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(57) Sang ché dé cap dén phuong phap bao ché ché pham vacxin chira it nhat 1a nhom oxit

hydroxit (AIOOH), va it nhat 1a khang nguyén bé mat viém gan B (HBsAg) va khang

nguyén ctiia Haemophilus influenzae thudc kiéu b (Hib). Theo sang ché, khang nguyén bé
mat viém gan B duoc giir ¢ trang thai dugce hap phu trén AIOOH, trong khi khang nguyén

Hib dugc giit ¢ trang thai khong duge hip phu. Dé thyuc hién didu do: khang nguyén bé mit

viém gan B dugc hap phu trén AIOOH dé thu duoc phirc hop AIOOH/HBsAg, sau d6 phirc

hop AIOOH/HBsAg nay duoc tron voi khang nguyén Hib cung vdi cac cation axit amin ¢

ndng do it nhat 1a 100mg/1 va cac ion phosphat v6i nong d6 nam trong khoang tir 35 dén 45

mmol/l. Ngoai ra, sang ché con dé cap dén ché pham vacxin thu duoc tir phwong phap nay.
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Linh viee ki thuit dwoc dé cip

Sang ché dé cap dén ché phdm vacxin chira gia thé viém gan B bao gdm khang
nguyén bé mit virut viém gan B (hepatitis B virus surface antigen - HBsAg) va gi4 thé
Haemophilus influenzae kiéu b, gdbm polysacarit vo ctia né, goi la polyribosylribitol
phosphat (PRP), dé c¢6 hiéu qua cho tré dudi 2 tudi, duoc lién hop véi protein mang, vi’
du protein udn van. Ché phdm nay du dinh duoc ding cho tré nhé thuong chira céc
khéng nguyén khac ma khién cho n6 ¢6 thé dugce tiém ching dé khang nhiéu bénh trong
mot 14n tiém duy nhét, va cling chtra ta chét dua trén nhom.

Tinh trang ky thuit ciia sing ché

Do d6, cong bd don qudc t& s6 WO 99/13906 boc 16 ché phdm vacxin chira, nhu
dugc néu trong trang 13, cac khang nguyén khang lai bénh bach hau, bénh udn véan, bénh
bai liét, bénh ho ga, viém gan B va viéc nhiém Haemophilus influenzae kiéu b. Mot s6
khang nguyén trong sb cac khang nguyén nay can duoc hap phu trén muéi nhém dé sinh
mién dich. Cu thé, day 1a truong hop dbi v6i khang nguyén bé mit viém gan B hodc
HBsAg. 4

Tuy nhién, nhu dugc néu trong trang 12 ctia WO 99/13906, gia thé Hib, gbm
polysacarit vé dugc lién hop véi protein udn van, c¢6 xu huéng mat tinh sinh mién dich
cua n6 theo thoi gian khi né duge hap phu trén mubi nhém. Dé tranh han ché nay, giai
phap dwoc dé xudt trong linh vyc k¥ thuat nay, nhu da duoc khuyén cdo trong don uu
tién s6 PCT/FR96/00791, 14 thém vao céc anion va cu thé 1a ion phosphat, cacbonat hodc
xitrat.

Tuy nhién, cic tac gia sing ché da luu y ring, khi thém céc ion, cu thé 1a phosphat
hodc cacbonat, thuc su c6 thé ngan can su hép phu PRP-T trén nhom oxit hydroxit
(AIOOH), va do d6, duy tri dugc tinh sinh mién dich theo thoi gian, tuy. nhién viéc thém
nay ciing c6 han ché 1a giai hip phu khang nguyén bé mit viém gan B khi khang nguyén-
con lai cling d& duoc hip phu trén nhém oxit hydroxit.

Do d6, cin tim ra phuong phap bao ché ché phdm vacxin chira nhém oxit

hydroxit, trong d6 khang nguyén bé mit viém gan B bi gitt & trang thai dwoc hip phu
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trén AIOOH, trong khi khang nguyén Hib bi gitt & trang thai dugc hép phu.
Bén chét ky thuit ciia sing ché

Dé dat duoc muc dich néu trén, sang ché dé xuit phuong phép bao ché ché phdm
vacxin 1ong chira it nhat: |

- mot khang nguyén bé mit viém gan B (HBsAg),

- mot khang nguyén Haemophilus influenzae kiéu b (Hib) gdm polysacarit vo
duoc lién hop véi protein mang,

- nhom oxit hydroxit (AIOOH),
trong d6 khang nguyén bé mit viém gan B duoc gift ¢ trang thai dugce hép phu trén
AIOOH, trong khi khang nguyén Hib dugc gitt ¢ trang thai khong dugc hép phu,
trong do:

- khéng nguyén bé mit viém gan B dugc hép phu trén AIOOH dé thu duoc phirc
hop AIOOH/HBsAg,

- phirc hgp AIOOH/HBsAg nay dugc tron v6i khang nguyén Hib v&i su ¢6 mit
clia cation axit amin & ndng do it nhat 1a 100mg/l va céc ion phosphat véi ndng d6 nim
trong khoang tir 35 dén 45 mmol/l.

MO ta vin tit hinh vé

Fig. 1 1a so dd cua phuwong phép trong gidi phap k§ thuat da biét trong d6 viéc tron

duoc thuc hién sau khi thém mbi thanh phan.
M3 ta chi tiét sing ché

~ Nho phuong phép theo sang ché, su can bing gitta viéc gitt khang nguyén bé mit
viém gan B duoc hip phu trén nhdm oxit hydroxit v6i viée gitt khang nguyén Hib khong
hip phu c6 thé dat dwoc nhu mong mubn.

Theo mdt phuong 4n cu thé clia sing ché, khang nguyén HBsAg dugc hép phu
trén nhom bang cach tron hdn dich cia AIOOH véi hdn dich ctia HBsAg kém theo
khudy trong it nhat 4 gio, t6t hon 1a it nhét 12 gid, tot hon 14 tir 20 dén 24 gid.

Theo mdt phuong an cu thé cua sang ché, cation axit amin dugc thém vao phic
hop AIOOH/HBsAg trude khi trén véi khang nguyén Hib.

Theo mot phuong an khéc cia séng ché, cation axit amin duogc thém vao khang
nguyén Hib trude khi trdn véi phirc hop AIOOH/HBsAg.

Theo mot phuong an clua sang ché, céac ion phosphat dugc thém vao phitc hgp

AIOOH/HBsAg trude khi trdn véi khang nguyén Hib.
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Theo mdt phuong 4n cua sang ché, d pH cta ché phidm chtra phic hop
AlOOH/HBsAg duoc diéu chinh dén 7,1 0,1 trude khi tron voéi khdng nguyén Hib.

Sang ché ciing d& xuit ché phim vacxin thu dugc theo phuong phap dugc bao hd
va chira it nhit 13 cac thanh phan sau:

- khang nguyén bé mit viém gan B,

- khang nguyén bach hiu & dang doc t6 bach hau D,

- khang nguyén ubn van & dang doc td udn van T,

- cac khang nguyén ho ga & dang doc t6 tinh khiét (PTxd) va & dang ngung két t6
hdng cdu dang soi (Filamentous Hemagglutinin - FHA),

- khang nguyén Haemophilus influenzae kiéu b, & dang polyribosylribitol
phosphat dugc lién hop véi protein ubn van (PRP-T),

- khang nguyén bai liét & dang virut kidu 1, 2 va 3 bi bét hoat.

Ché phim vacxin néu trén ¢6 wu diém 1a & dang 16ng, do d6 bd qua dugc budce
hap thu san phim dong kho; n6 dugc chimg minh 1a dt 6n dinh dé van gitt duoc tinh sinh
mién dich cho dn ngay st dung, tham chi 1a 36 thang sau ngay san XUuat.

Sang ché dé xuét ché phim vacxin chita khang nguyén bé mit viém gan B
(HBsAg). Cu thé, khang nguyén nay c6 thé 1a khang nguyén bé mit viém gan B nhu
khéng nguyén c6 mit trong vacxin Recombivax HB™, hogc trong vacxin viém gan B
khéc bat ky. Cu thé, khang nguyén c6 thé 1a khdng nguyén tai t hop thu duoc bang cach
1én men st dung nidm men Hansenula polymorpha da dugc cai bién, theo cong nghé
duoc phat hién bai Crucell, nhu khang nguyén cé mat trong vacxin Hepavax-GeneTM.‘
Cho céc muc dich cua sang ché, lwong HBsAg c6 mit trong 1iéu 0,5 ml t6t hon 1a ndm
trong khoang tir 5 dén 15ug, va cu thé 1a 10pg.

Sang ché d& cap dén ché phim vacxin chtra khang nguyén Haemophilus
influenzae kiéu b (Hib). Khang nguyén nay gdm polysacarit v ctia vi khuan hogc
PolyribosylRibitol Phosphat (PRP) dugc lién hop véi protein mang. Protein mang co thé
la brotein bét ky duoc st dung trong linh vuc vacxin. Vi dy, protein c6 thé 1a doc t6 bach
hiu D, doc t6 ubn van T, lipoprotein D ctia Haemophilus influenzae, CRM 197 hodc
protein mang ngoai cua N. meningitidis (outer membrane protein - OMP). Tét hon 1a sir
dung protein udn van dé thu duoc dang lién hop v6i PRP-T. Déi voi muc dich cia sang
ché, dang lién hop PRP-T c6 thé ¢6 mit v6i ty 16 nim trong khoang tir 1 dén 30ug clia
PRP trong lidu 0,5 ml; tt hon 12 tir 5 dén 25 pg PRP trong mot liéu; t6t hon 1a tir 10 dén
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15pg PRP trong mot lidu; hoan toan tét hon 1a tir 10 d&n 12pg ctia PRP trong mot lidu, va
cu .thé hon 13 12ug PRP dugc lién hop véi 22-36pug protein ubn van.

Theo séng ché, ché phdm vacxin chtta nhém oxit hydroxit AIOOH. Mubi nhém
duoc goi khong chinh x4c rét phd bién 1a nhom hydroxit. AIOOH c6 thé duge sir dung
cho muc dich cta sang ché c¢6 thé 13, vi du, mubi AIOOH dugc ban boi Brenntag AG,
hoic Rehydragel HPA tir t3p doan Reheis Corp. (Berkeley Heights, NJ), mdc du phuong
phép san xut hai ta chit néu trén cua mdi hang 1a khac nhau. Lugng AIOOH sur dung
duoc tinh sao cho cho phép thu dugc dép tmg mién dich thda mén; cu thé, lugng nay phu
thudc vao sb luong va ban chét cua cic khéang nguyén c6 mit trong ché phim va ciing
phu thudc vao lwong ctia mdi khang nguyén nay.

Thuén tiy chi mang tinh cung cAp thong tin, luong HBsAg t61 da dwoc hip phu
trén AIOOH vao khoang 780ug protein trén mg nhom (thong thuong, luong AIOOH
duoc thé hién bing lwong nhom APP"). V6i liéu vacxin chira 10pg HBsAg, ma khong c6
céc khang nguyén khac bat ky, thi 13pg nhom sé 1a da, tuy nhién luong nay khong du dé
thu duoc hiéu Iuc mong mudn khi céc khdng nguyén khac dugc thém vao. Do do, tiy
thudc vao viéc bd sung mot hodc nhiéu khéng nguyén khéc, 10pg HBsAg ¢6 thé duqc'
cho tiép xuc véi tir 0,01mg dén 1,25mg nhom, day 1a lugng t6i da duoc khuyén cao trong
Duoc dién Chau Au.

Vi du, liéu 0,5ml vacxin cho tré em chira khang nguyén bach héu, udn van, ho ga
va viém gan B c6 thé thuong chita nhém nim trong khoang tir 0,5 dén 0,7mg, t6t hon 1a
khoang 0,6mg nhom.

" Theo sang ché, khang nguyén bé mit viém gan B duoc giit & trang thai duge hap
phu trén AIOOH, ¢6 nghia 1a it nhét 60%, t6t hon 1a it nhat 65%, t6t hon 1a it nhat 70%,
tt hon 14 it nhét 75%, tdt hon 1 it nhAt 80%, tét hon 1a it nhat 85%, t6t hon 1a it nhét
90%, t&t hon 12 it nhit 95% tong luong khang nguyén nay ¢ mit trong ché phdm c6 miit
& dang dugc hap phu. ’

Theo séng ché, khang nguyén Hib dugc gift ¢ trang thai khéng dugc hép phu trén
AIOOH, c6 nghia 14 it nhit 65%, t6t hon 14 it nhdt 70%, t6t hon 14 it nhat 75% tong luong
khéng nguyén nay c6 mit trong ché pham c6 mit & dang khong dugc hép phu.

Theo sang ché, khoang thoi gian ma khang nguyén bé mit viém gan B dugc giit &
trang thai dugc hap phu trén AIOOH va khéng nguyén Hib dugc gifr ¢ trang thai khong
dude hap phu it nhét 1a 3 théng, t6t hon 13 it nhét 6 thang, t6t hon 14 it nhat 12 thang, t0t
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hon 1a it nhit 18 thang, t6t hon 14 it nht 24 thang, 6t hon nita 1a it nhat 36 thang ké tir
ngay san xuét ché phim, khi nhiét d6 bao quan 1a 5 + 3°C. Tét hon, néu luong khang
nguyén duoc hép phu hodc khong dugc hép phu n dinh theo thoi gian, nhung luong nay
c6 thé ciing thay dbi, mi®n 1a vAn ndm trong cac gidi han cho phép. Do d6, khi it nhat
85% tdng luong HBsAg c6 mit trong ché pham dugc hap phu trén AIOOH duge bao
quan ¢ nhiét d6 5 + 3°C trong 3 thang k& tir ngay san xuit ché phém, thi hoan toan cé thé
14, sau mot ndm va van trong ciing diéu kién bao quan, thi 80% téng luong HBsAg c6
mat trong ché phém duoc gitt ¢ trang thai dugc hép phu.

Dé déanh gia lugng khang nguyén dugc hip phu, nguoi co hiéu biét trung binh
trong linh vuc nay c6 thé str dung phuong phap da biét bat ky.

P& x4ac dinh phén traim HBsAg dugc hip phy, c6 thé sit dung phuong phéap
ELISA béanh kep theo cac nguyén tic dugc xéc dinh trong Dugc dién Chau Au 2.7.1.
Tém t&t nhu sau: HBsAg dugc bt giit boi khang thé don dong thir nhat khang HbsAg
thudc kiu IgM, trong cac 15 ctia dia 96 16. HBsAg theo d6 & trang thai lién két duoc bao
boc bdi khang thé don dong thir hai khang HbsAg thudc kiéu IgG, ma ban than khang
thé nay duoc phat hién bing khang thé da dong khéng 1gG két cap peroxidaza. Co chit
sinh mau cho peroxidaza, tetrametylbenzidin (TMB), déng vai tro lam chit hién mau.
Khi dugc thém vao, mau xuét hién, cudong d6 mau ty 1€ thuén voi luong HBsAg bi bét
gitt trong 156. Két qua dugc phan tich theo phuong phép duong song song duge mo ta
trong Duoc dién Chau Au 5.3.3. Phin tram hdp phu thu duoc tir viée x4c dinh tong luong
HBsAg va luong HBsAg khong duoc hip phu.

Lién quan dén luong PRP-T khong dugc hép phu, viéc danh gid c6 thé dugc thuc
hién bang phuong phép phat hién xung dong dién — sic ky trao dbi ion hiéu ning cao
(high-performance ion exchange chromatography — pulsed amperometric detection -
HPAEC-PAD).

Theo phuong phap ciia sang ché, khang nguyén bé mit viém gan B duoc hip phu
trén AIOOH. Budc nay cé thé duge thuc hién bang cach cho khéng nguyén bé mat viém
gan B tiép xtc véi AIOOH ma khong c6 mit khang nguyén bét ky khéc va cho phép
khéng nguyén bé mat viém gan B duoc hap phu trén AIOOH trong it nhét 4 gid, tot hon
12 it nhét 12 gid, hoan toan tt hon 1a ndm trong khoang tlr 20 dén 24 gi@, dé thu duoc
ché phim chira phirc hop AIOOH/HBsAg. Budc hip phu ny c6 thé duge thyc hién,

theo sang ché, khi khong c¢é cac ion phosphat. Diéu nay dat dugc bang cach kéo dai thoi
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gian tiép xuc gifta khang nguyén bé mit viém gan B va AIOOH, tir d6 t6i da hoa cac
twong tac tinh dién va thiic diy cac tuong tac dn dinh, theo d6 c6 thé din dén su hip phu
bang cach trao dbi phdi tir. Viée tiép xtic nay t6t hon 1a duoc tiép tuc kém theo khudy.

Theo phuong phép clia sang ché, phitc hop AIOOH/HBsAg dugc tron voi khang
nguyén Hib khi ¢6 mit c4c cation axit amin va cac ion phosphat.

Pébi voi muc dich ctia sang ché, thuat ngit "cation axit amin" dugc du dinh chi axit
amin ma cé do pHi cao hon d6 pH cua ché phém vacxin va theo d6, s& & dang cation ¢ do
pH ciia vacxin; cu thé, cac axit amin nay 1a Lysin (Lys), Arginin (Arg) hodc Histidin
(His); mdi axit amin trong sb cc axit amin ndy c6 thé duoc sir dung mot minh, ciing nhu
& dang hdn hop cuia céc cip axit amin (Lys + Arg; Lys + His; Arg + His) hodc toan bg ba
axit amin v&i nhau (Lys + Arg + His). Theo mot phuong an cu thé, cation axit amin c6
thé duge két hop & dang dipeptit. Cac dipeptit c6 thé dic biét dugc ké dén 1a Lys-Lys,
Lys-Arg, Lys-His, Arg-Arg, Arg-Lys, Arg-His, His-His, His-Lys va His-Arg. Theo mot
cach khac, dipeptit stt dung cho cac muc dich cta sang ché co thé duogc tao thanh tir
cation axit amin va axit amin khong mang dién duoc chon tir Ala, Veﬂ, Leu, Iso, Pro,
Met, Phe, Trp, Gly, Ser, Thr, Cys, Tyr, Asp va Gln. Do d¢, trong thuc hanh, ché phim-
chita mot hodc nhiéu (cac) cation axit amin & dang tw do va/hodc dang dipeptit c6 thé
dugc s dung. Ciing c¢6 thé sir dung cac ché phdm axit amin chira cation axit amin véi
lwong mong muén, dudi dang hdn hop véi axit amin khéc. Dé khong lam giam qua
manh d6 pH khi thém cac axit amin, c6 thé thyc hién viéc ting d6 pH ctia ché phdm chura
axit amin trude khi thém né vao phtc hop AIOOH/HBsAg, bing mét bazo, cu thé 1a
natri hydroxit.

Theo séng ché, luong cation axit amin cudi ciing c6 mat trong ché phim vacxin
phai 14 it nhAt 100 mg/l, t&t hon 14 it nhat 300 mg/l, tt hon 1a it nhat 400 mg/1, hoan toan
t8t hon 14 it nhét 500 mg/l. Khong c6 lidu téi da gi6i han. Tuy nhién, c6 thé uu tién déi
véi lidu tdi da 1a nhidu nhat 2 mg/ml, tdt hon nhiéu néu nhidu nhét 1 mg/ml, t6t hon nita.
néu nhidu nhit 800pg/ml, hoan toan t&t hon néu nhiéu nhat 700pg/ml. Khi tinh todn
lugng cation axit amin dugc thém vao, nén tinh dén lugng cation axit amin c6 thé duogc
dua vao thong qua moi trudng chira cac khang nguyén khong phai 1a HBsAg va khang
nguyén Hib.

Theo mdt phuong 4n thay thé ciia phuong phap theo séng ché, ¢6 thé xac dinh

lugng cation axit amin theo trong luong cua polysacarit vo Hib va dé tao ra ty 1¢ trong
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luong polysacarit Hib/cation axit amin nim trong khoang tir 1: 4 dén 1: 100, t6t hon 1a tir
1: 10 dén 1: 80, tét hon la tir 1: 15 dén 1: 60, hodc cu thé tot hon 1a tir 1: 20 dén 1:30 hodc
40.

Theo phuong phép cta sang ché, phitc hop AIOOH/HBsAg duoc trén voi khang
nguyén Hib khong nhitng v6i sy ¢6 mét cua cation axit amin, ma con v6i sy c6 mat cua
céc ion phosphat. Theo m¢t phuong 4n cua sang ché, cac ion phosphat dugc thém vao
phirc hop AIOOH/HBsAg trudce khi né duge cho tiép xuc véi khang nguyén Hib. Cac
ion phosphat, vi du, c6 thé duoc thém vao bang cach thém natri hydro phosphat hodc kali
hydrd phosphat, hodc theo cach khac, hdn hop clia c& hai ion ndy. Lugng cic ion
phosphat dugc tinh toan sao cho khéng nguyén bé mit viém gan B dugc gitt & trang thai
duge hip phu trén AIOOH & lugng ti da ddng thoi tranh dugc sy hap phu khang nguyén
Hib. Lugng nay thay dbi theo ban chét va sb luong khang nguyén c6 mit, va cu thé phu
thudc vao cac khang nguyén khac voi cac khang nguyén HBsAg va Hib.

Do d6, voi ché phim vacxin chira cdc khang nguyén thuong duge str dung trong
c4c vacxin cho tré em, nghia 13, ngoai HBsAg va khang nguyén Hib, khang nguyén bach
hiu, ubn van va ho ga, tbt hon néu bd sung thém céac ion phosphat dé ndng do ion
phosphat trong ché pham vacxin cudi cung thu duoc it nht bing 35 mmol/l, va cu thé
hon ndm trong khoang tir 35 dén 45 mmol/l, céc dAu gia tri khoang dugc bao gdm; t6t
hon néu ndm trong khoang tir 38 dén 44 mmol/l, cc gid tri dAu khoang duoc bao gdm;
hoan toan t6t hon 1a ndm trong khoang tir 38 dén 42 mmol/l, céc gié tri dﬁu khoang duoc
bao gdm. Theo mdt phuong dn wu tién, ndng d6 ion phosphat trong ché phim vacxin.
cudi ciing thu duge 1a 40 mmol/l.

Theo mdt phuong an khac, cac ion phosphat dugc thém vao v6i luong sao cho
chiing c6 mat trong ché phdm vacxin & ndng d6 cudi cling nim trong khoang tlr 35 dén
38 mmol/l, c4c gia tri diu khoang duoc bao gém. Viéc ndy dugc hoan thanh ciing bang
cach thém vao céc ion cacbonat, tuy nhién vai mot lugng gi6i han, do trong thuc té luu y
rang ion cacbonat duge stt dung véi lugng quéa nhidu s& bat loi. Tt hon, néu ching c6
thé dugc thém vao véi lugng sao cho ching c6 mit trong ché phim vacxin & ndng o
cudi cing nhoé hon hozc bang 10 mmol/l.

D4 tranh viéc thay ddi do luong ion qué nhidu ma c6 thé 1am mét én dinh HBsAg
va thuc ddy viéc giai hap chiing, viéc thém céc ion phosphat dugc khuyén céo 1a nén.

duoc thuc hién trong vai budc (vi dy, trong 2) riéng biét (cac budc). Do do, cac ion
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phosphat c6 thé dugc thém vao budce du tién, véi lugng dé c6 thé dat duoc ndng do cubi
cling ndm trong khoang ttr 20 dén 30 mmol/l, c4c gia tri ddu khoang duoc bao gbm; sau
d6, & budc thi hai, véi luong dé c6 thé dat dugc ndng do cudi ciing nhu chi rd & trén.

Theo mot phuong &n uwu tién cua sang ché, @ pH cua ché phdm thu dugc con
duoc didu chinh dén 7,1 + 0,1, trudc khi tron khéng nguyén Hib véi phic hop
AIOOH/HBsAg. Trong thuc té, luu ¥ ring gid tri pH nay c6 anh hudng tich cuc dén viec
gitt khang nguyén Hib & trang thai khong duge hép phu.

Theo mot phuong an cu thé, do pH con duogc didu chinh dén 7,1 +0,1 sau giai
doan tron.

Do dé, bang phuong phép clia sdng ché, c6 thé thu dugc ché pham vacxin trong
do:

(i) it nht 60% hozc 80%, tot hon 12 it nhét 85% téng lugng khang nguyén bé mit
viém gan B ¢6 mit trong ché pham duoc hép phu trén ALOOH trong it nhét 3 thang ké
tir ngay san xut khi ché phim dugc bédo quan ¢ nhiét d 5 +3°C; va

(ii) it nhat 65%, 70% hodc 75% téng luong khang nguyén Hib c6 mt trong ché
phdm khéng dugc hip phu trén AIOOH.

Thuat ngit "phic hop AIOOH/HBsAg" nén duoc hiéu theo nghia la phic hop
chua it nhit 13 HBsAg khing nguyén duoc hép phu trén AIOOH. Phirc hop nay c6 thé
chira cac khang nguyén khic, cho du cac khang nguyén khéac nay dugc chi rd hodc khong
duoc chi 10.

Ngoai ra, mot hoc nhiéu khang nguyén khéc c6 thé dua vao dé tao thanh phuc
hop. Cu thé, chung c6 thé 1a doc t6 bach hiu (D), giai doc t6 udn van (T), cac khing
nguyén ho ga khong t€ bao nhu: doc td dugc khir doc tinh cltia Bordetella pertussis
(PTxd), ngung két t6 hong ciu dang soi (FHA), pertactin (khdng nguyén 69 kDa) va
ngung két nguyén (fimbriae) ctia cing vi khu4n nay. Theo mot phuong éan duoc dic biét
uu tién, cac khang nguyén D, T, PTxd va FHA ¢6 thé duocthém vao dé tao thanh phuc:
hop.

Céc khang nguyén khac c6 thé duge thém vao theo nhiéu cach. Chiing c6 thé
duoc thém tun tu sau khi khang nguyén bé mit viém gan B da duoc hép phu sin (i) trén
téng lwong AIOOH can c6 mit trong ché pham vacxin; (ii) hodc trén mot phan, sau d6
duoc thém vao dé dat dugc tdng lwong. Theo mdt cach khac, cac khang nguyén khac co

th& dwoc hip phu riéng biét, mdi loai trén mot phin AIOOH giéng nhu HBsAg. Mot qua
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trinh hip phu hdn hop c6 thé ciing duoc cung clp cho- mét sé khéng nguyén dugc hip
phu riéng biét, cac khang nguyén con lai duge hép phu tudn tu.

Theo mot phuwong 4n cu thé ctia phuong phap theo sang ché, ché pham thu dugc
duoc khudy sau khi thém mdi khang nguyén vao.

Theo mdt phuong an uu tién, duoc dua ra chi dé lam vi dy, HBsAg duoc hip phu
riéng biét trén mot phin AIOOH tuong tmg v6i khoang 30% (mot phan ba) tong luong
AIOOH c6 mit trong ché phdm cudi cing. Song song voi viée hép phu néu trén, khang
nguyén D va T dugc hép phu tuan tu trén phan AIOOH khac. Khang nguyén ho ga PTxd
va FHA sau d6 duoc thém vao ché phdm chira phirc hgp AIOOH-D-T, ban thén mdi
khéng nguyén trong sé hai khédng nguyén ho ga nay duoc hép phu riéng biét sén trén
AIOOH. Cubi cing, hai ché phim (phirc hop AIOOH - HBsAg va phirc hop AIOOH -
D-T-PTxd-FHA) duoc két hop lai dé tao thanh ché phdm chta AIOOH -
HBsAg-D-T-PTxd-FHA trong d6 lugng cua mdi thanh phin dugc chon sao cho thu
dugc lidu vacxin 0,5ml thudng chira:

- tir 5 dén 15ug HBsAg/lidu; tt hon 1a 10pg/liéu,

- tir 20 dén 40 Lf D/lidu; t6t hon 1a tir 25 dén 35 Lf/lidu; hoan toan t6t hon 1a 30
Li/liéu (Lf = gi6i han két bong) (dugc biu dién theo mot cach khac, lugng D 16n hon
hodc bang 20 IU/liéu),

- tir 5 dén 25 Lf T/liu; t6t hon 1a tir 10 dén 15 Lf/lidu; hoan toan t6t hon 1 10
Lf/lidu (duoc bidu hién theo mot cach khac, luong T 16n hon hogc bang 40 TU/liéu),

- tir 20 dén 30 pg FHA/Iidu; t6t hon 13 25 pg/liéu,

- tir 20 dén 30 pg PTxd/liéu; tét hon 14 25 pg/lidu.

Theo mdt phuong 4n cu thé cia séng ché, cac khang nguyén bai liét, ma thuong
bao gdm cac virut bét hoat, ciing dugc thém vao. C6 thé thém virut bai liét thue 3 kiéu
thuong ¢6 mit trong vacxin cho tré em, nghia 1a kiéu 1, 2 hodc 3, hoic theo mdot cach
khéc, trong truong hop khéng can tiém ching khang 3 kidu nay, thi chi cn thém vao
mdt kiéu duy nhit ma tac dung bao vé chéng lai kiéu nay dugc mong mudn. Cu thé,
luong virut bai liét trong mét lidu c6 thé 1a:

- tir 20 dén 43 DU (don vi khang nguyén D), cu thé 40 cho kiéu 1,

_tir 5 dén 9 DU, cu thé 8, cho kiéu 2, |

- tir 17 dén 36 DU, cu thé 32, cho kiéu 3.

Céc khang nguyén nay khong can dugc hip phu sin trén mudi nhom trude khi
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duoc thém vao ché phdm vacxin.

Theo mot phuong an cu thé, phuong phép theo séng ché 12 phuong phép trong do:

(i) (2) HBsAg va AIOOH dugc cho tiép xtic v6i nhau ma khong c6 mit bt ky
khang nguyén khac, va HBsAg duoc cho hép phu trén AIOOH trong it nhét 4 gio, t6t
hon 14 it nhat 12 gid, hoan toan tét hon 1a khoang 24 gid, dé thu dugc ché phdm chura
phtic hop AIOOH/HBsAg;

(i) (b) ché pham chtra khang nguyén D, T, PTxd va FHA, duoc hép phu sén trén
ALOOH, va tuy ¥ cac khang nguyén khéc cua Bordetella pertussis nhu pertactin va cac
ngung két nguyén, dugc thém vao ché phdm thu duge & muc (i) (a);

(if) cac ion phosphat dugc thém vao ché phim thu duge & muc (i) (b) dé thu dugc
ndng d6 cudi cuing trong vacxin & 40 mmol/l;

(iii) cac khang nguyén bai liét tiry ¥ dugc thém vao ché phim thu dugc & muc (ii);

(iv) ché pham chira khéang nguyén Hib duoc thém vao ché phim thu duge & muc
(ii) hogc (iii);

(v) d6 pH dugc didu chinh dén 7,1 £0,1; va

(vi)  (a) it nhat mdt cation axit amin dugc thém vao @& hoan thanh ché pham thu
duge & muc (ii) hodc (iii) trude khi thém khang nguyén Hib, hodc

(b) it nhit mot cation axit amin dugc thém vao khang nguyén Hib;

cation axit amin nay duogc thém vao véi luong du d8 thu duoc ndng d6 cudi cing
trong vacxin 1a it nhit 100 mg/1.

Theo mdt phuong 4n cu thé, ché pham vacxin theo séng ché 1a ché pham chira
HBsAg, doc t6 bach hiu D, doc t6 ubn van T, khang nguyén ho ga PTxd va FHA di
duoc hip phu sin trén AIOOH, khang nguyén Hib va, thy y, gid thé bai liét, trong do:

(i) it nhat 85%, 5t hon la it nhit 90% téng lvong HBsAg c6 mit trong ché
phim duoc giit & trang thai dugc hép phu trén AIOOH trong {t nhét 3 fhéng ké tlr ngay
san xuét khi ché phdm dugc bao quan & nhiét d6 5 +3°C; va

(i) it nhét 65%, 70% hoc tot hon 1a 75% téng luong khang nguyén Hib c6 mat
trong ché phdm khong dugc hap phu trén AIOOH, lugng nay gifr twong d6i 6n dinh theo
thoi gian.

Ngoai ra, bang phuong phép theo séng ché, cac khang nguyén khong phai 1a
HBsAg ma di dugc chi ra 1a c6 loi khi ching dugc hip phu trén nhém oxit hydroxit dé

sinh mién dich, cling dugc giit & trang thai dugc hép phu.
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Do d6, nhu da néu trén, vi du, ché phdm theo sang ché c6 thé chira:

- tir 10 dén 30pg HBsAg /ml; tot hon 1a 20ug/ml;

- tir 40 dén 80 Lf D/ml, 6t hon 1a tir 50 dén 70 Lf /ml;

- tir 10 dén 50 Lf T/ml, t&t hon 1a tir 10 dén 30 Lf /ml;

- tir 40 dén 60pg FHA /ml; tot hon 1a 50pg/ml;

- tir 40 dén 60pg PTxd/ml; tot hon 1a 50pg/ml;

- tir 2 dén 60pg PRP/ml; t&t hon 13 20-24pg/ml;

- tir 1 dén 2mg AIOOH/ml; tét hon 1a 1,2mg AIOOH/ml;

- c4c ion phosphat v6i ndng d6 ndm trong khoang tlr 35 dén 45 mmol/lit, tbt hon
1a ndm trong khoang tir 38 dén 42 mmol/lition phosphat;

- tir 100 dén 1000pg/ml cation axit amin, t&t hon 1a tir 400 dén 800pg/ml; va tiry

- virut bai liét kiéu 1, 2 va 3 & dang bat hoat, véi lugng twong tng 80, 16 va 64
DU/ml.

Nhu d4 néu & trén, ché phim theo sang ché c6 thé ciing chtra cac khang nguyén
khac ctia Bordetella pertussis, nhu pertactin (69 kDa) hodc ngung két nguyén.
Vidu thyc hién siang ché

Vi du - Bao ché & quy md cong nghiép khéi (250 1) vacxin séu gid thé
HepB-Dt-Tt-ho ga-bai liét-HiB

Viée bao ché nay duoc thuc hién trong céc diéu kién vo tring va cung voi viée
khudy lién tuc.

A — Chun bi HBsAg duoc hp phu trén AIOOH

Hdn dich ddng nhét ctia gel nhom oxit hydroxit (AIOOH) dugc ban boi Brenntag
AG, v6i lugng 8g nhom/1, duge dua vo trung vao thung 50 1it.

Sau khi loc qua bd loc 0,22pm, thé tich HBsAg cin dé thu duoc ndng dd 20pg/ml
trong thanh phim vacxin lién tuc dugc thém vao thung da chira AIOOH. Hén hop
duoc dé lai dé khudy trong tir 20 dén 24 gidr & nhiét d6 moi trudng dé thu duge hdn dich
ddng nhét.

B — Chuén bi D + T + PTxd + FHA duoc hip phu trén gel nhom |

Song song Vi viéc chuan bi néu trén, hdn hop cta gel nhom, giai doc t6 bach hau

(D), giai doc t6 uén van (T), giai doc t& Bordetella pertussis (PTxd) va ngung két &

héng ciu dang soi ctia Bordetellapertussis (FHA) dugc diéu ché theo céch sau:
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Hbn dich ddng nhét cta gel AIOOH duge ban bodi Brenntag AG, voi luong 8g
nhény/l, duoc dua vo trung vao thung 250 1.

Dung dich ctia D va sau d6, sau khi déng hoa, cua T duge dua vao lién tuc, sau
khi loc qua bd loc 0,22pum, vao thing 250 1it d& chira AIOOH, dé thu duoc cac ndng do
cia D va T tuong Ung trong vacxin thanh phim 12 60 Lf (gi6i han két bong)/ml va 20
Lf/ml. | |

Ngay sau khi thu dugc hdn hop dong nhét, hdn dich cua PTxd di dugc hip phu
s&n trén AIOOH va sau d6, hdn dich cia FHA duoc hip phu sin trén AIOOH lién tuc
duoc thém vo tring vao thing nay, dé thu dugce ndng d6 ctia PTxd va FHA trong vacxin
thanh pham 14 25ug/ml.

Cubi ciing, thé tich dung dich dém phosphat 500mM cAn dé thu duoc néng do ion
phosphat ndm trong khoang tir 20 dén 30 mmol/litduge thém sau khi loc qua bd loc
0,22pm.

H3n dich D-T-PTxd-FHA-A100H thu duoc dugc dé lai dé khudy trong it nhat 14
gid ¢ nhiét do 5 + 3°C.

C — Chuén bi hén hop ctia HBsAg + D + T + PTxd + FHA dugc hap phu trén gel nhom

Ché phém thu duoc & muc A dugc thém vo trung vao ché phém thu duoc & muc

H3n hop thu duoc duoc dé lai dé khudy dé thu dugc hdn dich déng nhét.

Thé tich dung dich dém phosphat 500mM can dé thu dugc ndng do ion phosphat
1a 40 mmol/I trong ché phim cudi ciing sau d6 duge thém vao sau khi loc qua bd loc
0,22pm.

D - B3o hoa céc vi tri tinh dién cua gel nhom/phtc hgp HBsAg + D + T + PTxd + FHA
v6i dung dich axit amin ,
Dung dich axit amin chira 12 axit amin thiét yéu, co thanh phén nhu sau, dugc

diéu cheé che:

- Arginin hydroclorua...... 2,1 g/l, nghia la 1,73 g/l arginin
)4 1711 FUR ORI 1,2 g/l

- Histidin .......cceeevenneeennee 0,8 g/l

- Isoleuxin ......cccceevuveeennnnn. 2,6 g/l

- LeuxXin....ooooeveeeeniiecennen 2,6 g/l

- Lysin hydroclorua....... 3,65 g/1, nghia 14 2,91 g/l lysin
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- Metionin ........ccceeeeneeeeen 0,75 g/l
- Phenylalanin ................. 1,65 g/1
- Threonin ......cc.cccceveueennee. 2.4 ¢/l
- Tryptophan..........c.......... 0,4 g/l
- Tyrosin........ccccceevueennene. 1,8 g/l

-Valin....oooovveviieeieneenn 2,35 g/l
"~ Nghia 13, 21,2 g/l axit amin, bao gbm 5,44 g/l cation axit amin (His - Arg-Lys).
450ml natri hydroxit 2,5N (NaOH) duoc thém vao (0,5 I/phut). Tiép tuc dong hoa
bang cach khudy trong 10 phut.

Dung dich axit amin nay duoc loc qua bd loc 0,22 pm, duoc thém lién tuc vao hdn
hop thu duge & muc C, dé thu dugce néng do 572pg/ml cation axit amin trong ché phém‘
cudi cling.

E - Piéu chinh d pH

Do pH cua hdn dich thu dugc & muc D duge diéu chinh dén d6 pH 7,1 (7,0 - 7,2)
bang cach sir dung dung dich gdc di loc cua natri hydroxit & ndng do 2,5N.
F - Thém cac khang nguyén bai liét

Ché phim chira virut bai liét kidu huyét thanh 1, 2 va 3 & dang bét hoat (4n luot
thudc cac ching Mahoney, MEF-1 va Saukett), duoc loc qua bd loc 0,22 pm, sau d6 dua
vao thung chua hdn dich thu duoc & muc E.

G - Thém PRP-T

PAu tién, dung dich trung gian chita PRP-T duoc didu ché theo cach sau: dung
dich dém Tris-sucroza, dugc loc so bd qua b loc 0,22 pm, dugc thém vao ché phém
chtra PRP-T di loc qua bd loc 0,22 um, dé tao thanh hdn hop trung gian.

Hon hop nay duoc dua vo tring vao hdn hop thu duoc & muc F.

H — Giai doan diéu chinh cudi cling

Sau khi dong héa hdn dich thu duoc & muc G, thém vao mét lugng nuée dung dé
tiém da loc so bo du dé dat dén thé tich mong mudn 1a 250 lit. Sau d6, néu cin, d6 pH ctia
hén hop duoc didu chinh dén 7,1 + 0,1 bang cach thém vao dung dich natri hydroxit
2,5N di loc so bd hoac dung dich axit axetic 10%.

Hon hop nay dugc bao quan ¢ 5 +3°C , sau d6 dugc phan phdi vao bng tiém hodc
chai v6i lwong 0,5 ml/liéu.

Theo d6, mét lidu 0,5 ml chira 600 AT, 10pg HBsAg, khong nhd hon 20 TU
Hg g
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D, khong nho hon 40 TU T, 25ug Pt, 25ug FHA, khang nguyén bai liét kiéu 1 nim trong
khoang tir 20 dén 43 DU (céc don vi khang nguyén D), khang nguyén bai liét kiéu 2 ndm
trong khoang tir 5 dén 9 DU, khéang nguyén bai liét kiéu 3 nam trong khoang tir 17 dén
36 DU, 12pg PRP (& dang PRP-T), céc ion phosphat voi néng d6 40 mmol/l, dung dich
dém Tris-sucroza voi ndng do 2,5 mmol/litTris va sucroza 2,125%, va cling chira 286pg
cation axit amin (His - Arg - Lys). | |
Thir nghiém 1am sang

Ché phim vacxin duoc bao ché theo vi du & trén duoc thir nghiém trong thit
nghiém lam sang, dé so sanh véi vacxin 6 gia thé hién da duoc ban trén thi trudong, duge
goi 1a Infanrix Hexa™, vacxin nay ¢ thé chung cho tré em dé chéng lai cac bénh tuong
tu nhu vacxin dugc bao ché theo sang ché (bénh bach hdu, bénh udn van, bénh ho ga,
bénh bai liét, nhiém tring Hib va viém gan B), nhung cu thé, n6 ¢6 nhuoc diém 1a mot
phan ctia n6 duoge dong khd va do do, can budc hip thu san phdm dong kho trude khi sir
dung.

Trong toan by thir nghiém 1am sang nay, 2 loai ché phim vacxin néu trén dugce
ding cho tré em, theo ché do ching bao gdm 3 liéu duoc ding & thoi diém 2, 4 va 6
thang. Vacxin 1ong duoc bao ché theo phuong phép cua sang ché da dugc chimg minh 1a
duogc dung nap rat tbt, va co tinh sinh mién dich nhu vacxin hién dang duoc ban trén thi
truong.
Dt liéu thir nghi€ém

Phén tram hap phu HBsAg/lugng PRP-T khong dugc hép phu

Ba 16 san phim khdi cudi cing (PFV39-41-42) va ca ba 16 nay déu duogc phan
phdi vao chai (SI2-13-14) - tit ca céc 16 d&u thu duoc theo vi du da cung cép - duoc bao
quéan & + 5°C va dugc phan tich & cdc thoi diém khac nhau trong khoang thoi gian tuong
ung la 9 va 22 thang. Phén tram hép phu HBsAg va lugng PRP-T khong dugc hép phu
dugc phan tich. ‘

Phén trim hap phu HBsAg duoc xé4c dinh, nhu dugce néu 6 trén, tir téng luong
HBsAg va luong HBsAg khong dugc hép phy, viée xéc dinh HBsAg duoc thyc hign
bang cach st dung phuong phap ELISA banh kep theo cac nguyén tdc duge xac dinh
theo Duoc dién Chau Au 2.7.1. Tém tét nhu sau: HBsAg bi bét gitt boi khang thé don
dong thir nht khang HBsAg thudc kiéu IgM, trong céc 16 clia dia 96 16. HBsAg theo d6
& trang thai lién két duoc bao boc béi khang thé don dong thir hai khang HbsAg thudc
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kidu IgG, ma ban than khéng thé nay duoc phét hién bang khéng thé da dong khéng IgG.
két cap peroxidaza. Co chit sinh mau cho peroxidaza, tetrametylbenzidin (TMB), déng
vai trd 1am chét hién mau. Khi duoc thém vao, mau xuét hién, cudong d6 mau ty 1€ thuin
v6i luong HBsAg bi bit giit trong 1. Két qua dugc phan tich theo phuong phap dudng
song song dwoc md ta trong Dugc dién Chau Aus.33.

P& x4c dinh phdn tram hip phu HBsAg, vacxin dugc ly tdm (8800 g; 5 phut;
20°C), d& c6 thé thu hdi dich ndi chira HbsAg khong duoc hip phu. Cac mAu dich ndi
can thtr nghiém duoc pha lodng trong dém ELISA chita dém giai hép, thanh c4c dich pha
loding theo bac 2 1an trong khoang bao gdm, vi dy, tir 1/400 dén 1/12 800.

MAu vacxin téng va mAu khoang chuén dugc pha loéing trong dém ELISA chtia
dém giai hp, thanh céc dich pha loding theo bic 2 14n trong khoang bao gdm, vi dy, tr
1/8 dén 1/12 600.

Pia 96 15 duoc phi bing khéng thé don dong thu nhit duoc a trong 12 gio & 5°C
va sau do rira bang dung dich PBS-Tween 20. Céc dich pha lodng ctia dich nbi ctia miu
vacxin tdng va mau khoang chuin dugc phan phdi vao céc 15. Sau d6, khang thé thir hai
duoc thém vao va viéc hién mau dugce thuc hién bang khéng thé lién hop peroxidaza va
TMB (tetrametylbenzidin). Phan ing dugc dung lai bang cach thém HCI IN. Sau mdi
budr, dia duge u trong 30 phit & 25°C v sau d6 tiép tuc rira bang dung dich PBS-Tween
20. MAu trong (chi chita dém pha lodng) dugc thém vao cac 16 ¢6 sin va trai qua céc xir
ly twong ty. Pia nay duoc doc OD & 450 va 630 nm.

Luong PRP-T khéng dugc hip phu duge danh gia bang HPAEC-PAD theo cach
nhu sau:

Péu tién, khoang chuén cta PRP-T tham chiéu tir 0,5 dén 12,5ug/ml dugc pha
ché.

Céc mAu cAn thir nghiém va tuong tw, cac mAu khoang chuan duoc ly tim & toc do
5000 g trong 5 phut ¢ nhiét d§ moi truong. Dich nbi duoc thu gom va sau d6 duge thiy
phan bang dung dich NaCl 1,5N chtta glucosamin-1 -phosphat lam chét chuan ndi. Mau
tréng (chtta NaCl 0,9%; NaOH 1,5N + chét chuin ndi) dugc thém vao.

S#c ky dugce tién hanh véi pha dong bao gdm NaOH 35 mM va natri axetat 114
mM, duge tiém vao cot véi the do 1,2 ml/phut.

Nbng d6 PRP khong dugc hép phu (ng/ml) duge tinh bing céach st dung ding

thirc sau:
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(Dién tich bé mit ctia dinh PRP/dién tich bé miit ctia dinh cua chit chuin ndi) =a
X [n6ng do PRP] + b trong d6 "a" 1a do dbc va "b" 1a doan théng bi chdn trén truc y, a va
b da duge xac dinh tir duong hoi quy.

Két qua duoc dua ra trong 4 bang dudi day:

Phan trdim HBsAg duoc hip phu trong ché pham cua thanh phdm dang khoi 16n
(PVF 39-41-42) 6+5°C
Thoi gian tréi qua sau hoat dong bao ché | PFV39 PFV41 PFV42
0 95 97 98
1 thang 92 93 95
2 thang 92 92 93
3 thang 91 90 91
4 thang 89 90 92
5 thang 85 88 91
6 thang 89 88 89
9 thang 88 86 91

Phan trim HBsAg duoc hép phu & ché pham duge bdo quéan trong chai (cac 16
S12-S13-S14) & +5°¢

Thoi gian troi qua sau hoat dong bao ché S12 S13 S14
0 95 97 98
4 thang 38 88 90
5 thang 85 86 88
7 thang 85 80 86
10 thang 83 84 87
13 thang 82 86 84
16 thang 81" 83 85
22 thang 83 78 86

PRP-T khong dugc hip phu (ug/ml) trong dang ché pham ctia thanh pham dang
khdi 16n (PVF 39-41-42) & +5°C
Thoi gian troi qua sau hoat dong bao ché | PFV39 | PFV41 PFV42

0 22,6 20,0 21,0
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1 thang 23,1 19,5 20,4
2 thang 23,3 21,6 22,0
3 thang 24,9 22,6 23,1
4 thang 24,2 22,0 20,7
5 thang 22,2 22,7 24,5
6 thang 27,7 22,9 21,6
9 thang 27,0 24,8 23

PRP-T khong dugc hip phu (ug/ml) trong ché pham dugc bao quan trong chai
(cac 16 S12-S13-S14) 6 +5°C

Thoi gian tréi qua sau hoat dong bao ché S12 S13 S14
0 22,6 20,0 21,0

4 thang 21,1 21,1 19,8

5 thang 23,0 19,6 18,6

7 thang 23,1 21,0 19,5

10 thang 25,0 23,4 21,8

13 thang 24,6 22,6 20,8

16 thang 23,5 223 20,8

22 théng 23,9 22,0 19,9

Dé so sanh, mirc hdp phu theo thoi gian cia HBsAg c6 trong ba 16 thanh phim
dang khdi 16n (FDN5-6-7) va tuong tu, trong ba 16 duge phan phéi vao chai (S
44-45-46), cia ché phim 1ong bao gdm cic khang nguyén gibng nhau nhung thu duge
theo phuong phép phéi ché theo ty 1& dugce md ta trén Fig.1 va do d6, khéc so v6i phuong
phéap duoc mo ta trong vi du ¢ trén, cling duoc thir nghiém. Ché phém nay chura, trong
0,5 ml: 10pg HBsAg, 30 LfDt, 10 Lf Tt, 25 pg Pt, 25pg FHA, 40 DU virut bai liet kiéu
1, 8 Du virut bai liét kiéu 2, 32 DU virut bai liét kiéu 3, 12ug PRP (& dang PRP-T),
0,6mg Al, cac ion phosphat véi ndng d6 55 mmol/l, céc ion cacbonat voi ndng d 20
mmol/l, d&m Tris-sucroza véi néng do6 2,5 mmol/litcho Tris va 2,125% cho sucroza, va
14pg cation axit amin (His - Arg - Lys) tr moi truong M199 (gia thé bai liét), pH 6,8 -
7,2.

Két qua thu duoc nhur sau:
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Phan trim HbsAg dugc hap thu & ché phim ctia thanh pham dang
khéi 16n (FDN5-6-7) & +5°C

Thoi gian trdi qua sau
) FDNS5 FDN6 FDN7
hoat dong bao ché '

0 81 85 81
1 thang 78 82 62
2 thang 74 78 63
3 thang 66 84 62
6 thang 61 77 61

Phan traim HBsAg duoc hip thu & ché phdm duoc bao quan trong chai
(cac 16 S44-S45-S46) & +5°C

Thoi gian trdi qua sau S44 S45 S46
hoat dong bao ché ‘

0 81 85 81

7 thang 63 64 77

10 thang 57 65 51

13 thang 47 54 53

16 thang 33 56 38

22 thang 44 47 36

28 thang 44 51 44

34 thang 45 54 42

40 thang 49 52 48

Céc lugng PRP-T khong duge hép phyu duge xéc dinh trong cung khoang thoi
gian da cho thiy ring c6 rat it thay dbi so véi thoi didm 0, va do d6 dap timg yéu cu. Tuy
nhién, cac két qua nay cho thiy ring, trong trudng hop ma khong twong tng v6i ché
phim thu duge nhd phuong phép theo sing ché, khang nguyén bé mit viém gan B da
khéng duoc gitt ¢ trang thai duoc hép phu trén nhdm oxit hydroxit.

Dit liéu thir nghiém lién quan dén cation axit amin

Cudi cliing, ché phim theo sang ché tryc tiép thu dugc tir quy trinh thyc nghiém

dugc thuc hién trong vi du néu trén va ché phém thu duoc béng quy trinh cai bién trong
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d6 ché phdm chi chira ba cation axit amin (Arg - Lys - His) thay thé cho ché phim chira
12 axit amin thiét yéu dugc so sanh vé lugng PRP-T khong duoc hép phu. Khéng quan
sat thiy chénh léch vé lugng PRP-T khong duoc hap phy, theo d6 cho thdy rang chi cac

cation axit amin dong vai trd quan trong.
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YEU CAU BAO HO
1. Phuong phap bao ché ché pham vacxin 1ong chira it nhét 12 c4c thanh phén sau:

- nhom oxit hydroxit (AIOOH),

- mot khang nguyén bé mit viém gan B (HBsAg),

- mot khang nguyén ctia Haemophilus influenzae kiéu b (Hib) gbm polysacarit vo
duoc lién hop vdi protein mang,

trong d6, khang nguyén bé mit viém gan B duoc gift & trang thai duoc hép phu
trén AIOOH, trong khi khang nguyén Hib dugc gilt ¢ trang thai khong duoc hép phu, .

trong do:

- khang nguyén bé mit viém gan B dugc hép phu trén AIOOH dé thu dugc phtc
hop AIOOH/HBsAg,

- phttc hgp AIOOH/HBsAg nay dugc tron véi khang nguyén Hib voi su ¢6 mat
clia c4c cation axit amin & ndng d it nhét 1 100mg/1 va cac ion phosphat & ndng do nim
trong khoang tir 35 dén 45 mmol/L.

2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 khdng nguyén HBsAg dugc hép phu trén nhém
bang céach tron hdn dich ctia AIOOH v6i hdn dich ciia HBsAg kém theo khudy trong it
nhét 12 4 gio, tot hon 1a it nhit 12 12 gio, tot hon 14 tir 20 dén 24 gio.

3. Phuong phép theo diém 1 hoic 2, khic biét & chd, cac cation axit amin dugc thém vao
phttc hop AIOOH/HBsAg trude khi tron véi khdng nguyén Hib.

4. Phuong phap theo diém 1 hoic 2, khic biét & chd, cc cation axit amin duge thém vao
khang nguyén Hib trude khi tron voi phirec hgp AIOOH/HBsAg.

5. Phuong phép theo diém bét ky trong s cac diém néu trén, khac biét & chd, cac ion
phosphat dugc thém vao phtic hgp AIOOH/HBsAg truée khi tron véi khang nguyén
Hib. |

6. Phuong phép theo diém bat ky trong sb cac diém néu trén, khéc biét & chd, do pH cta
ché phém chtra phtrc hgp AIOOH/HBsAg dugc diéu chinh dén 7,1 £ 0,1 trude khi tron
v6i khang nguyén Hib.

7. Phuong phap theo diém 1, khac biét & chd, phuwong phap niy con bao gdm cac bude
sau:

- diéu ché ché phim chira it nhat mot khang nguyén duge chon tir khang nguyén
bach héu, ubn van, bai liét va ho ga, va cd nhom oxit hydroxit, va

- tron phtrc hgp AIOOH/HBsAg véi ché phdm néu trén, trudce khi thyc hién tron

-21-



30940

véi khang nguyén Hib.

8. Phudng phép theo diém 7, khéc biét & chd, phuong phap nay con bao gdbm budc diéu
ché ché phim néu trén bang cach thém 1an luot timg khang nguyén vao hdn dich cia
nhdm oxit hydroxit va khudy gitta m&i 1an thém khang nguyén.

9. Phuong phap theo diém 1, khac biét & chd: | _

-HBsAg duoc hip phu trén mot luong AIOOH chiém mét phan ba tdng lwong
AIOOH ¢6 mit trong ché phdm cudi ciing, trong mot khoang thoi gian tir 20 dén 24 gio,
dé tao thanh phtc hop AIOOH/HBsAg,

- song song v6i viée hip thu néu trén, cac thanh phan sau day 1an Iuot dugc hap
phu trén mdt lugng AIOOH khéc: doc t5 bach hau D, doc t6 ubn van T, doc td tinh khiét
ctia Bordetella pertussis PTxd, ban than doc td nay duoc hap phu sin trén AIOOH, va
ngung két t6 hdng ciu dang soi ciia Bordetella pertussis FHA, ban than ngung két t6 nay
duoc hap phu sén trén AIOOH, sau d6 cac ion phosphat dugc thém vao do, sau do6 phirc
hop AIOOH/HBsAg dugc thém vao do,

- c4c ion phosphat dugc thém 14n nita voi luong dé ¢6 thé dat duoc néng do 40
mmol/] trong ché pham cudi cing,

- {t nhat mét cation axit amin dugc thém vao véi lugng dé co thé dat dugc nff)ng do
it nhit 100 mg/I trong ché phdm cudi cung,

- d pH duoc diéu chinh dén 7,1 £ 0,1,

- khang nguyén bai liét & dang virut bi bét hoat kiéu 1 va/hoic kiéu 2 va/hodc kiéu
3 du*c_yc'thém vao,

- khang nguyén Hib dugc thém vao,

- do pH dugc diéu chinh dén 7,1 £ 0,1,

- ché phdm thu dugc duoc phan phéi vao cic éng tiém hodc vao chai. _
10. Phuong phap theo diém bit ky trong sd cac diém néu trén, khac biét & chd, it nhit
250 1it ché phdm vacxin dugc bao ché trén quy mé céng nghiép.

11. Ché pham vacxin thu duge theo phuong phép dwgc xac dinh theo diém bt ky trong
s6 cac diém néu trén, va chtra it nhét 14 khang nguyén bé mit viém gan B (HBsAg) va
khang nguyén Hib gdm polyribosylribitol phosphat dugc lién hop véi protein ubn van
(PRP-T).

12. Ché pham vacxin theo diém 11, khac biét & chd, ché phdm nay con chua khang

nguyén bach hau, udén véan, bai liét va ho ga.
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13. Ché phim vacxin theo diém 11 hodc 12, khic biét & chd, ché phim nay chira it nhét:

- khang nguyén bé mit viém gan B, HBsAg, |

- khang nguyén bach hau & dang doc t6 bach hau D,

- khang nguyén udn van & dang doc t6 udn véan T,

-khang nguyén ho ga ¢ dang doc t6 tinh khiét (PTxd) va & dang ngung két tb
héng ciu dang soi (FHA),

-khang nguyén cia Haemophilus influenzae kiéu b, & dang polyribosylribitol
phosphat dugc lién hop véi protein ubn van (PRP-T),

- cac khang nguyén bai liét & dang virut bi bét hoat dugc chon tir kiéu 1, 2 va 3.
14. Ché phim vacxin theo diém 13, khac biét & chd, ché phim nay chira it nhét:

-tlr 10 dén 30pg HBsAg/ml, tot hon 13 20ug/ml;

-tir 40 dén 80 Lf D/ml, 6t hon 12 tir 50 dén 70 Lf/ml;

-tir 10 dén 50 Lf T/ml, t8t hon 1a tir 10 dén 30 L/ml;

- tir 40 dén 60pg FHA/m, t6t hon 1a 50ug/ml;

- tlr 40 dén 60pg PTxd/ml, t6t hon 1a 50pg/ml;

- tlr 2 dén 60pg PRP/ml, t6t hon 1a 20-24pg/ml, & dang PRP-T lién hop;

“tir 1 dén 2mg AIOOH/ml, tét hon 13 1,2mg AIOOH/ml;

-tlr 35 dén 45 mmol/l, tbt hon 1a tir 38 dén 42 mmol/l, cac ion phosphat;

- tir 100 dén 1000 mg/1 cac cation axit amin, t6t hon 14 tir 400 dén 800 mg/l;

- virut bai liét kiéu 1, 2 va 3 & dang bi bét hoat, v6i luong twong tng 1a 80, 16 va

64 DU/ml.
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