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(54) PHUONG PHAP LOAI BO TAP NHIEM VIRUT RA KHOI CHE PHAM

(57) Sang ché dé cap den phuong phap loai bo tap nhiém virut ra khoi ché pham, ché pham
nay 1a moi truong nudi cdy té bao hodc it nhat mot thanh phan trong méi trudng nudi cay té
bao. Phuong phap ndy bao gdm budc dua ché pham vao loc trong thdi gian it nhat 1a
khoang 24 gid qua thiét bi loc virut ¢6 ¢& 16 hiéu qua 16n nhat 1a 75 nm. Ngoai ra, sang ché
con dé cap dén thiét bi loc virut dé loc trong thoi gian it nhat 1a khoang 24 gio, trong d6
thiét bi loc virut nay c6 c¢& 16 hiéu qua 16n nhat 13 75 nm, dé loai bo tap nhiém virut ra khoi
ché phém 1a méi truong nudi ciy té bao hodc it nhat mot thanh phén trong moi truong
nudi cay té bao. Theo mot sé phuong an, phuong phap loc theo sang ché dugc hoat dong &
dung tich it nhat 1a khoang 2000 L/m?. Ngoai ra, sang ché con dé cap dén ché pham la moi
truong nudi ciy té bao hoic it nhat mot thanh phan trong méi truong nudi ciy té bao thu
dugc theo phuong phap cua sang ché dé nudi ciy té bao; san xuit duoc pham, ché pham
chan doan va/hoic my pham ciing nhu trong thuc pham.



217245

Linh vwre k§ thuit dwoc dé cip

Séang ché @ cap dén phuong phép loai bo tap nhiém virut ra khoi ché phim,
ché phim nay 14 méi trudng nudi cdy té bao hodc it nhat mot thanh phén trong méi
truong nudi cdy & bao. Phuong phap ndy bao gdm budc dua ché phdm néu trén
vao loc trong thoi gian it nht 1a khoang 24 gid qua thiét bi loc virut ¢6 ¢& 1 hidu

qua 16n nhét 13 75 nm.

Tinh trang k¥ thuit ciia sang ché

An toan v& mit virut hoc lién quan chi yéu dén nganh céng nghiép dugc
phdm sinh hoc. B4t chdp nhitng nd lyc nhim giam thiéu nhitng rui ro, céc su cb
lién quan dén viéc tap nhidm virut quy mé 16n 44 lam ting mbi quan tdm ddi voi
nganh cdng nghiép nay. Co nhidu vu viéc 16n bao gdm, vi du, vu phat hién tap
nhiém Vesivirut 2117 nim 2009 cta Genzyme trong nudi ciy t& bao trimg chudt
ddng Trung Qudc (Chinese hamster ovary: CHO) ma didu nay d4 1am Cerezyme®
va Fabrazyme® tam ngling san xuét va vu tap nhiém circovirut 1 ctia lon vao nim
2010 ctia Merck dbi voi vacxin Rotarix®. Mot kha héng 13 ngudn tap nhiém nay 1a
& giai doan nudi ciy té bao. Ngoai mat mét vé mit kinh té d6i v6i cac cong ty san
xudt (mot bao cdo dua ra wdc tinh cic cong ty ndy di mat khoang trén mot trim
tridu trén m&i ndi phan Gmg sinh hoc 10000 L bi tap nhiém cong véi tién phat tir
cac dai 1y), ma céc sy cd nay con dit bénh nhan vao vong nguy hiém ddng thoi
chin dimg viéc tiép can dbi véi san phidm duogc phim sinh hoc (Liu et al,
Biotechnol. Prog. 2000, 16, 425-434). Két qua 13, cAn nang cao gidm sat va can k¥
thuat méi nhim phat hién, ngan ngira va khic phuc hau qué do tap nhiém virut gy
ra.

No6i chung, tap nhiém virut c6 thé duoc phan ra thanh lay nhiém virut ngugc
hogc 1ay nhifm virut xudi. Lay nhidm xudi c6 thé kiém soat dugc bang cach st
dung hé kin, tuy nhién, lay nhidm nguoc dic biét khé kiém soat va phat hién ké ca
b%mg nhiéu xét nghiém. Tap nhiém virut cling c6 thé bat ddu tir viée st dung vat

liéu cé nguf“)n géc tr dong vat dé san xuét duoc phdm sinh hoc. Khi dong t€ bao
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san xuét khong bi tap nhiém virut ngoai lai va qu4 trinh san xuét khong st dung vat
lidu c6 ngudn gde tir dong vat thi tap nhidm virut van c6 thé xay ra theo duong mdi
trudng nudi cdy té bao. Vi du, méi trudng tdng hop c6 thé dugc bd sung cac yéu t6
sinh trudng tai t6 hop ma yéu t§ nay dwoc tao ra trong hé thdng nudi cdy c6 bd
sung huyét thanh, mic di méi truong khong chira protein ndy cling c6 thé chira
dich thily phan protein dugc loc. Tuy nhién, sy tap nhiém virut ciing c6 thé xuat
hién trong moi trrdng hoan toan xac dinh dugc vé mit hoéa hoc do luong 16n méi
trudng nudi cdy nay lai dugc déng trong céc vat chira chua duge tiét tring. Cac
thiét bi loc cép khir trung truyén théng khong duoc thiét ké hodc khéng c6 kha
ning loai bod tap nhiém virut mot cach an toan, do d6 can st dung cac cach khac dé

dam bao tinh an toan vé mit virut hoc.

Viéc phat hién virut tu sinh tai mdt hoac nhiéu diém kiém soat trong qua trinh
san xuét 13 tiu chun thuc hanh. Tuy nhién, viéc chi nhim phat hién sy tap nhiém
virut 1a mot cach xéac dinh khong twong xing trong viéc ngin nglra su tap nhiém
virut cia san phém duoc sinh hoc, dic biét 13 khi tap nhiém virut c6 mit & mirc
khong phét hién duoc, khong xac dinh hogc thdy rd rang tic nhan virut. Nhimg téc
nhan virut nhu vay c6 thé khong phat hién dwoc ngay ca bing vi mang ADN duoc
thiét ké t6i wu dai dién cho mot tap hop 16n céc loai virut da dugc giai trinh tu. Mot
thach thirc d6 1& muc tap nhidm ciia virut ma c¢6 thé 1y nhiém dwoc mdi truong
nudi cdy té bao 1a & mic thip va d6 nhay cua phuong phap phéan tich phat hién bi

han che.

Chuédn d6 tap nhiém virut cao c6 thé khong biéu thi & dang ma 1am thay doi
céc thong s6 nudi céy té€ bao, vi du, mat do nudi céy, chuén d6 protein, ngoai pham
vi binh thuong. Theo cach khéac, phwong phap phén tich tap nhidm cén c6 tinh dic
hiéu cao va cin cac diéu kién khic nhau dbi véi ting loai virut. Khi bi tap nhiém
virut, thiét bi, dung dich va san phém déu c6 thé bi héng, kéo theo mét hang triéu
do la dé thiét lap lai mé nudi cly, xir Iy nudc thai, mét doanh thu, va khi tring.
Viéc sang loc virut mot cach triét dé dbi voi vat liéu tho 1a rat khé do tinh khong

ddng nhét va thé tich 16n ctia mau trong quy trinh san xuit duge phim sinh hoc.
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K¥ thuat loai bo virut cé thé duoc phén thanh hai nhém: bét hoat va loc.
Phuong phéap bat hoat nhim loai bé hoan toan tinh lay nhiém virut, nguoc lai
phuong phép loc nhim gidm tap nhidm virut mét cach co hoc. Cac phuong phap
bat hoat thuong 1a béng céch chiéu tia cuc tim (ultraviolet: UV), tia gama, gia
nhiét, ting hodc giam d6 pH, hoic cho tiép xtc v6i dung moi/chét tiy rira. Trong
trudong hop chiéu tia UV c6 thé loai bd mot cach hiéu qua va hoan toan hoat tinh
virut, nhung lai c6 thé khéng thuc hién duoc trén quy mé 16n hodc khong thich hop
trong viéc didu ché mai trudong. Hap khir tring ¢6 kha ning ap dung duoc dbi voi
dung dich bén nhiét nhung lai c6 thé 1am bién ddi moi truong nhay cam véi nhiét,
Mot phuong phéap khéc da biét d6 14 xir 1y nhiét khong khic nghiét do6 1a xu ly &
nhiét d6 cao trong thoi gian ngén (high-temperature, short-time: HTST) nhung lai
can dén thiét bi dit tién, tu d6ng héa va cén bién phép hop ly dé gitt duoc déc tinh
clia moi trudng. Viée cho tiép xic véi d6 pH thip hodc cao 1a khong hidu qua theo
phé tap nhiém virut tiém tang va c6 thé tac dong bét 1oi dén chét lugng hodc néng
dd mol cia modi truong. Tuong tu, viéc cho tiép xuc véi dung mdi/cht téy ria
cling khong phai 13 giai phap phd cip va chi c6 hidu qua ddi véi virut c6 vo lipit.
Nhu vay, phuong phap ly tudng 14 cin phai can bing duoc gifta chi phi diu tu va
hiéu qua loai bo virut trong vat liéu thd va phai 13 giai phap phd céap, khong anh
hudng dén téc d6 phat trién hodc san luong.

Phuong phép loc gitt lai virut dura ra mot su cin bang thich hgp. Phuong phap
nay khong gay ra su thay ddi v& mat hoa hoc ctia thanh phan méi trudng va thich
hop dé st dung dbi v6i mai truong/dich cdp man cam véi nhiét. Hon nita, phuong
phap loc giit lai virut 1a mot giai phap phd cap khi hoat dong dua trén nguyén tic
loai bo theo kich thudc. Tuy nhién, mang loc gift lai virut dét (khoang tir 2000 dén
5000 EUR trén m?). Do dic tinh cta luu luong riéng khi loc ‘thé tich moi trudng
16n d3 tao ra phuong phép c6 tinh kinh t& khi cdp vao ndi phan ting sinh hoc quy
md 16n véi luong 16n thich hop, theo chi phi dién tich mang can thiét. Vi du, khi
loc virut nay duoc két nbi hang loat dé loc méi trudng & cép khtr trung, thi loc virut
t6t hon néu duogc thuc hién trong ngay lam viéc, nghia 1a, t61 da 1a khoang tir 2 dén

10 gid sau khi diéu ché mdi trudng véi lugng 16n nham ngin nglra sy 14y nhiém
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moéi truong. Do d6, can dién tich mang loc 16n d€ ddp Uung duoc yéu cau véi

khoang thoi gian hiru han, ma diéu nay lam ting chi phi.

B4t ngo 13, c4c tac gia dd phat hién ra ring cac nhuoc diém ctia phuwong phép
loc virut d3 biét trong linh vyc k¥ thudt nay cé thé khic phuc dugc béng cach loc
ché phim tuong tng, 12 moi trudng nudi ciy t& bao hodc it nhit mot thanh phin
trong moi trudng nudi cdy té bao, trong it nhét 14 khoang 24 gi> qua thiét bi loc
virut ¢6 c& 18 hidu quéa 16n nhét 13 75 nm. Néu thé tich yéu cau cta ché phim tuong
tmg can dugc loc trong khoang thdi gian kéo dai hon, vi du, trong it nhét 13 24 gio,
thi dung tich cua thiét bi loc virut ting rit cao. Bét ngd 13, cac tic gia sang ché da
phét hién thém ring c6 sw giam chudn do virut tbng thé ding ké trong mot thoi
gian dai. Piéu nay dic biét ¢6 lgi trong viéc loai bo virut 1ay nhiém nguge trong hé

thong nudi cay te bao.

Do d6, phuong phép theo sang ché ting cuong hiéu qua kinh té ctia phuong
phép loc virut bang cch ting lugng vt lidu dwa vao va dung tich, mot cach twong
tng. Phuong phép theo sang ché hoat dong & dung tich it nhét 12 2000 L/m?, do d6
gitp str dung t6i da thiét bi loc virut ning suét cao, giam mét cach hi€u qua chi phi
lién quan, va c6 kha ning tao ra dung dich & quy mé 16n va dé dang két ndi dugc

v6i quy trinh san xuit dang co.

T4c dong 16n cia phuong phép theo sang ché va sir dung sang tao thiét bi loc
khir tring tuong tmg trong quy trinh san xuét v6 tring, cu thé 13 quy trinh ma & d6
ché phdm duoc khir tring, vi du, méi trudng nudi cay té bao va dung dich dém,
dugc st dung, cé thé duoc hiéu ro bz‘ing vi du duéi day. Udc tinh ring mot mét
vudng mang loc virut cé gia trung binh khoang 3000 EUR va mdi truong nu6i cy
té bao duoc sir dung c6 gid khoang 10 EUR trén mdi lit mdi trudng, khi d6 chi phi
cho 1000L mbi trudong duge loc virut 14 13 EUR trén mdi lit méi truong, didu nay
lam tang chi phi hang héa dbi v6i ché phim méi trudng khoang 30%. Néu c6 thé
loc duge 2000L bing mang loc virut thi khi d6 chi phi giam xubng con 11,50 EUR.
Khi ting dung tich cao hon, vi dy, 1&n 5000 L s& lam giam chi phi xubng con dudi

0,6 EUR trén mdi lit méi truong, didu nay khién cho chi phi gia ting dé tao ra méi
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treong dugc loc virut giam déng ké. Két qua 1a, chi phi cao do str dung thiét bi loc
virut, dsc biét 1a loai bo su 1ay nhiém nguoc cia tap nhidm virut hodc virut tiém
tang, lam giam dang k& bing cach ting dung tich ctia phuwong phap loc virut theo

séng che.

Sang ché d3 x4c dinh dugc van dé cta thiét bi loc virut d6 13 chi phi cao va
ning sudt thip, mot cach twong tmg. Dung tich cua thiét bi loc virut ¢6 thé ting
duoc bang céach tién hanh loc virut trong it nhét 13 khoang 24 gid qua thiét bi loc
virut c6 ¢& 16 hiéu qua 16n nhét 1a 75 nm. Bét ngd 13, cAc tic gia da phét hién ra
réng dung tich ctia thiét bi loc virut dit tién duoc st dung cé thé duoc khai thac 6t
hon din dén ting dung tich tir 2 &n 100 14n trong khi vin gitt dugc tinh én dinh
cta thiét bi loc. Mic du chi cAn dung tich tir 2 dén 3 14n 13 d4 c6 tic dong 16n dén
quy trinh sén xut va chi phi san xuét lién quan, nhung vé6i phuong phép theo séng
ché ¢6 thé ting dung tich 1én t6i 100 14n hogic tham chi cao hon. Piéu ndy din dén
co hoi 16n giup loai bd virut véi chi phi hidu qua ngay ca véi thiét bi loc virut dht
tién ma hién dang duoc sir dung dé cai thién nhiéu hon d6 an toan vé mit virut hoc
trong quy trinh nudi cdy té bao, cu thé 1a trong viéc loai bo virut lay nhiém nguoc
trong quy trinh nudi cy té bao, san xudt dugc phdm, ché phim chin doan, va/hodc

m§ phim va thuc phdm.
Ban chit ky thuit clia sang ché

Dé khic phuc céc vn dé néu trén, muc dich cta séang ché 14 dé xuét dén
phuong phép loai b tap nhidm virut ra khoi ché phim, ché phim nay 13 moi
truong nudi cdy t& bao hodc it nhat mot thanh phén trong moi trudng nudi cy té
bao. Phuong phép nay bao gdm budc dua ché phdm néu trén vao loc trong thoi
gian it nhét 1a khoang 24 gid qua thiét bi loc virut ¢6 ¢& 18 hiéu qua 16n nhét 1a 75

nm.

Hon nita, sang ché ciing d& cap dén thiét bi loc virut c¢6 c& 18 hidu qua 16n
nhét 1a 75 nm duoc st dung d loc it nhit 1a khoang 24 gid nhim loai bé tap nhiém
virut ra khoi ché phim, ché phim nay 12 méi truong nudi cdy t& bao hogc it nhat

mdt thanh phin trong mdi trudng nudi ciy té bao.
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Ngoai ra, sang ché con @& cap dén ché phim, 13 moi truong nuéi ciy té bao
hodic it nhit mot thanh phan trong mdi truong nudi céy t€ bao thu dugc theo
phuong phép bt ky cta sang ché dé nudi cy té bao; san xuit dugc phim, ché

phdm chén doan va/hodic m§ phim ciing nhu trong thwe phim.

Céc phwong phap theo séang ché c6 thé duoc hoat dong & dung tich it nhét 13
khoang 2000 L/m?, t6t hon néu it nhit 1a khoang 3000 L/m2, t6t nhét néu it nhét 1a
khoang 5000 L/m2. Ngoai ra, ché phim nay duoc dua vao loc va quy trinh loc ndy
duogc thuc hién, mét cach twong Ung, trong it nhét 1a khoang 24 gi¢ hodc trong thoi
gian it nhat 14 tir 48 gidr dén 7 thang hodc tir 72 gid dén 3 théng. Quy trinh loc nay
duoc thuc hién & nhiét do ndm trong khoang tir 2°C dén 60°C, hoic khoang tir 10
dén 40°C, t6t hon néu nim trong khoang tir 15 dén 37°C.

Theo cac phuong 4n cia sang ché, quy trinh loc duge thuc hién & &p sut nim
trong khoang tir 100 mbar dén 4000 mbar, t6t hon néu nim trong khoang tir 200
mbar dén 3500 mbar, t6t nhit néu ndm trong khoang tir 1000 mbar dén 3000 mbar.

Theo tAt ca c4c phuong 4n cia sang ché, thiét bi loc virut duge st dung nay
thu dugc it nhit mot tri sb giam 1Log1o (Logio reduction value: LRV) dbi véi su

tap nhiém virut.

Bt ngd 13, cac tac gia da phat hién ra réng dung tich cta thiét bi loc virut c6
thé tang rat cao khi hoat dong quy trinh loc trong it nhat 1a khoang 24 gid. Thong
thuong, ché phim dé nuodi cay t& bao vi du, mdi truong nudi chy té bao vé luong
16n hodc dung dich dém duogc loc theo mé trong khoang tir 2 dén 10 gid sau khi
diéu ché mot luong 16n ché phdm tranh tap nhiém ché phdm béng su phat trién coa
vi khuén hodc virut. Diéu nay cho thiy ring, trong thuc tién, dung tich cyc dai cua
thiét bi loc virut dugc str dung hiu nhu khdng dugc khai thac triét dé trong qué
trinh loc d& loc ché phim twong tmg trong khoang thoi gian tir 2 dén 10 gid. Do
do, da st dung dién tich mang l6n hon qua murc can thiét. Nguoc lai, cic tac gia da
phat hién ra ring, do sir dung phuong phép theo séng ché, dung tich cta thiét bi loc
virut d4t tién duoc str dung c6 thé duge khai thac tdt hon din dén tang tir 2 dén 100

14n trong khi van gift dugc tinh 6n dinh ctia thiét bi loc. Mic du chi can ting dung
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tich tir 2 dén 3 14n da c6 tac dong 1ém dén quy trinh san xuét va chi phi san Xuét
lién quan, nhung phwong phap theo sang ché c6 thé dat duge dung tich ting lén t6i
100 14n hoic tham chi cao hon. Pidu ndy da mé ra co hoi 1én gitp loai bo virut véi
chi phi hiéu qua ngay ca véi thiét bi loc virut dit tién hién dang duge st dung
nhim cai thién hon d6 an toan virut trong quy trinh nudi cdy t& bao, cu thé 13 trong
viéc loai bé virut lay nhidm nguoc trong quy trinh nudi cdy té bao, sin xuét duoc

phim, ché phdm chin doan va/hoic m§ phim va thyc phim.

Céac phuong an uvu tién cu thé theo sdng ché s€ trd nén rd rang v4i phan mo ta

chi ti€t va cac diem yéu cau bao hd dudi day.
MO ta van tit cac hinh vé

Céc mo ta chi tiét vé séng ché duoc thuc hién dua trén cac phuong 4n duogc
néu lam vi du cu thé dugc minh hoa trong cic hinh v& kém theo. C4c hinh v& nay
14 mot phan clia ban mo ta. Tuy nhién, ciing luu ¥ ring céc hinh v& kém theo nay
chi nhim giai thich cac phuong 4n dugc dua ra lam vi du ciia sang ché va do d6

khong nham gidi han pham vi cua sdng ché.

FIG.1 13 hinh v& thé hién dong luc hoc ctia quy trinh loc virut duoc thuc hién
bing cach 4p dung quy trinh loc virut kiém soat dong chay (Fig.1C) bing céch sir
dung c4c thiét bi loc khac nhau két hop véi méi truong nudi cdy té bao duge bd
sung 3 16 dich thiy phan ddu nanh khac nhau (Kerry HyPep1510 #1, DOMO SES50
MAF UF #1 va #2).

Thiét bi loc va didu kién thir nghiém duoc 4p dung (xem thém tir Vi du 1 dén
Vidu4):

Thiét bi loc A: Sartorius Virosart CPV, 180 cm?; & nhiét d6 30°C véi luu
lwong khoang 30 L/( m? x gio).

Thiét bi loc B: Millipore Viresolve NFP 3,1 cm?; & nhiét 40 30°C véi luu
lwong khoang tir 40 dén 60 L/( m? x gid). Quy trinh loc c6 thé thyc hién duge t61
da 1én t6i 9 ngay hodic cho dén khi 4p sudt vuot qua 2000 mbar. Fig.1A thé hién

dung tich theo thé tich dugc loc trén dién tich bé mit mang loc theo thoi gian, nam
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trong khoang thip nhét 13 tir 4000 L/ m? dén 12000 L/ m2. Ap suét cao nhét tai cudi
quy trinh loc nim trong khoang tir 600 mbar dén 2400 mbar tiy theo loai thiét bi
loc (Fig.1B). No6i chung, c6 su khac biét kha nhd dbi véi dich thuy phan ddu nanh

v€ dung tich va 4p suat cao nhat.

FIG.2 14 hinh v& thé hién dong luc loc virut dugc thuc hién bang cach 4p
dung quy trinh loc virut kiém so4t dong chay (Fig.2C) bang cach st dung cac thiét
bi loc khac nhau va mdi truong nudi cdy té bao dugc bd sung 3 16 dich thily phan

dau nanh khéac nhau (Kerry HyPep 1510 #1, DOMO SE50 MAF UF #1 va #2).

Thiét bi loc va cac didu kién thir nghiém duge 4p dung (xem thém tir Vi du 1
dén Vi du 4):

Thiét bi loc A: Sartorius Virosart CPV, 180 cm?; & nhiét d6 30°C véi luu
luong khoang 30 L / (m? x gio).

Thiét bi loc D: Asahi BioEX 10 cm?; & nhiét d6 moi trudng (khoang 22°C)
v6i Iuu lugng khoang 20 L / (m? x gid). Nguoc lai, d6i vé6i cac thir nghiém dugc
mo ta trén Fig.1, quy trinh loc dugc thuc hién trong khoang thoi gian kéo dai hon
16n t6i 81 ngay hodc cho dén khi dat t6i ap sudt 2000 mbar. Fig.2A thé hién dung
tich theo thé tich duoc loc trén dién tich bé mit mang loc theo thoi gian, nim trong
khoang thap nhét tir 16000 L / m? (d6i véi thiét bi loc A bing DOMO SE50 MAF
#2) dén 35000 L/ m? (d6i voi thiét bi loc D v6i ca ba 16 dich thily phan déu nanh
khéc nhau). Ap sult cao nhit tai thdi didm cubi cia quy trinh loc nim trong
khoang tir 1200 mbar dén 2000 mbar tiy theo loai thiét bi loc (Fig.2B). N6i chung,
¢6 su khac biét khd nho dbi voi dich thity phan dau nanh vé dung tich va 4p sut

cao nhat.

FIG.3 1a dd thi thé hién méi tuong quan gifta dong chay ra va 4p suét khic
nhau quan sat dugc & nhi¢t do khoang 22°C béng cach st dung thiét bi loc A
(Sartorius Virosart CPV 180 cm?) va mdi trudng chira dich thiy phan ddu nanh
DOMO SE50 MAF UF, Lot #2 (xem Vi du 5). Cin mét sy thay dbi ap suét t5i

thiu khoang 100 mbar dé phat hién duoc sy thay ddi vé luu lugng riéng t6i thiéu,
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ma tiép d6 tang mot cach din dan véi ty 18 tuong quan tuyén tinh gifta luu luong

riéng va chénh l1éch &p suat.

FIG. 4 12 hinh v& thé hién sy khac biét giita quy trinh loc kiém soét luu lugng
va quy trinh loc kidm so4t 4p suét bing cach st dung thiét bi loc A (Sartorius CPV,
180 cm?) va moi trudng cd dich thiy phan d4u nanh Kerry HyPep 1510 #2 (xem
cac vi du tir Vi du 1 dén Vi du 4). Quy trinh loc dugc thuc hién trong 19 ngay va
dat dung tich ndm trong khoang tir 6000 dén 7000 L/m?. Ap suét cudi ctia quy trinh
loc kiém soat dong chay twong Gmg vai 4p sudt clia quy trinh loc kiém soat ap sut
(xem Fig.4B), va luu luong riéng cudi cing ciia quy trinh loc kiém soat &p suét
tuong Ung v6i luu lugng ctia quy trinh loc virut kiém soat luu lugng (xem Fig.
4C). Pidu nay chimg to ring ca hai phuong phép loc virut ¢6 kiém soat déu c6 thé

thu duoc dung tich tuong duong.

FIG.5 1a hinh v& thé hién két qua cua thir nghiém trong ndi phan tng sinh hoc
10 L b?mg cach st dung mdi trudng loc virut so v4i moi truong khong duge loc
virut dugc mé ta trong Vi du 6. Mdi truong nudi cdy té bao dugc loc theo mé béng
thiét bi loc A trude khi bit dau thir nghiém. Cac thir nghiém ndy duoc thuc hién
song song bing cach sir dung mdi trudng nudi cdy té bao dugce b sung 3 dich thuay
phan d4u nanh khac nhau (Kerry HyPep 1510, Lot#1; DOMO SE50 MAF UF,
Lot#1 va DOMO SE50 MAF UF, Lot#2). Dit liéu dugc tinh theo ba tudn cudi sau
4 tuan nubi céy té bao lién tuc. Khong cé su khéc biét gitta mdi trudng duge loc
tuwong tng (Soy 1 NF, Soy 3 NF va Soy 2 NF) so véi cdc moi truong d6i ching ma
khong duoc loc virut cia ching (Soy 1, Soy 3 va Soy 2) ma ¢é thé phat hién duoc
déi véi ning sut riéng (Fig.5A), ning suit thé tich (Fig.5B) va téc d¢ sinh truong
riéng (Fig.5C).

FIG.6 1a hinh v& thé hién két qua cua thir nghiém trong ndi phan (mg sinh hoc
120 L bang cach st dung mdi truomg dugc loc virut so véi moi trudong khong duoc
loc virut trong Vi du 7. Mbi truong nudi cdy té bao duge loc virut truc tiép trén
dudng cip moi trudong clia ndi phan tng sinh hoc bang cach st dung thiét bi loc E

(Sartorius Virosart CPV, 2000 cm?) va thiét bi loc F (Millipore Viresolve NFP 850
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cm?) trong khoang 58 ngay theo ché d9 loc lién tuc. Khoang thoi gian va dung tich
ciia moi trudng chp duoc loc virut duoc thé hién trén Fig.6A. Dit liéu duoc tinh
theo khoang thdi gian bing cach st dung céc thiét bi loc khéc nhau. Khong c6 su
khéc biét gitta mdi trudng duge loc virut twong ing so v6i moi trudng d6i ching
khong dugc loc virut va ¢6 thé phat hién dugc tbc do sinh trudng riéng (Fig.6B) va

niing suét thé tich (Fig.6C).

FIG.7 la hinh v& thé hién sy thay ddi chuan d6 1y nhiém MMV [TCIDso/mL]
phét hién duoc trong miu dich loc lién tuc duge 14y ra trong qué trinh loc méi
trudng gdy nhiém MMV chtra dich thity phan dau nanh DOMO SE50 MAF#5 UF
bang thiét bi loc G (ASAHI Planova 15N) (xem Vi du 8). Quan sat thiy c6 mot
mtrc virut thip lot qua trong vong tir 2 dén 3 ngay. Tuy nhién, viéc loai bo virut

nay dugc xem la c6 hiéu qua.

FIG.8 1a hinh v& thé hién sy thay ddi chudn d6 1ay nhiém MMV [TCIDs¢/mL]
phat hién dugc trong mau dich loc lién tuc duge 1éy ra trong qua trinh loc moi
trudng gdy nhiém MMV chtra dich thuy phin ddu nanh (lan chay #1 bing dich
thuy phan ddu nanh DMV SE50 MAF UF #5; 14n chay #2 bang dich thiy phan dau
nanh DMV SE50 MAF UF #4) véi thiét bi loc D (Asahi BioEX) (xem Vi du 9).
Khong thay c6 virut lot qua va viéc loai bo virut ndy duoc xem 1a c6 hi¢u qua va
triét dé.

FIG.9 1a hinh v& thé hién sy thay ddi chudn d6 1dy nhiém MMV [TCIDs¢/mL]
phat hién dugc trong miu dich loc lién tuc dugc 14y ra trong qué trinh loc moi
trudmg gdy nhiém MMV nhu dugc moé ta trong Vi du 10. Khong thiy c6 virut lot
qua ddi v6i céc 1An chay #1 va #2 (thiét bi loc D), két qua 1a viéc loai bo virut nay
ra khoi mdi truong chira dich thily phin déu nanh dugc xem la c6 hi¢u qua va triét
d&. C6 mot muc virut thép lot qua dbi voi céc 1an chay #3 va #4 (thiét bi loc I) va
1An chay #5 va #6 (thiét bi loc G) két qua 14 viéc loai bo virut ra khoi méi truong
chira dich thity phan d4u nanh 1a c6 hidu qua nhung chua triét dé. Quan sat thiy c6
muc virut lot qua dang ké dbi véi cac 1An chay #7 (thiét bi loc B) va 14n chay #8

(thiét bi loc H) két qua hé s6 loai bo virut duge giam xubng dén gi6i han ¢6 nghia.
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Tuy nhién chi st dung céc thiét bi loc c6 tri s§ giam téng thé it nhat trong mot thir

nghiém 16n hon khoang 1 log TCIDso/mL.

Bang 1: Két hop thiét bi loc virut va dich thiiy phan dau nanh trong thtt nghiém

gy nhiém
Thtr Thiét bi Lo dAiCh tAhﬁy Tri sb giam téng thé
nghiém # loc ph;;lnflau [log1o(TCIDso / mL)]
1 D 7 >5,1
2 D 6 >4,6
3 1 3 4,5
4 I 5 >5,4
5 G 7 4,4
6 G 7 4,1
7 B 6 1,5
8 H 3 1,2

FIG.10 13 hinh v& thé hién dong luc hoc cta quy trinh loc virut duge thuc
hién nhu duoc mé ta trong Vi dy 11. Ap sudt duoc duy tri trong khoang tir 0,8 dén
1,2 bar (trung binh 1,1 bar) ngoai trir 4p sudt ndi tai va ngung dong chay, trudng
hop x4u nhét coa tinh trang vdn hanh. Luu luong ban diu dat duwgc khoang
38 L/(m2 x gid), va gidm tir tir cho dén khi két thuc thir nghiém, tuy nhién, c6 thé
duy tri duge lvu lugng thép nhét 4 L/(m?x gid). Toan by qua trinh k& ca ngdt ap
luc 13 30 ngay. C6 khoang 6500 L/m? dugc loc qua thiét bi loc.

FIG.11 12 hinh v& th8 hién sy thay d6i chudn d6 lay nhiém MMV
[log1o(TCIDso/mL)] phét hién dugc trong mau dich loc lién tuc dugc 14y ra trong
qua trinh loc méi truong gy nhiém MMV dugc md ta trong Vi dy 11. Khong thiy
c6 virut lot qua trong 20 phan doan bét ky dugc phéan tich. Tai luong virut nam
trong khoang < 0,9 [log1o(TCIDso)] dén < 2,8 [logio(TCIDso)] tuy theo thé tich
phén doan. Téng tai luong virut trong dich loc 1a < 3,0 [logio(TCIDso)] ma - khi trix
di tai lwong virut ban du cta vat liéu gy nhiém (nghia 1a 8,5 [logio(TCIDs0)]) -
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day 1a két qua theo yéu t§ giam virut tong thé >5,5 logio. Két qua nay dugc xem 1

c6 hiéu qua va triét de.
M0 ta chi tiét sing che

Séang ché dé cap dén phuong phap loai bo tap nhiém virut ra khoi ché phim,
ché phim nay 12 moi trudng nudi cdy té bao hogc it nhat mot thanh phin trong méi
truong nudi cAy t& bao. Phuong phap nay bao gdm bude dua ché phdm néu trén
vao loc trong it nhét 13 khoang 24 gid qua thiét bi loc virut c6 c& 16 hiéu qua 1én

nhét 12 75 nm.

Hon nita, sang ché cling dé cap dén thiét bi loc virut c6 c& 18 hidu qua 16n
nhét 1 75 nm st dung dé loc trong it nhit 1a 24 gid> nhdm loai bod tap nhiém virut ra
khoi ché phdm, 12 méi trudng nudi chy té bao hodc it nhit mot thanh phén trong
moi truong nudi cy té bao.

Ngoai ra, séng ché dé cap dén ché phém, la méi truong nudi céy té bao hoic
it nhat mot thanh phin trong méi trudng nudi chy té bao thu duoc theo phuong
phap bt ky theo sang ché dé 1am mai trudng nudi cy té bao; san xuét duoc phém,

ché phdm chén doan va/hoic m§ phdm cling nhu trong thyuc phim.

Theo tAt ca cac phuong phép 4n ciia sang ché, ché phdm dugc dua vao loc
virut, quy trinh loc virut hodc thiét bi loc virut dugc tién hanh it nhét 13 khoang 24
gid, khoang 48 gid, khoang 72 gid, khoang 4 ngay, khoang 5 ngay, khoang 6 ngay,
khoang 7 ngay, khoang 1 tuin, khoang 2 tudn, khoang 3 tudn, khoang 4 tudn,
khoang 1 thang, khoang 2 thang, khoang 3 thang, khoang 4 thdng, khoang 5 thang,
khoang 6 thang hodc khoang 7 thang. Ngoai ra, theo mot phuong én, ché phim
duoc dua vao loc virut hodic quy trinh loc virut dugc thuc hién trong thoi gian tir 1
tudn dén 3 tudn, khoang tir 2 tudn dén 3 tudn, khoang tlr 1 tudn dén 4 tuln, khoang
tir 2 tuln dén 4 tudn, khoang tir 1 tudn dén 7 théng, khoang tir 1 thang dén 5 thang,
khoang tir 2 thang dén 5 théng, khoang tir 2 thang dén 4 thang, khoang tir 2 thang
dén 3 thang hodc it nhit khoang tir 24 gid dén 7 théang hoidc khoang tir 48 git dén 5
thang hodc khoang tir 72 gio dén 3 thang. Hon nita, theo mot phuong 4n, ché phdm

dugc dua vao loc virut hodic quy trinh loc virut ndy dugc thuc hién 1du hon khoang
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tir 48 gity dén 7 thang, t6t hon néu khoang tir mot tudn dén 5 thang hodc khoang tir
3 tudn dén 3 thang hoic khoang tir 2 thing dén 3 thang.

Phuong phép theo sang ché c6 thé dugc hoat dong & dung tich it nhét 1a
khoang 2000 L/m?, ho3c it nhét 13 khoang 3000 L/m>, hogc it nhat 13 khoang 4000
L/m? hodc it nhét 1a khoang 5000 L/m? it nhét 13 khoang 7500 L/m?, it nhét 1a
khoang 10000 L/m? hodc it nhét 1a khoang 20000 L/m?. Theo khia canh nay,
“dung tich” dung dé chi thé tich cta dung dich c6 thé duoc loc qua dién tich x4c
dinh ctia mang thiét bi loc virut trude khi dong dich loc nay bi gidm di hodc luc

can tang dén murc khong mong muodn do tac mang cla thiét bi loc.

Puoc du dinh theo sang ché 13 bao ham céc phuong 4n c6 thé duoc st dung
riéng r& hodic két hop véi cac hudng tiép can da biét khéc trong linh vuc k¥ thudt
nay dé giam thidu tap nhiém virut, vi du, sang loc, sang loc tir nguén, phat hién, bét
hoat virut, bit gift bing cach hip thy, v.v.. Phuong phép theo sang ché huéng dén
viéc loai bé téc nhan virut khong mong mubn théng qua ché phdm, 13 méi truong
nudi cdy t& bao hodc it nhat mot thanh phan trong mdi trudng nudi cdy té bao,
trong giai doan d4u ctia quy trinh san xuit va dua ra mdt co ché lam giam virut tap
nhidm. Céac vu diém cua sang ché 1a d& dang thuc hién duge véi lugng 16n, lam
giam dién tich cia mang loc can thiét theo thé tich da cho ciia ché pham, 13 moi
trudong nudi cdy t& bao hoic it nhat mot thanh phén trong mdi trudng nudi chy té
bao, gitp lam giam chi phi phat sinh kéo theo. Cu thé, phuong phép loc virut cta
ché phim theo sang ché d& dang két néi dugc véi quy trinh san xuét lién tuc, vi du,
quy trinh nudi cdy té bao lién tuc nhu 1a truyén dich hoic bd sung lién tuc dudng

chét nhu 13 hé théng ndi phan tng sinh hoc.

Thuét nglt “nhiét d¢” duoc st dung theo sdng ché dung dé chi nhiét d6 cta
ché phém dugc loc theo sang ché, vi dy, méi trudong nudi cly té bao hoic dung
dich dém, tai thoi diém chay qua thiét bi loc virut. Thed mdt phuong an cla sang
ché, nhiét 6 nay nim trong khoang tir 2°C dén 60°C. Theo mot phuong 4n, gi6i
han dudi ctia khoang nhiét do nay 1a khoang 2°C, khoang 4°C, khoang 8°C,
khoang 10°C, khoang 15°C, khoang 20°C, khodng 22°C, khoang 25°C, khoang
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30°C, khoang 37°C hoac khoang 40°C. Gidi han trén ctia khoang nhiét do theo
sang ché 1a khoang 10°C, khoang 20°C, khoang 22°C, khoang 25°C, khoang 30°C,
khoang 37°C, khoang 40°C, khoang 50°C hodc khoang 60°C. Theo mdt phuong
an, nhiét dé nay nam trong khoang tir 4°C dén 45°C, hodc & nhiét do nim trong
khoang tir 10°C dén 40°C, hodc nim trong khoang tir 20°C dén 40°C, hodc nim
trong khoang tir 30°C dén 37°C. Tuong tu, theo mot phuong 4n, nhiét do nay 13
nhiét 46 moi trudong, ma nhiét d6 nay ndm trong khoang tir 20°C dén 30°C. Tét
nhién, phuong 4n ciing dwoc wu tién néu ché phim nay duoc dua vao loc ma khong
can gia nhiét hodc 1am ngudi thém. Do d9, theo mdt phuong an khac, nhiét 4o ndm
trong khoang tir 10°C dén 30°C dwogc sir dung tiy theo nhiét d§ cta vi tri tuong
ung ma tai d6 quy trinh loc dugc tién hanh. Theo mot phuong an khéc, nhiét do
duoc st dung nam trong khoang tir 30°C dén 37°C, vi du, béng cach gia nhiét so
b6 ché phidm dang 16ng trudce khi loc. Dich loc thu dwoc tir quy trinh loc ndy c6 thé

dugc cap lién tuc vao ndi phan Umg sinh hoc.

Theo mdt phuong 4n ctia sang ché, phuong phép loc duge tién hanh & ap suét
nim trong khoang tir khoang 100 mbar dén 4000 mbar, hoic nim trong khoang tir
200 mbar dén 3500 mbar. Theo mdt phuong 4n, quy trinh loc virut nay dugc tién
hanh & mirc 4p suét, trong d6 gidi han dudi 1a khoang 100 mbar, khoang 200 mbar,
khoang 500 mbar, khoang 1000 mbar, khoang 1200 mbar, khodng 1500 mbar,
khoang 2000 mbar, khoang 2500 mbar hodc khoang 2800 mbar. Gidi han trén la
khoang 1200 mbar, khoang 1500 mbar, khodng 2000 mbar, khoang 2500 mbar,
khoang 2800 mbar hodc khoang 3000 mbar. Theo mdt phuong &n, quy trinh loc
duoc tién hanh & 4p suit ndm trong khoang tir 1000 dén 4000 mbar, khoang tir
1500 dén 3500 mbar, khoang tir 1700 mbar dén 3300 mbar hoic khoang tir 1000
mbar dén 2000 mbar.

Theo c4c phuong 4n khic ctia sang ché, c6 thé diéu chinh ap sudt va nhiét do
d8 diéu chinh dung tich va luu luong riéng. Nhitng cai tién khéc vé dung tich va
khoang thoi gian sit dung cta thiét bi loc virut c6 thé thu dugc bang cach diéu

chinh céc thong s6 xtt 1y khac, nhu 4p suét va nhiét do loc. Vi du, di thiy ring theo
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mot sO phuong an, tot hon néu dua ché pham vao loc & nhiét d6 nam trong khoang

tir 10°C dén 40°C & 4p suit ndm trong khoang tir 1000 mbar dén 2000 mbar.

Céc thtr nghi€ém loc so bd d& chiing minh dugc r%mg anh huong cua ché phém
duoc loc dén luu lwong riéng. DA thu duge lvu luong ting khoang tir 50 dén 100%
khi ting nhiét d6 loc ciia ché phdm theo sang ché c6 nhiét d6 bao quan bing
khoéng tir 4°C dén nhiét do khoang tir 18°C dén 37°C. Tuy nhién, trong tit ci cac
phwong 4n ndm trong pham vi nay, viéc sir dung quy trinh loc it nhit 14 khoang 24
gid cho théy hiéu qua vé dung tich cua thiét bi loc virut dit tién duogc sir dung c6
thé dwoc khai thac tot hon din dén tang tor 2 dén 100 1an dung tich trong khi van
duy tri dugc tinh dn dinh cua thiét bi loc.

Theo mét phuong an dwoc wu tién, phuong phép loai bo tap nhiém virut ra
khoi ché phim, 12 méi trudong nudi ciy té bao hodc it nhat mot thanh phin trong
mdi trudng nudi cy té bao, phuong phap nay bao gdm budc dua ché phim néu
trén vao loc trong khoang thoi gian it nhat 13 khoang tir 10 ngdy dén 2 thang qua
thiét bi loc virut ¢ ¢& 15 hiéu qua 16n nhét 13 75 nm & &p suit ndm trong khoang tir
1000 mbar dén 2000 mbar va nhiét d6 ndm trong khoang tir 10°C dén 40°C c6
dung tich it nh4t 13 2000 L/m2. T4t nhién, tit ca cic thong sb khéac ciing c6 thé
duogc két hop voi phuong 4n niy. Ngoai ra, theo mot phuong 4n duge wu tién khac,
phuong phép theo sang ché dugc tién hanh theo ché do loc lién tuc, trong d6 ché
phim duoc wu tién 14 méi truong nudi cdy té bao, vi du, moi trudng nudi cy té bao
chira dich thiy phan ddu nanh hojc méi trudng nudi ciy té bao chira thanh phan c6
nguén géc tir dong vat, trong d6 dich loc dugc cép mot cach lién tuc vao ndi phéan
tmg sinh hoc, cu thé 14 b& phan tmg bd sung lién tuc chat dinh dudng. Theo mjt
phuong 4n khéc, phuong 4n nay c6 thé con dugc tién hanh bing cach st dung it
nhét hai thiét bi loc virut duoc b tri ndi tiép hodc song song.

Du tinh ring, quy trinh loc virut dwoc md ta theo sang ché c6 thé duogc st
dung d& lam gidm su tap nhidm virut tir ché phim bt ky 12 méi truong nudi cy té
bao hodic thanh phin trong méi truong nudi cdy t& bao, nghia 14 mdi trudng va

dung dich dém thich hop d6i vé&i su phat trién cta té bao dong vat, tbt hon néu d6
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la t€ bao dong vat c6 vu, trong mdi trudong nudi cay te bao in vitro. Thong thudng,
moi truong nudi cdy chira dung dich dém, mudi, nguodn ning luong, axit amin,

vitamin va cdc thanh phan vi lugng can thiét khac.

Thuét ngir “ché phdm” ciing bao gém thanh phin bit ky c6 thé 1a mot phan
c¢6 thé c6 trong moi trudng nudi cdy té bao trong pham vi ctia sang ché va c6 kha
ning hd trg su phat trién cta t& bao thich hop trong mdi truong nudi cly. Ché
phdm néu trén bao gdm, vi du, dung dich dém hoic dung dich chira it nhit mét loai
protein hodc axit amin; dung dich chira it nhat mét loai vitamin; dung dich chira it
nhét mot loai mudi hitu co hodc vo co; hoic dung dich chtra it nhét mot nguén

hydrat cacbon hodc dudng.

Trong ngitt canh ctia sang ché, "tri s6 giam Log" (Log reduction value: LRV)
13 tri s6 do hidu suét cia mang trong viéc giit lai cac hat nhu vi khudn hodc virut,
duoc dinh nghia nhu loga (co s6 10) cta ty 18 gitra lwong hat trong dong cip va
lugng hat trong dich thdm qua mang cua thiét bi loc virut. Tri s6 LRV 1a dic trung
d6i v6i loai hat x4c dinh. Theo mot phuong 4n cila séng ché, thiét bi loc virut thu
duoc tri s6 giam 1 Logio (LRV) ddi véi tap nhiém virut, hogc it nhét 13 tri s6 giam
2 Logio (LRV) dbi voi tap nhiém virut, hodc it nhat 13 tri s6 giam 3 Logio (LRV)
d6i v6i tap nhiém virut, hodc it nhét 13 tri s§ giam 4 Logio (LRV) dbi véi tap nhiém
virut, hodc it nhat 13 tri s6 giam 5 Logio (LRV) dbi v6i tap nhidm virut, hodc it nhat
1a tri sb giam 6 Logio dbi voi tap nhiém virut, hosc it nhét 14 tri s& giam 7 Logio débi
v6i tap nhidm virut, hodc it nhat 1a tri s6 giam 8 Logio dbi voi tap nhiém virut, t6t
hon néu it nhét 1 tri s6 giam 4 Logio (LRV) ddi v&i tap nhidm virut. T4t nhién, s&
1a rd rang di v6i ngudi c6 hidu biét trung binh v& linh vuc lién quan, d6 1 tri sb
giam Logio (LRV) bit ky ddi v6i virut hodc tap nhidm virut tiém ting cla ché
phdm duoc loc 12 ¢6 loi d8 ting tinh an toan cla quy trinh san xuit. Do d6, t6t hon
néu thong sé nay c6 thé duoc két hop véi cac thong sd khac duge str dung trong

phuong phép theo séng ché.

“Dong” dugc st dung trong ban md ta co thé st dung thay thé cho “luu luong

riéng” hodc “luu lugng” l1a s6 do duoc st dung cho mang dic trung, ding dé chi
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tbc d6 ctia dong dich loc (tinh theo thé tich ho#c trong lwong ctia dung dich dugc
thdm qua mang loc virut trén dién tich thiét bi loc theo thoi gian, vi dy, L / (m? x
gid). Trong ngft canh cla sang ché, thuat ngit “riéng” nghia 14 trong khoang thoi
gian x4c dinh, tuy nhién, chi khi “luu lugng” duogc st dung, cling theo don vi cua
thong sé nay, hién nhién 1 “luu luong riéng” 1a c6 nghia. Tuong tu, ky hidu viét
tit cia luong “thé tich” cho don vi “lit” 1a “1” hodc “L” cling duoc st dung thay
thé cho nhau. Luu luong riéng trong phuong phép theo sang ché c6 thé thay ddi
trong mot khoang hoic vé co ban van dugc giit c¢b dinh trong subt khoang thoi gian
ctia quy trinh loc bang cach sir dung thiét bi loc virut da cho. Theo mdt phuong 4n
cua sang ché, luu luong riéng c6 thé thay ddi trong khoang tir 5 L / (m? x gidy) dén
500 L / (m? x gid) trong thoi gian it nhét 13 tir 24 gid dén 7 thang. Gi6i han dudi
d6i v6i dong nay c6 thé 1a khoang 5 L / (m? x gi®) hoic khoang 10 L / (m? x gid).
Gi6i han trén c6 thé 1 khoang 25 L / (m? x gid), khoang 75 L / (m? x gid), khoang
100 L / (m? x gid), khoang 200 L / (m? x gid), khodng 250 L / (m? x gid), khoang
300 L / (m? x gid) hodc khoang 500 L / (m? x gid). Dong nay c6 thé con ndm trong
khoang tir 5 L / (m? x gid) dén 100 L / (m? x gid), khoang tir 10 L / (m? x gid) dén
100 L / (m? x gi®) hodc khoang tir 10 L / (m? x gid) dén 25 L/ (m? x gid).

“Loc theo mé” theo cach khac con duogc biét dén dudi dang “loc theo dang
mé” hodc loc duoc thyc hién theo ché d6 mé, dung dé chi quy trinh trong d6 téng
lugng hodc thé tich cu thé cua ché phém, la méi trrong nudi céy té bao hodc it nhit
mdt thanh phén trong méi trudng nudi cdy té bao, dugc loc qua thiét bi loc virut
theo mé theo dung tich cta thiét bi loc virut va trong d6 quy trinh loc nay dugc
hoan thién trude khi dich loc dugce st dung truc tiép hodc cép vao quy trinh ma tai
do dich loc dugc st dung hodc dugc ti€u thu.

I3
A

Thuét nglt “loc li€n tuc” hodc “loc truc tuyén” hoac “loc truc tiep” dung dé
chi quy trinh loc, trong d6 tdng thé tich hodic luong cu thé ciia ché pham, 13 moi
trudng nudi cdy té bao hoic it nhit mét thanh phan trong méi trudong nudi chy té
bao, duoc loc qua thiét bi loc virut mot cach lién tuc phu thudc vao dung tich cla

thiét bi loc virut va trong d6 quy trinh loc nay van duoc tiép tuc ngay khi dich loc
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nay dugc st dung truc tiép hosic cép vao quy trinh ma tai d6 dich loc dugc st dung

hodc ti€u thu.

T4t ca cac phuong 4n theo sang ché c6 thé dugc thuc hién bang cach st dung
quy trinh loc theo mé hoéc loc lién tuc. Co thé d& dang thu dugc hiéu qua cé lgi
ctia séng ché bing cach dwa ché phdm, 13 méi trudng nudi cdy t& bao hogc it nhit
mdt thanh phén trong méi trudng nudi cdy té€ bao, vao loc trong it nhit 13 24 gid
qua thiét bi loc virut ¢6 ¢& 15 hidu qua 16n nhit 1a 75 nm nhim loai b tap nhiém

virut ra khoi ché pham da néu.

Theo mot phuong 4n wu tién cta sing ché, phuong phép loai bé tap nhiém
virut ra khoi ché phdm, ché phim nay 13 mdi trudng nudi ciy t& bao hodc it nhit
mot thanh phan trong méi trudng nudi cy té bao, trong d6 ché phdm duoc dua vio
loc trong it nhat 1a khoang 24 gidr qua thiét bi loc virut c6 ¢& 16 hiéu qua 16n nhit 13
75 nm, dugc thyc hién dudi dang quy trinh loc lién tuc. Ché do hoat ddng nay 1a ¢
loi & chd dich loc ctia ché phim duoc tao ra ¢6 thé dugc cip lién tuc va tryuc tiép
vao quy trinh ¢6 st dung hodc tiéu thy dich loc ndy. Theo mdt phwong 4n vu tién
khéc, ché phém duoc loc virut, [a méi trudong nudi céy t& bao hodc it nhat mot
thanh phan trong mdi trudng nudi ciy t& bao, c6 thé cap truc tiép va lién tuc vao
ndi phan tmg sinh hoc, t5t hon néu duoc cip lién tuc vao ndi phan tmg sinh hoc
quy md 16n ding dé nuéi cy té bao, vi dy, quy trinh bd sung lién tuc chét dinh
dudng, quy trinh truyén dich lién tuc hogic quy trinh cip theo mé. Phuong 4n nay
duogc thuc hién, theo mot phuong 4n, v6i 4p sudt ndm trong khoang tir 1000 mbar
dén 2000 mbar va nhiét @ ndm trong khoang tir 10°C dén 40°C, trong d6 dung
tich it nhat 1a 2000 L/m? hodc it nhat & 5000 L/m2. Ngoai ra, t6t hon nita 1a quy
trinh loc virut ra khoi ché phdm nay dugc thuc hién trong it nhat 1a khoang 24 gid
hodic khoang tir 48 gior dén 7 thang, t6t hon nita néu it nhat 1a tr mot tudn dén 5
thang va tt nhit 12 tir m6t dén 3 tudn hogc khoang tir 3 tudn dén 3 thang va thim
chi tét nhat néu it nhat 1a tir 2 dén 3 thang. T4t nhién, cic thong sd khac ciing 6
thé duge két hop cing phuong 4n nay. Ngoai ra, tot hon néu ché phdm duoc loc

nay 12 mdi trudng nudi cdy t€ bao va cheé do loc 1a che do loc lién tuc.
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T4t nhién, ngudi c6 hiu biét trung binh v& linh vuc lién quan sé& hidu rang,
ché phdm dugc loc virut thu dwoc tir phuong phap bit ky trong sb céc phuong
phap ctia sang ché c6 thé duge ding hodc cap truc tiép vao quy trinh san xuét khac
lién quan dén nudi cdy té bao; san xut dugc phdm, ché phdm chan doan va/hodc
m§ phdm ciing nhu thyc phdm. T4t nhién, trong cic phuong 4n ndy, quy trinh loc

lién tuc ché pham dugc uu tién.

Do d6, sang ché ciing d& cap dén ché phim, 12 méi truong nudi ciy té bao
hodc it nhit mot thanh phin trong méi trudng nudi cdy t& bao thu dugc theo
phuong phép bat ky theo sang ché st dung d& nudi cdy té bao; san xudt dugc

phim, ché phim chin do4n va/hodc m§ phdm ciing nhu thuc phim.

Theo mdt s phuong 4n, méi trudng nudi cdy t& bao dwoc loc 1a vo trung,
hodc theo cach khac, duge xir Iy so bd. Theo mdt s6 phuong 4n, moi trudng nudi
chy té bao chira protein hodc huyét thanh dong vat hodc cac thanh phan c6 ngudn
gbc tir dong vat, hodc khong chtra protein déng vat, khong chita huyét thanh hogc
thanh phan khong c6 ngudn gbc tir dong vat, hodc hoic dang két hop bit ky cua
céc dic tinh néu trén. Theo cic phuong 4n khac, mdi truong nubi cy t& bao nay
chira dich thiy phan déu nanh cé nguén gbc tir cac loai thuc vat, vi khuén va cé
ndng d6 khac nhau, cu thé 13 dich thiy phan dau nanh. Theo phuong 4n dugc uu
tién, moi trudng nudi cdy t& bao 1a mdi trudong khong chira protein dong vat véi
ndng d6 khac nhau cta it nhit mot dich thily phan déu nanh. Tuy nhién, cAn nhin
manh ring, phuong phap theo sang ché dic biét thich hop dé loc virut ra khéi ché
phdm chira thanh phdn protein hodc huyét thanh hodc cic thanh phan khic c6
ngudn gdc tlr ddng vat nhim cai thién tinh an toan v& mit virut hoc cta céc ché
phdm nay, dic biét 1a khi dugc st dung trong quy trinh nudi ciy té bao, dugc
phim, ché phim chin do4n va/hosic m§ phim ciing nhu trong thyc pham.

“Mbi truomg nudi cdy t& bao” duoc dinh nghia, theo sang ché, 12 moi trudng
thich hop d8i véi su sinh truéng cua té bao va tt hon néu 1a té bao dong vat, tot
hon nita ndu 1a t& bao cua dong vat c6 vi, trong nudi cdy t& bao in vitro. Moi

truong bat ky c6 kha ning tro gitip cho sy phat trién cta t& bao thich hgp trong
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nudi cdy té bao déu c6 thé dugc sir dung. Moi truong nudi cdy té bao theo séng ché
c6 thé dua trén méi truong co ban nhu DMEM, Ham's F12, Medium 199, McCoy
hoic RPMI da duoc biét ddi v6i nhitng ngudi c6 hiéu biét trung binh vé linh vuc
lién quan. Mdi trudng co ban c¢6 thé chira nhidu thanh phan bao gdm axit amin,
vitamin, cac mudi vd co va hitu co va cic nguén hydrat cacbon khéc, mdi thanh
phin nay c6 mit voi luong da dé gitp nudi dudng t& bao ma ndi chung 1a da biét
d6i v6i ngudi ¢6 hiéu biét trung binh v& linh vue lién quan. Méi trudng ndy cé thé
chtta céc chét bd trg, 13 cac chit dm nhu natri bicacbonat, chit chéng oxy hoa,
chat dn dinh d& trung hoa 4p luc co hoc, hodc chét e ché proteaza. Néu can, c6 thé
bd sung chit hoat dong bé mit khong ion nhu hdn hop cua polyetylen glycol va
polypropylen glycol (vi du, Pluronic F68 RTM., SERVA) lam chét khtr bot.

Theo sang ché, “moi truong chira protein dong vat" 1a mdi truong nudi cay té

bao ma chira protein bat ky thu duge tlir ngudi hodc dong vat.

Theo séng ché, “mdi truong khong chira protein" 12 mdi trudng nudi cay te

bao khong chtra protein bit ky thu duge tir ngudi hodc dong vat.

Thuét ngit "méi trudng nudi cdy t& bao khong chira protein dong vat" theo
sang ché ding dé chi moi truong khong chita prtein va/hodc thanh phén protein tir
t€ bao c6 nhan dién hinh cta sinh vat da bao khong phai thuc vat. Protein dién hinh
dugc loai bo 12 nhitng protein duge tim thiy trong huyét thanh va chit c6 ngudn
gbc tir huyét thanh, nhu albumin, transferin, insulin va céc yéu td sinh trudng khéc.
Moi truong nudi cdy té bao khoéng chira protein dong vat cling khong chira san
phdm tinh khiét bt ky c6 ngudn gdc tlr ddng vat va san pham thu duoc tir dong vat
tai td hop ciing nhu céc phin phan cét protein va dich chiét ctia né hodc dich chiét
lipit hodic c4c thanh phin dang tinh khiét cta né. Protein dong vét va thanh phan
protein 1a khac so véi proetin khong cé ngudn gde tir dong vat, cac oligopeptit va
peptit nhé thu duogce tir thue vat (thudong cé chidu dai ndm trong khoang tir 10 dén
30 axit amin), nhu d4u tuong, va c4c sinh vét c¢6 nhan dién hinh bac thip nhu ndm
men ¢6 thé thudc méi trudng nudi cdy t& bao khong chira protein dong vat theo

sang che.

-21-



217245

A

Thuat ngit "dich thity phan" bao gdm dang phén cét bit ky ctia vét liéu ngudn
co nguén gbc tir dong vat hodc thuc vat hodc dich chiét thu dugc tir nAm men hoic
vi khuln. Trong méi trudng nudi cdy té bao theo sang ché “dich thiy phan dau
nanh” c6 thé 1a dich thiy phan ddu nanh ¢ d6 tinh khiét cao, dich thily phan dau
nanh tinh khiét hodc dich thity phan d4u nanh thé.

Thuat ngit "c6 chira huyét thanh" dugc ding cho méi trudng bao gém moi

truomg nudi cdy té bao chira huyét thanh.

Thuét ngit "khong chira huyét thanh" dugc ding cho méi trudng bao gdm
mdi trudng nudi cdy t& bao bit ky ma khong chira huyét thanh. Do "khong chira
huyét thanh", nén duoc hiéu rﬁng mdi trudng nay, t6t hon néu chura it hon 0,1%
huyét thanh va t8t hon néu chira it hon 0,01% huyét thanh. Thuét ngit “huyét
thanh” dung dé chi phén dich cia mau thu duoc sau khi loai bo khéi to huyét vaté

bao mau.

Theo mdt sb phuong 4n, dich loc hodc dong dich loc thu duge tir quy trinh
loc duoc cdp vao mdi trudong nudi cdy té bao quy mo 16n va ndi phan mg sinh hoc,
mdt cach twong tmg. Mdi trudng nudi cdy t& bao “quy md 16n” dugc st dung trong
ban mo ta ding d& chi méi trudong nudi cdy t& bao & quy md it nhét 13 khoang 100
L, it nhat 1a khoang 200 L, it nhat 1a khoang 300 L, it nhét 1 khoang 400 L, it nhit
1a khoang 500 L, it nhét 1a khoang 1000 L, it nhét 13 khoang 1500 L, it nht 1a
khoang 2000 L, it nhét 1a khoang 2500 L, it nhit 2 khoang 3000 L, it nhit la
khoang 4000 L, it nhat 13 khoang 5000 L, it nhét 13 khoang 7500 L, it nhét 13
khoang 10000 L hozc it nhit 1a khoang 20000 L. Theo mdt phuwong 4n dugc uu
tién, dong dich loc thu dugce trong phuong phap bét ky theo sang ché dugce cép vao
ndi phan Gng sinh hoc dugc sir dung trong quy trinh bd sung lién tuc chét dinh
dudng, quy trinh truyén dich hogc quy trinh cip theo mé, t6t hon néu bang cach loc
lién tuc.

MBoi truong nudi cdy t& bao theo sang ché c6 thé 1a moi trudong nudi ciy té

bao bét ky tiy vao loai va ban chit ctia t€ bao nudi cdy va pha sinh truong cia t&
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bao nuoi céy, vi du, t& bao dinh bam hoic khong dinh bam; té bao sinh truong hosc
t& bao bét gift sinh truong.

Thuat ngit “v tring” dugc sir dung theo sang ché dung dé chi chit ma khong
chtra hodic vé co ban khong chira tap nhidm virut va/hoic vi khuén. Theo khia canh
ndy, "tap nhidm” ding dé chi vt liéu chtra thanh phin khac véi thanh phin mong
mudn trong ché pham, 12 mdi trudng nudi ciy t& bao hodc it nhat mot thanh phan
trong mdi trudng nudi ciy té bao. Theo ngilt canh “loc v6 trung”, thuat ngit loc vo
tring nhim md ta vé& chirc ning ma ché phim dugc loc qua thiét bi loc vo tring dé

loai bo cac chat tap nhiém vi khuan va/hodc mycoplasma.

Thuét ngit “quy trinh loc virut” dugc st dung trong ban mo ta thay thé cho
thuét ngft “quy trinh loc nano” va dung dé chi quy trinh loc c6 sit dung thiét bi loc
virut c6 ¢& 18 hidu qua x4c dinh. N6i chung, cac thiét bi loc nhu vay duogc ding dé

loai bo virut.

Tap nhiém virut duge dy dinh loai bo bang cach loc theo tat ca cac phuong
phép cua sang ché c6 thé 1a virut bit ky da biét trong linh vyc k¥ thuat lién quan
ho#c s& dugc phat hién trong tuong lai. Pinh nghia nay cfing bao gbm ca céc tap
nhidm virut tiém tang duoc loai b bing cach loc va ciing bao gdm nhiéu hon mot
loai virut dugc loai bd bing cac phuong phép theo sang ché. Vi du, tap nhiém virut
hodc tap nhidm virut tiém tang c6 thé 1a mot thanh vién cta ho virut
Orthomyxoviridae, Arenaviridae, Paramyxoviridae, Rhabdoviridae,
Coronaviridae,  Flaviviridae, Picornaviridae, —Togaviridae, Arteriviridae,
RetParvoviridae, — Bunyaviridae, — Caliciviridae, — Retroviridae,  Reoviridae,
Circoviridae, Adenoviridae, Poxviridae, Herpesviridae, Iridoviridae hodc
Reoviridae. Cu thé hon, tap nhi®m virut ndy c6 thé 1a nhém bit ky bao gdm
parvoviridae gdy bénh trén ch6 (canine parvoviridae: CPV), virut minute 18y nhiém
trén chudt nhit (minute virus of mice: MVM), virut Cache Valley, virut
Bunyamwera, virut viém n3o Northway, virut cim A/B, virut Junin, virut
Parainfluenza 1/2/3, virut Simian 5, virut géy bénh quai bi, virut hgp bao ho hép 4]

bo, virut Sendai, virut gdy bénh Newcastle, virut gdy viém phdi trén chudt nht,
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virut gdy viém miéng bong, virut gy bénh dai, virut gy viém duong hd hip & b,
virut gdy bénh viém gan & chudt, virut gy sdt vang da, virut West Nile, virut st
Dengue, virut gdy viém ndo Tick borne, virut viém ndo St. Louis, Vesivirut 2117,
virut viém ndo va co tim, virut Coxsackie B-3, virut viém nfo & chudt nhét Theiler,
virut gdy bénh chin tay miéng, enterovirut & bo, enterovirut & lon, virut Semliki
Forest, virut Sindbis, virut Rubella, virut gdy bénh viém nfo Nhit Ban, virut gay
bénh viém nfo ngwa phwong déng, virut gay hdi chimg sinh san va ho hip & lon,
virut Foamy, Reovirut 1/2/3, reovirut gy bénh cho chim, Rotavirut, circovirut 1 &
lon 1, Adenovirut, virut Pseudorabies, gamaherpes 68 & chudt, virut gdy bénh mun
nudc Herpes 1, virut Frog 3, virut minute ¢ chudt (minute virus of mice-cutter:
MVMc), virut gdy bénh & thin lin Uc (bluetongue virus: BTV), virut gdy bénh
xuét huyét Epizootic (Epizootic haemorrhagic disease virus: EHDV), virut gy tiéu
chay & bo (bovine viral diarrthea virus: BVDV), parvovirus & lon (porcine
parvovirus: PPV), virut gdy bénh viém ndo va co tim (encephalomyocarditis virus
(EMCYV), Reovirut 3, va virut gdy bénh mau tring cho chudt (murine leukemia

virus: MuLV), Hepatitis A, polio, hodc Parvoviridae B19.

Thuét ngit “thiét bi loc virut” dugc st dung thay thé cho thuat ngit “thiét bi
loc gitt lai virut”, “thiét bi loc virut” va “thiét bi loc nano” va néi chung dung dé
chi thiét bi loc, khac biét & chd, dugc tao ra thich hop dé giit lai virut c6 ¢ 15 higu
qua dam bao thyc hién dugc chirc ndng d6. Cac dic trung nay bao gbm, bang cach
vi du, mang c6 cac dic tinh nhu hinh th4i, hinh dang 15, mat d6 13, va do dong
nhét, ¢& 18 hidu qua, do day cia mang, v.v.. Mang loc virut hitu ich theo sang ché
bao gém cac mang hoat dong béng su loai trir theo kich thudc va dién tich, c6 kha
nang Kkét hop véi viée gilt he“'lp thu. Céc co ché loai trir kich thudc va gitt hép thu cé
th8 khong can thém mang khac va thiét bi loc c6 thé st dung hiu qua véi mot
hoic nhiéu co ché nhu vay.

Thiét bi loc duge x4c dinh theo sang ché va dugc str dung theo mot phuong
4n cua sang ché khéc biét & chd c6 mang voi ¢& 16 hidu qua 16n nhit 1a 75 nm.
Theo mot phwong 4n cua séng ché, giéi han dudi cia c& 10 hiéu qué la khoang 5

nm, khoang 10 nm, khoang 15 nm, khoang 20 nm, khoang 25 nm, khoang 30 nm,
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khoang 35 nm, khoang 50 nm hodc khoang 60 nm. Theo phuong 4n néu trén cta
sang ché, gii han trén clia ¢& 16 hiéu qua 13 khoang 10 nm, khoang 15 nm, khoang
20 nm, khoang 25 nm, khoang 35 nm, khoang 50 nm, khodng 60 nm hodc khoang
75 nm. Theo mdt s phuong 4n néu ctia sing ché, thiét bi loc virut c6 ¢ 15 hiéu
quéa ndm trong khoang tir khoang 5 dén 75 nm hodc tir khoang 10 dén 75 nm hodc
tir khoang 15 dén 75 nm hoic tir khoang 20 dén 75 nm hodc tir khoang 15 dén 50
nm hodc tir khoang 15 dén 35 nm.

C& 18 hiéu qua, theo sang che, 12 mot dic tinh ciia mang loc va ding de chi
¢& cua hat duoc gitt lai mot cach hiéu qua bang mang d6, luu y rang muirc hi€u qua

nay duge md ta bang yéu t6 giam loga cuia hat c6 ¢& do.

Thiét bi loc virut duge st dung trong cac phuong phép theo sang ché c6 thé 1a
thiét bi loc bét ky c6 két cau dua a chiu dugc dung tich it nhat 14 khoang 2000
L/m2, hogc it nhét 1a khoang 3000 L/m?, hoc it nhat 1 khoang 4000 L/m? hoc it
nhét 13 khoang 5000 L/m? hogic it nhat 1a khoang 7500 L/m?, hodc it nht la
khoang 10000 L/m?, it nhat 13 khoang 20000 L/m?, hogc c6 thé hoat dong dugc
trong khoang thoi gian tir 24 gio dén 7 thang hozc t&t hon néu it nhat 13 khoang 48
gid, khoang 72 gid, khoang 4 ngay, khoang 5 ngay, khoang 6 ngay, khoang 7 ngay,
khoang 1 tudn, khoang 2 tudn, khoang 3 tudn, khoang 4 tudn, khoang 1 théng,
khoang 2 thang, khoang 3 théang, khoang 4 thang, khoang 5 thang, khoang 6 thang
hodc khoang 7 thang.

TAt nhién, néu sir dung nhidu hon mét thiét bi loc trong phuong phép theo
sang ché thi ¢6 thé st dung nhidu loai thiét bj loc virut khac nhau va duge két hop

trong quy trinh loc, t6t hon néu loc song song hogic nbi tiép.

Thiét bi loc virut dugc néu lam vi du bao gém mang loc nhidu 16p hodc mot
16p va dugc lam bang vat liu nhu polyvinyliden florua (PVDF), xenluloza,
xenluloza duoc cai tién, vi du, soi xenlulza rong dugc tai tao tir cupramoni hodc
polyetesulfonic. Mang cua thiét bi loc virut c6 thé 13 mang trung tinh, tich dién am
hodc dwong. Mang loc ndy c6 thé 1a mang ion, nghia 13, chung c6 thé chira cac

nhém cation hogc anion, nhung wu tién néu 1a mang trung tinh tiy theo diéu kién
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vé d6 pH. Mang loc virut nay c6 thé dugc chon tir nhém gdm céc mang ua nudc va
ky nudc. Theo mdt phuong 4n wu ti€n, mang cua thiét bi loc virut duoc st dung
trong phuong phap theo sang ché dugc lam tir polyvinyliden florua (PVDF) hodc
polyetesulfon.

Céac nha san xuit thiét bi loc dugc néu lam vi du ¢ kha ning loai bd duge
virut gém, nhung khong loai trtr, Asahi/Planova, PALL, Millipore, Sartorius,
Gambro va Amersham/AG Technology. Cac thiét bi loc thich hgp dé str dung theo
séng ché gém, nhung khong bi gidi han 6, thiét bi loc Asahi’s Planova 15 N (Asahi
Kasei Corporation, Planova Division), thiét bi loc Planova 20 N (Asahi Kasei
Corporation, Planova Division), thiét bi loc Planova 35 N (Asahi Kasei
Corporation, Planova Division), va thiét bi loc BioEX (Asahi Kasei Corporation,

Planova Division).

T4t nhién, mong mudn ring thiét bi loc dugc sir dung trong phuong phap theo
sang ché c6 thé hip khir tring duoc va/hodc duoc hép khir tring va/hodic dugc vo
trung theo cach khéc trude khi st dung. Tuy nhién, cac kha ndng khic ma dam bao
duoc do vo trung cia thiét bi loc virut déu thich hop dé thuc hién. Hon nita, ciing
mong mudn ring cé thé kidm tra duoc tinh 6n dinh cta thiét bi loc trude khi st
dung va/hoic sau khi sit dung. Theo mot phuong an wu tién, trong phuong phép
theo sang ché, thiét bi loc dugc hap khi tring va kiém tra d6 6n dinh duoc st dung

c6 mang polyvinyliden florua (PVDF) hodc polyetesulfon.

“Dich loc”, duge sit dung trong ban md ta thay thé cho thuat ngit “thAm qua”
dung d& chi dung dich di qua thiét bi loc hodc mang loc cling nhu dung dich ma
chay qua thiét bi loc hodc mang loc.

“Gitt lai”, duoc stt dung trong ban md ta, ding dé chi thanh phan trong dung
dich duoc giit lai va khong di qua thiét bi loc hodc mang loc cling nhu khong chay
qua thiét bi loc hodic mang loc.

Thiét bi loc virut hitu ich theo sang ché bao gém it nhat mot mang loc virut
chia dudng cdp thanh hai phan truéc va sau loc. Thiét bi loc thuong gdm cac cong

cu dé kiém soét 4p suat va dong chay, nhu cac bom va van, va cdc dung cu do ap
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sult va dong chay va dung cu do mat do. Thiét bi nay cling co thé gém mot sb
thanh phan mang loc két hop khac nhau, dugc bd tri song song hodc ndi tiép hoic
két hop ca hai.

Dong loc bién dong tuy theo ap suét. Noi chung, & didu kién hoat dong binh
thuong, 4p suit cang cao thi dong chiy cang manh. Dong chay ciing bién dong
theo nhiét d§. Khi tang nhiét 4§ hoat ddng cling lam tang dong chay. Tuy nhién, ap
sudt cang cao, nhiét d6 cang cao thi cang ting kha ning dut giy mang. Pbi véi
mang v6 co, cd khoang nhiét d¢ va do pH cao hon co thé duoc wu tién st dung so

vGi mang polyme.

Ngudi c6 hiéu biét trung binh v& linh vuce lién quan hién nhién hiéu ring thay
vi sir dung thiét bi loc virut theo sang ché thi c6 thé sur dung thiét bi loc ¢6 trong
luong phéan tir gidi han nhdé hon khoang 5000 Dalton hodc nhé hon khoang 1000
Dalton dé loai bé ca virut. Trong ngit canh nay, “mang loc ¢6 trong lugng phan ti
gi6i han” (molecular weight cut-off: MWCO) 14 mang dic trung cho thiét bi loc
chi 15 trong lugng phan tir trung binh ciia cht tan, tuy nhién ca virut hoic hat déu

khong thdm qua mang cua thiét bi loc nay.

Tri s& pH trong quy trinh loc virut theo sang ché c6 thé duoc thiét dit trong
khoang bt ky can thiét dé gitt dwoc tinh én dinh va chirc ning ctia ché phim duoc
loc, t6t hon néu 1a méi trudong nudi cy té bao hoic dung dich dém. Vi dy, trj s pH
c6 thé duoc thiét dit trong khoang tir 1 dén 10, t6t hon néu ndm trong khoang tir 2
dén 8 hozc nim trong khoang tir 3 dén 7, t5t hon néu ndm trong khoang tir 6,8 dén

8 hozc t&t nhit néu nim trong khoang tir 7,0 dén 7,45 (tri s6 pH sinh 1y).

Ciing duoc du dinh ring phuong phép theo sang ché c6 thé dugce tich hop vao
hé théng phia phia duéi thiét bi loc mirc v tring dé loai bo tap nhidm vi khuin va
nhd d6 tao ra dong cip vo tring ctia ché phdm ma c6 thé 13 "ché phdm khoi du",

nghia 14 ché phdm dugc sir dung trong phuong phap bit ky theo sang ché.

Theo mot phuong 4n, sdng ché c6 thé thuc hién dugc bing cach sir dung hai
hozc nhiéu thiét bi loc dwoc bd tri ndi tiép. Pidu nay c6 loi gitip 1am ting kha ning

loai bo virut va ddm bdo an toan trong truong hop thiét bi loc virut bi héng hodc bi
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thing. Theo mdt phuong 4n khac, quy trinh loc duge thyc hién bang cach sir dung
hai hodc nhiéu thiét bi loc virut duogc b tri song song, nhd d6 cho phép thay thé
thiét bi loc ma khong can lam gidn doan quy trinh lién tuc va tranh dugc nhiing

bién ¢ khong ludng trude duge, vi du, do bi tic.

Theo cac phuong an khéac, quy trinh loc thuc hién dugc bang cach st dung it
nhét hai thiét bi loc duoc bb tri song song trong hé 6ng c6 dau ndi chit Y, trong dé
mdi thiét bi loc duoc ndi thong chit lwu véi mot nhanh cta ddu ndi chit Y va
ngudn cp ché phdm. Theo mot s§ phuong 4n, ddu ndi chit Y ¢6 mét dau ndi. Theo
céc phuong an khac, quy trinh loc dugc thuc hién béng cach st dung mot bd gém
nhiéu thiét bi loc dugc bd tri vira ndi tiép, vlra song song. Péc biét hitu dung trong
ngit canh cua sang ché khi ¢6 su sép xép, trong do6 it nhét thiét bi loc tht hai duogc
bd trf song song gén voi thiét bi loc duge b tri song song hodc thiét bi loc duoc bd
tri nbi tiép dé c6 kha ning thay thé mot trong sé céc thiét bi loc d6 ma khong cin

dung quy trinh loc véi ly do bao dudng.

Theo mot sb phuong 4n, thiét bi loc duoc kiém tra tinh 6n dinh trude khi st
dung. Viéc kiém tra tinh 6n dinh nay cé thé dugc thuc hién theo dang kiém tra trén
co s khuyéch tan khong khi-nude, trong d6 khong khi duge dua truc tiép vao thiét
bi loc va tiép d6 thiét bi loc nay dugc nhing vao trong nude vo tring va duoc kiém

tra c4c bot khi, c4c bot khi niy s& chi ra nhitng 15 thing trong thiét bi loc.

Theo mdt phuong 4n, thiét bi loc virut hoic mang loc virut c thé duoc xur ly
so bo trude khi tién hanh loc virut, vi du, béng cach rira béng tac nhan rira, cu thé

la bang tdc nhan rtra axit, tdc nhan rira kiém va/hodc etanol.

Theo mot phuong 4n clia sang ché, phuong phap loc dong tiép tuyén ciing c6
thé thuc hién duoc trong phuong phap theo séng ché. Trong ngit canh clia sang
ché, thuat ngit “loc dong tiép tuyén” duoc sir dung trong ban mé ta thay cho thuat
ngtt “loc kiéu dong ngang”. Trong md hinh loc dong tiép tuyén, phan dung dich
chay phia trén cta thiét bi loc duwoc hudng vé co ban song song hoic tiép tuyén
hodc chay qua bé mit cua thiét bi loc. Viée dich chuyén cta dich loc thdm qua

dugc hd trg biang cach han ché dong chay cta thanh phan gitt lai so v6i dong cép,
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din dén 4p sudt nguoc cho hé thdng va cho phép di chuyén dich loc thim qua
mang loc. Viéc cudn mot cach lién tuc theo dong chay tap nhiém trén bé mit mang
loc ¢6 tac dung giam dén murc tdi thiu kha ning giy tic trong san phdm duoc loc.
Thiét bi loc virut thich hop khi thu dwoc it nhat mét tri s§ giam 1 Logio (LRV) dbi
v6i tap nhidm virut, hodc it nhit mét tri s§ giam 2 Logio (LRV) d6i v&i tap nhiém
virut, hodc it nhat mot tri s6 giam 3 Logio (LRV) d6i v6i tap nhidm virut, hoic it
nhit mot tri s§ giam 4 Logio (LRV) d6i v6i tap nhiém virut, hodc it nhit mot tri sb
giam it nhat 5 Logio (LRV) ddi v6i tap nhidm virut, hodc it nhat mot tri s6 giam 6
Logio d6i véi tap nhiém virut, hodc it nhat mot tri s6 giam 7 Logio dbi véi tap
nhiém virut, hodc it nhat mot tri s§ giam 8 Logio dbi véi tap nhidm virut, t6t hon
néu it nhat mét tri s6 giam 4 Logio (LRV) di véi tap nhiém virut. T4t c4 cac trj sb
giam loga c6 thé 4p dung cho ¢& 18 hidu qua ciia thiét bi loc virut bt ky 16n nht 1a
75 nm. Theo mdt phuong 4n cta sang ché, gidi han dudi ciia ¢& 15 hiéu qua cia
thiét bi loc virut 1a khoang 5 nm, khoang 10 nm, khoang 15 nm, khoang 20 nm,
khoang 25 nm, khoang 30 nm, khodng 35 nm, khoang 50 nm hodc khoang 60 nm.
Trong phuong 4n néu trén theo sang ché, giGi han trén cia c¢& 15 hidu qué cta thiét
bi loc virut 1a khoadng 10 nm, khodng 15 nm, khodng 20 nm, khoang 25 nm,
khoang 35 nm, khoang 50 nm, khoang 60 nm hoic khoang 75 nm. Theo mét sb
phuong 4n ctia sang ché, thiét bi loc virut ¢6 ¢ 15 hidu qua nim trong khoang tir 5
dén 75 nm hosc ndm trong khoang tir 10 dén 75 nm hoic ndm trong khoang tir 15
dén 75 nm hodc nidm trong khoang tir 20 dén 75 nm hozc nim trong khoang tir 15

dén 50 nm hogc ndm trong khoang tir 15 dén 35 nm.

Theo mdt s6 phwong 4n cta sang ché, phuong phap loc kiéu dong tidu chun

dugce st dung. “Phuong phap loc kiéu dong tiéu chuédn”, dugc st dung trong ban

1
Av1Y°

mo ta thay thé cho cac thuat ngit “dau mut”, “mot chidu” va “loc dong truc tiép”
ding @& chi quy trinh loc bang thiét bi loc virut, trong d6 dong chét 1ong thudng
duoc tiép xuc vudng goc voi bé mat thiét bi loc, tuy theo cAu tric cta mddun thiét
bi loc, dong chét luu cling c6 thé duoc tiép xuc tiép tuyén voi mang cia thiét bi
loc, tuy nhién, nguoc lai véi loc kidu dong ngang, phwong phap niy khong tuin

hoan dong chay, didu nay c6 nghia 13 luu lugng riéng trude va sau thiét bi loc 1a
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nhur nhau. Thiét bi loc virut bit ky thich hop d& thu duoc it nhit mot tri s& giam 1
Logl0 (LRV) d6i véi tap nhim virut, hodc it nhit mot tri s§ giam 2 Logio (LRV)
dbi voi tap nhiém virut, hoic it nhét mot tri sb giam 3 Logio (LRV) dbi véi tap
nhiém virut, hodc it nhat mot tri s giam 4 Logio (LRV) d6i v6i tap nhiém virut,
hodc it nhat mot tri s6 gidm 5 Logio (LRV) dbi véi tap nhiém virut, hoic it nhat
mdt tri s giam 6 Logio dbi véi tap nhidm virut, hodc it nhit mot tri s6 giam 7
Logio d6i véi tap nhidm virut, hodc it nhit mét tri s§ giam 8 Logio d6i véi tap
nhidm virut, tt hon néu thu duoc it nhit mot tri s6 giam 4 Logio (LRV) dbi véi tap
nhiém virut. Cc yéu td giam loga khac c6 thé dwoc 4p dung véi c& 18 hidu qua ciia
thiét bi loc virut bt ky 16n nht 14 75 nm. Theo mdt phuong 4n cta sang ché, gisi
han dudi cta ¢& 18 hidu qua cta thiét bi loc virut 1a khoang 5 nm, khoang 10 nm,
khoang 15 nm, khoang 20 nm, khodng 25 nm, khodng 30 nm, khoang 35 nm,
khoang 50 nm hozc khoang 60 nm. Theo phwong 4n néu trén cla sang ché, gi6i
han trén cta c& 18 hidu qua cia thiét bi loc virut 1a khoang 10 nm, khodng 15 nm,
khodng 20 nm, khodng 25 nm, khodng 35 nm, khodng 50 nm, khoang 60 nm hodc
khoang 75 nm. Theo mot s6 phuong an cta sang ché, thiét bi loc virut c6 c& 16
hidu qua ndm trong khoang tir 5 dén 75 nm hodc tir 10 dén 75 nm hoic tir 15 dén

75 nm hodc tir 20 dn 75 nm hodc tir 15 dn 50 nm hodc tir 15 dn 35 nm.

Nguoi ¢6 hiéu biét trung binh vé linh vyc lién quan nhan thdy ring, tit ca cac
phuong an theo séng ché c6 thé thuc hién dugc véi su tro giup ctua hé¢ théng 6 san
bét ky hitu ich vé mit k§ thuat cho muc dich cta sang ché, vi du, bom nhu dong
téc d6 cb dinh hodc téc do bién ddi, bom ly tAm, v.v. Thing 4p luc bit ky hoic
thung chira khéac c6 thé dwoc sir dung dé tao ra dong chay qua thiét bi loc virut véi

ap suét khong ddi hoic bién ddi trong quy trinh Ioc.

Ngudi ¢6 hidu biét trung binh v& linh vuc lién quan nhén thdy ring viéc lva
chon loai va ché d6 cua thiét bi loc (loc dau mut hoic loc dong tiép tuyén) phu
thudc vao cac yéu t6 nhu hop phin, ham luong protein, phan b trong lugng phan
ttr, luong nhiém tap/hat hodic cac tinh chét vat ly hodc sinh héa khac trong dong
cép dugc xir 1y, cc yéu cAu va gidi han xtr 1y (4p sudt cho phép, thoi gian xtt 1y,

thé tich duoc loc) hodic dic tinh cua tap nhidm virut tiém tang, vi dy, c& virut.
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Ngoai ra cfing can xem xét cac nghién ctru loai bod virut va phuong phap kiém tra
tinh n dinh truc tiép hién c6. Ché do loc dau mut c6 thé thuong duoc ding cho
dong cép c6 do tinh khiét cao dé thu duge dong xtr Iy hop 1y, trong khi, theo mdt
s& phuong 4n loc dong tiép tuyén c6 thé dugc dung véi dong cip chira lugng tap
chét dang hat cao. Theo mdt s6 phuong 4n dugc wu tién, phuong phép loc kiéu
dong chay tiéu chudn dugc wu tién két hop véi ché d6 loc lién tuc béng cach st
dung it nhit mot thiét bi loc virut ¢6 ¢& 15 hidu qua 16n nhat 1a 75 nm. T4t nhién,

phuong 4n ndy cling c6 thd duge két hop vai céc thong sd khac theo sang ché.

T4t nhién, séng ché khong bi gi6i han & cac phuong 4n cu thé dugc mo ta,
nhu vay 13 s& c¢6 rit nhidu phuong 4n. Can hidu ring cic thuat ngit chuyén nganh
dugc st dung trong ban mo ta chi nhim muc dich mé ta cac phuong 4n cu thé cua
sang ché va khong nhdm muc dich han ché pham vi cta sang ché, do pham vi ctia
sang ché chi bi gioi han boi cac diém yéu cau bao ho di kém.

Khi dua ra mot khoang tri s, nén duoc hidu ring mdi tri s6 xen gitta, dén
mot phén mudi cua don vi gidi han, trr khi c6 quy dinh khéc, gifta gidi han trén va
gi6i han dudi ctiia khoang d6 ké ca cac tri s6 duoc néu hodc xen gitta, déu ndm
trong pham vi ctia séng ché. Giéi han trén va dudi clia cdc khoang nho hon nay c6
thé doc 1ap dugc bao gbém trong céc khoang nhd hon va cling duoc bao gbm trong
pham vi cua séng ché, tly vao cac gidi han duoc loai trlr cu thé trong khoang di
néu. Khi khoang d3 néu bao gdm mdt hodc ca hai tri sd gidi han, thi cac khoang

loai trir, hodc 1a mdt, hodc 14 ca hai gidi han cling ndm trong pham vi clia sang ché.

Trir khi ¢6 quy dinh khac, tit ca cac thuat ngit khoa hoc va k¥ thuit duge st
dung & diy déu mang nghia thong thudng dugc hidu boi ngudi ¢ hiéu biét trung
binh v& linh vuc lién quan ctia sang ché. Tuy nhién, mic di phuong phap va vat
lidu bat ky khac hodc phuong phap hodc vat liéu twong duong v6i phuong phéap va
vat li€u dugc mo ta & day déu c6 thé duogc str dung trong thuc tién hoic thir nghiém
theo sang ché, nén cac phuong phéap va vat liéu minh hoa dai dién dugc mod ta &

day chi nhdm minh hoa cho séng ché.
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T4t ca céc tai lidu cong bd va sang ché duoc vién din trong ban mod ta dugc
dua vao day b'fmg cach vién dan, néu mdi tai liéu cong bd hodc sang ché dugc chi
ra mot cach cu thé va rd rang duogc dua vao bang cach vién din dé boc 16 va mo ta
phuong phép va/hodc vt liéu lién quan dén céc cong bd dugc vién din do6. Viec
vién din dén tai liéu cong bb bit ky duoc boc 16 trude ngay ndp don khong nén
hidu d6 14 mot sy thira nhan rdng sang ché nay khong duoc ndp trude ngay cong b6
clia cac sang ché trude d6. Hon nita, ngiy cong bd dugc dé cap co thé 1a khéc véi

ngay cong b thuc t& va ¢ thé cin duoc xac dinh mot cach doc lap.

Cén luu vy ring, theo sang ché, trong cic diém yéu cdu bio ho di kém, céc
dang sb it nhu “mot” bao gém ca dang sé nhidu trir khi dugc chi rd trong ngit canh
khéc. Ciing cin Iuu ¥ thém réng, cac diém yéu ciu bao ho c¢6 thé dugc phac thao dé
loai trir cac yéu td tly y bat ky. Nhu vay, tuyén bd ndy nhim lam co sé tién dé& cho
viéc st dung cac thudt nglt danh riéng nhu "riéng", "chi" va cac thuat ngit twong tu
cung vai viée lict ké cac yéu td duoc yéu cAu bao ho, hodc sir dung mot gii han

"ti€u cuc".

Ngudi co hiéu biét trung binh vé linh vyuc lién quan, khi doc ban mé ta, s&
thiy ring mdi phuong 4n riéng dwoc md ta va minh hoa & dy c6 thanh phén va
dau hiéu riéng biét ma cd thé d& dang tach ra khoi hodc duogc két hop v6i cac dau
hiéu khac cia cac phuong an bit ky khac ma khong tach roi khéi pham vi clia sdng
ché. Cac phuong phép duogc trich din bét ky ¢ thé duoc thuc hién theo tht tu
duoc mo ta hodc theo thir tu khdc mét cach thich hop.

Vi du thye hién sing ché

Céc vi du duge d xuét dudi day nhdm minh hoa sang ché. Cac vi du nay
khong nhim gidi han sang ché & cac tng dung cu thé hoic ly thuyét thuc hién bat
ky.
Vi du 1: Loc virut quy md thu nhd béng thiét bi loc virut va méi trudng nudi céy té

bao
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Mang loc virut tir cac nha san xuét khac nhau (xem bang 2) dwoc dénh gia
dong luc hoc trong thiét bi loc ¢6 ¢& khac nhau d6i voi méi truong nudi cdy t bao
chtra ndng d6 dich thiy phan ddu nanh 1a 4 g/L tir cic 16 va nha cung cép khac
nhau (xem cang 3). Hop phén ctia méi truong nudi cdy té bao va ché phim dugc
md ta trong vi du 2. Cac thr nghiém loc dugc thuc hién hodc 1a béng cach kiém
soat 4p suét bang thung 4p luc (Fig.3, Fig.4, Fig.5 va céac thi nghiém gy nhiém
trén Fig.7, Fig.8 va Fig.9), hodc bing cach kiém soat luu lugng, vi dy, bang bom
nhu dong (Fig.1, Fig.2, Fig.3 va Fig.6). Céac thiét bi khac dugc st dung dé kiém

soat &p sudt va nhiét d6 cua céc thir nghiém duge mo ta trong bang 4.

Bang 2: Danh sich céc thiét bi loc virut

Ma thiét bj loc ndi dia , 1 ,
trén cac hinh v&/trong | Nha san xuat/tén san pham/cd thiét bi
cac vidu
Thiét bi loc A Sartorius Virosart CPV 180 cm?
Thiét bi loc B Millipore Viresolve NFP 3,1 cm?
Thiét bi loc C Pall Ultipor VF grade DV20 700 cm?
Thiét bi loc D Asahi BioEX 10 cm?
Thiét bi loc E Sartorius Virosart CPV 2000 cm?
Thiét bi loc F Millipore Viresolve NFP 850 cm?
Thiét bi loc G Asahi 15 N 10 cm?
Thiét bi loc H Pall Ultipor VF grade DV20 9,6 cm?
Thiét bi loc I Sartorius Virosart CPV 5 cm?

Bang 3: Danh sach céc dich thiy phan ddu nanh

Ma dich thuy phan d4u nanh | Nha san xudt/tén san pham/sé 16
ndi dia trén cac hinh v&/trong ndi dia
cac vidu

Dich thty phan dau nanh 1 Kerry HyPep 1510 #1
Dich thuy phan ddu nanh 2 DOMO SE50 MAF UF #1
Dich thity phéan ddu nanh 3 DOMO SE50 MAF UF #2
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M3 dich thiy phan ddu nanh

Nha san xuat/tén san pham/so 16

ndi dia trén cac hinh v&/trong ndi dia
cac vidu
Dich thiy phan ddu nanh 4 DOMO SE50 MAF UF #3

Dich thily phén dau nanh 5

Kerry HyPep 1510 #2

Dich thity phén dau nanh 6

DOMO SE50 MAF UF #4

Dich thity phén ddu nanh 7

DOMO SE50 MAF UF #5

Bang 4: Danh sach thiét b

WM Marprene ¢& 16 mm x thanh mm 3,2 x 1,6 va 1,6 x 1,6 (Watson Marlow)

Bom nhu ddng Watson Marlow 101U/R (Watson Marlow)

Thung ap luc Sartorius Model 17532 (Sartorius-Stedim)

Thiét bi diéu 4p: Pascal Ci CL1010 (Labom) va KrosFlo ACPM-499-03N

(Spectrum Labs)

Céan Sartorius FBG64EDE-SOCE (Sartorius Stedim)

Binh 6n nhiét Haake DC10 (Thermo Scientific)

Cam bién nhiét CEM IR-68 Flexible InfraRed Thermometer

Vi du 2: Chuan bi mdi trudng nudi cdy t& bao

M6 ta chung v& hop phén ctia mdi truong nudi cdy té bao duoc cung clp
trong bang 5 dudi ddy voi hop phan cia cac loai dich thiy phan dau nanh khac
nhau dugc liét ké trong bang 3 ¢ trén. Cac mé khac nhau ctia mdi trudong nudi ciy
té bao duoc loc vo tring b%mg thiét bi loc cép v6 tring, vi du, hop thiét bi loc mang
Pall Fluorodyne® II DJL. Membrane Filter Cartridge 0,1 p trudc cac quy trinh loc
virut khéc nhau dugc mé ta trong cac vi du. Céc thanh phin méi trudng dwoc md

ta & day dugc st dung cho tat ca cac thir nghiém dugc mo ta va thé hién trén céac

hinh v& tir Fig.1 dén Fig.11.
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Béang 5: Thanh phin ctia méi truong

Thanh phan I‘[Ig‘}ig]o
DMEM/HAMS F12 11,76
Etanolamin 0,00153
Lutrol F68 0,25
Dich thuy phan ddu nanh 4,0
Thanh phin vi lvgng - dung dich gdc | Téi da 4 pg/L
L-Glutamin 0,6
NaHCO; 2,0
Nude tinh khiét bu lkg

Vi du 3: Chuén bi thiét bi loc

Thiét bi loc virut dugc chuén bi theo cic hudng din st dung ctia nha san xuét
thiét bi loc virut. Trir khi cac thiét bi loc duge van chuyén va lép dat trong diéu
kién v0 trung, cac thiét bi loc duoc hép khir tring ¢ nhiét d >121°C trong thoi
gian 20 phut.

Vi du 4: Kiém tra tinh 6n dinh

Sau khi sir dung, thiét bi loc ¢6 ¢& thich hop (cic thiét bi loc A, C, Eva F
trong bang 2) dugc rtra theo cac khuyén co ctia nha san xuét twong tmg. Tién hanh
thir nghiém dong ngugce (Forward Flow Test: FFT) bang Palltronic Flowstar XC
(Pall, US) theo céc thong s§ ctia nha san xuét. T4t ca cac thir nghiém vé tinh én
dinh déu duoc thuc hién sau thir nghiém loc dwoc mé ta & day déu phit hop véi cac

gioi han cu thé.

Vi du 5: Méi tuong quan theo ty 18 gitra su thay déi 4p sut va dong chay

Dé danh gia mdi twong quan gifta viéc thay ddi 4p suét va luu luong theo thé
tich, méi trudong nudi céy té bao duogc dua vao loc béng cach st dung thiét bi loc
virut duoc hip khtt tring & nhiét d6 méi trudng. Méi trudng duge db vao thung ép

luc va thiét bi loc virut duoc gén voi thing 4p luc, ma tiép d6 duoc diéu &p & cac
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mttc khac nhau. Luu luong riéng va 4p sudt thay di dwoc xéc dinh bing can, thiét

bi diu 4p va duoc ghi lai theo thoi gian (Fig.3).

Vi du 6: M5 hinh hé théng 1én men thu nhé 10L

Tién hanh so sénh mdi trudng nudi cdy t& bao dugc hoic khong duge loc
bing cach sit dung hé théng 1én men t& bao CHO bidu hién protein tai td hop
(Fig.6). Tién hanh thir nghiém v&i nghién ctu lién quan dén téc d6 sinh trudng va
ning sudt. Moi trudng nudi cdy té bao dwgc mo ta trong vi du 2 dugc chuén bi.
Mot phﬁn cua thir nghiém chi dugc tién hanh chi béng mdi truong dugc loc vo
tring, trong khi céc phan khac duoc tién hanh bing cling mdi trudng va loc virut
bd sung bang cach sir dung thiét bi loc Sartorius Virosart CPV 180 cm?. Quy trinh
loc dugc thuc hién trong khoang nhiét do tir 2 dén 8°C. Thu nghiém 1én men dugc
thuc hién trong ndi phéan tng sinh hoc ¢ bé phing 10L c6 khudy loai Rushton, c6
d6 pH, pO2 va nhiét d6 dugc kidm soat truc tiép. Thiét 1ap diém va khoang thong

s 1én men nhu sau:

d6 pH: 7,05 (6,8-7,3)
T:37,0°C (35-39°C)
DO: 20% (khong khi bdo hoa) (10-60%)

Té bao dugc nudi ciy theo ché d6 mé bing méi truong nudi cdy bd sung lién
tuc chit dinh dudng bing cich st dung mdi truong duoc loc virut hodc khong
duge loc virut. Dit liéu tir ché d6 b6 sung lién tuc chét dinh dudng (téc d6 sinh
truéng va niang suit) thu dwoc trong 4 tudn nudi cy té bao lién tuc.

Téng s6 t& bao dugc x4c dinh bang phép do CASY. Trong mdi trudng b
sung lién tuc chét dinh dudng, téc d sinh trudng riéng (u) duge tinh theo cong
thire:

p=D+In (Xu/Xw)/ (t1 —to)
trong d6 D 14 ty 16 pha loding duoc tinh theo ty 1& cAp mdi trudng trén ngdy va thé
tich lam viéc [1/d]. Téc do sinh truéng duoc tinh theo tdng s6 t& bao ddng nhit tir
két qua CASY.
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Déi voi phan tich hoa sinh, huyén phu ddng nhét duge ly tim véi tde do 400
x g bang thiét bi Heraeus Multifuge 1 S-R trong 10 phut va chia thanh ting phin
1,0 mL trong éng Eppendorf va bao quan & nhiét d6 <-20°C. Dich ndi khong chira
t€ bao dugc phan tich hoat tinh ciia protein biéu hién tai td hop bing phan tich mau

theo phuong phap chudn.
Nang suét thé tich P trong thir nghiém nay duoc tinh theo cong thirc:
P [U /(L x d)] = hoat tinh [mU/mL] * ty 1& pha lodng [d"']
Ning suét dic trung t& bao qP duoc tinh theo cong thic:

qP [mU / (106 t& bao x d)] =P [U/ (L x d] /s8 dém & bao [10° t& bao/mL]

Vi du 7: M6 hinh hé thdng 1én men thu nhé 120L

K§ thuét loc virut lién tuc duoc thuc hién véi thé tich lam viéc cta méi
truomg 120L trude khi duge bd sung protein tai t6 hop duge biéu hién trong hé
théng 1én men té bao CHO d& kiém tra hiéu qua ddi véi tdc do sinh trudng va ning
suét (Fig.6A, Fig.6B va Fig.6C). Nghién clru nay so sanh cac quy trinh san Xuét
v6i ba sy thay ddi khi xir 1y cing mot loai méi trudong nudi chy t& bao: a) moi
trudng chuin; b) mdi trudng chudn duogc loc bing cach str dung thiét bi loc virut
Virosart CPV; va ¢) mdi trudng chudn dugc loc béng cach st dung thiét bi loc

virut Millipore Viresolve NFP.

Trong quy trinh san xuét lién tuc, hai thiét bi loc virut khac nhau (Virosart
CPV Midicap ¢& 2000 cm? va Millipore Viresolve NFP ¢& 850 cm?) dugc st dung
thay thé voi khoang thoi gian khac nhau. Thiét bi loc Sartorius CPV dugc st dung
trong céc ngay nudi cdy K00-K 14, K23-K30 va K39-K63 va thiét bi loc Millipore
NFP dugc str dung trong cac ngay nudi cdy K14-K23 va K30-K39.

Thiét dit diém va khoang thong sb 1én men nhu sau:
do pH: 7,05 (6,8-7,3)
T: 37,0°C (35-39°C)
DO: 20% (khdng khi bdo hoa) (10-60%)

LAy mau va phan tich
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Téng sb té bao duoc xac dinh bang thiét bi dém té bao va hé thong phan tich
CASY®. Déi v6i phan tich héa sinh, huyén pht ddng nhit dugc ly tAm véi toe do
400 x g bing thiét bi Heraeus Multifuge 1 S-R (Thermo Scientific, USA) trong 10
phut. Dich ndi khong chira té bao duge phén tich hoat tinh cta protein biéu hién tai
t5 hop bing phén tich mau.

Trong moi trudong nudi cdy bd sung lién tuc chét dinh dudng, tbc do sinh
truong riéng (p) dugc tinh theo cdng thuc:

=D+ In (Xu/Xw) / (t1 —to)
trong d6, D 14 ty 18 pha lodng tinh theo ty 1& cAp méi trudng trén ngay va thé tich
lam viéc [1/d]. T8¢ d6 sinh trudng duoc tinh theo tng sb té bao ddng nhat tir két
qua CASY.

Dung tich P trong thir nghiém nay dugc tinh theo cong thuec:

P[U/ (L * d)] = Hoat tinh [mU/mL] * ty I¢ pha lodng [d-1]

Ning suét riéng té bao qP dugc tinh theo cong thic:

qP [mU / (105t bao x d)] =P [U/ (L * d)] / tdng s6 té bao [10° t& bao/mL]

Vi du 8: Loc virut bang thiét bi loc virut ASAHI Planova 15N

Dich thiy phan ddu nanh chra mdi truong (DOMO SES0 MAF #5) duogc gay
nhidm MMV va dugc dua vao trong thing c6 gin ngudn cip khi nito ap luc. Vat
liéu gay nhiém MMV dugc dua qua thiét bi loc 10 cm? ASAHI Planova 15N duoc
gin truc tiép tai dAu mut voi 4p suit khong ddi 1100 mbar (tri s§ dat). Tri s6 nho
nhit va 16n nhit clia céc thong sb sau ddy duoc xéc dinh va ghi lai mot cach lién
tuc: ap suét cép; dich cép, dich loc, nhiét d6 moéi truong va trong lugng dich loc
(nhitng thay ddi v& c4c théng sb nay dugc st dung ¢ tinh hru luong ciia dich Ioc).

L4y mAu hang ngay 1én t&i 7 ngdy va phan tich chuin do virut MMV (Fig.7).

Vidu 9: Loc virut béng thiét bi loc virut ASAHI Planova BioEX

Dich thity phan d4u nanh chira méi truong (1an chay #1 véi dich thity phan
dau nanh DMV SE50 MAF UF #5); lan chay #2 vé6i dich thily phan ddu nanh
SDMV SE50 MAF UF #4) duoc giy nhidm MMV va duoc chuyén vao thing c6
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gin ngudn cap khi nito 4p lyc. VAt lidu da dugce gdy nhidm MMV duoc cho qua
thiét bi loc 10 cm? ASAHI Planova BioEX dugc gén truc tiép tai ddu mut véi ap
sut khong d6i 2000 mbar (tri s6 dat). Tri s6 nhé nhit va 16n nhat cta cic thong sd
sau day dugc xé4c dinh va dugc ghi lai mdt cach lién tuc: Ap sut cép; dich cép,
dich loc va nhiét d6 méi trudng va trong lwong dich loc (nhitng thay d6i vé cac
thong s6 nay dugc st dung dé tinh luu lwong cua dich loc). Liy méu trong 5 ngay
va phan tich chudn d6 virut MMV (Fig.8).

Vi du 10: Téng hop két qua loc virut

Moi trudong nudi cdy t€ bao chira cac dich thuy phan dau nanh duoc gy
nhiém MMV va dua vao thiing dugc gén ngudn cip khi nito ap lye. Céc thiét bi loc
virut khac nhau duoc sir dung két hop véi cac dich thily phan dau nanh khac nhau
duoc liét ké trong bang 6:

Béang 6: Két hop thiét bi loc virut va dich thily phan dau nanh duoc st dung trong

thir nghiém gay nhiém
I nghiem # | Thiétbi t}g’y‘gﬁgn Thos gian chay
loc dau nanh [ngay]
1 D 7 5
2 D 6 5
3 I 3 19
4 I 5 17
5 G 7 7
6 G 7 6
7 B 6 14
8 H 3 11

K¥ thuat loc duoc thiét lap theo ché do dau cudi véi ap sudt khong ddi 1a 2
bar (tri s6 dit) d6i véi tit ca céc 1an chay ngoai trir 14n chay thir nghiém #5 va 6,
hai 14n nay duoc thuc hién v6i 4p sudt khong ddi 1a 1,1 bar (tri s& dit). Tri s6 nho
nhit va 16n nhit clia cic thong s6 sau day duge xac dinh va dugc ghi lai mot cach

lién tuc: ap suét cép; dich cép, dich loc va nhiét d6 moi truong va trong lugng dich
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loc (nhitng thay dbi vé céc thong sd nay duoc st dung dé tinh lwu luong ctia dich
loc). LAy mAu trong thoi gian chay thir nghiém va phén tich chuén d¢ virut MMV.
Céc tri s§ giam loga tdng cong dwoc tinh theo su thay dbi cia tdng luong lay

nhiém virut trong dich loc va tdng lugng 1ay nhidm virut truéce khi loc (Fig.9).

Vi du 11: Loc trong khoang thdi gian dai véi sy gdy nhiém virut MMV

MBoi trudng nudi ciy té bao duoc md ta trong vi du 2 dugc gay nhidm MMV
dén chudn d6 5,0 [logio(TCIDse/mL)] va duoc dua vao loc trong thdi gian 30 ngay
bang thiét bi loc virut ¢& 15 20 nm (Sartorius Visrosart CPV 5 cm?). Quy trinh loc
duoc thuc hién véi cac thiét dit so v6i vi du9 va vi du 10, nhung gift ap sudt
khong dbi 1a 1,1 bar (khoang xac dinh: tir 0,8 bar dén 1,2 bar) va véi ap suét on
dinh va ngung dong chay dé thir thach thiét bi loc virut. Luu lwong trong qué trinh
thtr nghiém dugc ghi lai va duy tri trén 4 L/(m? x gio) (Fig.10).

20 mau dich loc duoc 14y ra (1én t6i 5 1dn mdi tudn) va chudn d6 virut MMV
va tai luong dwoc xéc dinh. Khéng thdy c6 virut lot qua trong ca 20 phan doan
duoc phén tich. Tai lwong virut ndm trong khoang tir < 0,9 [logio(TCIDso)] dén
<2,8 [log1o(TCIDso)] tity theo thé tich phan doan. Tdng tai lwong virut trong dich
loc 14 < 3,0 [logio(TCIDs0)] ma - khi trir di tai lugng virut ban du cua vat lidu gay
nhidm (nghia 13, 8,5 [logio(TCIDso)]) - két qua 1a yéu t6 gidm virut tong thé

> 5,5 logio. Thir nghiém nay duoc xem 14 hiéu qué va triét & (Fig.11).

Mic du sang ché duoc md ta chi tiét béng cach minh hoa va vi du nhdm muc
dich dé hiéu 13 sang ché, tuy nhién ngudi c6 hidu biét trung binh vé linh vuc lién
quan, dya trén cic huéng din cta sang ché, s& d& dang nhén ra ring c6 thé tao ra
nhitng thay ddi va cai bién ma khong vuot ra khoi pham vi cta céc diém yéu ciu

bao ho di kem.
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YEU CAUBAO HOQ

1. Phuong phép loai bo tap nhidm virut ra khoi ché phdm, ché pham nay 1a méi
truong nudi cdy té bao hodc it nhit mot thanh phén trong méi trudng nudi cdy té
bao, trong d6 phuong phép nay bao gém budc:

a) dua ché phim néu trén vao loc trong thdi gian it nhét 13 khoang 24 gid qua
thiét bi loc virut ¢6 ¢& 16 hidu qua I16n nhit 1a 75 nm, trong d6 thiét bi loc virut
tuong tu dugc sit dung trong it nhat 13 24 gio va quy trinh loc ndy duoc hoat dong
& dung tich it nhat 14 khoang 2000 L/m?,

2. Phuong phép theo diém 1, troﬁg_dé ché phdm duoc dua vao loc trong thoi gian it
nhét 12 tir 48 gid dén 7 thang,
3. Phuong phéap theo diém i, trong d6 phuong phép nay con bao gdm budc:

b) cép dich loc vao mdi trudng nudi céy t& bao hodc vao it nhat mot thanh

phin trong madi trudng nudi cy té bao.

4. Phuong phép theo diém 1, trong d6 quy trinh loc 13 quy trinh loc lién tuc.

5. Phuong phép theo diém 1, trong d6 quy trinh loc dwoc thuc hién & nhiét d6 ndm
trong khoang tir 2°C dén 60°C.

6. Phuong phap theo diém 1, trong d6 thiét b loc virut thu dwoc it nhit mot tri s6
giam 1 Logio (Log10 reduction value: LRV) dbi véi tap nhiém virut.

7. Phuong phap theo diém 1, trong d6 quy trinh loc dugc thyc hién bang céch st
dung hai hoac nhiéu thiét bi loc duge bd tri ndi tiép, song song hodc két hop ca hai.
8. Phuong phép theo diém 7, trong d6 quy trinh loc duoc thuc hién bang cach st
dung hai thiét bi loc dugc bd tri song song trong hé dng ¢6 dau ndi chit Y va trong
d6 mdi thiét bi loc nay duoc ndi thong chét luu v6i mot nhanh cia dAu ndi chit Y
va ngudn cip ché pham.

9. Phuong phép theo diém 1, trong d6 quy trinh loc duoc thuc hién & 4p sudt nim
trong khoang tir 100 mbar dén 4000 mbar.

10. Phuong phap theo diém 1, trong d6 thiét bi loc virut c6 thé hap khir tring dugc.
11. Phuong phéap theo diém 1, trong d6 mdi trudong nudi cly té bao c6 chira dich

thiy phan dau nanh.
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12. Phuong phép theo diém 1, trong d6 quy trinh loc duoc hoat dong & dung tich it
nhét 1a 5000 L/m?,

13. Phuong phép theo diém 2, trong d6 ché phim duoc dua véo loc trong thoi gian
it nhat 1a tir 72 gid dén 3 thang.

14. Phuong phap theo diém 5, trong d6 quy trinh loc duoc thuc hién & nhiét do
nam trong khoang tlr 15°C dén 37°C.

15. Phuong phép theo diém 9, trong d6 quy trinh loc dwogc thyc hién & 4p sut nim
trong khoang ttr 1000 mbar dén 3000 mbar. -

16. Phuong phép theo diém 1, trong d6 ché phdm duoc dua vao loc trong thoi gian
it nhét 1a tir 48 gio dén 7 thang,

17. Phuong phép theo diém 4, trong d6 ché phdm dugc dua vao loc trong thoi gian
it nhét 12 tir 48 gid dén 7 thang.

18. Phuong phép theo diém 5, trong d6 ché phdm duoc dua vao loc trong thoi gian
it nhét 13 tir 48 gios dén 7 thang,

19. Phuong phép theo diém 9, trong d6 ché phdm duoc dua vao loc trong thoi gian
it nhét 1a tir 48 gid dén 7 thang.
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FIG. 5B

FIG. 5A
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