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(54) PHUONG PHAP SAN XUAT CHE PHAM CHUA HAT VIRUT BUONG RUOT

(57) Sang ché dé cap dén cac phuong phap san xuat ché pham chua hat virut dudong rudt,
trong d6 phuong phap nay bao gom budc bét hoat virut duong rudt bang formaldehyt duoc
cai tién khi ¢6 mat dung dich dém tromethamin nho do6 thu héi duoc khang nguyén D véi
luong toi da. Hap phu IPV nay trén nhom hydroxit sau d6 tao ra ché pham IPV duoc giam
lidu dang ké.
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Linh vue ky thuat dwoc dé cip
Sang ché dé cap dén 1inh vuc san xuét vacxin, cu thé hon sang ché deé cép dén

phuong phap san xuét ché phdm chtra hat virut dudng rudt.

Tinh trang ky thuit ctia sang ché

Mirc do phé bién cia virut bai liét dd dugc gidm manh nho viéc st dung Vacxin
bai liét bang dudng miéng (Oral Polio Vaccine: OPV), dua trén cdc ching Sabin polio
séng-giam ddc Iuc. Tuy nhién, OPV ¢6 nhidu han ché trong thoi ky sau khi thanh toén
bénh. Do d6, su phat trién ctia Sabin-IPV déng vai trd quan trong trong chién lugc thanh
todn bénh bai liét cia WHO. Viéc str dung Sabin gidm ddc luc thay cho cac ching Salk
polio kiéu dai s& mang lai d an toan cao hon trong qua trinh san xuét vacxin. Ngoai ra,
dé phong ngira su trdi ddy cuia cc virut bai liét c6 ngudn gbc tir vacxin dang luu thong
(cVDPV), viéc st dung OPV nén dugc ngirng sau khi thanh toan dwoc bénh bai liét, va
dugc thay thé bang IPV. Cac cVDPV nay c6 thé lay truyén va c6 thé gy doc thin kinh
(twong tw nhur céc poliovirut dai) din dén bénh bai liét thé liét do vacxin. Cac chiing nay
c6 thé gieo ric lai virut bai liét ra khép thé gi6di va phd nhan sy thanh todn bénh da thanh
cong.

IPV dugc phan phdi bing cch tiém trong co (IM) hodc tiém sau dudi da (SC).
Hién nay, IPV da c6 & dang ché phém don khong co chit bd trg, hodc & nhidu dang két
hop khac nhau, bao gdm DT-IPV (véi bin doc td bach hiu va ubn vén) va cac vacxin sau
gia DTPHepB-Hib-IPV (dugc bd sung thém véi thanh phin ho gi, viém gan B va
Haemophilus influenzae b. Lidu chudn cta vacxin bai liét duoc chép nhdn hién nay chira
cac khiang nguyén D & dang 40 don vi virut bai liét typ 1 (Mahoney) bét hoat, 8 don vi
virut bai liét typ 2 (MEF-I) bét hoat va 32 don vi virut bai 1iét typ 3 (Saukett) bt hoat (vi
du, Infanrix-IPV™). C4c ché phim IPV don hién nay khéng chira chét b tro.
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Hau hét cac chuyén gia déu nhét tri ring viéc sir dung rong rdi IPV duge wu tién
hon vi d6 an toan va hi€u qua bao v€ dd dugc ching minh cia né. Tuy nhién, khi duoc so
sanh véi OPV, gia thanh ctia IPV lai cao hon déng ké. Piéu nay chu yéu 14 do cac yéu ciu
vé: (i) nhiéu virut hon cho mdi liu; (ii) quy trinh thu hdi san phim (nghia 13, c6 dic, tinh
ché va bt hoat), va qﬁy trinh thir nghiém QC lién quan (iii) sy mit khang nguyén hoic
kha nang thu hdi kém trong quy trinh thu hdi san phim va iv) dd chtra. Dén nay, thich
thite vé tai chinh van 14 nhuoc diém 16n ddi voi viée cai tién va trién khai [PV & cac nude
c6 thu nhip trung binh va thip. Gia thanh san xuit cua sIPV hién nay dugc ude tinh
tuong duong véi gia thanh san xuét cho IPV, dit hon khoang 20 14n so v6i OPV. Nhu ciu
toan cu trong twong lai d6i véi IPV sau khi thanh todn céc virut bai liét ¢6 thé gia ting tir
mirc hién tai 1a 80 triéu lidu dén 450 tridu lidu m3i ndm. Do d6, cac phuong phap dé “mo
rong” viéc cung cip IPV chic chin 13 cin thiét.

Céc ché phdm vacxin hidu quéa giam lidu c6 tic dung bao vé chéng lai su 14y nhiém
bang cach sir dung lidu khang nguyén IPV thip hon dwoc mong mudn trong céc trudng
hop ma viéc cung cp vacxin thong thudong 1 khong da d& dap tng cac nhu ciu toan cdu
hoic khi gi4 thanh san xuét ciia vacxin théng thuong can tré viée vacxin ndy dwoc ban &
muic gia chdp nhan dwoc dbi véi cac nuée dang phat tridn. Viée tiép can véi lidu IPV thip
hon; so vé6i cac ché phdm dang duge ban trén thi truong cling c6 thé 13 an toan hon. Do
d6, nhiéu chién lugc khac nhau dé 1am cho IPV sin ¢6 véi gia thanh dé chép nhan hon
can duge d4nh gi.

Trong trudng hop cic vacxin cim dai dich, viéc sit dung chét bé trg cho phép giam
lidu, ting d6 kﬁé’l dung va lam gidm gia thanh ctia vacxin. Do do6, da duoc nghién ciru 1a
ché phdm vacxin c6 chit bd trg chira sIPV 1am giam gi4 thanh va con lam ting sb lugng
lidu sIPV sin c6 trén toan thé gidi.

Cac nhom nghién ciru khic nhau trén toan ciu da danh gia viéc tiét kiém liéu ddi
voi céc vacxin (cu thé 1a vacxin cum) béng cach st dung mot sb chit bd tro cu thé 1a
phén, nhii twong, chit chu vdn TLR (MPL, CpG, poly-IC, imiquimod), dmLT,1,25-
dihydroxyvitamin D3, CAFO01, poly [di (carboxylatophenoxy)-phosphazen] (PCPP) va
c4c hat replicon gdy viém ndo ngwa Venezuela (VEE). Hau hét c4c loai chét bd trg dang

dugce nghién ctru nay déu gip phai cac rao can sau diy i) d6 an toan chua biét hodc duoc
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xép loai la chat doc béi co quan quan Iy ii) c6 cac han ché vé dudng sir dung iii) khong c6
kha ning tai san xuét iv) d6 6n dinh cua chit bd tro.

Cac chét bd tro nhii twong (MF-59, AS03, AF3) truéc diy da dugc bao céo 1a cod
hiéu qua gidm liéu manh (> 30 14n) dbi v6i vacxin Ctim hodc Viém gan B. Cac chit bd tro
nay hoat dong bang cach tao ra mot kho du trit & vi trf tiém, cho phép giai phong dinh lidu
nguyén liéu khang nguyén va kich thich cac té bao huyét tuong san xuit khang thé. Tuy
nhién, cdc chat bd trg nay 1a qua doc dé duoc st dung rong rdi d& phong bénh cho nguoi
va thudong duge du trit cho céc tinh trang bénh ning va/hoic giai doan cudi nhu bénh ung
thu ma c6 kha ning chip nhén céc tac dung phu cao hon.

Ngoai ra, cdc mubi nhom dugc xem la an toan, dang dugc st dung trong céc
vacxin két hop chira sIPV, ¢6 céc rao can phat trién thip nhat va khong qua dit dé san
xuét. Tuy nhién, cdc cht bd trg nhdm chua duoc biét 1a ¢6 cho phép giam liéu dang ké
hay khong.

Mot trong cac budc quan trong nhét trong quy trinh san xuét vacxin chdng lai cac
tdc nhan gy bénh, cu thé 1a vacxin virut, 1a buéc bat hoat virut. Trong trudng hop bt
hoat virut, formalin 13 chét bt hoat dugc str dung thudong xuyén nhét trong viéc san xuét
vacxin. Formaldehyt bat hoat virut béng cach lién két chéo khong thuén nghich cidc nhém
amin béc 1 trong cic protein bé mit véi céc nguyén t& nito khéc gan d6 trong protein
hodc ADN qua lién két —CH?2. V4n d@ tidm tang dbi véi viéc st dung formalin dé bét
hoat virut 13 & chd né lién quan dén mot chudi cac phén tmg hda hoc tao ra cic san phim
phan tng c6 thé gy ra sy lién két chéo giita cdc protein ctia virut va két tu cc hat virut.
Piéu nay c6 thé gdy can tr& tac dung bét hoat cua formalin va c6 thé phé hily mot phan
kha ning gdy mién dich ctia khang nguyén trong vacxin. Theo d6, trudc day da co bao
céo rang viéc bét hoat virut bai liét bing formalin c6 thé anh hudng dén kha niang gy
mién dich clia virut ciing nhu tinh khéng nguyén. Tham khao tai liéu Morag Ferguson va
dong tac gia, Journal of General Virology (1993), 74, 685-690. Quan trong nhit, d3 duogc
md ta trude ddy ring céc phuong phép bét hoat bing formaldehyt thuong duoc thuc hién
khi c6 mit dung dich dém phosphat trong d6 su mit khang nguyén D dang ké dugc quan
sat thay cing voi su bién dbi epitop dbi véi Sabin Typ VIV (ti 1& phuc hodi khang
nguyén D sau bat hoat: 22% d6i vé6i sabin typ I, 15% ddi véi sabin typ II, 25% déi v6i
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sabin typ III), do d6 khong giit dwgc ciu hinh epitop. Do d6, c6 thé 1a céc khang thé duoc
san sinh b&i ngudi nhan virut bai liét dugc bt hoat b%mg formalin (khi c6 méit dung dich
dém phosphat) c6 thé khong tham gia vao dap tmg mién dich bao vé.

Béng cach két hop bét hoat bing formalin va UV, c4c nha khoa hoc ¢b géng khic
phuc céc han ché cia viéc bt hoat br?mg UV riéng hoac bt hoat béng formalin riéng, khi
bat hoat virut ‘bai liét dic biét kho diét. Xem, vi du, McLean, va déng tac gia,
“Experiences in the Production of Poliovirus Vaccines,” Prog. Med. Virol., vol 1, trang
122-164 (1958.) Taylor va dong tac gia (J. Immunol. (1957) 79:265-75) m6 ta viéc bét
hoat virut bai liét bing cach két hop formalin va tia cyc tim. Molner va dong téc gia (Am.
J. Pub. Health (1958) 48:590-8) md ta sy tao ra mirc ndng d khang thé tudn hoan c6 thé
do dugc trong mau cia cac dbi twong duoc chiing ngira bang vacxin bai liét da bét hoat
bing tia cuc tim- formalin. Truffelli va ddng tac gia (Appl. Microbiol. (1967) 15:516-27)
bao cdo vé viéc bt hoat Adenovirut va Simian Virut 40 gy ung thu & chudt dong bang
quy trinh bit hoat ba giai doan bao gbébm formalin, tia UV va B-propiolacton (BPL).
Miyamae (Microbiol. Immunol. (1986) 30:213-23) md t& viéc bao ché cac khang nguyén
clia virut Sendai bang cach xir ly v6i tia UV va formalin. Tuy nhién, cidc phuong phap
tiém ning da duoc thao lun trude day dé thay thé formaldehyt nhu B-propiolacton (BPL)
da dugc bdo cdo 1a tao ra phan tng phtrc hgp mién dich khi dwgc két hop véi céc thanh
phén khac cua vacxin dai. Thém vao d6, n6 ciing dugc chi ra 1a giy ra bénh ung thu biéu

md té bao vay, bénh u lympho va bénh u gan & chudt.

Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Do d6, dic biét mong mudn sir dung céc diéu kién bit hoat bing formaldehyt c6
loi dé duy tri su toan ven céu triic cia cAu tric khéng nguyén cla cac chung Sabin ciing
nhu st dung cac chit bd trg an toan va hiéu qua vé& mit chi phi ma c6 thé tao ra cac ché
phdm vacxin sIPV (Sabin IPV) dugc giam lidu dang k& (nghia 13, 8 dén 10 1an) nho d6
lam gidm gid thanh san xuét, 1am ting ngudn cung cép vacxin va tao ra céc vacxin ré tién
hon cho c4c nuéc dang phat trién.

Céc tac gia sang ché da ngac nhién phat hién ra 13 sy mét khang ﬁguyén D sau khi

bat hoat bing formaldehyt c6 thé 13 do su ¢6 mat cia dung dich dém phosphat, bit ngd 1a
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dém nay gay ra su két tu khong mong mudn céc virut bai liét. Sang ché dé xuit quy trinh
bat hoat bang formaldehyt dwoc cai tién khi c6 mit dung dich dém TRIS, nho d6 dam bao
cac bién dbi epitop 12 nhé nhét va do d6 lam giam t5i da sy mét khang nguyén D. Do do,
céc ché phdm vacxin IPV Sabin dugc giam lidu dang ké voi mire giam lidu it nhét 1a 8 1an
dbi v6i chiing Sabin Typ I va mirc giam lidu 3 1dn d6i v6i ching Sabin Typ III ¢6 thé dat

duoc.

M6 ta vin tit cAc hinh vé

Fig.1: Gel nhdm phosphat duoc tao ra trong 0,9% NaCl (46 pH theo dién thé Zeta
& cac ndng d6 khac nhau cta gel nhom phosphat).

Fig.2: Gel nhém phosphat dugc tao ra trong nudc dé tiém (d6 pH theo dién thé
Zeta & cac ndng d6 khéc nhau cua gel nhdm phosphat).

Fig.3: Gel nhom hydroxit dugc tao ra trong 0,9% NaCl (d6 pH theo dién thé Zeta &
c4c ndng d6 khac nhau cua gel nhom hydroxit).

Fig.4: Gel nhém hydroxit dugc tao ra trong nu6e dé tiém (d6 pH theo dién thé Zeta

& cac nong d6 khac nhau cia gel nhom hydroxit).

M5 ta chi tiét sang ché

Mot khia canh quan trong ctia sang ché dé xuit quy trinh bit hoat bang formalin va
hip phu trén mudi nhém duoc cai tién bao gdm cac budc sau day:

a) B sung ban thanh phim Sabin IPV d3 tinh ché vao dung dich dém TRIS (30
dén 50mM) c6 do pH tir 6,8 dén 7,2,

b) Bb sung mdi truong M-199 chira glyxin (5gm/l) vao hdn hop (a),

¢) B6 sung formaldehyt 0,025% trong luc tron,

d) U hdn hop thu duge trong budc (c) & 37°C tir 5 dén 13 ngay trén may khudy ti,

e) Pua hdn hop sau khi @ vao buée loc trung gian qua mang loc ¢6 kich thuéc 16
loc bang 0,22 vao ngay thtt 7 va buéc loc cubi ciing vao ngay thor 13,

f) Bao quan ban thanh pham thu dugc sau bude (e) & 2-8°C,

g) Tién hanh D-Ag ELISA d& x4c dinh don vi khang nguyén D,
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h) LAy ra thé tich mong muén cia Al(OH); da thanh tring dé dat duoc ndng do
cudi ciing ctia nhom (AI"™™) tir 0,8 dén 1,2mg/lidu trong binh chira 50ml,

i) B sung ban thanh phim sIPV c6 don vi D-Ag da didu chinh va didu chinh thé
tich ndy bang chit pha loang (10x M-199+ 0,5 Glyxin%),

j) Diéu chinh do pH cua ché phim cubi cung va thu duge ché phim cudi cing c6
do pH tir 6 dén 6,5,

k) Dua ché phim nay di khudy tir qua dém & 2-8°C va

trong d6 sy bit hoat bang formalin & budc (a) khong xay ra khi ¢6 mit dung dich
dém phosphat.

Phuong 4n thit nhit ciia sang ché d& cép dén dung dich dém dugc st dung trong
qué trinh bat hoat bing formaldehyt c6 thé dugce chon tir nhém bao gdm céc dung dich
dém TRIS, TBS, MOPS, HEPES, va bicacbonat.

Khia canh dugc wu tién ciia phuong an thtr nhét 13 sy bat hoat bing formaldehyt
ndy c6 thé xay ra khi ¢6 mdt dung dich dém TRIS hodc TBS (dung dich nudc mudi dém
TRIS) ¢6 nong do dugc chon tir 30mM, 40mM va 50mM, 5t hon 1a 40mM va & do pH
dugc chon tir 6,8, 6,9, 7, 7,1 va 7,2, tbt hon, néu nim trong khoang tir 6,8 dén 7,2 trong do
budc bat hoat nay khong sir dung dung dich dém phosphat bét ky.

Phuong 4n thir hai ctia sang ché mé ta buée hdp phu sIPV da dugc bit hoat bang
formalin c6 thé dugc thyuc hién trén nhém hydroxit c6 néng do dugc chon tir 1,5mg/liéu,
1,8mg/liéu, 2,2mg/liéu, tt hon 12 nim trong khoang tir 2mg/lidu dén 2,4mg/lidu va & & do
pH dugc chon tir 6,2, 6,3, 6,4 va 6,5, tdt hon néu 13 6,5.

Phuong 4n thtr ba cta sang ché dé cap dén quy trinh bt hoat bang formalin va hép
phu nhém hydroxit céi tién ¢6 thé phuc hdi khang nguyén D sau khi bat hoat tir 50% dén
80% va ti 1 phan traim hip phu nhom hydroxit c6 thé 1 tir 85 dén 99%,

Mot khia canh ciia phuong 4n thir ba 1 sdng ché dé xuit quy trinh bét hoat bing
formalin va hip phu nhom hydroxit cai tién gitp giam lidu it nhAt 8 13n d6i véi Sabin Typ
L, it nhét 3 14n v6i Sabin Typ III so véi lidu chuin 13 40 DU-8DU-32DU.

Khia canh thir hai ctia phwong 4n thit ba 1 sdng ché @ xuit céac phuong phép bt
hoat bing formaldehyt va hip phuy nhom hydroxit cai tién tao ra cac ché pham vacxin

chira i) virut bai liét bt hoat typ 1 & lidu it nhét 1a 5 don vi khang nguyén D, ii) virut bai
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liét bat hoat typ 2 & lidu it nhét 12 8 don vi khéng nguyén D va iii) virut bai liét bat hoat
typ 3 & liéu it nhat 1a 10 don vi khang nguyén D.

Phuong 4n th tu ciia sang ché dé xuit chit bd tro mubi nhom 14 nhém hydroxit ¢6
ndéng do nim trong khoang tr 1,5mg/liéu 0,5ml dén 2,5mg/lidu 0,5ml, t&t hon néu nim
trong khoéng tir 2,100mg/liéu 0,5ml dén 2,4mg/lidu 0,5ml & do pH 1a khoang 6,5.

Mot khia canh cuia phuong én thtr tu 13 téng ham lugng nhdm trong vacxin ba gia
(typ 1, 2 va 3) c6 thé 1a nim trong khoéng tir 800 dén 1000pg, t6t hon néu l1a 800pug A"
mdi liéu 0,5ml, khac biét & chd trong d6 it nhit 400pg A" déi véi typ 1, it nhit 200pg
AP" d6i véi typ 2, it nhét 200pg AP déi véi typ 3.

Mot khia canh khéc cta phuong 4n tht tu 1a & chd ché phim vacxin virut bai liét
giam lidu nay c6 thé chta typ 1 va typ 3 va khong chira typ 2 trong d6 thé tich lidu nay co
thé 1 tir 0,1 dén 0,4ml.

Céc ché phim vacxin giam liéu dugc bao ché bang cac phuong phép nay c6 thé 1a
1) “sIPV don” trong d6 cac khang nguyén c6 thé bao gdm sIPV typ 1 hodc sIPV typ 2
hodc sIPV typ 3, hodc sIPV typ 1 va 2, hoic sIPV typ 1 va 3, hogc sIPV typ 2 va 3, hoic
sIPV typ 1, 2 va 3 hodc ii) “Céc vacxin két hop chira SIPV” trong d6 cdc khang nguyén
khong phai IPV ciia cac vacxin két hop c6 thé duoc chon tir nhung khong giéi han & bién
doc td bach hu, bién doc t uén van, (cac) khang nguyén ho ga nguyén bao, (cic) khang
nguyén ho ga‘i v0 bao, khang nguyén bé mit Viém gan B, (c4dc) khang nguyén
Haemophilus influenzae b, (c4c) khéng nguyén Neisseria meningitidis A, (cac) khang
nguyén Neisseria meningitidis C, (cdc) khang nguyén Neisseria meningitidis W- 135,
(cac) khang nguyén Neisseria meningitidis Y, (c4c) khéng nguyén Neisseria meningitidis
X, (cac) khang nguyén mun nuéc Neisseria meningitidis B hodc di tinh ché, (c4c) khéng
nguyén viém gan A, (cic) khang nguyén Salmonella typhi, (cac) khang nguyén
Streptococcus pneumoniae.

(Céc) khang nguyén khong phai IPV ¢6 thé duoc hdp phu 1én mudi nhém nhu
nhoém hydroxit, mudi nhém nhu nhom phosphat hodc 1én hdn hop ciia ca nhém hydroxit
va nhém phosphat, hoic c¢6 thé khong dugc hép phu.

Virut bai liét ¢6 thé dugce nuéi trong moi trudng nudi ciy té bao. Mai truong nudi

céy té bao ndy c6 thé 1a dong té bao VERO hodic PMKC, ma 13 dong té bao lién tuc thu
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dugc tir than khi. Thuan loi néu céc té bao VERO c6 thé 13 vi chét mang dugc nudi céy.
Sau khi nuoi cdy, cac virion c6 thé duge tinh ché bang cach st dung cac k¥ thudt nhu siéu
loc, loc thim tach va séc ky. Trudc khi sir dung cho bénh nhén, cic virut nay phai duogc
bét hoat, va viéc ndy c6 thé duge thuc hién bang cach xir ly bang formaldehyt.

Céc ché phdm c6 thé dugc trinh bay trong céc lo thily tinh, hodic ching c6 thé dugc
trinh bay trong cdc xylanh da nap sén. Céc xylanh nay c6 thé duoc cung cdp kém theo
kim tiém hodc khong. Xylanh s& bao gdm liéu don cua ché pham, trong khi d6 lo thuy
tinh c6 thé bao gdm mot liu duy nhét hodc nhidu lidu (vi dy, 2 lidu). Trong mot phuong
&n, liéu nay 1a cho ngui. Trong mét phuong an khéc, lidu nay 1a cho ngudi trudng thanh,
tré tap di, tré so sinh hodc tré dudi mot tudi va c6 thé duge st dung bang cach tiém.

Céc vacxin theo sang ché c¢6 thé duoc dong g6i & dang lidu don vi hodc & dang da
liéu (vi dy, 2 liu). Ché phdm da lidu nay c6 thé dugc chon tir nhém bao gdm 2 lidu, 5 lidu
va 10 lidu. Véi cac dang da liéu, cac lo thuy tinh dugc wu tién hon so véi cac xylanh nap
san. Thé tich lidu hitu hiéu c6 thé duoc tao ra mot cach thong thuong, tuy nhién lidu ché

phim tiém dung cho nguoi thong thudng c6 thé tich 13 0,5ml.

Vi du thwc hién sang ché
Vidu 1
Tinh ché Sabin IPV (sIPV)
1) Loc dong tiép tuyén (Tangential flow filtration-TFF):
Hon hop thu gom da lam trong duoc cb dic dén 10X béng c4ch st dung hé théng
loc dong tiép tuyén véi cac catxet 100Kda (0,5m?) va sau d6 loc thAm tach 3 1an
thé tich thu gom véi dung dich dém phosphat (40mM, do pH=7,0)
2) Sécky cot:
Viéc tinh ché duoc thuc hién béng Séc ky trao dbi ion (Ion exchange
chromatography-IEC). Dich ¢6 TFF 10X duoc di qua dong nhanh DEAE
Sepharose (b9 trao di anion yéu) dugc goi trong cdt xk-26 st dung thiét bi tham
hiém Akta (GE Healthcare). C4c tap chit tich dién 4m dugc phét hién ra 13 lién két
V61 cOt ndy trong khi d6 virut bai liét dugc thu gom trong dong di qua véi dung
dich dém phosphat 40mM.
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3) Trao d6i dung dich dém TRIS:

Pé lam giam tbi da sy mét khang nguyén trong quy trinh bit hoat kha cdng kénh

(13 ngay), hén hop thu gom virut da tinh ché duoc dbi dém tur dung dich dém
phosphat sang dém TRIS (40mM, d6 pH=7) v6i hé TFF (100KDa, 0,1m2). Hon

hop thu gom virut d4 tinh ché dugc trao ddi biang ba thé tich dung dich dém tris.

Vidu?2

A) Bt hoat sIPV

M-199 duoc c6 dic 10X véi glyxin 0,5% dugc bd sung vao dé thu duoc ndng
do6 cudi cing 1X. Chét bat hoat formalin (0,025% ) dugc bd sung vao ban thanh
phém virut d3 tinh ché trong khi tron déu. Viéc bat hoat dugc thuc hién & 37°C
trong khi khudy lién tuc trong 13 ngdy bao gdém loc qua mang loc ¢6 kich thudc

16 lgc bang 0,22u vao ngay tht 7 va ngay 13.

B) Bit hoat sIPV trong dung dich d&ém TRIS va dung dich dém Phosphat
Formaldehyt 0,025% dugc st dung dé bat hoat trong 13 ngay ¢ 37°C.

Bang 1: Ham lugng khang nguyén D, bit hoat béng formalin khi ¢6 mat dung dich dém
TRIS va dung dich dém phosphat

Ham luong khang nguyén D

| (dung dich dém phosphat 40mM

trong qua trinh bit hoat)

Ham lwong khiang nguyén D
(dung dich dém Tris 40mM trong
qué trinh bét hoat)

Typ 1 52,70 DU/ml 408,19 DU/ml
Typ 2 22,63 180,20
Typ 3 421 21,50

Khi céc phuong phap bt hoat bang formaldehyt dugc thyc hién khi ¢6 mit dung

dich dém phosphat, sw mat khang nguyén D dang ké duoc quan sat thay ddi v6i Sabin

Typ L. Trong khi d6 da phat hién ra ring viéc bat hoat bang formaldehyt khi c6 mit

dung dich dém TRIS giy mit khang nguyén D it nhét.
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Bang 2: C4c ndng d6 khac nhau cua dung dich dém TRIS dugc st dung trong qué trinh

bét hoat
30mM 40mM 50mM
Typ 1 500 DU/ml 576,80 DU/ml 585 DU/ml
Typ 2 .| 140 DU/ml 165,16 DU/ml 155 DU/ml
Typ 3 16 DU/ml 21,17 DU/ml 19 DU/ml

Dung dich dém TRIS & ndng d6 40mM dugc nhén thiy 13 hidu qua nhit trong vise

gitt dugc ham luong khang nguyén D d6i véi sIPV 1,2 va 3.
C) Xac dinh ham lwgng khang nguyén D bang ELISA.
Ngay 1: Phu dia

1. 100ul khéng thé bo khang bai liét duge dua bing pipet vao PBS trong mdi giéng

2. Pfia vi chudn duge déy lai va dugc i qua dém & nhiét 46 phong.

Ngay 2: Phoﬁg bé:

L.

3.

Céc dia dugc rtra (dung dich dém rira/pha loding-0,05% tween 20 trong 1x PBS) 3
lan.

300ul dung dich d&&m phong bé (1% BSA trong PBS) duoc hut bang pipet vao
mdi giéng.

bia nay dugc day kin va dugc u trong 45 phut & 37+1°C.

B0 sung mau:

1.
2.

A

Dia dugce rira 3 14n.

100ul chét pha lodng mau duge bd sung vao tt ca cac giéng ngoai trir giéng cua
hang A.

100ul chit chuén duogc bd sung vao hai giéng d4u tién cia cot 2 va 3.

100ul mAu dugc bd sung vao hai giéng dAu tién cua cot 4-12.

Pha lodng so b mau dén ndng d6 thich hop.

100ul chét pha lodng mau duoc bd sung vao hai giéng diu tién cua cot 1.
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7. Viéc pha loang hai lan lién tiép dugc thyc hién xubi theo cot béng cach chuyén
100ul tr mdi giéng dén giéng lién k& ciia ciing mot cot va bo di 100ul & giéng
cubi cling.

8. U &37° trong 2 gid.

9. Céc dia dugc giit qua dém & 4°C.

Ngay 3: bd sung khang thé don dong:
1. Pia nay dugc rira 3 1an.
2. 100ul khang thé don dong dic hi¢u loai da pha loang (1:240) dwgc bd sung vao.
3. Céc dia duoc day kin va u trong 2 gi & 37°C.
Tiép hop:
1. Pia dugc rira 3 14n
2. 100ul thé tiép hop da pha loang (Typ 1-1:2400, Typ 2-1:1500, Typ 3-1: 480'0)
duogc b sung vio.
3. Dfa nay duoc day kin va dugc u trong 1 gid & 37°C.
B6 sung co chét:
1. 100ul co chit TMB duoc bd sung vio tit ca cac giéng.
2. Hén hop duge t & nhiét do phong trong 10 phut.
3. Phan tmg duge dimg bang cach bd sung 100ul H,SO, 2M.
4. Pia dugc doc ¢ 450/630nm.
5. Néng do khang nguyén D duoc tinh bing cach sir dung phan mém KC4.

Vidu3

Hép phy sIPV: |
1. Dung dich gbc chua Al(OH); va AIPO,4 1% da thanh tring dugc sir dung dé
bao ché cac ché phim.
2. Thé tich mong mubn cla Al(OH);/AIPO, dugc léy ra dé dat duoc néng do
nhdm can thiét trong chai thiy tinh 100ml.
3. Bén thanh phém virut bai liét da bat hoat v6i don vi D-Ag da biét dugc bd

sung vao va viéc diéu chinh thé tich duoc thyuc hién v6i chét pha lodng.
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4. Do pH ciia ché phim cubi cting dugc diéu chinh dén 6,5 bing HC/NaOH
IN.
5. Ban thanh phim cia ché phim nay duoc gift trén may khudy tir qua dém &

2-8°C.

Vidu4
Céc nghién ctru tién cong thirc

Cé4c ndng d6 khac nhau cia Al(OH); & AIPO, dugc tao ra trong dung dich nuée
mubi 0,9% va trong nudc dé tiém dé kiém tra kich c& va dién thé zeta dbi vé6i sy thay déi
do pH.

Da quan st dugc 1a dién thé zeta cia AIPO, giam (Am) khi ting @6 pH tir 5 dén 7,5
khi ¢6 mat WFI ciling nhu trong dung dich nuc mubi (tham khao Fig.1 va 2).

Trong khi d6, dién thé zeta cia AI(OH); trong nuéc mudi van khong thay dbi, doc

1ap v6i d6 pH va ndng dd mudi AI(OH); (tham khéo Fig.3 va 4).

Vidy 5
Céc nghién ctru vé sw hip phu cia sIPV 1én nhom phosphat va nhom hydroxit
Béang 3: Sy hdp phu Sabin Typ 1, 2 & 3 (hiéu gia 10%%/1idu) trén nhom (nhém phosphat va

nhom hydroxit)
N Hi¢ugia | Cichatvirut | %twdo | % duochip
Mau (moi lieu) (trong K) trong SUP | phu trén gel
Déi chimg 5,45 284 NA
Al+++
125ug/lidu 4,15 14 4,98 95,02
Typ 1, AIOH,-
Yp 3 Al++-: 3,85 7 2,49 97,51
250ug/licu
Al+++
500ug/lidu 3.8 6,3 2,24 97,78
Déi chimg 5,84 691 NA
12%5d+J/r1Tx 3,49 3 0,43 99,57
Typ 1, AIPO, A‘llifu
250ug/lidu 3,09 1,2 0,17 99,83
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| 500ug/lidu | | | |
Déi chiing 5,49 309 NA
Al+++
125ug/lidu 3,59 3,89 1,25 98,75
Typ 2, AIOH, Al+++
250ug/lidu 3,49 3,09 1 99
Al+++
500ug/lidu 3,49 3,09 1 99
Déi chimg 5,49 309 NA
Al+++
125ug/lidu 3,15 1,41 0,45 99,5
Typ2, AlPO, Al++
| 250ug/idu 3,09 1,23 0,39 99,6
Al+++
500ug/lidu 3,09 1,23 0,39 99,6
Déi chiing 5,59 389 NA
Al+++
125ug/lidu 4,14 13,8 3,54 96,47
Typ 3, zAdOI'I3 Al+++
250ug/lidu 3,94 8.7 2,23 97,77
Al+++
500ug/lidu 3,54 3.4 0,87 99,13
Déi ching 5,59 389 NA
Al+++
125ug/lidu 3,34 218 56,04 43,96
DP3ARO, | Al 5,24 173 44,47 55,53
250ug/liéu ’ > )
Al+++
500ug/lidu 5,16 144 37,01 62,9

D3 phat hién ra rang virut bai liét Sabin typ-3 chi thé hién muc hép phu 50-60%
v6i nhém phosphat (AIPO,). Trong khi d6, virut bai liét Sabin typ-3 thé hién muc hép phu
it nhdt 90% véi AI(OH);. Do d6, nhom hydroxit dugc nhan thdy 13 hidu qua hon so véi
nhom phosphat _‘d(‘)i véi su hip phu cia Sabin Typ 1,2 va 3.

Vidub6

Céc nghién ctru vé kha ning giy mién dich cta sIPV dugc hép phu boi nhom
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Pé kiém tra dap ung mién dich cia sIPV ¢6 chit bd tro & chudt, thir nghiém SNT
(thir nghiém trung hoa huyét thanh) dugc thyc hién. Huyét thanh duoc tach va duoc str
dung dé kiém tra sw c6 mit cia céc khéng thé trung hoa déi véi virut bai liét dac hiéu typ.
Huyét thanh déi chimg duoc s dung dé thdm dinh the nghiém. Viéc chudn d6 nguoc
virut cling duoc thuc hién dé le‘iy dugc lugng hat virut thtr d3 bd sung vao.

Mb hinh dong vat: chudt Wistar (8 tudn, xdp xi 200g) 50% duc va 50% cai mdi
nhom.

Duong ching: trong co.

- Thé tich: 0,5ml
Lay mau: vao ngay thir 21.
Vi tri chay méu: dam réi sau hdc mit.

Bang 4: Typ 1
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Da ngac nhién phét hién ra 12 Sabin IPV typ 1 duoc bd trg béi nhom hydroxit ¢ 5
DU/liéu dat dlch murc chuyén dbi huyét thanh t&t hon so véi vacxin Salk IPV véi
~ 40DU/liéu va Sabin IPV dugc b trg bsi nhém phosphat c6 5 DU/lidu.

Bang 5: Typ 2

Nhém 1 Nhém 2 Nhém 3
Chudt Duge bd tro véi AI(OH)3
86 4DU (0,6mgOH) 8DU (0,6mgOH) 16DU 0,6mgOH
SNT v Hiéu gi4 huyét | SNT Hiéu gi4 huyét | SNT Hiéu gia huyét
thanh +ve thanh +ve thanh
1 3 (1:8) 4 (1:16) 7 (1:128)
2 4 (1:16) 6 (1:64) 5 (1:32)
3 0 (<1:2) 3 (1:8) 5 (1:32)
4 3 (1:8) 4 (1:16) 6 (1:64)
5 5 (1:32) 7 (1:128) 6 (1:64)
6 6 (1:64) 4 (1:16) 9 (1:512)
7 4 | (1:16) 7 (1:128) 4 (1:16)
8 5 (1:32) 3 (1:8) 8 (1:256)
9 7 (1:128) 8 (1:256) 8 (1:256)
10 5 (1:32) 3 (1:8) 8 (1:256)

sIPV typ 2 ¢6 8 DU/liéu véi chét bd tro dat duoc mitc chuyén ddi huyét thanh

twong duong so v6i vacxin IPV Salk véi 8DU/liéu.
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Bang 6: Typ 3
Nhém 1 Nhém 2 Nhém 3
Chuot Dugc bd trg v6i AI(OH)3
S6 10DU 0,6mgOH 5DU 0,6mgOH 2,5DU 0,6mgOH
SNT +ve E&i‘; tgtilf anh SNT +ve E&f}g tgé? anh SNT +ve ggfnléi‘igla
1 3 (1:8) 2 (1:4) 0 (<1:2)
2 0 (<1:2) 5 (1:32) 1 (1:2)
3 2 (1:4) 3 (1:8) 1 (1:2)
4 4 (1:16) 2 (1:4) 0 (<1:2)
5 4 (1:16) 2 (1:4) 1 (1:2)
6 4 (1:16) 1 (1:2) 1 (1:2)
7 9 (1:512) 0 (<1:2) 2 (1:4)
8 7 (1:128) 2 (1:4) 2 (1:4)
9 1 (1:2) 0 (<1:2) 1 (1:2)
10 5 (1:32) 7 (1:128 1 (1:2)

D4 nh4n thay rang sIPV typ 3 ¢6 10DU/lidu v6i chit bd tro dat duoc mirc chuyén

d6i huyét thanh twong duwong so véi vacxin IPV Salk véi 32DU/lidu.

Béng 7: Mirc giam liéu t6i da duoc quan sit ddi véi timg Sabin Typ 1, 2 & 3 sau céac

nghién ctru.

sIPV Liéu chuin Liéu *SIIL Mirc giam liéu
Typ 1 40DU 5DU ~8 lan
Typ2 &DU 8DU Tuong duong
Typ 3 32DU 10DU ~3 lan
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SIIL: ché phim IPV dugc giam liéu do ndi bd Vién nghién ctru huyét thanh cia An Do
san xuét.

I. Dép Gng mién dich clia cic virut bai liét SABIN duoc b tro.

Céc téc gia sang ché da quan sat thdy ring néu céc virut dugc bd tro véi Al(OH);
s& thé hién su tiét kiém lidu rat tdt.

Trong truong hop céc téc gid sang ché xem xét phac dd dung liéu don dé gay mién
dich thi 5-16-10 D-Ag 1a su két hop t6t nhit cho cac vacxin bai li€t ctia Sabin typ 1, 2 va
3 twong Ung.

Trong trudong hop cac tdc gia sang ché xem xét phac dd dung hai liéu dé gay mién

dich thi 2,5-8-5 tao ra tinh mién dich vuot trdi.

Typ 1 Typ 2 Typ 3
Cac don vi khang nguyén 5 16 10
D cua ching Sabin 25 3 5
7,5 16 10

S6 lidu thir nghiém chtng minh déi véi Sabin
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II. Bép img mién dich ctia cac virut bai liét SALK dugc bb tro.

Céc tdc gia sang ché da quan sat thdy rang néu cac virut dugc bd trg véi Al
(OH); thé hién sy tiét kiém lidu rat tét.

Trong trudng hop céc tic gia sang ché xem xét phéc db dung lidu don dé gay
mién dich thi 8-2-5 D-Ag la sy két hop tdt nhét dbi v6i vacxin bai liét ctia Salk typ 1,
2 va 3 tuong Ung.

Trong trudong hop céc tac gia séng ché xem xét phac dd dung hai lidu dé gay

mién dich thi 5-2-5 tao ra tinh mién dich vuot troi.

Typ 1 Typ2 |Typ3
Céac don vi khang nguyén D | 8 2 5

dbi véi ching cta Salk 5 2 5

84 lidu thir nghiém chting minh déi véi Salk

Salk 8 -2 -5 ¢4 nhom Salk 5-2-5 c6nhém
Liéu don Liéu doi : Liéu don Liéu doi
Typ |Typ |Typ |Typ |Typ |Typ |[Typ |[Typ |[Typ |[Typ |Typ |Typ
1 2 3 1 23 1 2 3 0 3
3 8 1 9 10 6 2 8 1 10 11 12
5 6 2 9 12 F &1 2 6 2 10 | 10 | 10
4 7 5 12 11 12 | 4 5 2 9 0 [ 11
7 5 6 11| 11 10 6 7 1 k12 | 12 9
8 6 3 10 12 FEi1r ] s 5 5 1 8 9 [ 6
5 8 4 [ 10 10 [ 9 2 8 4 1L L 10 ] 8
2 7 2 g8 | 9 | ® 3 6 6 3 DB 8
4 5 1 9 | 7 6 9 2 9 9 9
5 6 2 8 9 | 6 2 8 1 10 g 1
3 9 1 |12 (10 [ 10 1 7 3 2| 12 Lo
Doi chimg duong - Tri. Salk IPV Pbi chirng 4m
Liéu don  Liuddi Liéu don - Liéu doi
Typ |Typ |Typ [Typ |Typ |Typ |Typ |Typ |[Typ |Typ |Typ |Typ
1 2 3 2131 2 3 L 2. 3
2 8 2 2 | 6 i o 0 0 0 0 | 0
3 10 0 14 |1 5 | 5 0 0 0 0t 0 0
4 7 3 5 7 8 0 0 0 0 0. 0
0 4 7 F 5| 72 5 0 0 0 | 0 0 | 0
4 5 4 3 9 | 11 0 0 0o [ o | 0 0
0 6 3 8 9 7 0 0 0 0L 0 &0
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2 10 7 | 8 | 8 0 0 0 0 | 0 0
NS | NS|{NS| 9 | 10 ] 9 | 0 0 0 0 0 0
3 8 4 3 | 7 I b0 0 0 0| o 0 0
1 9 6 | 3 % 1 & | 0 0 0 | 0 0 0
S6 liéu thir nghiém chtrng minh d6i vé6i lidu don Salk (10-2-5)
Vacxin bai liét Salk 10-2-5 c6 chét bd tro
Typ 1 Typ2 Typ3
1 5 7
3 5 6
4 9 3
4 8 2
3 9 5
1 7 7
3 9 7
3 11 6
2 9 5
1 10 6
S6 liéu thir nghiém chtng minh dbi véi lidu don Salk (10-2-12)
Vacxin bai liét Salk 10-2-12 ¢6 chit bd trg
Typ 1 Typ 2 Typ 3
3 6 9
2 10 9
4 9 8
1 9 10
2 9 11
2 7 9
4 9 9
3 8 11
1 10 10
2 6 12
S6 liéu thir nghiém chtng minh d6i véi lidu don Salk (5-8-10)
Vacxin bai liét Salk 5-8-10 c6 chét bd tro
Typ 1 Typ2 Typ3
1 8 9
2 10 7
1 9 8
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0 11 10
2 9 11
1 10 8
0 9 9
3 11 12
0 9 10
1 8 7

Sé liéu thir nghiém chirg minh ddi véi liéu don Salk (7,5-16-10)

Vacxin bai liét Salk 7,5-16-10 c6 chit bd trg
Typ 1 Typ2 Typ3

1 11 8
2 12 9
1 10 7
4 11 10
3 10 8
0 9 11
3 9 10
2 11 12
0 12 9
1 10 7

Déi chtng tham chiéu duong

(IPV08-143)

Typ 1 Typ2 Typ3

1 8 4

2 9 5

0 2 2

0 3 0

1 4 6

2 4 3

2 5 2

3 9 5

1 16 3

3 6 5

Theo nhiéu phurong an c6 thé c6 ma cac nguyén tdc ctia sang ché dugc mo ta co
thé dugc ap dung, thi can hiu rang cic phuong an dugc minh hoa chi 1a cac vi du

duoc wu tién cua sang ché va khdng 1am gigi han pham vi ciia sdng ché. Bung hon 13,
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pham vi ctia sang ché dugc xac dinh bdi yéu cau bao ho dudi day. Do do céc tac gia
sang cheé yéu cau bao ho toan bd ndi dung thudc pham vi ctia yéu cau bao ho nay dudi

dang sang ché.
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Yéu cau bao ho

1. Phuong phép ‘san xuit ché phdm chira c4c hat virut dudng rudt, trong d6 phwong
phép nay bao gdm céc budc:
a) tinh ché cac hat virut duong rudt trong moi trudng chira dung dich dém
phosphat;
b) trao d6i dung dich dém phosphat chita céc hat virut dudng rudt da tinh ché
thu duoc tir budc a) b'flng dung dich dém TRIS;
¢) lam bn dinh céac hat virut duong rudt da tinh ché va da trao d6i dém thu duogc
0 budc b);
d) lam bét hoat cac hat virut duong rudt thu dugc & budc c) b%mg cach:
(i) b sung formalin vao c4c hat virut duong rudt da tinh ché va khudy
trong 7 ngay;
(i) loc san phdm thu duge & bude (i);
(iii) bd sung formalin vao sin phim thu dugc & budc (i) va khudy trong
6 ngay; va
(iv) loc san pham thu duoc & budc (iii); trong do:
dung dich dém TRIS c6 mit ¢ ndng d6 nim trong khoang tir 30 dén 70 mM; su
két tu cac hat virut duong rudt dugc ngin ngira hodc lam giam; va sy mét khéang
nguyén D dugc lam giam sau khi bét hoat tir 8 dén 10 14n so véi khi bat hoat trong
dung dich dém phosphat; va
¢) hép phu céc hat virut dudng rudt da bt hoat 1én chat bd trg mubi nhém, nho

d6 ty 1& phan tram hap phu Ién chét bd trg mudi nhom it nhat 1a 95%.

2. Phuong phap theo diém 1, trong d6 dung dich dém TRIS c¢6 d6 pH nam trong
khoang tir 6,8 dén 7,2 va & ndng d6 nim trong khoang tir 30 mM dén 70 mM.

3. Phuong phap theo diém 1, trong d6 chét bd trg mubi nhom & budce (e) 1a nhém

hydroxit, nhém phosphat, hodc hdn hop cia ching.

-26-



31212

4. Phuong phap theo diém 3, trong d6 chit bd tro mubi nhom nay la nhom hydroxit c6
ndng d6 nim trong khoang tir 1,5mg/lidu 0,5ml dén 2,5mg/liéu 0,5ml & do pH bang
6,5.

5. Phuong phéap theo diém 4, trong do tong luong nhom trong ché pham 1a nho hon
1,2 mg AP* mdi liu 0,5 mL, trong do6 it nhét 0,4 mg AI** cho Typ 1, it nhit 0,2 mg
A cho Typ 2, it nhit 0,2 mg AI** cho Typ 3.

6. Phuong phép theo diém 1, trong d6 ché pham nay 14 vacxin.

7. Phuong phap theo diém 6, trong d6 cac hat virut dudng rudt bao gbm cac virut bai

liét c6 céac typ huyét thanh Sabin 1, 2 va 3.

8. Phuong phap theo diém 6, trong d6 cac hat virut dudng rudt bao gbm virut bai liét
¢6 typ huyét thanh Salk IPV typ 1 (ching Mahoney), IPV typ 2 (chung MEF-1);
va/hodc IPV typ 3 (ching Saukett).

9. Phuong phap theo diém 6, trong d6 vacxin nay la vacxin bai liét da bat hoat dugc

giam liéu (Inactivated Polio Vaccine-IPV).

10. Phuong phép theo diém 9, trong d6 vacxin bai liét da bt hoat dugc giam lieu
chura:

i) virut bai liét typ 1 da bét hoat & liéu nhd hon 15 don vi khang nguyén thay vi
lidu chuén 1a 40DU; va/hoic

ii) virut bai liét typ 2 da bat hoat & li€u nho hon 18 don vi khing nguyén D;
va/hodc

ii) virut bai liét typ 3 da bét hoat & liéu nho hon 17 don vi khang nguyén D thay
vi lidu chuan 1a 32DU.

11. Phuong phéap theo diém 10, trong d6 vacxin bai liét da bat hoat dugc gidm lidu

chira c4c virut bai liét Salk hodc Sabin dugc san xuét béng cach:
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a) tinh ché virut bai liét tir moi trudng;

b) lam &n dinh virut bai liét da tinh ché bang cach b sung mdi truong M-199
chua glyxin;

¢) bt hoat virut bai liét bing cach str dung formaldehyt 0,025% & 37°C trong 5
dén 13 ngay khi c6 mit dung diéh dém TRIS & ndng d6 nim trong khoang tir 30 mM
dén 60 mM dé ngan nglra hodc lam giam sy két tu ctia cac hat virut bai liét nhd d6 lam
giam su mat khang nguyén D sau khi bat hoat tir 8 dén 10 14n so v&i khi bt hoat trong
dung dich dém phosphat; va

d) hép phu virut bai liét da bét hoat 1én chit bd trg nhom hydroxit c6 nff)ng do
nim trong khoang tir 2 dén 2,5 mg/liéu, nho d6 ty 18 phan trim hép phu 1én nhom
hydroxit 14 1én hon 95% d6i v6i Typ 1, Typ 2 va Typ 3.

12. Phuong phéap theo diém 10, trong d6 vacxin bai liét da bét hoat duoc giam lidu
chtra virut bai liét Salk hodc Sabin duoc san xudt béng cach:

a) tinh ché virut bai liét tir moi truong chira virut bai ligt;

b) 1am 6n dinh virut bai 1iét dé tinh ché béng cach bd sung moi truong M-199
chtra glyxin;

¢) bat hoat virut bai liét bé‘mg cach st dung formaldehyt 0,025% & 37°C trong 5
dén 13 ngay khi c6 mat dung dich dém TRIS ¢ néng do6 nam trong khoang tor 30 mM
dén 60 mM dé ngédn ngtra hodc lam giam sy két tu ctia cac hat virut bai liét nho d6 lam
giam sy mit khang nguyén D sau khi bét hoat tir 8 dén 10 lan so v&i khi bat hoat trong
dung dich dém phosphat; va

d) hap phu virut bai liét da bt hoat 1én chét bd trg nhém hydroxit c6 ndng do
nim trong khoang tir 2 dén 2,5 mg/liéu, trong d6 ty 1& phan trim hip phu 1én nhém
hydroxit 14 16n hon 95% ddi véi Typ 1 va Typ 3.

13. Phuong phép theo diém 10, trong do6 vacxin bai liét da bat hoat dugc giam lidu la:
i) ché pham don liéu Sabin chira hdn hop Sabin Typ 1, Typ 2, Typ 3 theo ty 1&
5-16-10;
ii) ché phdm hai liéu Sabin chira hdn hgp Sabin Typ 1, Typ 2, Typ 3 theo ty 1&
5-16-10;
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iii) ché pham don liéu Sabin chira hdn hop Sabin Typ 1, Typ 2, Typ 3 theo ty 1€
2,5-8-5;

iv) ché phim hai liéu Sabin chira hdn hop Sabin Typ 1, Typ 2, Typ 3 theo ty 1€
2,5-8-5;

v) ché phdm don liéu Sabin chtra hdn hgp Sabin Typ 1, Typ 2, Typ 3 theo ty I&
5-8-10;

vi) ché pham hai liéu Sabin chtra hdn hgp Sabin Typ 1, Typ 2, Typ 3 theo ty 1€
5-8-10;

vii) ché pham don liéu Salk chira hdn hop Sabin Typ 1, Typ 2, Typ 3 theo ty 1€
6,5-16-10;

viii) ché phdm hai lidu Salk chira hdn hop Sabin Typ 1, Typ 2, Typ 3 theo ty 1¢
6,5-16-10;

ix) ché pham don liéu Salk chira hdn hop Salk Typ 1, Typ 2, Typ 3 theo ty 1¢ 8-
2-5;

x) ché phdm hai lidu Salk chira hdn hop Salk Typ 1, Typ 2, Typ 3 theo ty 1€ 8-
2-5;

xi) ché phim don lidu Salk chira hdn hop Salk Typ 1, Typ 2, Typ 3 theo ty 1¢
10-2-5;

xii) ché phdm hai liu Salk chtra hdn hop Salk Typ 1, Typ 2, Typ 3 theo ty 1&
10-2-5;

xiii) ché phdm don liéu Salk chtra hdn hop Salk Typ 1, Typ 2, Typ 3 theo ty 1é
10-2-12;

xiv) ché phim hai lidu Salk chtta hdn hgp Salk Typ 1, Typ 2, Typ 3 theo ty 1&
10-2-12;

xv) ché phdm don liéu Salk chtra hdn hop Salk Typ 1, Typ 2, Typ 3 theo ty 1é
5-2-5;

xvi) ché pham hai lidu Salk chira hdn hop Salk Typ 1, Typ 2, Typ 3 theo ty 1&
5-2-5;

xvii) ché pham don lidu Salk chtra hdn hop Salk Typ 1, Typ 2, Typ 3 theo ty 1&
10-2-10;
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xviii) ché phim hai liéu Salk chira hdn hop Salk Typ 1, Typ 2, Typ 3 theo ty 1€
10-2-10;

xix) ché pham don liéu Salk chira hdn hop Salk Typ 1, Typ 2, Typ 3 theo ty 1€
10-2-16; hoac

xx) ché phdm hai liéu Salk chtra hdn hop Salk Typ 1, Typ 2, Typ 3 theo ty 1é
10-2-16.

14. Phuong phép theo diém 13, trong d6 vacxin bai 1iét d bat hoat Salk hodc Sabin
dugc giam liéu nay khong chira Typ 2.

15. Phuong phap theo diém 13, trong d6 vacxin ndy chira moét hodc nhiéu khang
nguyén tlr tdc nhan gy bénh dugc chon tir nhém bao gém: Haemophilus influenzae b,
Neisseria meningitidis typ A, Neisseria Meningitidis typ C, Neisseria meningitidis typ
W, Neisseria meningitidis typ Y, Neisseria meningitidis typ X, Neisseria meningitidis
typ B, Streptococcus pneumoniae, Salmonella typhi, viém gan A, viém gan B, giai doc

t0 bach hau, giai doc t0 udn van, ho ga nguyén bao, hodc ho ga vo bao.

16. Phuong phép san xuat vacxin bai liét d& bat hoat giam liéu chira virut bai liét
Salk hodc Sabin, bao gém cac budc:

a) tinh ché virut bai liét tir moi truong chtra virut bai li€t va dung dich dém
phosphat;

b) dbi dung dich dém phosphat chtra c4c hat virut dudng rudt di tinh ché sang
dung dich dém TRIS;

¢) lam 6n dinh virut bai liét d4 tinh ché va da trao d6i dung dich dém thu duoc
& bude b) bang cach bd sung méi trudng M-199 chira glyxin;

d) lam bét hoat virut bai liét thu duoc & budc c) béng cach st dung formaldehyt
0,025% & nhiét do 37°C trong 5 dén 13 ngay khi c6 mat dung dich dém TRIS & ndng
d6 nam trong khoéang tir 30 mM dén 60 mM dé ngin nglra hodc lam giam su két tu cac
hat virut bai liét nhd d6 1am giam sy mét khang nguyén D sau khi hoat hda tir 8 dén 10

lan so v6i khi bat hoat trong dung dich dém phosphat; va
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e) hép phuy virut bai liét da bit hoat 1én chét bd trg nhdm hydroxit c6 néng do
nim trong khoang tir 2 dén 2,5 mg/lidu, nho d6 ty 1€ phan trim hép phu 1én nhom

hydroxit 1a 16n hon 95% d6i voi Typ 1, Typ 2 va Typ 3.
17. Phuong phép theo diém 3, trong d6 dung dich dém TRIS c6 ndng dd 40 mM.

18. Phuong phép theo diém 4, trong d6 chét b6 trg mudi nhém c6 ndng do nam trong

khoang tir 2,100 mg/lidu 0,5 ml dén 2,4 mg/liéu 0,5 ml & d6 pH bing khoang 6,5.

19. Phuong phap theo diém 5, trong d6 tong lugng nhdm trong ché pham 14 nim trong
khoang tir 0,8 dén 1,2 mg AI’* mdi lidu 0,5 mL.

20. Phuong phép san xuét ché pham chita c4c hat virut duong rudt, trong do phwong
phéap nay bao gbdm cac budc:

a) tinh ché cac hat virut duong rudt bao gdm:

(i) co dung dich chtra cac hat virut dudng rudt bang céch loc dong tiép
tuyén;

(ii) loc thAm tach san pham thu dugc tir budce a-i bing méi trudong chira
dung dich dém phosphat; va

(iii) 6 san phdm thu dugc tir bude a-ii bang séc ky cot va dung dich
dém phosphat;

b) trao d6i dung dich dém phosphat chira san phdm thu dugce tr bude a-iii bang
dung dich dém TRIS ¢6 nbéng do ndm trong khoang tir 30 dén 50 mM va do pH nim
trong khoang tur 6,8 dén 7.2;

¢) 1am 6n dinh céc hat virut duong ruft da tinh ché va da trao dbi dém bing
cach bd sung moéi trudng chira glyxin vao san phim thu dugc & bude b;

d) lam bt hoat céc hat virut dudng rudt thu duge ¢ bude C) béng cach:

(i) bd sung formalin vao céc hat virut dudong rudt da tinh ché va khudy
trong 7 ngay;

(ii) loc san phim thu duge & bude (i);
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(iii) bd sung formalin vao san pham thu duge & bude (i) va khudy trong
6 ngay; va
(iv) loc san pham thu duogc & bude (iii), trong do:
su két tu cac hat virut dudong rudt duge ngan ngira hodc lam giam; va sy mét
khang nguyén D dugc lam giam sau khi bét hoat tir 8 dén 10 14n so véi dung dich dém
phosphat; va
¢) hép phu céc hat virut dudng rudt 1én chit bd trg AI(OH);, nhd d6 ty 1¢ phan
trdim hép phu lén chét bd tro it nhit 13 95%.

21. Phuong phéap theo diém 20, trong d6 budc a bao gdm dung dich dém phosphat &
ndéng d6 40 mM & do pH 7,0 va budc ¢ bao gbm glyxin 0,5%.
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Fig. 2
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Fig. 3
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Fig. 4
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