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PAT VAN PR

Bénh dai hién nay 1a van dé y t&€ cong dong kha nghiém trong & mot s
nuéc chau Phi, chau A. Pac biét trong nhitng nam gan day bénh dai da c6
xu huéng gia tang va dién bién phiic tap & mot s6 quoc gia chau A nhu
Trung Quoc, Han Qudc, Philippine va Viét Nam.

Bénh dai Ién con ¢6 ty I¢ tir vong gan nhu 1a 100%, nhung bénh c6 thé
phong biang vac xin. T nam 1976, Viét Nam su dung vac xin phong dai
dugc san xuat trén ndo chudt 6 theo phuong phap Fuenzalida. Do vic xin
Fuenzalida chua duoc tinh khiét nén c6 thé gay phan ting di tng, ning c6
thé din t6i viém ndo tuy do di tng véi myeline. Thang 8 nam 2007, Bo Y
t€ da chinh thifc ra quyét dinh ngirng san xuét va st dung vac xin dai
Fuenzalida, thay thé bang vic xin dai san xuat trén t€ bao. Hién tai Viét
Nam van chua san xuét vac xin dai t€ bao trong nudc. Vi nhiing 1y do trén
ching toi thuc hién dé tai “Thich nghi chung sdn xudt vac xin dai
Vnukovo-32 trén té bao Vero dé thit nghiém sdn xudt vdc xin .

MUC TIEU NGHIEN CUU
1. Thich nghi chung sdn xudt vdc xin dai Vnukovo-32 trén té bao Vero.
2. Piéu ché chung vi rit goc va chung san xudt.
3. Thit nghiém sdn xudt vac xin.

CAC PONG GOP MOI CUA LUAN AN

1. Xay dung dugc ngan hang t€ bao Vero - CCL81 WCB dat tiéu chuan t&
bao dung cho san xudt vic xin va cdc ch€ phdm sinh hoc;

2. Thich nghi dugc ching san xuat dai Vnukovo-32 trén dong t€ bao
Vero, chung thich nghi dugc dat tén 1a Vnukovo-V06;

3. Xay dung dugc ngan hang chling giong vi rit san xuét vac xin dai trén
t€ bao Vero Vnukovo-V06 dat tiéu chudn ching giong san xuét vic
xin dai t€ bao cua TCYTTG;

4. Nghién cttu duoc quy trinh san xuat vac xin dai tinh ché€ trén t€ bao
Vero dat hiéu suat 28,8 + 0,7%;
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5. San xuat thir nghiém dugc 03 loat vac xin dai tinh ché trén t€ bao Vero,
dat tiéu chudn véc xin dai cia TCYTTG vé vo khudn, an toan chung,
an toan dac hiéu, pH, protein va cong hiéu.

CAU TRUC LUAN AN
Luan 4n day 138 trang khong ké phu luc, gom 4 chuong, 15 bang, 9
bi€u do, 20 hinh, 195 tai liéu tham khéo trong, ngoai nudc va phu luc. Bo
cuc luan 4n gém: dat van dé 2 trang, tong quan 35 trang, vat liéu va
phuong phap nghién cttu 20 trang, két qua 28 trang, ban luan 28 trang, két
luan 1 trang, ki€n nghi 1 trang, 5 bai bao c¢6 nodi dung lién quan véi luan
an da duoc cong bo.

CHUONG 1. TONG QUAN
1.1. Virat dai
% Cdc ddac diém sinh hoc cuia vi rit dai: Vi rit dai thuoc nhém
Lyssavirus, ho Rhabdoviridae. Lyssavirus chia thanh 10 kiéu gien, trong
do6 ¢6 7 kiéu gien gay bénh dai, duy nhat chi c6 kiéu gien 1 12 c6 vic xin
phong bénh. Tuy nhién, vac xin ¢6 kha nang gay dap ting mién dich chéo
vOi cdc vi rit gy bénh dai thudc kiéu gien khac. Vi rit dai c6 5 protein
ciu truc, ca 5 protein déu c6 tinh khang nguyén, nhung chi ¢c6 G va N
protein ¢ vai tro trong dap ting mién dich bao vé va la thanh phan khong
thé thi€u trong vic xin.
% Dich té hoc vi riit dai: Bénh dai phé bién trén toan cdu, tir chau Au dén
chau A, chau Phi, My La Tinh trir mot s6 ving khong c6 bénh dai nhu
Vuong Qudéc Anh, Nhat Ban, viing Bac cuc va chau Pai Duong 1a nhiing
vung dat “biét 1ap”. Theo bao cdo cua TCYTTG, trong 86 qudc gia va khu
vuc ¢6 gidm sit bénh dai thi ¢6 t6i 68 quoc gia c¢6 6 dich dai trong tu
nhién, chi yéu la & cac loai dong vat hoang da nhu chon (59%), doi
(15%), cay (15%), cao (3%). Hang nam c6 khoang 40.000 — 50.000 nguoi
chét vi bénh dai, trong d6 99% so6 ca tlr vong dugc thong bao tir cic nudc
dang phat trién & chau Phi, chau A va viing Nam M.
1.2. Cac thé hé vac xin dai
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% Cdc vdc xin sdn xudt trén mo than kinh: vic xin Semple san xudt trén
mo nio cua dong vat trudng thanh (tho, be...); vic xin Fuenzalida san xuat
trén mo than kinh ctia dong vat so sinh (chuot 6, tho dit sita...). Cac vac
xin ndy ¢6 han st dung ngan, thuong dudi 6 thang, cong hiéu ciing 1a van
dé ddng lo ngai va thudng gay di ting, nang c6 thé viém nio tuy di tng voi
Myelin dan téi tlr vong.
% Cdc vdc xin sdn xudt trén moé khong phdi la mé thdn kinh: vac xin
san xudt trén phoi vit, phoi ga tinh ché€. Vac xin ¢6 hiéu luc bao vé t6t va
do an toan cao. Tuy nhién van c6 thé gay di tng cho nhiing ngudi bi di
ting v6i cac thanh phan cua tring.
% Cdc vdc xin sdn xudt trén té bao: cic vac xin san xuat trén t€ bao tién
phat (than chudt dat vang tién phat, than ché tién phat, t&€ bao phoi ga tién
phat); cdc vac xin san xudt trén t€ bao ludng boi (t€ bao ludng boi phoi
nguoi WI-38, MRCS5, t€ bao ludng boi bao thai khi); vac xin san xuét trén
t€ bao thuong truc (t€ bao Vero). Cac vac xin san xuét trén t€ bao c¢6 do
an toan va hiéu qua bao vé cao.
% Cdc vdc xin sdn xudt theo phuong phdp tdi to hop: chén cic gien N
va G ctia vi rit dai vao genome cua vi rit Adeno, Baculo, Orthopox va
BCG dé san xudt céc vac xin vi it tdi t6 hop. Cic vac xin nay dugc tron
voi thitc an dé gay mién dich cho dong vat hoang dai, chua sir dung cho
nguoi.
1.3. Té bao dung trong san xuat vac xin dai

Céc t€ bao sir dung trong san xuét vac xin dai phai thoa man céc yéu
cau chung ctia t€ bao str dung cho san xuét vic xin va cac ché€ pham sinh
hoc nhu khong nhiém cdc yé€u t6 nhi€ém trang tiém 4n (vi khuan, ndm,
mycoplasma, mycobacteria, rickettsia, protozoa, vi rut, cac axit nucleic
va c4c protein gay bénh (bénh bo dién), khong gay ung thu, cic dac tinh
nuoi cay, cdy truyén 6n dinh tir MCB cho dén t€ bao & giai doan cudi cia
quy trinh san xuat. Ngoai ra dong t€ bao d6 phai nhay cam véi vi rit dai.
Té& bao sir dung d€ san xudt vic xin trir dong t€ bao tién phat nén xay dung
ngan hang t€ bao bao gom MCB va WCB. Cac t€ bao thuoc ting MCB
phai dugc ki€ém tra ddy du cdc dic tinh theo yéu ciu, nhung doi vdi t€ bao
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WCB chi can kiém tra cdc yéu t6 nhiém trung tiém 4n ma t€ bao WCB ¢6
thé bi phoi nhiém khi cay truyén tir MCB.

1.4. Chung san xuat vac xin dai

Ngan hang chling giong san xuat vac xin dugc xay dung tuong tu nhu
ngan hang chung giong t€ bao. Yéu cau ching san xuat phai duoc lua
chon mot céch cén trong va dugc kiém tra cac dic tinh nhu tinh sinh mién
dich, dam bao 1a ching c6 dinh, 6n dinh cdc dic tinh cay truyén, di
truyén, giam doc luc, khong nhiém vi khuin, nam, mycoplasma, cic vi rit
ngoai lai va phai gay dugc mién dich chong lai bénh dai tai vung do.
Thong thudng kiém tra chat lugng ching giong duge thuc hién ddy du &
tang MSV, d6i vdi vi riit WSV chi cén kiém tra cic yéu t6 nhiém khuan
tiém 4n c6 thé xuat hién trong qua trinh nhan giong tir MSV dén WSV.

Heé thong chlng san xuét vac xin dai Qudc t€ bao gom: ching Pasteur
Paris, chung PV-12, ching Pitman-Moore (PM), chung CVS-27, chung
CVS-11, chung LEP, chung HEP, chung Kelev, chuing ERA, chung SAD,
chung Beijing va chiing Vnukovo-32.

1.5. Cac phuong phap tinh ché vi riit dai iing dung trong san xuat vac xin
% Co _ddic va tinh ché vi rit dai bang ly tdm phdn ving: C6 nhiéu quy

trinh cong nghé san xuét vac xin dai tng dung ly tam phan vung dé€ co
dac, tinh ché vi rit dai nhu : vac xin san xudt trén t€ bao soi phoi ga tién
phat, t€ bao ludng boi, vac xin san xuét trén t€ bao Vero, sit dung sir dung
ly tam phan vung hai lan da loai bo t6i da ADN t€ bao va thu hoach hat vi
rut tinh khiét véi san luong 16n.

< Tinh _ché bang siéu ly tim qua dung dich duong nong do lién tuc:

céc vac xin dai t€ bao st dung quy trinh c6 dic bang siéu loc va tinh ché
biang siéu ly tam qua dung dich dudng néng do lién tuc bao gdm: vac xin
san xudt trén t€ bao Vero; vic xin san xuét trén phoi ga tinh ché; vac xin
trén t€ bao ludng boi ngudi; vac xin san xuat trén t€ bao phoi ga tién phat.
Phuong phdp c6 dac bang siéu loc va tinh ch€ bang siéu ly tam 1a mot
trong nhitng phuong phdp c6 thé md rong quy mo san xudt (scale up) va dat
hiéu qua cao.

% Co ddc vi rut bang siéu loc, tinh ché bang sdc ky cot, hodc cé dic va

tinh_ché bang sdc ky cét: Hién nay vé6i su phét trién clia céc phic hop




5

gan trong cong nghé sac ky cot, rat nhiéu nha san xuét vacine da st dung
cong nghé co6 dic va tinh ché vi rit vac xin bang sac ky cho hiéu suét cao,
chat lugng t6t va gia thanh giam nhu loc qua gel sepharose 6B sau do
chay sac ky cot DEAE sephadex A50; sir dung cot DEAE sepharose CL
6B; sepharose CL 6B.... Hiéu qua tinh ché€ bang sic ky cot cao, ky thuat
tinh ch€ cot don gian va gia thanh thap hon so véi siéu ly tam. Pay la
cong nghé hién dai da va dang duoc ing dung trong san xut vac xin dai
sit dung cho nguoi.

C6 nhiéu phuong phap c6 dac va tinh ché€ vi rit dai ting dung trong san
xuét vac xin nhu c6 dac bang siéu loc - tinh ché bang sac ky cot; co dac
bang siéu loc - tinh ché bang siéu ly tam va co dac - tinh ché€ bang ly tam
phan viing. M6i mot quy trinh déu c6 nhitng wu nhuge diém va nhiing yéu
cau ky thuat riéng, tuy theo di€u kién va thé manh ky thuat cua tling nha
san xudt dé€ lua chon cdc quy trinh san xuét phu hop.

CHUONG 2. VAT LIEU, PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Vat liéu

- Chuiing vi rdt san xuat vac xin Vnukovo-32 doi 29 do Vién Bai Liét va
Viém nao Mat xo co va cung cdp; ching vi rit thir thach CVS do
Trung tam nghién cttu khoa hoc Qudc Gia Phap cung cap.

- T&€ bao Vero CCL 81 cua TCYTTG cung cap cho cic co s& san xudt
vac xin; t€ bao CER, MRC5, WI 38 do truong Dai hoc Y Oita, Nhat
Ban cung cap; té bao NA2 do Vién Pasteur Paris cung cap; t€ bao BHK
21, BSR do Trung tam nghién cttu khoa hoc Qudc Gia Phéap cung cap.

- Dong vat thi nghiém, moi trudong, hod chit, sinh phdm va thiét bi can
thiét d€ nuoi cdy t€ bao, co dic va tinh ché vi rit, kiém dinh chat luong
chling giéng va vac xin tinh ché.

2.2. Phuong phap nghién ctru: thir nghiém phong thi nghiém

2.2.1. Thich nghi va sdan xudt chung vi rit giong

2.2.1.1. Thich nghi chiing giong: bang phuong phdp cay truyén lién tiép
Xac dinh kha nang xam nhap cua chung géc Vnukovo-32 trén t€ bao

Vero; MOI thich hop (gay nhiém véi cac MOI khac nhau tir 1IVR/100TB

cho dén 1VR/1TB, chuan do hiéu gia vi rit trong cing mot diéu kién.
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Chon MOI thap, dat dugc hiéu gid cao) va xac dinh dudng cong phat trién
cua chung goc Vnukovo-32 trén t€ bao Vero (tat ca cac thir nghiém duoc
ti€n hanh 03 1an d€ xdc dinh do lap lai). St dung vi rit & pha phat trién
ham s6 mii gay nhiém cho t€ bao & cac doi cdy truyén ti€p theo véi MOI
thich hop da duoc xac dinh. Khi hiéu gia cua vi rit dat trong khoang 10
"LDsy/ml (d0i cdy truyén thit n) va on dinh qua ba doi cay truyén (n+2) thi
stt dung doi n 1am MSV va n+1 1a WSV, n+2 lam vi rit san xuét vic xin.
2.2.1.2. Diéu ché ching vi rut giong goc va giong sdn xudt: theo huéng
dan san xuét chiung giong cua TCYTTG

% Di€u ch&€ MSV: Sau khi vi rit da thich nghi trén t€ bao Vero, xac dinh
lai MOI t6i vu cua ching da thich nghi. Cdy truyén ching thich nghi véi
MOI thich hop, thu hoach vi riit & dinh cao pha sinh trudng, ly tam loai bo

t€ bao, chia 1,5ml/tuyp, bao quan ching giong goc & -80°C va nitrogen long.
% Diéu ch€ WSV: st dung 03 tuyp MSV tron déu, gay nhiém vGi MOI
thich hop trén t€ bao Vero. Quy trinh nhan giong WSV tuong tu nhu nhan
giong MSV.

2.2.2. Kiém tra chdt luong chiing giong: theo huéng dan kiém tra chat
luong chung giong cia TCYTTG

% Kiém tra vi khudn, ndm va mycoplasma: st dung moi trudng
thioglycholate, soybean, thach thuong va salbouraud caylml vi rit/ tuyp.
Tong so 10 tuyp. Theo doi 14 ngay.

Xéc dinh mycoplasma bang hai k¥ thuat lai ghép huynh quang va PCR.

% Kiém tra chung co dinh:

— Trén hé thong t€ bao: cdy truyén mu 3 lan ching da thich nghi va
ching Vnukovo-32 gdc trén cac dong t€ bao c6 ngudn goc tir nguoi
(WI-38; MRCS5); tir khi (Vero B19, Vero 1009, CCL81 va BHK); tir ga
(CER); tir chuot (NA2). Xac dinh hién tuong CPE, so sanh véi ching
gdc Vnukovo-32. Chung Vnukovo-32 la chung khong gay CPE trén t&€
bao.

— Trén dong vat: tiém duong nio chung thich nghi va chung Vnukovo-32
cho chudt Swiss 6 3 ngay tudi va chuot 11 — 13g. Theo ddi chuot trong
21 ngay, so sdnh biéu hién bénh 1y trén chuodt cua chung thich nghi véi
ching g6c Vnukovo-32. Chung g6c Vnukovo-32 gay liét chuot 6 tir
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ngay tht 3, gay liét chuot trudng thanh tir ngay thd 5 sau khi tiém
duong nao va hién tuong gay liét chuot co dinh trong vong 21 ngay.
% Kiém tra doc luc: st dung céc ky thuat invivo, invitro va di truyén hoc
dé xéac dinh chling c6 dinh
— Thong qua ki€ém tra chiing c6 dinh (trén hé thong t€ bao va trén dong vat)
— Cloning gien P (gien doc luc cua vi rut) va giai trinh ty gien. So sanh
trinh tu nucleotide gien P cta hai chung thich nghi va chung Vnukovo-
32
% Kiém tra vi rit ngoai lai: Ching vi rit da thich nghi dugc trung hoa
voi khang thé khang dai truGe khi ti€n hanh céc thir nghiém xéc dinh vi
rit ngoai lai
— Xadc dinh cdc vi rit gy huy hoai té€ bao: cay truyén mu 03 1an hon dich
vi rut sau khi trung hoa v6i huyét thanh 1én cac dong t€ bao NA, CER,
BSR, Vero, WI38, MRCS5. Song song cay 16 doi ching vi rit va huyét
thanh. Theo doi hién tuong huy hoai té€ bao.
— Xac dinh cdc vi rit gay bénh trén dong vat: Tiém 6 bung va tiém ndo cho
chuot Swiss 6 1 ngay tudi va chuot 11 — 13g, song song tiém 16 doi ching
vi rat va chiing huyét thanh. Theo dai hién tugng bénh 1y cua chuot.
— Xac dinh vi rit ngoai lai bing phuong phdp hién vi dién tir: nhuém am
ban hén dich vi rit va 1at cat mong t€ bao gay nhiém vi rit.
% Kiém tra khd ndng sinh mién dich: Bat hoat vi rit bing B propiolactone
néng do cudi cung 1a 1/4.000, nhiét do 4°C trong 24 gio, ti€p dé 37°C
trong 2 gid. Tiem 0,5 ml hon dich vi rit da bat hoat vao 6 bung chudt 11 —
13g, sau 7 ngay tiém miii thd hai. Lay mdu chuot sau 7 ngay tiém mdi thi
hai, xac dinh hiéu giad khang thé trung hoa khdng dai trong huyét thanh
chuot bang thir nghiém RFFIT va ELISA.
Cloning gien G va N, giai trinh tu gien, so sanh v4i trinh tu nucleotide
gien G va N cutia ching goc Vnukovo-32
2.2.3. Sdn xudt thir nghiém vdc xin:
2.2.3.1. Nghién citu quy trinh sdn xudt: toan bo cac giai doan déu dugc
thuc hién 03 1an dé xdc dinh tinh ldp lai cta thir nghiém. Két qua dugc
tinh la gia tri trung binh cta cac thi nghiém.
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% Nudi cdy té bao, gdy nhiém vi rit: Nuoi cay t€ bao theo thudong quy
cua ngan hang t€ bao ECACC tir doi 137 dén doi 141 va hoac 142. Gay
nhiém vi rit v6i diéu kién nuoi cay toi uu.
% Nudi cdy vi rit: Sau khi gy nhiém vi rit, rira t€ bao bang PBS (-) 3
lan, thay moi truong Parker khong cé huyét thanh bé bao thai. Gat vi rit 2
-3 ngay mot 14n cho dén khi t€ bao bat diu thodi hod. Ly tam hén dich vi
rat 3.500 vong/phut/ 30 phit loai bo t€ bao va hoac loc qua mang loc
0,45um.
% Bdt hoat va co ddc vi rit: Bat hoat vi rit bang B propiolatone 1/4.000 &
nhiét do 4°C trong 24 gio, tiép d6 37°C trong 2 gio. Ki€m tra bat hoat
bang ky thuat mién dich huynh quang (FA) va tiém truyén trén chuot. Co
dic vi rit bang hé thong siéu loc millipore véi cdc mang loc ¢6 gidi han
trong luong phan tir khac nhau 10KD, 100KD, 300KD dé Iua chon diéu kién
to1 uu.
% Tinh ché vi rit: Tinh ch€ vi rit bang cdc phuong phdp khac nhau nhu
tinh ché€ qua sac ky cot 4i luc cellulose fine sulfate, tinh ché bang loc ti€p
tuyén va tinh ché bang loc qua gel sepharose CL 6B ; tinh ch€ vi rit bang
siéu ly tAm qua mot nong do duong hoac qua dung dich duong c¢6 nong do
lien tuc 10 — 60%, toc do va thoi gian khac nhau dé tim dugc quy trinh c6
hiéu suat va do tinh khiét phu hop nhat. Trong qua trinh c6 dac va tinh
ché vi rit, su dung phuong phap ELISA dinh lugng G protein cua vi rut
dai, so sanh v6i mau chuin do phong thi nghiém san xuét tinh theo don vi
ELISA dé xdc dinh hiéu suét clia cdc phuong phdp thir nghiém. Xac dinh
do tinh sach bang dinh luong protein theo phuong phip Lowry, sit dung
kit DC protein assay cta Biorad. C4c thir nghiém déu dugc lap lai 3 lan.
Lua chon phuong phap tinh ché t6i wu c6 hiéu suat va do tinh sach cao.
2.2.3.2. Sdn xudt thir nghiém 03 loat vdc xin: theo quy trinh lua chon
2.2.3.3. Kiém tra chdt luong vdc xin sdn xudt thir nghiém: theo tiéu chuin
va k¥ thuat cia TCYTTG, bao gom:

Kiém tra vo6 khuédn, an toan chung, an toan dic hiéu, cong hiéu
(NIH), protein (Lowry), pH (do truc ti€p), ADN ton du (do bang

microtrip).



CHUONG 3. KET QUA

3.1. Két qua thich nghi chung san xuat vac xin dai Vnukovo-32 trén
té bao Vero

3.1.1. Két qud xdc dinh MOI va biéu do phdt trién cua chiing
Vnukovo-32 trén TB Vero.
% Két qud xdc dinh MOI t6i uu cuia chiing géc Vnukovo-32 trén té'bao Vero

Bdng 3.1: Hiéu gid trung binh cua vi rit dai nuoi cdy trén té bao Vero

voi MOI khac nhau
Lieu gay
= 0,01 MOI | 0,05 MOI| 0,1 MOI |0,3 MOI|0,5 MOI| 1 MOI
nhiém
Hiéu gia Vi
8 Khong c6 |Khong ¢ | 10 20F01 |10 34501110 33F01] 10 30%013
rit (FFU/ml)

Tt két qua trén lya chon MOI t6i uu cua chung géc Vnukovo-32 gay
nhiém trén t€ bao Vero 12 0,3 (3VR/10TB)
% Két qua xdc dinh biéu doé phat trién cua vi rit dai voi MOI la
3VR/10TB

Hiéu gia chiing Vnukovo-32 nuéi cay trén
TB Vero theo thoi gian

Hiéu gia virut Lg
(FFU/ml)
N
>
T~
L—T

1 3 5 7 9 11 13 15 17

Ngay git virut sau gay nhiém

Biéu 3.1: Biéu do phat trién cua chiing Vnukovo-32 nuéi cdy trén TB
Vero voi MOI la 3VR/10TB
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Thoi gian thu hoach vi riit t6i wu (pha phat trién ham s6 mi) ding
cho thich nghi ching giong vao ngay thit 12-13 sau gay nhiém vi rut,
hiéu gi dat dinh cao 1a 10** FFU/ml & doi cdy truyén dau tién (P1)
3.1.2. Két qud cdc doi cdy truyén chung Vnukovo-32 trén té bao Vero
Bdng 3.2. Hiéu gid vi rit ¢ doi cdy truyén P1 va P6

Ngay gat sau . . N N 3 3
> 7ngay | 9ngay | 11ngay | 13ngay | 15ngay | 17 ngay
cay
Hiéu gié P1 101’5 102’0 103’2 103,4 101,5 101,5
(FFU/ml)
Hiéll gié P6 10 6,9 106,8 108,2 107,0 107,0 106,2
(FFU/ml)

Hiéu gia vi rdat gat & doi cdy truyén P1 va P6 dat dinh cao vao cac
ngay 9 —11. Hiéu gid P6 dat > 10°FFU/ml ké tr ngay thtt 7 sau gay
nhiém

Hiéu gia virut ¢ doi cay truyén
P1 va P6

[

SON b~ N0 O

N

l‘./ \‘—'\. —o—P1
—=—P6

1 2 3 4 5 6 7 8
Lan gat virut sau cay

Hiéu gia virut Lg
(FFU/ml)

Biéu 3.2. So sdnh hiéu gid cua vi rit Vnukovo-32 trén té bao Vero &
doi cdy truyén P1 va P6 voi MOI 3VR/100TB.
O doi cdy truyén thit 6 hiéu gid clia vi rit cao gép 4,8 Log,, so véi hiéu
gid cao nhat cta lan cdy truyén ddu tiéen (10** FFU/ml) va dat 10**
FFU/ml.



Hinh 3.1. Hinh anh té bao sau 9 ngay gdy nhiém vi rut ¢ P1 (trdi) va P6 (phdi)
Hinh 3.1. cho thdy & doi P6 c6 rat nhiéu t€ bao nhiém huynh
quang, trong khi d6 & doi P1 ¢ rat it t€ bao nhiém huynh quang. Diéu
nay cang khang dinh chliing Vnukovo-32 da thich nghi trén t€ bao Vero.
3.1.3. Két qud xdc dinh cdc ddc tinh cua chung thich nghi trén té bao Vero
% Két qud xdc dinh ddc tinh on dinh hiéu gid ciia chung thich nghi
Bdng 3. 3. Hiéu gid trung binh cua vi rit ¢ doi cdy truyén P6, P7, P8

Poi cay truyén P6 P7 P8
Hiéu gia vi rat FFU/ml 1082+01 1081 0,03 1031201
Hiéu gia vi rit LDs,/ml 10715002 o EeL o oTOE0s

Tu doi P6 va qua 2 doi cay truyen lién ti€p P7, P8 hiéu gia cua vi rit
da on dinh trong khoidng 10"LDs,/ml. Do vay lua chon doi P6 lam
MSV, P7 lam WSV va P8 lam vi rit vac xin 12 phut hop, doi P5 sé duoc
gilr lai lam Parent Seed Virus (vi rit cha me). Chung vi rit dai thich
nghi trén t€ bao Vero sau 6 doi cdy truyén dugc dat tén 1a Vnukovo-VO06.
% Két qud xdc dinh MOI t61 uu ciia chiing thich nghi Vaukovo-V06 trén Vero

Bdng 3.4. Hiéu gid trung binh ctia chung dda thich nghi Vnukovo-
V06 vdi liéu gday nhiém khdac nhau
Liéu gay nhiém |0,01 MOI (0,05 MOI|0,1 MOI| 0,3 MOI | 0,6 MOI

Hiéu gié LDSO/ml 10-6,33 10,05 10-7,33 0.1 10-7,12 0,1 10-7,0 0,02 10-7,28 0,1

Két qua cho thdy liéu gdy nhiém t6i wu cua chung giong goc
Vnukovo - V06 1a 0,05 MOI (5VR/100TB).



12
3.2. Két qua diéu ché chung giong va kiém tra chat luong chung giong
3.2.1. Két qua diéu ché chung giong goc va giong sdn xudt
Tao dugc ngan hang chling vi rit san xuat vac xin trén t€ bao Vero
Vnukovo-V06. Téng s6 da nhan giong duoc 318 tuyp gidng goc
MSVcé hiéu gia 107"*LDsy/ml va 2000 tuyp WSV c6 hiéu gid 10°
TLDs,/ml WSV.
3.2.2. Két qud kiém tra chdt luong chung giong
% Két qud kiém tra vi khudn, ndm va mycoplasma: chung giong goc
MSV va WSV Vnukovo-V06 khong nhiém vi khuin, ndm va
mycoplasma.
1 Thang chuén 1 23 4 5 6 7 8 9
3,4 Chung Vnukovo-V06 MSV
5,6 Chung Vnukovo-V06 WSV

7 Chung am

8 Khong c6 mau -
9 Chung duong *
Poan ADN khuéch dai dic hiéu: "
270bp

Hinh 3.2 : Hinh danh dién di san pham PCR xdc dinh mycoplasma
trong Vnukovo-V06 MSV va WSV
* Két qud kiém tra nhan dang

- e o i{{ l ‘:l

- 'gx: e 4
: 1S {
< & .. e Ekzi
: £ )
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o Nt
gy &
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Jero+URdai 14 n9
3BE4 8@ 8KV t X25K Z2@8@nm

Hinh 3.3: Hinh dnh vi rut dai trong té bao Vero quan sit KHVDTdo
phong dai 25.000 lan (trdi) va nhuom Mab khdang N — FITC (phdi)
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% Két qud kiém tra vi rut ngoai lai

Cac dong t€ bao NA, CER, BSR, Vero (CCLS81, B19 va 1009), WI38
va MRCS5 sau 3 lan cdy truyén mu hon dich vi rit MSV trung hoa véi
82501U khédng thé khdng dai khong xuét hién huy hoai t€ bao.

Chuot nhat trdng 11 — 13g va chudt 6 tiém MSV sau khi trung hoa
v6i 82501U khang thé khang dai hoan toan khoé manh sau 21 ngay theo
ddi. Lo chuot tiém vi rit khong trung hoa chudt liét dién hinh.

Ki€m tra vi rit ngoai lai bang phuong phdp HVDT khong thdy hinh 4nh
vi rdt ngoai lai trong hén dich vi rit cling nhu trong té€ bao gy nhiém vi rut.
% Kiém tra chung cé dinh

Chung Vnukovo-V06 gay liét chudt 6 khi tiém dudng ndo vao ngay
thit 3, gay liét chuot 3 tudn tudi vao ngay thit 5 va 6n dinh trong 21
ngay. Chuot liét dién hinh giong vé thdi gian va bénh hoc nhu 16 chuot
tiém ching Vnukovo-32. L6 chuot duoc tiém hoén dich vi rat sau khi
trung hoa véi 8250IU khdng thé hoan toan khoé manh sau 21 ngay theo
doi.

Céc dong t€ bao Vero, BHK, WI38, MRC5, NA2 va CER déu khong
c6 hién tugng huy hoai t€ bao khi gdy nhiém chung Vnukovo-V06 ciing
nhu 16 t€ bao gay nhiém ching Vnukovo-32 d6i chiing. Nhuom cac té€
bao nay véi Mab khang N gan FITC thdy c6 hinh anh phét quang dac
hiéu & bao tuong cua tit ca cac dong t€ bao gay nhiém vi rit Vnukovo-
V6.

Hinh 3.4: Hinh dnh té bao Vero sau 14 ngay gdy nhiém Vnukovo-
V06 quan sdt kinh hién vi soi nguoc (trdi) va nhuém huynh quang
bang khdng thé don dong khdng N vi rut dai gan FITC (phdi)
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< Két qud kiém tra ddc tinh sinh mién dich

Hiéu gi4 khang thé khang dai ciia chuot truée khi tiém mién dich 12
0 don vi ELISA va RFFIT, hiéu gi4 khang thé trung hoa sau 2 miii tiém
co ban chung Vnukovo-V06 (10 ~ '*LDsy/ml) c6 dic 10 14n, bat hoat
dat 0,97IU/ml (RFFIT) vi 1,2 TU/ml (ELISA).
% Két qud kiém tra trinh tu nucleotide cuia cdc gien md hod cho G, P

va N protein ciia chung da thich nghi, so sanh voi chiing goc

Trinh tu cac nucleotide cac gien N, P va G cua chung da thich nghi
Vnukovo- V06 trung khép 100% vé6i trinh tu nucleotide cac gien nay
ctua chung goc Vnukovo-32.
3.3. Két qua san xuat thir nghiém vac xin
3.3.1. Két qua nghién citu quy trinh san xudt thi nghiém vdc xin dai
trén té bao Vero
3.3.1.1. Quy trinh gdy nhiém va thu hoach vi riit

Nuoi cdy t¢€ bao mot 16p kin 80%, cay vi rat véi MOI 0,05
(5VR/100TB); moi truong MEM c¢6 2%FCS. Sau 3 ngay gay nhiém lay
mau ki€m tra hiéu gid, rira t€ bao bang PBS (-), nudi cay vi rit bang parker
pH74.

Bang 3.5: Hiéu gid trung binh cua vi riut ¢ cdc lan gat khdac nhau

Ngaygat | 3ngay | 7ngay | 10 ngay | 13 ngay | 16 ngay
Hiéu gia VR
(LD4,/ml)

100 59%0,1 10 -7,0%0,05 10 -7,1%0,1 10 -6,9%0,1 10 -5,8%0,15

Thu hoach cdc loat gat ¢ ngay tha 7, 10 va 13 vi rit c6 hiéu gia >10
%0 LDyy/ml, ly tam 3.500 vong/ phit trong 30 phiit 14y nuGc néi loc qua
mang loc 0,45um, bat hoat bang B propiolacton 1/4.000 trong 24 gid &
4°C, sau do 37°C trong 2 gio.
3.3.1.2. Quy trinh cé ddc va bdt hoat vi riit
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Hiéu gia G protein qua qua trinh c6 dac
bang cac mang loc khac nhau

250
200
150 { rn—— ——10 KD

—=s—100KD
300KD

100
50

Hiéu gia G protein
(ELISA)

X1 X2 X5 X10 X15 X20

So6 lan ¢o dac

Biéu 3.3. Hiéu gid G protein trung binh qua qud trinh cé ddic
bang cdac mang loc 10KD, 100KD va 300KD

Co dac vi rut bang cdc mang loc ¢6 giGi han trong luong phan tu
khéac nhau 10KD, 100KD va 300KD trong cting mot diéu kién: thé tich
loc 1a 300ml, mang loc 50cm?, 4p luc dong chay 1 Bar, 4p luc nén trén
mang 0,3 Bar. K& qua cho thidy hiéu gia vi rit dat cao nhat doi véi
mang loc 100KD, tiép d6 dén mang loc 10KD va sau cung la mang loc
300KD. béi véi mang loc 100KD hiéu gia vi rit dat cao nhat & mic do
co dac 10 lan.
3.3.1.3. Quy trinh tinh ché'vi riit

Thir nghiém tinh ché bang sac ky cot cellulose fine sulfate cho thay
hiéu suét tinh ché dat 14,9 + 0,25% (CV: 1,6) va protein toan phan dao
dong trong khoang 0,22 + 0,01 mg/ml (CV: 9,3).

Thir nghiém tinh ch€ bang mang vi loc tiép tuyén khac nhau 0,45;
0,22; 0,1 um va mang siéu loc ¢6 giéi han trong luong phan tir 100KD,
300KD dé tinh ch€ vi rit. Két qua loai bd duge 91,7 £+ 2,2% protein
toan phan (protein TP), nhung G protein mat téi 89 + 5%; ham lugng
protein TP trong san pham cudi cung dat 0,5 + 0,1 mg/ml.

Thir nghiém tinh ché bang siéu ly tim qua dung dich duong c¢6 nong
do lién tuc 10 — 40% két qua cho thay:
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Bdng 3.6. Két qud tinh ché'vi rut dai bang siéu ly tam qua dung dich

duong 10 — 40% vdi toc do va thoi gian khdc nhau

Toc do va
thoi gian
SLT

Hiéu gia vi rut (Pon vi ELISA)

Protein (mg/ml)

Trude SLT

Sau SLT

Hiéu suat

(%)

Trudc

SLT

Sau SLT

Protein

thai (%)

35KV/17gi0/6156 £ 5,8

4106 £ 5,1

66,7 £ 0,01

57+0,8

54x0,2

90,4 +0,3

38K V/18gid

6004 + 15

4012 £ 6,8

66,8 £ 0,05

53+2,1

5,16 £0,1

90,3+0,1

40K V/15gi0

6118 £ 15

4100 £ 11,5

67,01 £0,3

55+1,2

5,52 £ 0,06

90 +0,3

Bang 3.6 cho thay siéu ly tam toc do tit 35KV dén 40KV trong 15 -
18 gi¢ hiéu suat dat dugc 66,7 £ 0,01% dén 67,01 £ 0,3% va ham luong
protein loai bo tir 90 + 0,3% dén 90,4 + 0,3%. Tat ca cac gia tri X € X
+ 2SD; CV tuir 0,1 dén 4. So sanh hiéu suat vi rit dat duoc khi ly tam
35KV/17 gio; 38KV/ 18 gid va 40KV/15 gio bang test Anova cho thay
khong c6 su khac biét véi P=0,192 (> 0,05).

Qua cdc thit nghiém tinh ché vi rut bang sdc ky cot CS, loc tiép

tuyén va siéu ly tim. Ching toi lua chon quy trinh tinh ché vi rut

bang siéu ly tam qua dung dich duong néng do lién tuc 10 — 40%.

3.3.2. Quy trinh san xudt vdc xin dai thi nghiém trén té bao Vero

duoc lua chon

Nudi cdy t€ bao Vero 1 16p (doi 142), t€ bao kin 80%. Cay vi rit

Vnukovo-V06 WSV vé6i MOI 1la 5VR/100TB. Thém moi trudng
MEM 2% FCS, 1 trong 3 ngay.

14.

Rira t€ bao bang PBS 3 lan. Cho moi truong Parker khong serum pH

Thu hoach vi rit & ngay thit 7, 10 va 13 sau khi gay nhiém. Kiém tra

hiéu gid vi rit, chon cdc 10 gat ¢ hiéu gid >10°° LDsy/ml. Ly tam

3.500 vong/ phiit/ 30 phiit. Loai bo cin; nuéc ndi duge loc qua mang

loc 0,45 pm.




2id, tiép d6 0 37°C/ 2 gi.

40%.
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Bat hoat bang 3 propiolactone nong do cudi cung l1a 1/4000 trong 24
Co diac 10 1an bang mang 100KD, 4p luc dong chay 1 Bar, nén 0,3
Bar.

Siéu ly tam 35.000 vong/ phit x 17 gio qua nong do duong lién tuc 10 —

Thu hoach cic phan doan chia pick G protein. Chay trao do6i ion 3

1an vé6i PBS pH 7,4 bang mdy siéu loc mang 10KD dé loai bo dudng.

hoat, protein va cong hiéu (ELISA).

tra chat luong vic xin thir nghiém.

Ban thanh pham cat -30°C. Ki€m tra ban thanh pham vé vo khuan, bat

Pha vic xin trong PBS (-) theo hiéu gi4 vic xin ban thanh pham, kiém

3.3.3. Két qud sdan xudt thit nghiém 03 loat vac xin dai tinh ché trén

quy trinh duoc xdy dung
Bdng 3.7. Két qud kiém dinh tai noi sdn xudt 03 loat vdc xin

KQ Vo An toan Avn to'z‘}n Protein TP | Cong hiéu ADN ton
Kiem | | o Chung dachiew . " (qU/mI) pH du
dinh (CTT) | (CTT) | M8
010808 Dat | 118% | 155% | 108 295 | 7,13 |Khong
' do duoc
020908| Pat | 125% | 162% | 102 2,7 7, | Khong
' do duoc
031008| Pat | 130% | 173% | 113 2,65 7,19 | Khong
' do duoc
X 124,3 + 6 163,39 | 107,6 £ 5,5 2,77 £ 0,16 | 7,17+0,03
CV 4,8 55 5,1 5.8 0,5
Tiéu chuan vic xin dai té bao Vero cua TCYTTG
Chuot | Chudt
qu Dat khoe | khoe <180 pg/ml > 2,‘5A\ IU/ 7.0-7.4 < I-Qng/
cau manh, | manh, licu licu
tang can |tang can
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Bdng 3.8. Két qud kiém dinh 03 loat vdc xin san xudt thit nghiém tai

A 9 . \ . ~ A
cong ty vac xin va sinh phdam so 1

KQ Vi An toan | An toan Cong
0
kiém , chung | dic hiéu | Protein TP hiéu pH
khuan
dinh (CTT) (CTT) (TU/ml)

010808 | Dat 140% 207% 109 pg/ml 2,6 7,23

020908 | Pat | 147,5% | 181,9% | 37 pg/ml 2,7 7.3

031008 | bDat 110,6% | 191,9% | 110 pg/ml 2,5 7,25

Két qua kiém dinh 03 loat vac xin dai tinh ché trén t€ bao Vero san

xuat thir nghiém dat tiéu chuin cuia TCYTTG vé vo khuén, an toan, bat

hoat, pH, protein va cong hiéu.
CHUONG 4. BAN LUAN

4.1. Thich nghi ching san xuat vac xin dai Vnukovo-32 trén té bao
Vero

% Nguon goc, chdt luong té bao, chung vi rut dung thich nghi chung
va sdn xudt thu nghiém vdac xin: Té& bao Vero CCL 81, doi 134 duoc
mua theo van don s6 163983. Dong t€ bao nay do TCYTTG lua chon va
cat giit tai ngan hang t€ bao chau Au (ECACC) dé cung cap cho cic
nha san xudt vic xin trén t€ bao Vero sit dung cho ngudi. T€ bao duoc
nhan giong tao WCB (doi 137) va dugc ki€m tra cic yé&u t6 nhiém tring
tiém 4n nhu vi khudn, ndm, mycoplasma, vi rit ngoai lai theo huéng
dan tao ngan hang t€ bao ding trong san xuét vic xin va cac ché€ pham
sinh hoc cua TCYTTG va Hoa Ky. Chung Vnukovo- 32 do vién Bai
Liét va viem nao Mat xo co va cung cap c¢6 day da ho so va ho chiéu
cua chung. Ching da dugc ki€ém tra dam bdo chit luong cua ching
giong san xudt vac xin dai. Chung Vnukovo-32 nam trong hé thong

chiing Quoc t€ dung dé san xuat viac xin dai. Nhu vay cdc nguyén liéu
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ngudn st dung dé thich nghi chung giong déu 1a nguyén liéu cho phép
st dung dé san xudt vac xin va ché pham sinh hoc st dung cho ngudi.

% Phuong phdp thich nghi chung giong: st dung phuong phdp cay
truyén lién ti€p, 12 phuong phap da dugc tng dung dé€ tao rit nhiéu
chling san xuat vac xin dai. Viéc xdc dinh MOI t6i vu va dudng cong
phat trién ctia chiing g6c Vnukovo-32 trén t€ bao Vero dé€ lua chon diéu
kién t6i uu cho cay truyén lién tiép trong viéc thich nghi ching giong la
diéu kién tién quyét, quyét dinh su thanh cong ctia qua trinh thich nghi.

Dai v6i cdac ching vi rit dai ¢6 dinh thi liéu gay nhiém thudng
trong khoang 0,01 - 0,3 MOIL. Khi st dung li€u gay nhiém qua cao sé
gay nén hién tuong tc ché canh tranh hoac tao ra cac hat vi rit khong
hoan chinh. Cac hat vi rit khong hoan chinh khong c6 kha nang gay
nhiém va nhan 1én, nhung né lai canh tranh véi cdac hat vi rit hoan
chinh lam giam kha nang xam nhép ctia cac hat vi rit hoan chinh vao t&€
bao.

Song song véGi viéc lua chon diéu kién nuoéi cdy thich hop cua
ching g6c Vnukovo-32 trén t&€ bao Vero thi viéc xdc dinh biéu do phat
trién cua vi rit trén dong t€ bao nay ciing dong vai trd quan trong vao
qud trinh thich nghi va thanh cong cta su thich nghi. Lua chon vi rit &
pha phét trién ham s6 mil dé cdy truyén l4n tiép theo, mic du hiéu gid
vi rut & giai doan nay thidp hon hiéu gia vi rit & dinh pha sinh trudng
nhung & d6 ¢6 nhi€u hat vi rit hoan chinh hon do vay kha nang xam
nhap vao t€ bao tot hon so véi vi rit thu hoach & dinh pha sinh trudng
hoac & cac pha khac.

Viéc xac dinh mic do thich nghi cua ching vi rit qua cac doi cay
truyén khong nhitng duoc thé hién bing hiéu gia cta vi rit dat duoc qua
moi doi cdy truyén ma con duogc chiing minh bang su xam nhap, nhan
1én cua vi rut trong t€ bao Vero thong qua nhudém t€ bao gay nhiém véi
khéang thé don dong khang N protein cta vi rit dai gan huynh quang va
miic do on dinh hiéu gia cua vi rit qua 3 doi P6, P7, PS.
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Lua chon doi cdy truyén P6 lam MSV, P7 lam WSV va P8 lam vi
ridt san xuat vac xin 1a phit hop do chiing Vnukovo-32 da hoan toan
thich nghi trén t&€ bao Vero ¢ doi cdy truyén thit 6, 6n dinh vé hiéu gid
va bi€u do phét trién qua ba doi cdy truyén (dinh cao hiéu gid dat dugc
& ngay thit 9 — 11 sau gay nhiém). Hon thé nita, chung Vnukovo- 32
goc cho phép cdy truyén sau doi 35 (WSV) 1a 10 doi dé san xuét vic
xin. Chling giong goéc Vnukovo-32 ma ching toi stt dung dé thich nghi
trén t€ bao Vero 1a doi 29, tong s6 doi cdy truyén cho phép s& 1a 16 doi.
Qua sdu doi cay truyén lién ti€p trén t€ bao Vero dé tao Vnukovo-V06
MSV s& con 10 doi cdy truyén dé 1am WSV va san xuét vac xin. Nhu
viy, ngan hang chling giéng vi rit Vnukovo-V06 dat tiéu chuidn dam
bao cung cap du s6 lugng ching giong cho san xuat vac xin.
4.2. Diéu ché chung giong va chat luong ching giong
% Phuong phdp tao ngdn hang vi rit giong: dugc tuan thu nghiém
ngat theo huéng dan tao ngan hang chiing gidng ding cho san xudt vac
xin va ch€ pham sinh hoc cia TCYTTG va Hoa Ky. Chung vi rit thich
nghi Vnukovo-V06 da dugc xay dung hé thong ngan hang ching giong
3 tang bao gom vi rit giong cha me, MSV va WSV.
% Chdt luong chung giong: Ngan hang chling giong san xuét vac xin
dai trén t€ bao Vero Vnukovo-32 duoc kiém tra diy du cdc dac tinh vé
vi khudn, ndm, mycoplasma, doc luc, c6 dinh, kha niang sinh mién dich
va vi rut ngoai lai theo huéng dan tao ngan hang chung giéng san xuét
vac xin cia TCYTTG va cua Hoa Ky.
Kiém tra chiing giam doc luc va c6 dinh: ching Vnukovo-V06 duogc
thich nghi bang cdy truyén 06 lan lién ti€p chung Vnukovo-32 trén t&
bao Vero. Viéc cdy truyén lién ti€p c6 thé tao nén cac chiing vi rit ting
doc luc, chinh vi vay viéc kiém tra chung c6 dinh va giam doc luc 1a
diéu vo cling quan trong, né quyét dinh 1a chung sau thich nghi c6 thé
st dung dé san xudt vac xin hay khong. Viéc kiém tra ching giam doc
luc va “cd dinh” dugc thuc hién phdi hop nhi€u thir nghiém bao gom
thr nghiém trén dong vat, trén hé thong t€ bao va cac phuong phap di
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truyén hoc (giai trinh tu gien doc luc — gien P, so sanh véi ching goc
Vnukovo-32) da ching minh chung Vnukovo-V06 la chung c6 dinh va
giam doc luc.

Kiém tra cdc yéu t6 nhiém trung tiém dn: viéc kiém tra cdc yéu to
nhiém tring tiém an (NTTA) va xdc dinh kha nang ching giéng vi riit
bi nhiém cac yéu t6 NTTA phu thudc vao ngudn gdéc cta chling vi rit
cling nhu nguodn goc cua t€ bao va cidc nguyén liéu nguon (moi truong,
trypsin, huyét thanh st dung...) stt dung trong qud trinh thich nghi,
nhan gidng chung gidng vi rt.

Chung giong g6c Vnukovo-32 1a chiing da duoc kiém tra va thoa
man ddy du cdc dac tinh ciia mot ching san xuét vac xin, chiung da
dugc chiing minh khong nhiém cdc yéu t6 nhiém trung tiém 4n va
TCYTTG cong nhan chiing Vnukovo-32 thuoc hé thong chliing giong vi
rit dai dung trong san xudt vac xin st dung cho nguoi .

T€ bao Vero st dung dé thich nghi va nhan gi6ng ching
Vnukovo-V06 ¢6 ma s6 Vero - WHO CCL 81 dugc TCYTTG cong
nhan 12 dong t€ bao du tiéu chuin dung trong san xuat vic xin va cdc
ché€ pham sinh hoc str dung cho ngudi. T€ bao Vero dugc nhap khau &
doi cdy truyén 134, chiing toi st dung toan b nguyén liéu nguon (moi
truong nuodi cay t€ bao, huyét thanh, trypsin va moi truong cat té€ bao) I1a
céc san pham thuong mai hod dugc cdp phép cho san xudt vic xin va
cac ché pham sinh hoc dé€ nhan giong WCB (doi 137). T€ bao WCB da
dugc kiém tra xdc dinh 1a vo tring, khong nhiém vi rit ngoai lai, kiém
tra nhan dang ... theo hudng dan cich xay dung va kiém tra ngan hang
t€ bao st dung cho san xuat vic xin va cic ché€ pham sinh hoc st dung
cho ngudi cia TCYTTG.

Cac nguyén liéu ngudn dung trong qua trinh thich nghi va nhan
giong chung gidong Vnukovo-V06 nhu moi truong nuodi cay té€ bao,
huyét thanh bé bao thai, trypsin... déu 1a cdc san phdm thuong mai
dung cho san xuét vac xin va cdc ché€ pham sinh hoc. Chinh vi vay, cdc

yéu t0 nhiém tring tiém an ma ching Vnukovo-V06 c6 thé phoi nhiém



22

trong qua trinh thich nghi va tao ngan hang chlng vi rit giong goc chi
c6 thé 1a vi khuan, ndm va mycoplasma. Véan dé chung bi phoi nhiém
vGi cdc vi rit ngoai lai 12 rat khé ¢ thé xay ra. Viéc kiém tra vi khudn,
nadm va mycoplasma da dugc thuc hién nghiém ngat & ting giai doan
thich nghi chung ciing nhu tao ngan hang chung vi rit giong, cac k¥
thuat sir dung d€ kiém tra vi khudn, ndm va mycoplasma c6 do nhay va
do dac hiéu cao (moi1 truong thioglycholate, soybean va PCR phat hién
mycoplasma) da dam bao ching hoan toan khong nhiém vi khuan, nim
va mycoplasma.

Tuy viéc thich nghi va nhan gidéng tao ngan hang chung giong
Vnukovo-V06 dugc thuc hién nghiém ngat ngay tu khau lua chon
nguyén liéu ngudn dé han ché t6i da nhiém vi rit ngoai lai, nhung
ching Vnukovo-V06 da dugc ki€ém tra nhiém cdc vi rit ngoai lai bang
cach cdy truyén mu lién ti€p 3 1an chiing MSV sau khi da trung hoa véi
huyét thanh khang dai 1én nhiéu dong t€ bao khdc nhau dé xdc dinh cdc
vi rat ngoai lai gdy huy hoai t&€ bao. Doi véi cac vi rit khong gay huy
hoai t€ bao duoc xac dinh thong qua viéc ki€m tra hinh anh béing
phuong phap hién vi dién tir (nhuém am ban va lat cit mong) va tiém
truyén cho dong vat bao gébm chuot 6 va chudt swiss 11 — 13 gam.

Kiém tra khd ndng sinh mién dich: Kha nang sinh mién dich cua
chung san xuat ciing 1a mot yéu t6 vo cung quan trong cua chung san
xudt vac xin, ching Vnukovo-V06 gay dap tng mién dich cho chuot
khi tiém 2 miii mién dich co ban 1a 0,97IU/ml (RFFIT). Theo TCYTTG
ngudng khang thé trung hoa c6 kha nang bao vé 1a 0,51U/ml. Dé khing
dinh chling gi6ng san xuét vac xin Vnukovo- V06 va Vnukovo- 32 ¢6
kha niang gay mién dich chéng lai vi rit dai luu hanh & Viét Nam. Hai
ching nay da duoc giai trinh tu gien N, so sanh véi cac ching vi rat dai
hoang dai dang luu hanh & Viét Nam trong vai nam qua. Két qua cho
thdy ching vi rit dai san xuét vac xin Vnukovo-32, Vnukovo-V06 va
cac chung vi rit dai hoang dai Iuvu hanh & ngudi va dong vat gan nguoi
(cho) tai Viét Nam déu thuoc ki€u gien 1, phan bo thanh 2 du6i nhém,
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ching t6 ching Vnukovo-V06 1a chiing vi rit thich hop dung dé san
xuét vac xin phong bénh dai & Viét Nam.
4.3. San xuat thir nghiém vac xin

Viéc nghién ctu quy trinh san xudt vac xin dai trén t€ bao Vero dugc
thuc hién qua tung giai doan tir nuoi cay t€ bao, nudi cay vi rut, bat
hoat, co6 dic va tinh ché vi rit. Moi giai doan dugc thuc hién véi nhiéu
phuong phédp khac nhau dé xac dinh phuong phdp, k§ thuat t6i vu nhat.
Riéng quy trinh tinh ch€ vi rdt da dugc thir nghiém véi nhiéu phuong
phap tinh ché tién tién nhat trén thé gi6i hién nay dang sur dung dé tinh
ch€ vi rit dai nhu tinh ch€ bang sac ky cot ai luc (celloluse fine
sulfate); tinh ch€ bang loc qua gel sepharose CL6B; tinh ché bang siéu
loc va vi loc st dung cac mang loc ti€p tuyén c6 MWCO va kich thuéc
khac nhau; tinh ché€ bang siéu ly tAm qua dung dich dudng c¢6 néng do
lién tuc 10 — 40%. Cac thir nghiém tinh ché vi rit déu duogc thuc hién it
nhat 03 1an xac dinh tinh 1ap lai ctia thir nghiém, danh gia hiéu suét tinh
ché va hiéu qua tinh sach cua tiing phuong phap, tir d6 lua chon quy
trinh san xuat toi uu trong diéu kién co s& vat chit va trang thiét bi hién
cO.

Quy trinh san xuét thir nghiém vac xin cta ching to6i st dung
phuong phap c6 dic bang siéu loc va tinh ché vi rit bang siéu ly tam
qua dung dich duong nong do 10 — 40% 1a mot trong nhiing quy trinh
duoc nhiéu nha san xuét vic xin dai trén th€ gidi sir dung. 03 loat vac
xin san xudt thir nghiém theo quy trinh tim dugc da dat tiéu chudn vac
xin dai cia TCYTTG vé vo khuan, an toan, bat hoat, pH, protein va
cong hiéu.Tuy nhién quy trinh san xuat thir nghiém vic xin dai tinh ché
ching to6i chua dat hiéu suat cao (28,8 £ 0,7%), vi vay can phai c6
nhitng nghién ctu ti€p theo dé hoan thién quy trinh sdn xudt vaic xin va

nang cao hiéu suat.
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KET LUAN

1. Chung Vnukovo-V06 la chung san xuat vic xin dai Vnukovo-32
da thich nghi trén té bao Vero dat yéu cau cua chung giong san
xuat vac xin

Hiéu gia 107"*LDsy,/ml, 6n dinh qua 3 doi cdy truyén; MOI 1a
5VR/100TB

Ching c6 dinh, giam doc luc; dat yéu cau vo trung (khong bi
nhiém khuén, ndém va mycoplasma); khong nhiém vi it ngoai lai
Kha nang sinh mién dich 1a 0,941U/ml (RFFIT)

2. Tao dugc ngan hang chung giong MSV va WSV dat tiéu chuan

cua chung giong san xuat vac xin dai t€ bao
3. San xuat vac xin thir nghiém
3. 1. Xdy dung duoc quy trinh san vac xin dai t¢ bao cé hiéu sudt

28,8 +0,7%

3. 2.Sdn xudt dwoc 03 loat vdc xin dai té bao Vero dat tiéu chudn

cua TCYTTG vé
V6 khuan: dat yéu cau 03/03 loat
Bat hoat: dat yéu cau 03/03 loat

An toan chung:  dat yéu cau, chudt tang trong 124,3 + 6 %
An toan dac hiéu: dat yéu cau, chudt tang trong 163,3 +9 %
Protein: dat yéu c4u, protein trung binh 107,6 = 5,5 ug/ml

pH : dat yéu cau, pH trung binh 7,17 + 0,03
Cong hiéu: dat yéu cau > 2,5IU/ml.
KIEN NGHI

1. Hoan thién quy trinh san xuét vac xin dai t€ bao Vero c6 hiéu suat
cao, dat tiéu chuan chat lugng ctia TCYTTG st dung cho ngudi;
2. Xin duoc dao tao ky thuat va trang bi thiét bi can thiét d€ hoan thién

cac k¥ thuat kiém dinh ADN t6n du trong vic xin dai t€ bao san xuat

trén t€ bao Vero;

3. Str dung khdng nguyén tinh ché d€ san xuat cdc b sinh pham ding

trong chin do4n va nghién citu vi rit dai.
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