©y nªn hiÖn t−îng øc chÕ c¹nh tranh hoÆc t¹o ra c¸c h¹t vi rót kh«ng 

hoµn chØnh. C¸c h¹t vi rót kh«ng hoµn chØnh kh«ng cã kh¶ n¨ng g©y 

nhiÔm vµ nh©n lªn, nh−ng nã l¹i c¹nh tranh víi c¸c h¹t vi rót hoµn 

chØnh lµm gi¶m kh¶ n¨ng x©m nhËp cña c¸c h¹t vi rót hoµn chØnh vµo tÕ 

bµo.  

Song song víi viÖc lùa chän ®iÒu kiÖn nu«i cÊy thÝch hîp cña 

chñng gèc Vnukovo-32 trªn tÕ bµo Vero th× viÖc x¸c ®Þnh biÓu ®å ph¸t 

triÓn cña vi rót trªn dßng tÕ bµo nµy còng ®ãng vai trß quan träng vµo 

qu¸ tr×nh thÝch nghi vµ thµnh c«ng cña sù thÝch nghi. Lùa chän vi rót ë 

pha ph¸t triÓn hµm sè mò ®Ó cÊy truyÒn lÇn tiÕp theo, mÆc dï hiÖu gi¸ 

vi rót ë giai ®o¹n nµy thÊp h¬n hiÖu gi¸ vi rót ë ®Ønh pha sinh tr−ëng 

nh−ng ë ®ã cã nhiÒu h¹t vi rót hoµn chØnh h¬n do vËy kh¶ n¨ng x©m 

nhËp vµo tÕ bµo tèt h¬n so víi vi rót thu ho¹ch ë ®Ønh pha sinh tr−ëng 

hoÆc ë c¸c pha kh¸c. 

ViÖc x¸c ®Þnh møc ®é thÝch nghi cña chñng vi rót qua c¸c ®êi cÊy 

truyÒn kh«ng nh÷ng ®−îc thÓ hiÖn b»ng hiÖu gi¸ cña vi rót ®¹t ®−îc qua 

mçi ®êi cÊy truyÒn mµ cßn ®−îc chøng minh b»ng sù x©m nhËp, nh©n 

lªn cña vi rót trong tÕ bµo Vero th«ng qua nhuém tÕ bµo g©y nhiÔm víi 

kh¸ng thÓ ®¬n dßng kh¸ng N protein cña vi rót d¹i g¾n huúnh quang vµ 

møc ®é æn ®Þnh hiÖu gi¸ cña vi rót qua 3 ®êi P6, P7, P8. 
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Lùa chän ®êi cÊy truyÒn P6 lµm MSV, P7 lµm WSV vµ P8 lµm vi 

rót s¶n xuÊt v¾c xin lµ phï hîp do chñng Vnukovo-32 ®· hoµn toµn 

thÝch nghi trªn tÕ bµo Vero ë ®êi cÊy truyÒn thø 6, æn ®Þnh vÒ hiÖu gi¸ 

vµ biÓu ®å ph¸t triÓn qua ba ®êi cÊy truyÒn (®Ønh cao hiÖu gi¸ ®¹t ®−îc 

ë ngµy thø 9 – 11 sau g©y nhiÔm). H¬n thÕ n÷a, chñng Vnukovo- 32 

gèc cho phÐp cÊy truyÒn sau ®êi 35 (WSV) lµ 10 ®êi ®Ó s¶n xuÊt v¾c 

xin. Chñng gièng gèc Vnukovo-32 mµ chóng t«i sö dông ®Ó thÝch nghi 

trªn tÕ bµo Vero lµ ®êi 29, tæng sè ®êi cÊy truyÒn cho phÐp sÏ lµ 16 ®êi. 

Qua s¸u ®êi cÊy truyÒn liªn tiÕp trªn tÕ bµo Vero ®Ó t¹o Vnukovo-V06 

MSV sÏ cßn 10 ®êi cÊy truyÒn ®Ó lµm WSV vµ s¶n xuÊt v¾c xin. Nh− 

vËy, ng©n hµng chñng gièng vi rót Vnukovo-V06 ®¹t tiªu chuÈn ®¶m 

b¶o cung cÊp ®ñ sè l−îng chñng gièng cho s¶n xuÊt v¾c xin. 

4.2. §iÒu chÕ chñng gièng vµ chÊt l−îng chñng gièng 

 Ph−¬ng ph¸p t¹o ng©n hµng vi rót gièng: ®−îc tu©n thñ nghiªm 

ngÆt theo h−íng dÉn t¹o ng©n hµng chñng gièng dïng cho s¶n xuÊt v¾c 

xin vµ chÕ phÈm sinh häc cña TCYTTG vµ Hoa Kú. Chñng vi rót thÝch 

nghi Vnukovo-V06 ®· ®−îc x©y dùng hÖ thèng ng©n hµng chñng gièng 

3 tÇng bao gåm vi rót gièng cha mÑ, MSV vµ WSV. 

 ChÊt l−îng chñng gièng: Ng©n hµng chñng gièng s¶n xuÊt v¾c xin 

d¹i trªn tÕ bµo Vero Vnukovo-32 ®−îc kiÓm tra ®Çy ®ñ c¸c ®Æc tÝnh vÒ 

vi khuÈn, nÊm, mycoplasma, ®éc lùc, cè ®Þnh, kh¶ n¨ng sinh miÔn dÞch 

vµ vi rót ngo¹i lai theo h−íng dÉn t¹o ng©n hµng chñng gièng s¶n xuÊt 

v¾c xin cña TCYTTG vµ cña Hoa Kú.  

KiÓm tra chñng gi¶m ®éc lùc vµ cè ®Þnh: chñng Vnukovo-V06 ®−îc 

thÝch nghi b»ng cÊy truyÒn 06 lÇn liªn tiÕp chñng Vnukovo-32 trªn tÕ 

bµo Vero. ViÖc cÊy truyÒn liªn tiÕp cã thÓ t¹o nªn c¸c chñng vi rót t¨ng 

®éc lùc, chÝnh v× vËy viÖc kiÓm tra chñng cè ®Þnh vµ gi¶m ®éc lùc lµ 

®iÒu v« cïng quan träng, nã quyÕt ®Þnh lµ chñng sau thÝch nghi cã thÓ 

sö dông ®Ó s¶n xuÊt v¾c xin hay kh«ng. ViÖc kiÓm tra chñng gi¶m ®éc 

lùc vµ “cè ®Þnh” ®−îc thùc hiÖn phèi hîp nhiÒu thö nghiÖm bao gåm 

thö nghiÖm trªn ®éng vËt, trªn hÖ thèng tÕ bµo vµ c¸c ph−¬ng ph¸p di 
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truyÒn häc (gi¶i tr×nh tù gien ®éc lùc – gien P, so s¸nh víi chñng gèc 

Vnukovo-32) ®· chøng minh chñng Vnukovo-V06 lµ chñng cè ®Þnh vµ 

gi¶m ®éc lùc.  

KiÓm tra c¸c yÕu tè nhiÔm trïng tiÒm Èn: viÖc kiÓm tra c¸c yÕu tè 

nhiÔm trïng tiÒm Èn (NTTA) vµ x¸c ®Þnh kh¶ n¨ng chñng gièng vi rót 

bÞ nhiÔm c¸c yÕu tè NTTA phô thuéc vµo nguån gèc cña chñng vi rót 

còng nh− nguån gèc cña tÕ bµo vµ c¸c nguyªn liÖu nguån (m«i tr−êng, 

trypsin, huyÕt thanh sö dông…) sö dông trong qu¸ tr×nh thÝch nghi, 

nh©n gièng chñng gièng vi rót. 

Chñng gièng gèc Vnukovo-32 lµ chñng ®· ®−îc kiÓm tra vµ tho¶ 

m·n ®Çy ®ñ c¸c ®Æc tÝnh cña mét chñng s¶n xuÊt v¾c xin, chñng ®· 

®−îc chøng minh kh«ng nhiÔm c¸c yÕu tè nhiÔm trïng tiÒm Èn vµ 

TCYTTG c«ng nhËn chñng Vnukovo-32 thuéc hÖ thèng chñng gièng vi 

rót d¹i dïng trong s¶n xuÊt v¾c xin sö dông cho ng−êi . 

TÕ bµo Vero sö dông ®Ó thÝch nghi vµ nh©n gièng chñng 

Vnukovo-V06 cã m· sè Vero - WHO CCL 81 ®−îc TCYTTG c«ng 

nhËn lµ dßng tÕ bµo ®ñ tiªu chuÈn dïng trong s¶n xuÊt v¾c xin vµ c¸c 

chÕ phÈm sinh häc sö dông cho ng−êi. TÕ bµo Vero ®−îc nhËp khÈu ë 

®êi cÊy truyÒn 134, chóng t«i sö dông toµn bé nguyªn liÖu nguån (m«i 

tr−êng nu«i cÊy tÕ bµo, huyÕt thanh, trypsin vµ m«i tr−êng cÊt tÕ bµo) lµ 

c¸c s¶n phÈm th−¬ng m¹i ho¸ ®−îc cÊp phÐp cho s¶n xuÊt v¾c xin vµ 

c¸c chÕ phÈm sinh häc ®Ó nh©n gièng WCB (®êi 137). TÕ bµo WCB ®· 

®−îc kiÓm tra x¸c ®Þnh lµ v« trïng, kh«ng nhiÔm vi rót ngo¹i lai, kiÓm 

tra nhËn d¹ng … theo h−íng dÉn c¸ch x©y dùng vµ kiÓm tra ng©n hµng 

tÕ bµo sö dông cho s¶n xuÊt v¾c xin vµ c¸c chÕ phÈm sinh häc sö dông 

cho ng−êi cña TCYTTG. 

C¸c nguyªn liÖu nguån dïng trong qu¸ tr×nh thÝch nghi vµ nh©n 

gièng chñng gièng Vnukovo-V06 nh− m«i tr−êng nu«i cÊy tÕ bµo, 

huyÕt thanh bª bµo thai, trypsin… ®Òu lµ c¸c s¶n phÈm th−¬ng m¹i 

dïng cho s¶n xuÊt v¾c xin vµ c¸c chÕ phÈm sinh häc. ChÝnh v× vËy, c¸c 

yÕu tè nhiÔm trïng tiÒm Èn mµ chñng Vnukovo-V06 cã thÓ ph¬i nhiÔm 
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trong qu¸ tr×nh thÝch nghi vµ t¹o ng©n hµng chñng vi rót gièng gèc chØ 

cã thÓ lµ vi khuÈn, nÊm vµ mycoplasma. VÊn ®Ò chñng bÞ ph¬i nhiÔm 

víi c¸c vi rót ngo¹i lai lµ rÊt khã cã thÓ x¶y ra. ViÖc kiÓm tra vi khuÈn, 

nÊm vµ mycoplasma ®· ®−îc thùc hiÖn nghiªm ngÆt ë tõng giai ®o¹n 

thÝch nghi chñng còng nh− t¹o ng©n hµng chñng vi rót gièng, c¸c kü 

thuËt sö dông ®Ó kiÓm tra vi khuÈn, nÊm vµ mycoplasma cã ®é nh¹y vµ 

®é ®Æc hiÖu cao (m«i tr−êng thioglycholate, soybean vµ PCR ph¸t hiÖn 

mycoplasma) ®· ®¶m b¶o chñng hoµn toµn kh«ng nhiÔm vi khuÈn, nÊm 

vµ mycoplasma.  

Tuy viÖc thÝch nghi vµ nh©n gièng t¹o ng©n hµng chñng gièng 

Vnukovo-V06 ®−îc thùc hiÖn nghiªm ngÆt ngay tõ kh©u lùa chän 

nguyªn liÖu nguån ®Ó h¹n chÕ tèi ®a nhiÔm vi rót ngo¹i lai, nh−ng 

chñng Vnukovo-V06 ®· ®−îc kiÓm tra nhiÔm c¸c vi rót ngo¹i lai b»ng 

c¸ch cÊy truyÒn mï liªn tiÕp 3 lÇn chñng MSV sau khi ®· trung hoµ víi 

huyÕt thanh kh¸ng d¹i lªn nhiÒu dßng tÕ bµo kh¸c nhau ®Ó x¸c ®Þnh c¸c 

vi rót ngo¹i lai g©y huû ho¹i tÕ bµo. §èi víi c¸c vi rót kh«ng g©y huû 

ho¹i tÕ bµo ®−îc x¸c ®Þnh th«ng qua viÖc kiÓm tra h×nh ¶nh b»ng 

ph−¬ng ph¸p hiÓn vi ®iÖn tö (nhuém ©m b¶n vµ l¸t c¾t máng) vµ tiªm 

truyÒn cho ®éng vËt bao gåm chuét æ vµ chuét swiss 11 – 13 gam. 

KiÓm tra kh¶ n¨ng sinh miÔn dÞch: Kh¶ n¨ng sinh miÔn dÞch cña 

chñng s¶n xuÊt còng lµ mét yÕu tè v« cïng quan träng cña chñng s¶n 

xuÊt v¾c xin, chñng Vnukovo-V06 g©y ®¸p øng miÔn dÞch cho chuét 

khi tiªm 2 mòi miÔn dÞch c¬ b¶n lµ 0,97IU/ml (RFFIT). Theo TCYTTG 

ng−ìng kh¸ng thÓ trung hoµ cã kh¶ n¨ng b¶o vÖ lµ 0,5IU/ml. §Ó kh¼ng 

®Þnh chñng gièng s¶n xuÊt v¾c xin Vnukovo- V06 vµ Vnukovo- 32 cã 

kh¶ n¨ng g©y miÔn dÞch chèng l¹i vi rót d¹i l−u hµnh ë ViÖt Nam. Hai 

chñng nµy ®· ®−îc gi¶i tr×nh tù gien N, so s¸nh víi c¸c chñng vi rót d¹i 

hoang d¹i ®ang l−u hµnh ë ViÖt Nam trong vµi n¨m qua. KÕt qu¶ cho 

thÊy chñng vi rót d¹i s¶n xuÊt v¾c xin Vnukovo-32, Vnukovo-V06 vµ 

c¸c chñng vi rót d¹i hoang d¹i l−u hµnh ë ng−êi vµ ®éng vËt gÇn ng−êi 

(chã) t¹i ViÖt Nam ®Òu thuéc kiÓu gien 1, ph©n bè thµnh 2 d−íi nhãm, 
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chøng tá chñng Vnukovo-V06 lµ chñng vi rót thÝch hîp dïng ®Ó s¶n 

xuÊt v¾c xin phßng bÖnh d¹i ë ViÖt Nam. 

4.3. S¶n xuÊt thö nghiÖm v¾c xin 

ViÖc nghiªn cøu quy tr×nh s¶n xuÊt v¾c xin d¹i trªn tÕ bµo Vero ®−îc 

thùc hiÖn  qua tõng giai ®o¹n tõ nu«i cÊy tÕ bµo, nu«i cÊy vi rót, bÊt 

ho¹t, c« ®Æc vµ tinh chÕ vi rót. Mçi giai ®o¹n ®−îc thùc hiÖn víi nhiÒu 

ph−¬ng ph¸p kh¸c nhau ®Ó x¸c ®Þnh ph−¬ng ph¸p, kü thuËt tèi −u nhÊt. 

Riªng quy tr×nh tinh chÕ vi rót ®· ®−îc thö nghiÖm víi nhiÒu ph−¬ng 

ph¸p tinh chÕ tiªn tiÕn nhÊt trªn thÕ giíi hiÖn nay ®ang sö dông ®Ó tinh 

chÕ vi rót d¹i nh− tinh chÕ b»ng s¾c ký cét ¸i lùc (celloluse fine 

sulfate); tinh chÕ b»ng läc qua gel sepharose CL6B; tinh chÕ b»ng siªu 

läc vµ vi läc sö dông c¸c mµng läc tiÕp tuyÕn cã MWCO vµ kÝch th−íc 

kh¸c nhau; tinh chÕ b»ng siªu ly t©m qua dung dÞch ®−êng cã nång ®é 

liªn tôc 10 – 40%. C¸c thö nghiÖm tinh chÕ vi rót ®Òu ®−îc thùc hiÖn Ýt 

nhÊt 03 lÇn x¸c ®Þnh tÝnh lÆp l¹i cña thö nghiÖm, ®¸nh gi¸ hiÖu suÊt tinh 

chÕ vµ hiÖu qu¶ tinh s¹ch cña tõng ph−¬ng ph¸p, tõ ®ã lùa chän quy 

tr×nh s¶n xuÊt tèi −u trong ®iÒu kiÖn c¬ së vËt chÊt vµ trang thiÕt bÞ hiÖn 

cã. 

Quy tr×nh s¶n xuÊt thö nghiÖm v¾c xin cña chóng t«i sö dông 

ph−¬ng ph¸p c« ®Æc b»ng siªu läc vµ tinh chÕ vi rót b»ng siªu ly t©m 

qua dung dÞch ®−êng nång ®é 10 – 40% lµ mét trong nh÷ng quy tr×nh 

®−îc nhiÒu nhµ s¶n xuÊt v¾c xin d¹i trªn thÕ giíi sö dông. 03 lo¹t v¾c 

xin s¶n xuÊt thö nghiÖm theo quy tr×nh t×m ®−îc ®· ®¹t tiªu chuÈn v¾c 

xin d¹i cña TCYTTG vÒ v« khuÈn, an toµn, bÊt ho¹t, pH, protein vµ 

c«ng hiÖu.Tuy nhiªn quy tr×nh s¶n xuÊt thö nghiÖm v¾c xin d¹i tinh chÕ 

chóng t«i ch−a ®¹t hiÖu suÊt cao (28,8 ± 0,7%), v× vËy cÇn ph¶i cã 

nh÷ng nghiªn cøu tiÕp theo ®Ó hoµn thiÖn quy tr×nh s¶n xuÊt v¾c xin vµ 

n©ng cao hiÖu suÊt.  
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KÕt luËn 

 
1. Chñng Vnukovo-V06 lµ chñng s¶n xuÊt v¾c xin d¹i Vnukovo-32 

®· thÝch nghi trªn tÕ bµo Vero ®¹t yªu cÇu cña chñng gièng s¶n 
xuÊt v¾c xin 

- HiÖu gi¸ 10-7,12LD50/ml, æn ®Þnh qua 3 ®êi cÊy truyÒn; MOI lµ 
5VR/100TB 

- Chñng cè ®Þnh, gi¶m ®éc lùc; ®¹t yªu cÇu v« trïng (kh«ng bÞ 
nhiÔm khuÈn, nÊm vµ mycoplasma); kh«ng nhiÔm vi rót ngo¹i lai 

- Kh¶ n¨ng sinh miÔn dÞch lµ 0,94IU/ml (RFFIT) 
2. T¹o ®−îc ng©n hµng chñng gièng MSV vµ WSV ®¹t tiªu chuÈn 

cña chñng gièng s¶n xuÊt v¾c xin d¹i tÕ bµo 
3. S¶n xuÊt v¾c xin thö nghiÖm  

3. 1. X©y dùng ®−îc quy tr×nh s¶n v¾c xin d¹i tÕ bµo cã hiÖu suÊt 
28,8 ± 0,7% 

3. 2. S¶n xuÊt ®−îc 03 lo¹t v¾c xin d¹i tÕ bµo Vero ®¹t tiªu chuÈn 
cña TCYTTG vÒ 

- V« khuÈn:        ®¹t yªu cÇu 03/03 lo¹t 
- BÊt ho¹t:        ®¹t yªu cÇu 03/03 lo¹t 
- An toµn chung:     ®¹t yªu cÇu, chuét t¨ng träng 124,3 ± 6 %  
- An toàn ®Æc hiÖu: ®¹t yªu cÇu, chuét t¨ng träng 163,3 ± 9 % 
- Protein:  ®¹t yªu cÇu, protein trung b×nh 107,6 ± 5,5 μg/ml 
- pH :         ®¹t yªu cÇu, pH trung b×nh 7,17 ± 0,03 
- C«ng hiÖu:          ®¹t yªu cÇu ≥ 2,5IU/ml. 

  KiÕn nghÞ 
1. Hoµn thiÖn quy tr×nh s¶n xuÊt v¾c xin d¹i tÕ bµo Vero cã hiÖu suÊt 

cao, ®¹t tiªu chuÈn chÊt l−îng cña TCYTTG sö dông cho ng−êi; 
2. Xin ®−îc ®µo t¹o kü thuËt vµ trang bÞ thiÕt bÞ cÇn thiÕt ®Ó hoµn thiÖn 

c¸c kü thuËt kiÓm ®Þnh ADN tån d− trong v¾c xin d¹i tÕ bµo s¶n xuÊt 
trªn tÕ bµo Vero; 

3. Sö dông kh¸ng nguyªn tinh chÕ ®Ó s¶n xuÊt c¸c bé sinh phÈm dïng 
trong chÈn ®o¸n vµ nghiªn cøu vi rót d¹i.  
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