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(57) Sang ché dé cap dén phuong phap san xuit polysacarit v6 cua vi khuan Haemophilus

influenzae typ b (PRP) trén quy mé cong nghiép dé dung cho vacxin, theo d6 ching

Haemophilus influenzae typ b (Hib) dugc nudi cay trong mdi truong nudi cdy, dich ndi bé

mat cua qua trinh nuoi cay dugc thu hoach va xu ly dé chiét polysacarit vo tir d6, moi

truong nudi ciy nay chira it nhat 1a:
- mot nguén cacbon,
- protoporphyrin,
- mudi,
- axit amin,
- NAD hoac NADH,
- vitamin,
- chét diéu chinh d6 pH,
khac biét & chd, moi truong nuoi céy nay duoc xac dinh vé mat hoa hoc.
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Linh vyc ky thuat duge dé cap

Sang ché dé cap dén phuong phap san xuét polysacarit vo cua Haemophilus
influenzae typ b (Hib) trén quy md cong nghiép, th;ao d6 ching Hib duoc nudi cdy trong
moi truong nudi cdy cu thé, thanh phin ctia chung duoc xac dinh vé& mit hoa hoc va do

do mdi truomng nay khong chira ngudn phire chat ctia nito hodc cia cacbon.

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché '

Giai phap da biét va cu thé 1a Cong bd don s6 W02009/007641, md ta moi trudong
nudi cdy Haemophilus influenzae typ b cai tién khong chira thanh phan bét ky c6 ngudn
gbc dong vat nhur duoc khuyén céo khi muc dich nudi ciy Haemophilus influenzae typb
1a dé tao ra polysacarit vo, sau d6 polysacarit nay s& dugc dua dudi dang khang nguyén
vao thanh phan ctia vacxin. Trong méi trudng dwgc md ta trong giai phap da biét nay,
ngudn nito thuong bao gdm pepton c6 ngudn gde dong vét dugc thay bang pepton co
ngudn gde thuc vat.

Céc moi truong nay 1a su tién bo 16n xét vé& do an toan cia duoc phém, cu thé 1a
lién quan dén viéc loai bo nguy co 14y truyén cac bénh nhu bénh viém néo thé xbp & bo;
do d6, chiing 1am cho dugc phdm c6 thé phi hop véi khuyén cdo ciia Co quan y té.

Tuy nhién, thanh phan cta pepton c6 thé thay dbi theo mé cung cap, diéu nay co
thé dan t6i su thay ddi lwong vi khuan tao ra va con thay doi ca san lugng khang nguyén
cin quan tim, cac nha san xuit vacxin c6 gang han ché hodc khic phuc diéu nay bang
céch thay dbi cac thong sb nhit dinh trong qué trinh san xuét. Tuy nhién, khi san xuat
dugc phim trén quy mo cong nghiép, can ¢6 quy trinh hiéu qua thay ddi cang it cang tdt
& mdi 14n san xudt, va két qua & mbi budc c6 thé lap lai tir mé nay sang mé khéc.

Céc quy trinh nay ciing can phai cho phép thu dugc san lwong phit hop véi loi
nhudn cdng nghiép, trong trudng hop san xut khang nguyén tir vi khudn, tiéu chi can dat
duoc khong chi 1a thu dugce lugng vi khuén 16n nhit ¢6 thé ma con thu duge ty 1¢ t5t nhat
gitta do chuin khéng nguyén va luong vi khuén tao fa; do d6, vi khudn can duoc nudi céy

trong didu kién dé huéng qua trinh chuyén hoa ctia n6 vé phia tong hop ra polysacarit vo.
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Ban chit ky thuit ciia sang ché

Sang ché @ cép dén phwong phdp san xuét polysacarit vo ciia vi khudn
Haemophilus influenzae typ b trén quy md cong nghi€p (PRP) dé dung cho vacxin, theo
do6 chiing Haemophilus influenzae typ b (Hib) duoc nudi cdy trong mdi trudng nudi cdy,
dich ndi bé mit ciia qua trinh nudi cdy dwoc thu hoach va xtr ly dé chiét polysacarit v tir
d6, moi trudong nudi ciy nay chira it nhat 1a:

- mot ngudn cacbon,

- protoporphyrin,

- muéi,

- axit amin,

- NAD hoac NADH,

- vitamin,

- chét diéu chinh do pH,

khéc biét & chd, mdi truong nudi cdy nay dugc xac dinh vé mét hoa hoc.

M3 ta vin tit hinh vé
Fig.l thé hién két qua mat do quang & budc song 694 nm khi nudi cy
Haemophilus influenzae typ b trong cac moéi truong nudi cdy khac nhau dugc do mdi h

trong thoi gian 12 gio.

M3 ta chi tiét sang ché

Déi tuong ciia sang ché 1a phuong phap san xuét polysacarit vé ctia Haemophilus
influenzae typ b (PRP) trén quy mo cdng nghiép dé dung cho vacxin, theo d6 ching
Haemophilus influenzae typ b (Hib) duoc nudi cdy trong moi trudng nudi cdy, va dich
ndi bé mit cia qua trinh nuodi cdy duogc thu hoach va xtr Iy dé chiét polysacarit v tir do,
mdi truong nudi cdy nay chira it nhAt:

- mot ngudn cacbon,

- protoporphyrin,

- cac mudi,

- cac axit amin,

- NAD hoédc NADH,
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- cac vitamin,

- chét diéu chinh d6 pH,
khéc biét & chd, mdi truong nudi céy nay dugc xac dinh v& mit hoa hoc.

Nho sang ché, co thé vira c6 duoc quy trinh san xuét cong nghiép hiéu qua 1an
tang lugng polysacarit vo tao ra ma khong can ting sinh khéi twong tng, nhd d6 co6 thé
giam lugng lipopolysacarit (LPS) di kem v6i lugng PRP tao ra.

Ngoai ra, su khong cé mit protein trong thanh phén ctia méi trudng nudi cdy lam
giam nhu cAu can thiét vé chit chéng tao bot va doh gian hoa budc tinh ché, 1am cho ¢6
thé thu duoc khang nguyén bao gdm polysacarit vé tir dich nbi bé mit ctia qua trinh nudi
cdy. |

Theo sang ché, méi trudng nudi cdy chira chat diéu chinh d6 pH. Céac chét diéu
chinh d6 pH nay c6 thé bao gdm mudi dém v/ hoic chét do do pH két hop véi chit bd
sung axit hodc bazo vao moi truong. San lugng co thé duoc t6i vu hoa nho diéu chinh do
pH.

Theo mét phurong an, phuong phép theo sdng ché con bao gdbm budrc lién hgp PRP
tao ra v4i protein mang nhu protein cta vi khudn udn van.

Déi trong clia sang ché con 1a phuong phép bao ché vacxin phdi hop, theo do:

- Khang nguyén Haemophilus influenzae typ b (Hib), bao gdém polysacarit vo
(PRP), dugc didu ché trén quy mo cong nghiép béng cach nudi cdy chung Hib trong moi
truong dugce xéc dinh vé mit hoa hoc ma tinh chét va luong cua mdi thanh phﬁn cia né
duoc x4c dinh mot cach hoan hao va mdi trudng nay chua it nhét:

- mot nguén cacbon,

- protoporphyrin,

- cdc mudi,

- cac axit amin,

- NAD hoac NADH,

- cac vitamin,

- vachét diéu chinh d6 pH,

- dich ndi bé mit ciia qua trinh nudi céy duoc thu hoach va xu ly dé chiét
polysacarit vé d tinh ché tir do,

- polysacarit vo duoc lién hgp véi protein mang.

Theo mot phuong an, thé lién hop thu dugce con duoc két hop voi it nhit mot hodc

-4-



35473

nhiéu khang nguyén dé tiém chung chdng lai mot hodc nhiéu bénh sau: bénh bach hau,
bénh udn van, bénh bai liét, bénh viém gan B, bénh thiy ddu, bénh quai bi, bénh sdi Buc,
cac bénh nhiém vi khuin Neisseria meningitidis hodc Streptococcus pneumoniae, cac
bénh nhiém rotavirut dé thu dugc vacxin phdi hop cho phép tao mién dich ddng thoi
chéng lai mot s bénh.

Theo sang ché, moi truong nudi céy duoc xac dinh vé& mit héa hoc, tirc 1a cAu tric
hoéa hoc va lwong ctia mdi thanh phan 1a d4 biét. Mbi truong nay khong chira ngudn phurc
cht cua nito hodc ctia cacbon, nhu pepton, casein, huyét thanh ho#c chat twong tu, va do
d6 néu cén, c6 thé bao dam khong chira nguyén té c6 ngudn gbe truc tiép tir dong vit.

Sang ché dé cap dén phwong phap san xuét polysacarit vé ctia Haemophilus
influenzae typ b trén quy md cong nghiép. Phuwong phap nay lam cho c6 thé thu duoc
lwong sinh khdi va polysacarit vo hodc polyribosyl ribitol phosphat (PRP) phii hop véi
cac diéu kién rang budc cong nghiép. Cu thé, phuong phéap nay lam cho c6 thé thu duoc
sinh khéi twong tmg véi mét 6 quang & 694nm it nhat 14 2,4 sau 12 gid nudi cy, va
luong PRP di kém it nhat 1a 240 mg/lit méi trudong nudi cdy, tir ching Haemophilus
influenzae typ b ma trong ma di truyén ctia n6 c6 it nhit 2 ban sao locut cap ma hoéa céc
chirc nang cho phép téng hop vé, ma khong can diéu chinh dic biét mdi truong (nhu do
pH hodc pO»). Vi¢c xéac dinh lugng PRP tao ra du'q‘c thuc hién bang phuong phap séc ky
trao dbi anion tinh nang cao két hop véi k§ thuat phat hién chuan d§ ampe theo xung
(high-performance anion exchange chromatography with pulsed amperometric detection:
HPAEC-PAD) (Dionex), hodc phwong phép cho két qua twong dwong. C6 loi néu phurong
phép theo sang ché cho phép co thé thu duoc lugng PRP it nhat 1a 270 mg/lit moi trudng,
va tham chi ¢6 loi hon 13 Iugng it nht 300 mg/lit.

Trong s& cac ngudn cacbon cb thé duogc st dung c6 thé ké dén tit ca cac ngudn
cacbon ¢6 thé dugc chuyén hoa béi ching Haemophilus influenzae typ b, va cu thé 1a
glucoza, fructoza, galactoza, glyxerol, xyloza, riboza, fucoza, axit sialic va lactat. Cling
c6 thé str dung hai hodc nhidu ngudn khéc nhau, cu thé 12 lactat va glucoza.

Theo sang ché, lvong glucoza c6 mit trong mdi trudng ban dau nam trong khoang
tir 5 dén 25 g/1, cu thé hon 14 tir 10 dn 20 g/1, va cu thé hon nita 1a tir 12 dén 16 g/1.

Luogng lactat c6 mat trong moi trudng ban dAu c¢6 thé nam trong khoang tir 0 dén
15 g/l, va cu thé hon nita 1 tir 0,5 dén 10 g/l.

Theo modt phuong an cua sang ché, protoporphyrin ciia méi truong la
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protoporphyrin tong hop, vi du san phim ciia cong ty Sigma-Aldrich c6 mi san phim
258385 (mudbi dinatri ciia protoporphyrin). Do do, ¢6 thé sir dung moi trudong c6 thé dam
bao hoan toan khong chtra chét c6 ngudn gbc ddng vat. Theo cch khac, protoporphyrin

tdng hop IX duge st dung, cong thirc clia né la nhu sau:

ROOC COOR

trong d6 R 13 H, hodc ion déi, tdt hon 1a ion dbi ctia kim loai kiém, cu thé 1a natri.

Protoporphyrin IX nay va phuong phap didu ché chung da dugc md ta trong don
yéu cau cép bang sang ché Phap s6 FR 2 914 302.

Theo sang ché, c¢6 loi néu lugng protoporphyrin ¢6 mat trong méi truodng ban dau
nim trong khoang tir 0,1 dén 10 mg/l, va cu thé hon 13 ndm trong khoang tir 0,25 dén 2
mg/l.

Mai truong nudi ciy theo séng ché chira cac mudi tao ra cac chét khoang can thiét
cho qua trinh sinh truéng té bao, lam cho-co thé dam bao &p sudt thdm thau c6 lgi cho vi
khuén, va con c¢6 kha nang dém d6 pH.

Tét hon néu st dung hdn hop ctia céc cation héa tri mot nhu Na* va/ hodc K+,
cation héa tri hai nhu Ca*™, Mg**, Co™, Zn"™", Mn*", Fe**, anion phosphat & dang HPO4
-, HyPO4~ va/ hodc PO4™ va anion SO4~ va Cl & dang dung dich mudbi, néng do phan tu
gam thé tich ctia mdi ion nay c6 thé thay d6i trong khoang tr 10* mM dén 1000 mM.

Cu thé, cac mubi c6 mit trong mdi trudng nudi chy dugc chon tir: KoHPOu;
KH,POs; MgS04.7H20; Na;HPO4.12H20; NaH,P04.2H>0; CaCl,.2H,0; FeS04.7H>0;
ZnS04.7H0; CoClo.6H>0; MnSO4.H;0. |

Nbdng d6 mudi duoc chon dé c6 ndng d6 mol nam trong khoang tir 200 dén 700
miliosmol/l, cu thé 1a nim trong khoang tir 300 dén 400 miliosmol/l, ddc biét 1a 350
miliosmol/l, va d6 pH nim trong khoang tir 6,5 dén 7,5.

Cu thé, nham muc dich nay, moi truong nudi cay theo sang ché c6 thé chtra:
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- MgS04.7H20 & ndng do nam trong khoang tir 150 dén 1500 mg/l,

- CaCl,.2H,0 & ndng d6 nam trong khoang tir 6,5 dén 52 mg/l,

- FeS04.7H,0 G ndng d6 nim trong khoang tr 1,25 dén 10 mg/l,

- ZnS04.7H,0 6 ndng d6 nim trong khoang tir 2,5 dén 80 mg/l,

- CoCl2.6H20 & ndng dd nam trong khoang tu 0,5 dén 2 mg/l,

- MnSO4. H,0 & ndng d6 nam trong khoang tir 2,5 dén 10 mg/l,

- Natri & dang natri lactat 60% V('fillu’(_mg nim trong khoang tir 0 dén 4 ml/l,

- KxHPOs va KH2PO4, mbi chét ndy & ndng do ndm trong khoang tir 100 dén 1200
mg/lit néu tdc dung dém dugc tao béi Na;HPO4.12 HoO/NaH2POs. 2H20,

- NazHPO4.12 H2O 6 ndng d6 nam trong khoang tir 15 dén 120 g/l

- NaH,PO4. 2H,0 6 ndng d6 thip hon tir 10 dén 30 1an so véi Na;HPO4.12H20.

Theo cach khac, tic dung dém co thé dugc tao ra boi cip mudi KaHPO4/KH,POyq;
trong truong hop nay, ndng d6 K,HPO4 nim trong khoang tr 15 dén 120 g/1, va ndng do
KH,PO, thip hon tir 10 dén 30 1n so véi Ko2HPO4; do d6, ndng do ctia Na;HPO4.12 H2O
va NaH;P04.2H,0 c6 thé nim trong khoéng tr 100 dén 1200 mg/lit.

Trong sb cac mudi néu trén, c6 thé cin luu ¥ ring su c6 mit cia kém 1a dic biét
¢6 loi dbi véi qua trinh tao sinh khéi va PRP, cu thé 1a & ndng d6 nim trong khoéng tir
2,5 dén 80 mg/l, hodc cu thé hon nita 1a tir 5 dén 20 mg/l. Két qua rat tot da thu duoc &
ndéng d6 20 mg/1. |

Trong truong hop do pH ctia moéi trudong nudi cdy dugc diéu chinh trong giai doan
nudi céy, cu thé 1a béng cach bd sung bazo c6 do ddm dac cao nhu NaOH hodc KOH, ¢6
thé giam luong mudi c6 mit trong moi trudng ndy, va cu thé 1a lwong cap mudi dém
NasHPO4/NaH,PO4, hodc KoHPO4/KH2PO4 ¢6 mit, tuy nhién, néng dd mol duogc duy tri
& gia tri thich hop, tirc 1a nam trong khoang tur 200 d&n 700 mOsm/1, nho tiy y bd sung
NaClL.

Theo sang ché, moi truong nudi c4y con chira NAD hodc ngudn NAD, hoic ngudn
coenzym tuong duong bét ky khac. NAD ( hodc B-nicotinamit adenin dinucleotit), con
dugc goi 1a coenzym I hodc yéu td V, 1a yéu t§ sinh truéng can thiét dé nudi ciy
Haemophilus influenzae typ b. C6 loi néu né c¢6 mit & ndng dd nam trong khoang tir 0,5
va 50 mg/l, va cu thé hon 12 nam trong khoang tir 2 dén 10 mg/l, cu thé 1a 5 mg/l moi
trueong nudi cdy. N6 c6 thé dugc dua vao mdi truong & dang duge khir NADH cta no.

Theo mdt phuong an khac cia NAD, moi truong nudi cdy theo sang ché c6 thé chua
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thanh phan tién chat NAD ma vi khuén s& c6 thé st dung, nhu NADP/NADPH (B-
nicotinamit adenin dinucleotit phosphat) hodc NMN (B-nicotinamit adenin
mononucleotit) hodc NR (nicotinamit lribosit), 3- axetylpyridin adenin dinucleotit
(APAD) hoic 3-axetylpyridin mononucleotit (APMN).

Theo sang ché, méi truong nudi céy chira axit amin, c¢6 loi néu axit amin nay dugc
chon tir arginin, alanin, lysin, histidin, tryptophan, valin, isoleuxin, leuxin, tyrosin,
phenylalanin, xystin ( hodc axit twvong duong), asparagin, glutamin, axit aspartic va axit
glutamic.

Theo mot phwong 4n, mdi trrdng nudi cdy theo sang ché chi chira arginin, alanin,
histidin, tryptophan, tyrosin, phenylalanin, xystin, axit aspartic va axit glutamic. Theo
cach khéc, tat ca cac axit amin néu trén déu c6 mit trong moi truong nudi cay.

Theo mot phurong 4n cu thé ciia sang ché, xystin duoc thay bing glutathion hodc
xystein.

Theo mdt phwong 4n dwgc wu tién, phuong phap theo sang ché st dung méi truong
nudi cdy khong chtra cac axit amin sau: L-metionin, L-glyxin, L-prolin, L-serin va L-
threonin. Piéu nay 1a do sy c6 mit ciia cac axit amin nay dén t&i sy tang sinh khéi, nhung
khong tang tuong trng mirc PRP tao ra.

Axit amin dugc cung cdp & dang bot rat tinh khiét 1 san phdm cua Sigma. Pic
biét c6 lgi néu céac axit amin ndy c6 ngudn gdc tong hop hodc duge diéu ché bang cac
quy trinh dam bao rang chiing khong chira nguyén t6 c¢6 ngudn gdc truc tiép tir dong vit,
dé loai trir nguy co nhiém bénh truyén nhiém bat ky, va cu thé 1a nhiém bénh viém ndo
thé xp & bo (Bovine Spongiform Encephalitis: BSE).

Luong ctia mdi axit amin duoc chon dé t6i vu héa qua trinh sinh trudng té bao va
qué trinh tao ra PRP. Luong axit aspartic, asparagin va glutamin dugc chon dé gay ra tinh
trang thiéu dinh dudng trong qu4 trinh nudi ciy té bao, nhd d6 1am cho c6 thé huéng su
chuyén héa té bao vé phia san sinh ra polysacarit vé, trong khi luong céc axit amin con
lai duge chon sao cho khong c6 tinh trang thiéu dinh dudng trong giai doan nuoi cay.

Theo sang ché, mdi truong nudi cdy con chira cac vitamin dugce chon tir: thiamin,
pantothenat, uraxil, hypoxantin, biotin, riboflavin va pyridoxin. Nhim muc dich ctia sing
ché, thuét ngit "vitamin" con bao gdm uraxil va hypoxantin 1a cac bazo nito.

Dic biét c¢6 loi néu vitamin c6 mat trong moi truong nudi cdy theo sang ché khong

c¢6 ngudn gbc dong vat, cu thé 1a c6 ngudn gdc tong hop, nhd d6 c6 thé loai trir nguy co
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nhiém bénh truyén nhiém bt ky, va cu thé 1a bénh viém nao thé xdp & bdo (BSE). Cu thé,
vitamin 12 san phim ctia Sigma duoc sir dung, do tinh khiét cua n6 1a da biét chinh xac,
nh& d6 cho phép st dung lidu rat chinh xé4c trong qua trinh didu ché méi truong nudi cy.

Lugng vitamin c6 mit trong moi truong dwoc chon dé t&i wu héa qué trinh san
xuit sinh khdi va PRP.

Theo mdt phwong an cu thé cia sang ché, moi truong nudi cdy chira xitrulin, axit
amin nay c6 thé thay thé cho arginin va uraxil.

Trong trudng hop nay, ¢6 loi néu lﬁqng xitrulin dwa vao mdi trudng nudi cdy nam
trong khoang tir 150 dén 500 mg/1.

Nho méi trudng nudi cdy theo sang ché, co thé tao ra Polyribosyl Ribitol Phosphat
v6i luong 16n hon so véi khi sir dung mdi truong theo giai phdp da biét trong khi dong
thoi khong tidu thu nhiéu hydratcacbon, va khong tao ra nhidu chét gdy 6 nhidm, cu thé
la LPS.

Theo mdt phwong 4n ctia sang ché, ching Haemophilus influenzae typ b duge nudi
cdy 14 ching c6 vo boc ¢6 it nhat 2 ban sao locut gen cap trong ma di truyén ciia né. Locut
cap c6 kich thude tir 17 dén 18kb nay tao thanh nhém véi cac gen ma su biéu hién cia
chung lién quan dén sy tdng hop va biéu hién vo.

Su biéu hién vo nay 1am cho vi khuén c¢6 mau trang khi né dugc nudi cdy trén aga
ddc hi€u; vi vay, céc khuén lac vi khuén c6 locut cap nay duoc goi la "khuén lac tréng”,
trong khi vi khudn khong biéu hién polysacarit vo ra bé mat vé duoc goi 1a "khuan lac
xam". Su biéu hién v6 c6 thé 12 khong dn dinh di truyén, diéu nay co6 thé din t6i su xuat
hién céac thé dot bién khong c6 vo, do d6 s& dan téi lam giam luong PRP tao ra. Céc
nghién ctru da co thé ching minh dugc réng mdi trudong dugce xac dinh vé mat hoa hoc
str dung trong phuong phap theo sang ché 1am cho c6 thé dam béo tinh 6n dinh di truyén
cao cia chiing duge st dung trong khoang 20 thé hé té bao.

Theo sang ché, c6 thé thuc hién qua trinh nudi cdy vi khuin Haemophilus
influenzae typ b theo mot sb budc lién tiép dé ting dan sinh khéi.

Trong truong hop nay, vi khuan c6 ngudn gbe tir mau dong kho hozc tir mau dong
lanh dugc cdy vao méi trudng co thé tich thuong khong qua 1 lit. Sau khi nudi cdy qua
dém hogc khi mat d6 quang ctia méi truong du 16n, dich nudi cdy thtr nhit nay duoc
chuyén vao méi truong nudi cdy thir hai gidng v6i moi truong thir nhét, nhung thé tich

ctia n6 ¢6 thé 16n hon 10 dén 20 1an. Luong vi khudn cdy vao mdi truong thir hai duoc
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diéu chinh sao cho mét d6 quang (O.D.) ban d4u ctia méi truong nudi cdy thir hai & 694nm
nam trong khoang tir 0,2 dén 0,4 dé thuc dAy qua trinh sinh truéng nhanh cua quén thé vi
khuén. Qua trinh nudi cy thu hai ndy thuong dugc thuc hién trong thiét bi 1én men,
nhung cac loai dd chira khac c6 thé duogc .sfr dung (binh, binh quay, v.v..). Néu qua trinh
nudi céy duogc thue hién trong thiét bi 1én men, nhiét do 37°C +/- 1°C, khqu lién tuc, ap
suat 0,1ba, pO2 bang 30% va tdc d6 dong khong khi 13 0,25 thé tich khi/thé tich moi
truong/phut thudng dugce st dung trong qué trinh nudi cdy. Chuyén gia trong linh vuc
ndy c¢6 thé chon cac thong sé khac cho cach nudi cdy nay. Vao cubi giai doan sinh trudng
theo ham mii ctia vi khudn, sinh khéi c6 thé dugc tang tiép bang cach chuyén né vao thiét
bi 1én men khac c¢6 dung tich 16n hon bang cach st dung quy trinh twong tu v.v.. Thé tich
nudi cdy thu duoc co thé dat toi, hodc tham chi cao hon 1000 lit. N6i chung, (céc) qua
trinh nuoi cy nay duoc thuc hién theo cach "gian doan".

Cubdi cung, dich ndi bé mit cia 14n nuodi céy cudi cung dugc thu hoach sau khi bat
hoat vi khudn. Viéc bt hoat ndy thuong dugc thuc hién béng cach str dung dung dich
formol & néng do cubi 0,35%-0,37% (theo thé tich). Dich ndi bé mat nay thuong duge
tach ra khoi vi khuin bang buégce ly tAm. Sau d6, PRP ¢6 trong dich ndi bé mit dugc chiét
va tinh ché theo cac phuong phap thong thuong ma chuyén gia trong linh vuc nay da biét
r0.

Sau d6, ¢6 lgi néu PRP di duoc thu hoach va tinh ché duoc lién hop vé6i protein
mang nhu protein ctia vi khuan uén vén, dé 1am cho n6 c6 tinh phu thudc vao té bao T va
cu thé 13 c6 thé tao mién dich cho tré em. Khang nguyén PRP-T thu duoc c6 thé dugc st
dung mdt minh trong vacxin don gi4, hodc duoc két hop véi cac khang nguyén khac dé
c6 thé tiém ching ddng thoi chdng lai mét sb bénh.

Dic biét co lgi 1a séng ché & xuat phuwong phap bao ché vacxin phdi hop, theo d6
thé lién hop thu duoc dwgc két hop véi it nhat mot hodc nhiéu khang nguyén thudng c6
mit trong vacxin ding cho tré em, va cu thé 1a khéng nguyén chéng lai bénh bach hau,
bénh udn véan, bénh bai liét, bénh viém gan B, cac bénh nhiém vi khudn Neisseria
meningitidis hodc Streptococcus pneumoniae, bénh thily dau, bénh quai bi, bénh soi D,
cac bénh nhiém rotavirut, v.v..

Theo mot phuong én, thé lién hop PRP-T c6 mét ¢ dang bot, trong khi cac khang
nguyén khéc & dang 16ng, tat ca cac khang nguyén nay dugc trén ngay trude khi st dung;

theo mdt phurong 4n khac, vacxin phdi hop hoan toan 1a chét 1ong.
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Do d6, phwong phép bao ché theo sang ché cho phép c¢6 thé bao ché vacxin phéi
hop bén gi4, ngoai thé lién hgp PRP-T, vacxin nay chira khang nguyén bach hiu, ubn van
va viém gan B. Theo cach khéc, phuong phép theo sang ché lam cho c¢6 thé bao ché
vacxin phdi hop bdn gia, ngoai thé lién hop PRP-T, vacxin nay chira giai doc td bach hiu,
giai doc t6 udn van, va 2 khang nguyén Bordetella pertussis vO bao (giai ddc t6 va ngung
két t& hong cdu dang soi) hoic 3 khang nguyén Bordetella pertussis vd bao (2 khang
nguyén néu trén + pertactin) hodc 5 khang nguyén Bordetella pertussis vo bao (ba khang
nguyén néu trén + ngung két nguyén).

Phuong phap theo sang ché ciing 1am cho c6 thé bao ché vacxin phéi hop nam gia,
ngoai thé lién hgp PRP-T, vacxin niy chtra giai doc t& bach hau, giai doc t6 udn van, 2,
3 hodc 5 khang nguyén Bordetelia pertussis vo bao va ca virut bai liét typ 1, 2 va 3 duoc
bét hoat.

Phuong phép theo séng ché ciing 1am cho c6 thé bao ché vacxin phdi hop sau gia,
ngoai thé lién hop PRP-T, vacxin nay chura gidi doc td bach hau, giai doc t6 ubn van, 2,
3 hodc 5 khang nguyén Bordetella pertussis vd bao, khang nguyén cuia virut viém gan B
va cd virut bai liét typ 1, 2 va 3 duogc bét hoat. Cu thé, vacxin phéi hop sdu gia nay cé thé
14 chit 16ng va c6 thé chira cac thanh phan sau cho liéu 0,5ml:

- gii ddc t6 bach hau véi lwong 20 IU,

- giai doc t6 udn véan véi luong 40 IU,

- khéng nguyén bé mit cua virut viém gan B véi lugng 10pg,

- giai doc td ho ga vai lugng 25 pg,

- ngung két t& hong cau dang soi ctia vi khuan ho ga véi luong 25 g,

- PRP-T véi lugng 12ug PRP,

- virut bai liét bat hoat typ 1, 2 va 3 vé6i luong twong tmg 1a 40, 8 va 32 DU,

- nhom hydroxit véi luong 0,6mg AI**.

Theo cach khéc, phuong phap theo sédng ché lam cho c6 thé bao ché vacxin phéi
hop trong d6 khang nguyén ho ga bao gdm vi khuin Bordetella pertussis toan bao.

Nho phuong phap nudi ciy theo séng ché, c6 thé tang lwong Polyribosyl Ribitol
Phosphat tao ra ma khong ting lwong sinh khéi, nho d6 c6 thé giam lwong LPS gy nhiém
ban; wu diém nay cta phuong phap theo sang ché la rit quan trong d6i voi nganh cong
nghiép vacxin, trong d6 cac san phdm nay duge dua vao vacxin hdn hop duéi dang khéng

nguyén va trong d6 lwong LPS can dwoc giam dén mirc t6i thiéu. Nho ¢6 phuong phap

-11-



35473

c6 thé cho phép khong tang lugng LPS tao ra dbi v6i luong PRP 16n hon, c6 thé don gian

héa qué trinh tinh ché sau do.

Vi du thue hién sang ché

Vi du 1. Bi€u ché méi trudng nudi ciy theo sang ché

Moi trudng nudi cay theo sang ché duge diéu ché tir moi trudng co ban ma céac

dung dich lam giau dugc bd sung vao d6 ngay khi st dung.

Thanh phan ctia moi truong co ban duoc dua ra trong bang I dudi day:

Bang [
Hop chat Luogng tinh bing g | Nha cung cap M3 san pham
trong 1 lit
Natri lactat 60% 1,5ml Prolabo 27925.292
K2HPO4 300 VWR
Prolabo 26931.263
KH>PO4 300 VWR
Prolabo 26923.298
MgS04.7H,0 368 VWR
Prolabo 25165.260
NaHPO4.12H,0 28620 VWR
Prolabo 28028.298
NaH;P0O4.2 H,0 1870 VWR
Prolabo 28015.294
L-Arginin 87 Sigma AS5006 hodc
A8094
L-Alanin 134 Sigma A7627 hodc
A7469 hoic
. A4349
L-Asparagin 198 Sigma A0884 hoac
A7094
L-Lysin 140 Sigma L5626 hodc
L8662 hodc
L7039
L-Glutamin 220 Sigma (3126 hodc
G8540 hoac
G5792
L- histidin 78 Sigma h8000 hodc
h6034 hoac
h3911
L-Tryptophan 200 Sigma T0254 hodc
T8941 hoac
T4196
L-Valin 115 Sigma V0500 hoac
: V0513 hoédc
V4638
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L-Isoleuxin 130 Sigma 12752 hodc
17403 hoac
15281
L-Leuxin 130 Sigma L8000 hodc
L6914 hodc
18912
L-Tyrosin 180 Sigma T3754 hoac
T8566 hoic
T4321
L-Phenylalanin 165 Sigma P5482
L-Xystin 61 Sigma C8755 hodc
C7602 hoac
C5735
L-axit aspartic 1065 Sigma A9256 hoac
A5474
L-axit glutamic 1471 Sigma GI 251 hoac
G8415
Pyridoxin HCI 4 ‘Sigma P5669
Riboflavin 0,2 Sigma R4500
Thiamin HCI 4 Sigma T4625
Biotin 4 Sigma B4501
Ca Pantothenat 4,5 Sigma P5710
Uraxil 70 Sigma U0750
Hypoxantin 20 Sigma H9377
FeSO4.7H20 2,5 Aldrich 450278
ZnS04.7H20 5 Sigma 74750
CoCl.6H,0 1 Flulca 60818
MnS0O4.H,0 5 Sigma M7634
CaCL.2H,0 13 Panreac 131232.1211

Pé diéu ché 1 lit moi trudng, cac hop chit khac nhau dugce bd sung theo thir tu

Do vay, d6i vai valin, isoleuxin va leuxin, cAn bd sung 140ul dung dich KOH 10N

Sau d6, moi trudong dugce ti€t trung béng cach loc trén bd loc c6 ngudng loc la

Xystin, can bd sung 70pl dung dich HC1 37%.
Cudi ciing, d6 pH duoc diéu chinh t6i 7,2 + 0,1 bing dung dich KOH 10N (trong
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dugc st dung dé tang thé tich téi mirc mong muodn.

néu trong bang néu trén vao khoang 100ml nudc mém, két hop véi khudy bang cach sir
dung thanh khudy tir. Trudce khi bd sung, tit ¢4 cac chit dang bot duoc hoa tan trude trong

mot thé tich nhé nudc mém cung vdi bo sung axit hodc bazo trong mot so truong hop.

vao cac lugng néu trong bang néu trén; déi véi tyrosin, cin bd sung 280ul dung dich

KOH 10N; d6i v6i phenylalanin, cin bd sung 210u1 dung dich HCI 37%, va dbi véi

truong hop d6 pH qué cao, dung dich HCI 37% s& dugc st dung), tiép d6 nudec mém




0,22um.

Theo cach nay c6 thé bao quan mdi trudong trong thoi gian 72 gid & nhiét do 5°C.
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Trudc khi cay vi khuan vao moéi trudong, cac chat sau dugc bo sung:

- 27,3ml glucoza & ndng d6 512,8 g/l dugc didu ché tir D(+) glucoza khan 1a

san phdm ctia VWR v6i ma san pham 24379.294,

- 5ml dung dich NAD & ndng do 1 g/1, 14 san phdm ctia Sigma c6 tén san pham

la P-Nicotinamit Adenin Dinucleotit hydrat (ma san phém 43410),

- 4ml dung dich gdc chira protoporphyrin & ndng d6 0,25 g/l va amoni hydroxit
& ndng do 5m/l; protoporphyrin nay 14 san phim c6 tén 1a mudi dinatri Protoporphyrin
IX ctia Sigma Aldrich (ma san pham 258385) va amoni hydroxit 14 san phdm c6 tén 1a
dung dich amoniac 28% ctia VWR (md san phdm 21190.292), dé thu duoc 1 lit moi
truong sin sang dé cdy vi khuan, va ngoai cac thanh phin duoc moé ta trong bang I trén

dy, moi trudng niy chira cac thanh phin bd sung sau ddy véi ndng do nhu néu trong

bang II dudi day:
Béang II
Hop chét Nong d6 truée khi cdy vao mdi trudng
Protoporphyrin 1 mg/l
Dung dich amoniac trong nugc 17,7 pg/l
Glucoza khan 14 g/l
NAD 5 mg/l

Vi du 2: Diéu ché méi trudong nudi ciy theo giai phap da biét

MBoi trudong nudi cy theo giai phap da biét duoc diéu ché bang cach bd sung cac

dung dich 1am giau cu thé vao méi trudng co ban.

Thanh phan ctia mdi truong co ban dugc dwa ra trong bang III dudi dy:

Bang III:

Hop chét Nong do trong moi trudng co ban
Pepton dau Ha Lan 7,42 g/l

Natri lactat 60% 1,5 ml/1
Na,HPO4.12H,O 31,14 g/l
NaH>P0O4.2H,0 2,03 g/1

Xystin (L) 0,07 g/l

-14-




35473

HCI (10N) . 0,07 ml/1
Tryptophan (L) 0,02 g/l
(NH4)2S04 1 gl
MgS0O4.7H20 ' 0,4 g/l
CaCl2.2H>O 0,02 g/1

Dé diéu ché mdi trudng co ban ndy, mdi thanh phan duoc bd sung theo thu ty ma
trong d6 ching dugc néu trong bang néu trén vao 100ml nude mém duge khudy lién tuc
bang cach sir dung thanh khudy tir. M6i thanh phan dugc cung cip & dang bot dugc hoa
tan truge trong mot thé tich nhd nude mém. '

Pepton d4u ha lan 1a san pham cta Kerry va dugc ban véi ma san pham Hy-pea
7404. (NH,),SO4 12 san phidm cia VWR véi ma san phim 21333,296. Céc thanh phan
khéc déu 1a san phdm cua cdc nha san xuit nay va dugc cung cip v6i ma san phim gidng
nhu duge mo ta trong vi du 1 dé didu ché méi truong theo sang ché.

Do pH cubi duge diéu chinh t6i 7,2 £ 0,1 béﬁg dung dich KOH 10N (trong truong
hop d6 pH qua cao, dung dich HCI 37% s€ duoc st dung).

Sau d6, nuéc mém duge bd sung dé thu dugc thé tich mong mudn, va moi truong
thu duoc tiét tring bing cach hap trong ndi hép, theo chu trinh 30 phut & nhiét do 120°C.

Sau khi dugc ti€t trung, moi trudng co thé duoc bao quan trong 15 ngay & nhiét
do 4°C.

Céc dung dich lam giau A, B, C va D duoc bd sung vao mdi truong co ban nay.

Dung dich A 1a dung dich chira glucoza khan & n@)ng d6 512,8 g/1, 1a san pham c6
tén D(+) glucoza khan cia VWR (ma san pham 24379,294).

Dung dich B 1a dung dich gbc chia NAD & ndng d6 1 g/1, la san phdm B-
Nicotinamit Adenin Dinucleotit hydrat ctia Sigma (ma san pham 43410).

Dung dich C la dung dich gbc chira protoporphyrin & ndng d6 0,25 g/l va amoni
hydroxit & ndng do 5 ml/1; protoporphyrin 12 san pham muébi dinatri Protoporphyrin IX
ctia Sigma Aldrich (ma san pham 258385) va amoni hydroxit 12 san pham c6 tén 1a dung
dich amoniac 28% ctia VWR (ma san pham 21190.292).

Dung dich D la dung dich dam ddc chira dich chiét nAm men siéu loc ty phan giai
(Ufel) & ndng do 125 g/l; day 1a san pham Ultrafiltrat d’extrait autolytique de levure
(Ufel) ctia Biospringer (mé san phidm Springer 0701).

Mbi dung dich nay duoc tiét tring bang cach loc bang bo loc c6 ngudng loc 1a
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0,22pm.

Céc chit sau dugc bd sung vao 1 lit méi truong co ban:

- 35,1 ml dung dich A

- 5 ml dung dich B

- 4 ml dung dich C

- 40 ml dung dich D.

Viéc bd sung mdi dung dich vao rﬁéi truong co ban dugce thuc hién trong td hut
dong chay thanh 16p va tao ra mdi trudng nudi ciy c6 cac thanh phan bd sung véi néng

d6 néu trong bang IV dudi day, trude khi ciy vi khuén, ngoai cac thanh phan néu trong

bang III trén day:
Bang IV:
Hop chét Nong do trude khi cdy vao moi truong

Dich chiét nam men siéu loc tu phén giai (Ufel) 4,9 g/l

Protoporphyrin , 1 mg/l

Dung dich amoniac trong nudc 17,7 pg/l

Glucoza khan . 18 g/l

NAD 5 mg/l

Vi du 3: So sdanh mic dd tao ra PRP gitta moi trudng theo sang ché nhu md ta trong vi

du 1 va mdi trudng theo giai phap da biét nhu mo ta trong vi du 2

Céc vi du so sanh nay duoc thuc hién theo quy trinh nudi ciy hai bude:

- bude nudi cdy so bo trong binh Erlenmeyer thiy tinh dung tich 1 lit khong c6
véach ngan & nhiét d6 36°C két hop véi khudy & téc d6 130 vong/phut trong thoi gian 8
gid, khi hét thoi gian nay, ching vi khudn & vao cudi giai doan sinh truéng tuyén tinh;
qué trinh nudi cdy so bd duoc khoi mao bang cach ciy vi khuan Haemophilus influenzae
typ b chira it nhit 2 ban sao locut cap & néng dd 0,5% (theo thé tich) vao 280ml moi
truong nudi cay;

- tiép do, chuyén 90ml dich nudi céy so bd dé c6 thé céy cho thiét bi 1én men
Biostat B cong v6i dung tich 2 lit chira 1,8 lit mdi truong nudi cdy. Thiét bi 1én men nay
duoc duy tri & nhiét 46 37°C, két hop véi khudy & toe do 400 vong/phut va suc khi véi
luong 0,45 lit/phut trong 12 gio.

Sau 12 gio nudi cdy, mat do quang & 694nm dugc do dé c6 thé xac dinh luong

sinh khéi. Pidu nay la do trong cic thir nghiém da biét, c6 thé xac dinh dugc réng mot
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don vi mat d6 quang do dugc & 694nm tuong tng véi 0,64g sinh khéi (khéi luong kho)/lit.

Téng lugng PRP trong dich ndi bé mat cia qué trinh nuoi céy dugc xac dinh béng
phuong phap sic ky trao dbi anion tinh nﬁng cao v6i k¥ thuat phét hién chudn d6 ampe
theo xung (HPAEC-PAD), theo phuong phap rit gidng véi phuong phap dugc mo ta
trong tai liéu cong bd cua Sturgess va cac ddng tac gid (Vaccine 17 (1999) 1169-1178).
Dich ndi bé mit ctia qué trinh nudi cdy duoc loc bing cach cho n6 di qua bo loc c6 ngudng
loc 0,22pum, va tiép d6 500pul dich ndi bé mit duge siéu loc bang céch sir dung cot siéu
loc Amicon ¢6 ngudng loc 10kDa (ma san pham ctia Milipore 1a UFC501 0BK) va sau do
thity phan co ban bang cach bd sung NaOH.

Qua trinh thiy phan dugc thuc hién ¢ nhiét do méi trudng trong thoi gian téi thidu
la 4 gio.

Hiéu lyc cua thit nghiém ndy dugc kiém tra bang cach sir dung chat chudn noi la
glucosamin-1-phosphat (GIcN1P) c¢6 mat trong dung dich thily phan va déu din cho chay
mau doi chimg nodi c6 ndng do PRP da biét. Theo cac chi din cta Sturgess va cac dong
tac gia, pha dong gdm 35mM NaOH va 114mM CH3COONa, giai doan téi sinh dugc
thuc hién trong 10 phiit bang 100mM NaOH va 400mM CH3COONa.

Céc két qua thu duoc duoc dua ra trong bang V dudi day:

Bang V
Moéi truong theo | Moi truong theo giai
sang ché (4 thu phép d3 biét
nghiém) (1 thtr nghi€ém)

Mat d6 quang & 694nm 2,52 +£0,14 3,9

Luong sinh kh01 tinh bang s6 g chat kho/lit moi 1,74 +0,09 2,6

truong nudi cay

Nong d6 PRP tinh bing sb mg/lit méi trudng nudi 349 +22 169

Nizng suét riéng tinh bang sb mg PRP/g sinh khi 199 +3 66

Céc két qua nay cho thiy wu diém cia phuong phép theo sang ché vé niang sudt
PRP, thuc té d thdy rang d6i voi cing mét thé tich moi truong nudi cdy, khi st dung méi
treong nudi cdy theo giai phap da biét, trong khi lwvong sinh khéi thu duge 12 16n hon thi
lugng PRP lai nho hon.

Vi du 4: So sanh luong PRP va LPS c6 mit trong dich ndi bé mit ciia qué trinh nudi ciy

theo phuong phép cia sang ché, va trong dich ndi bé mit cua qua trinh nudi ciy theo

phuong phap d3 biét
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Qua4 trinh nuoi cdy Haemophilus influenzae-typ b dugc thuc hién dé so sanh moi
truong theo sang ché va moi truong theo giai phap da biét theo cach duoc mo ta trong vi
du 3, tuy nhién, chi khic la méi truong co ban ctia phwong phap da biét bao gbm 10 g/l
dich thiy phan casein bang axit, 14 san phdm cua Solabia (mi san phdm AI434) thay cho
pepton déu ha lan c6 mit trong moi trudong theo vi du 3.

Thoi gian nuoi cdy so bo 1a 8 gio nhu trong vi du 3, va thoi gian nuoi cdy 1a 12
gio.

Céc thir nghiém x4c dinh lugng PRP va thtr nghiém x4c dinh lugng LPS déu duoc
thuc hién bang phuong phdap HPAEC-PAD; nhung thtt nghiém x4c dinh lrong LPS duoc
thuc hién bang cach dinh lwgng monosacarit cu thé 1a heptoza, bang céach sir dung khoang
két qua chuén ctia LPS tinh khiét dwoc thir nghiém bing chinh quy trinh nay, déi ching
ndi cua thtr nghiém nay la ramnoza.

Céc két qua thu duoc duoc duara trong bang VI dudi day:

Béang VI
Mai truong theo | Mdi trudng theo
sang ché (4 thr |giai phap da biét (3
nghiém) thtr nghiém)
Mat do quang & 694nm 2,5£0,1 3,9+0,3
Luong sinh khoi tinh bang s6 g chat klio/1 moi 1,7 £0,1 2,5+0,2
truong
Nong d6 LPS tinh bang sb mg/l moi trudng 5+1 4,6+ 1
Nong do PRP tinh bing sb mg/l moi trudng 349 +£22 17+5
Ty 1& PRP/LPS - 74+£15 38+ 6

Céc két qua thu duoc cho thdy vu diém cua phuong phép theo sang ché, phuong
phap nay cho phép c6 thé giam lugng LPS tao ra so véi lugng PRP.

Day 1a uu diém quan trong cua phuong phap theo sang ché, do phuong phap nay
gitip don gian héa cic thao tac tinh ché rat nhiéu trong khi ddng thoi duy tri d6 an toan
thich hop.

Vi du 5: Thir nghiém danh gi tAm quan trong cia kém

TAm quan trong ctia su ¢6 mit cua kém trong mdi truong nudi cdy dugce nghién
clru.

Pé thyc hién diéu nay, ba moi truong dugce so sanh:

- mOi truong nhu duge mo ta trong vi du 1, duqc goi 1a moi truong MS,

- moi truong c6 thanh phan gibng véi moi truong cua vi du 1, nhung khong chira

ZnS0q4, dugce goi la moéi truong MSZn,
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- m6i truong nhu dugc md ta trong vi du 1, nhung c6 ndng d6 ZnSO4 cao hon bén
lan, ttrc 14 ndng d6 20 mg/l, mdi truong nay dwoc goi 1a moi truong MS Zn*.

Sau d6, cac méi truedng ndy dugc tiét tring bang cach loc trén bo loc ¢ ngudng
loc 12 0,22pm.

Trude hét, bude nudi cdy so bd binh thiy tinh Erlenmeyer dung tich 1 lit khong
c6 véach ngdn dugc thuc hién trong 16 git & nhiét 6 36°C két hop véi khudy & tbe do
130 vong/phuit bang cach cidy miu vi khuén Haembphilus influenzae typ b déng lanh c6
it nhat 2 ban sao locut cap trong ma di truyén ctia n6 vao 280ml moi truong nhu mo ta
trong vi du 4.

Tiép d6, 9,5ml dich nuéi cdy so bd duoc rira trong mdi mdi truong nudi cdy can
thir nghiém truéc mdi 1an cdy vi khudn dé nuoi cdy trong binh Erlenmeyer bing
polycarbonat dung tich 500ml ¢6 vach ngan chira 170ml moi trudng nudi cdy can thi
nghiém; qua trinh nuoi cdy duge thuc hif:n trong thoi gian 12 gid & nhiét do 37°C va
khudy & toc d6 150 vong/phiit.

Déi v6i m&i méi truong, lvong sinh khéi, ndng do PRP va ci lugng LPS vao cubi
qué trinh nudi cdy duoc xac dinh, theo cach gidng nhu duge mo ta trong cac vi du 3 va
4, va ty 1& PRP/sinh khoi va LPS/sinh khdi va PRP/LPS duoc tinh.

Céc két qua thu duoc duoc duara trong bang VII dudi day:

Bang VII:
MS MS
} MS n Zn"t
Luong sinh khdi tinh bang sb g chat kho/lit mi truong nudi | 1,98 | 1,23 2,22
cay
Nong d6 PRP tinh bang s6 mg/lit mdi trudng nudi cay 319 203 372
Ning suat riéng tinh bing s mg PRP/g sinh khdi 160 165 167
Nong d6 LPS tinh bang sb mg/lit mdi trudng nudi ciy 11,5 8.8 12,1
Ty 18 LPS/sinh khéi tinh bang mg/g sinh khéi 6.1 7,2 55
Ty 1& PRP/LPS tinh bing mg/mg ' 30 23 31

Cac két qua nay cho thdy rang su c6 mit cia kém trong moi trudng nudi cdy lam
cho c6 thé tang dang ké lwong sinh khéi tao ra va ca lugng PRP tao ra, tuy nhién, khong
lam tdng twong Ung luong LPS.

Vi du 6: Céc thit nghiém thuc hién trong thiét bi Ién men dung tich 5 lit

Qué trinh nuoi cdy Haemophilus influenzae typ b dugc thuc hién trong moi truong

nudi cdy dugc md ta trong vi du 1 theo sang ché, bang céach chi st dung céc san pham
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duoc bao dam bdi nha cung cép la khong chira thanh phan c6 ngudn gbc dong vat va st
dung protoporphyrin téng hop nhu md ta trong don yéu cu cap bang doc quyén sang ché
Phép s FR 2 914 302, va Ia sin phim ciia Solvias AG véi tén 13 mudi dinatri
Protoporphyrin IX (mi san phdm SOL20402). Sau d6, cac thir nghiém dugc thuc hién
theo cach dugc mo ta trong vi du 3, chi khac 1a thiét bi Ién men dugc st dung 1a thiét bi
1én men c6 dung tich 5 lit dwgc diéu chinh & nhiét do 37°C, két hop véi khudy & tbe do
550 vong/phut va suc khi & téc @0 0,5 lit/phut. Thé tich cy 1a 280ml, tirc 1a ca binh
Erlenmeyer dé nudi cdy so bo.

Néng d6 PRP va LPS duoc x4c dinh theo quy trinh dugc mo ta trong cac vi du 3
va 4.

Cac két qua thu duoc duge dua ra trong bang VIII dudi day:

Béang VIII:

MOo1i truong khong chira cac thanh phan c6
nguodn goc dong vat theo sang ché

Mat do quang & 694nm 3,58

Luong sinh khoi tinh bang s6 g chat kho/lit moi

truong 2,29

Nong do PRP tinh bang sb mg/lit méi truong , 567

Nang sudt riéng tinh bang s6 mg PRP/g sinh khéi 247

Céc két qua nay khing dinh két qué da biét, va cho thdy vu diém cua phuong phap
diéu ché PRP véi lugng 16n theo sang ché.

Vi du 7: So sanh lwong sinh khdi va luong PRP duoc tao ra bang moi truong theo sang

ché nhu mo ta trong vi du 1 va bang méi truong duoc xac dinh vé mit hoa hoc duoc md

ta trong gidi phap da biét

Qué trinh nuoi cdy Haemophilus influenzae typ b dugc thuc hién trong moi truong
nudi cdy dugc mo ta trong vi du 1 theo sang ché va c4 trong tim moi truong dugc mo ta
trong céc tai liéu cong bé lién quan dén viéc nuoi ca"'ly Haemophilus influenzae, va dugc
x4c dinh vé mit hoa hoc.

Tam mdi truong nay dugc diéu ché theo khuyén céo cua cac tac gia. Theo thwr tu
thoi gian, cac moi truong ndy 14 mdi truong néu trong cac tai liéu sau:

- Talmadge and Herriott: Biochemical and Biophysical Research
Communications, (March 1960), Vol. N°3, p 203-206),

- Butler: J. gen. Microbiol. (1962), 27, 51-60,
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Wolin: J. Bacteriol. Vol.85, (1963) Notes, p 253-254,

Herriott et al. : Journal of Bacteriology, (Feb. 1970), Vol. 101, N°2, 513-

516,
- Klein and Luginbuhl: Journal of General Microbiology (1979), 113, 409-411
. - Coleman et al. : Journal of Clinical Microbiology, (Sept 2003), Vol.41, N°9
p. 4408-4410,
Ma cua céc san phém stt dung dé diéu ché tdm mdi truong nay dugc néu trong
bang IX duéi day:
Béang IX:
San phdm Nha cung cp M3 san phim
Uridin Sigma U3003
Inosin Sigma 14125
Adenosin Sigma A4036
Guanin Sigma G6779
Guanosin Sigma G6264
Vitamin B12 Sigma V2876
Xitrulin Sigma C7629
Cholin clorua Fluka 26978
Thimidin Sigma T9250
Inositol Sigma 15125
Putrescin dihydroclorua Sigma P5780
Nicotinamit Sigma N0636
Hematin cta lon Sigma h3281
hemin Fluka 51280
Natri oleat Sigma 07501
Natri axetat Fluka 71185
Axit folic Sigma F7876
Rugu polyvinylic Sigma 341584
Trietanolamin Sigma 90278
Dung dich dém glyxylglyxin Libios B-GLYGLY250
Tween 40 Sigma P1504
Tween 80 Sigma P1754
Dung dich dém Tris VWR 33621.260
Etylendiamintetraaxetat VWR 20302.180
HEPES Sigma h3375
Glutathion Sigma G6013
Adenin Sigma A8626
Prolin Sigma P0380
Threonin Sigma T8625
Glyxin Sigma G7126
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Metionin Sigma M9625

Serin Sigma S4500

Glyxerol VWR 24387.292

K2SO4 VWR 26994.293

KCl VWR 26764.298

MgCl,. 6H20 Panreac 131396.1211

NaCl VWR 27810.295

NaHCOs VWR 27778.260

NH4Cl VWR 21236.291

RPMI 1640 chtra L-glutamin| Invitrogen Ma cii néu trong tai lidu céng bd cia

va 25mM HEPES Coleman (2003) 1a 61870036 => ma méi

Natri pyruvat MEM 100mM Invitrogen Ma cii néu trong tai lidu cong bd cta
Coleman (2003) 1a. 11360070 => mi méi

Sau do, cac moi truong nay duoc tiét tring bang cach loc trén bd loc ¢6 ngudng
loc1a 0,22pm.

Truée hét, budc nudi céy so bd dugce thuc hién trong binh thdy tinh Erlenmeyer
dung tich 1 lit khong c6 vach ngén trong thoi gian 16 gio ¢ nhiét do 36°C két hop voi
khudy & tdc do 130 vong/phut, bang cach cdy mau vi khuin Haemophilus influenzae typ
b dong lanh c6 it nhat 2 ban sao locut cap trong ma di truyén cta nd cho 280ml mbi
truong nhu mo ta trong vi du 4.

9,5ml dich nudi cdy so bd duoc rira trong mdi moi trudng nudi cly can thir nghiém,
trude khi cdy vi khudn dé nuoi cdy, mdi 1an nuodi cdy nay dugc thyc hién trong binh
Erlenmeyer lam bang polycarbonat dung tich 500ml c¢6 vach ngén chira 170ml mdi trudong
nudi céy can thu nghiém; qua trinh nudi céy duoc thuc hién trong thoi gian 12 gid ¢ nhiét
d6 37°C va khudy & téc do 150 vong/phut.

M3i thir nghiém duogce thue hién it nhat 3 1an.

Péi voi mdi méi trudong, mat do quang & 694nm dugce do mdi giv va nbéng do PRP
duogce xac dinh & cudi qua trinh nudi cdy theo cach gidng nhﬁ dugc mo ta trong vi du 3.

Két qua mat d6 quang dugc thé hién trén Hinh 1.
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Két qua xac dinh PRP duge thé hién trong bang X duéi day:

Béang X:
Vao thoi diém 12 gio Mat d6 quang & 694nm PRP
Mi trudong theo sang ché 2,86 +0,12 320+ 15
Talmadge 0,28 £0,10 20+ 1
Butler 0,04 + 0,00 240
Wolin 0,04 +0,00 6+0
Herriot Mic-cit 1,26 £0,15 138+ 7
Flerriot Mic 0,98 +0,13 1015
Klein MMA (cit) 0,38 +0,01 40 £2
Klein MMB 0,20 +0,03 27+ 1
Coleman 1,43 £0,04 204 + 10

Vi du 8: San xuit PRP trén quy mé cong nghiép (1000 lit)

Mdi trudng nudi cdy theo sang ché c6 thanh phan néu trong vi du 1, chi khac 1a
kém ¢6 ndng dd 20 mg/l thay cho 5 mg/l dugc didu ché. Diéu nay 14 do vi du 5 cho thay
rang ndng do nay cho phép c6 thé tao ra lugng PRP 16n hon ma khong lam ting lugng
LPS.

Moi truong 14 gibng véi qua trinh nudi cly so bd va nudi cdy cudi, chi khac vé do
pH (d6 pH ban dau =7,2 £0,1, tiép do6 1a do pH tuy y dbi véi cac qua trinh nudi cdy so bd
va do pH dugc didu chinh ¢ 6,7 = 0,1 dbi voi qua trinh nudi cdy dé san xuat).

Moi truong dugce diéu ché nhu trong vi du 1. Sau khi tron hop chét da hoa tan
trude trong mot thé tich nhé nudc tinh khiét, c6 bd sung axit hodc bazo trong mot sb
truong hop (xem vi du 1), va trudce khi bd sung lugng du nudce tinh khiét, do pH dugc
didu chinh t6i 7,2 + 0,1 déi véi qua trinh dich nudi ciy so bd va 6,7 + 0,1 d6i véi qua
trinh nudi cdy cubi (bang dung dich kali hydroxit hodc natri hydroxit 10N hogc dung dich
HCI 37%).

Sau do, mdi truong dugc tiét trung béng cach loc trén bd loc ¢6 ngudng loc bﬁng

0,22um.
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Theo d6, c6 thé bao quan mdi trudng nay trong thoi gian 72 givr & nhiét do 5°C.

Tru6e khi cdy vi khuan cho mdi trudng, cac chit sau dugc bo sung:

- glucoza & ndng do 512,8 g/l duoc diéu ché tir D (+) glucoza khan 1a san
phdm ciia VWR v&i ma san phdm 24379.294,

- dung dich NAD & ndng do lg/l, 1a sén phim cia Sigma c6 tén B-
Nicotinamit Adenin Dinucleotit hydrat (ma san phdm 43410),

- dung dich gdc chira protoporphyrin & ndéng dd 0,25 g/l va amoni hydroxit
& ndng do 5 ml/1; protoporphyrin 1 san phim cta Solvias AG ¢6 tén 1a mudi dinatri
Protoporphyrin IX (ma san phim SOL20402) va amoni hydroxit 1& san pham cia VWR
¢6 tén 1a dung dich amoniac 28% (ma san phim 21190.292),

@ thu dugc méi trudong sin sang dé cdy vi khuin va ngoai céc thanh phan dugc
md ta trong bang I ctia vi du 1, moi truong nay con chira cac thanh phén bd sung véi nong
do nhu néu trong bang II ctia vi du 1 (trir glucoza ¢ ndng do cudi 14,87 g/l thay vi 14 g/l).

Quy trinh nudi cdy trén quy mo 1000 lit bao gdm ba qua trinh nudi cdy so bo:

- c4c qué trinh nudi cAy so bo thir nhét duge thyc hién trong binh Erlenmeyer dung
tich 1 lit khong c6 vach ngan chira 290ml méi truong nudi cdy ddy dd, & nhiét 4o 37°C
két hop véi khudy & téc d6 130 vong/phut, trong thoi gian 17-18 gio. Cac qua trinh nudi
cdy so bd niy duoc khoi mao bing cach céy vi khuan Haemophilus influenzae typ b chira
it nhét 2 ban sao locut cap vao mdi trudng nudi cdy, véi lugng cdy twong g v6&i ODgosnm
ban déu 12 0,014;

- loat nuoi céy so bo tht hai dugc thuc hi¢n trong thiét bi 1én men dung tich 6,8
lit. hai thiét bi 1én men chira 5,2 lit méi trudong nuoi cdy day di dugc chy 260ml dich nudi
céiy so bo thu dugc tir loat nuoi céy s0 bd 1 cho mdi thiét bi. Cac thiét bi 1én men nay
dugc duy tri trong 4 gid ¢ nhiét do 37°C + 1, véi dd pH ban ddu 1a 7,2 + 0,2, pO2 duogc

duy tri & 30% véi s tang toc do khudy (500 1én 800 vong/phut), tiép do tang toc do suc
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khi (0,5 1én 2,5 lit/phit) va sau d6 tbc do dong O tinh khiét nim trong khoang tir 0 va
dén 6 lit/pht;

- loat nuoi céy so bd thir ba dugc thuc hién trong thiét bi 1én men ¢6 dung tich
120 lit chtra 57 lit moi truong ddy dd, moi truong nay dugc cay 5.8 lit dich nudi cly so
bo thu duoc tir loat nudi cdy so bd 2. Thiét bi 1én men nay duge duy tri trong 3 gid 10 &
nhiét do 37°C + 1, véi d6 pH ban dau bang 7,2 £ 0,2, pO, duge duy tri & 30% véi su
tang tdc do khudy (300 1én 425 vong/phut), tiép do tang tc do suc khi (6 1én 28 lit/phit)
va tiép do tbc do dong O; tinh khiét ndm trong khoang tir 0 dén 50 lit/phit.

Qua trinh nudi cdy trén quy mé cong nghiép duge thuc hién trong thiét bi 1én men
c6 dung tich 1000 lit chtra 778 lit méi trudng diy di, méi trrdong niy duge cdy 39 lit dich
nudi céy so bd cua loat nuoi céy 0 bo 3. Thiét bi 1én men nay dugc duy tri ¢ nhiét do
32°C + 1, v6i d6 pH duogc diéu chinh bang 6,7 0,2 (bang dung dich natri hydroxit 2,5N),
pO2 duoc duy tri & 70% nho sy ting toc do khudy (100 1én 230 vong/phut), tiép d6 ting
tdc do suc khi (70 1én 150 lit/phut) va tiép d6 toc do dong O tinh khiét nam trong khoang
tir 0 dén 500 lit/phut. Ngoai ra, chit chdng tao bot (Biospumex v6i lugng 4%) dugce bd
sung, néu cén, tuy thudc vao mue do bot.

Sau 12 gid nuoi céy, mat d§ quang & 694nm duoc do dé co thé xac dinh lugng
sinh khéi (mot don vi OD twong tng v6i 0,64g sinh khéi kho). Nong do PRP va LPS
duoc xac dinh theo quy trinh duge mo ta trong céc vi du 3 va 4.

Céc két qua thu dugc duge dua ra trong bang XI dudi day:

Bang XI:
Mbi trudng theo sang ché
Mat d0 quang & 694nm 3,45
Luong sinh khdi tinh bing s g chét kho/lit mdi trudmg nudi ciy 2,21
Ndng do PRP tinh bang sb mg/lit mdi truong nudi ciy 865
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Ning suét riéng tinh bang s6 mg PRP/g sinh khéi 392
Ndng d6 LPS tinh bang sé mg/lit méi truong nudi chy 35,6
Ty 1& LPS/sinh khéi tinh bang mg/g sinh khdi 16,1
Ty 16 PRP/LPS tinh bang mg/mg 24,3

Céc két qua nay cho thiy wu diém cua phuong phap theo sang ché vé ning suét

PRP va ty 16 PRP/LPS, cac két qua nay di dugc chitng minh trén quy mo cong nghiép.
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YEU CAU BAO HQ

1. Phuong phép san xuét polysacarit vo ctia vi khuan Haemophilus influenzae typ b
(PRP) trén quy md cong nghiép dé dung cho vacxin, theo d6 ching Haemophilus
influenzae typ b (Hib) duoc nudi cdy trong moi truémg nudi cdy, va dich ndi bé mat cua
qué trinh nudi cdy duge thu hoach va xir Iy dé chiét polysacarit vé tir 46, mdi trudng nuoi
cdy nay chtra it nhét:

- mot ngudn cacbon,

- protoporphyrin,

- cac mudi,

- cac axit amin,

- NAD hoac NADH,

- cac vitamin,

- céc chét diéu chinh d6 pH,
khéc biét & chd, moi trudng nudi céy nay duo’c xé4c dinh vé& mit hoa hoc, va it nhét 14 chira
kém, voi lrong tuwong ting véi lugng tir 2,5 dén 80mg/l ZnS04.7H>0, va & chd, ty 18 trong
lwong PRP/LPS 16n hon ty 1€ khi thu dugc trong cung moéi truong nhung khong chira

kém.

2. Phuong phép theo diém 1, khac biét & chd, chat diéu chinh d6 pH bao gdm céc mudi

dém.

3. Phuong phéap theo diém 1 hodc 2, khac biét & chd, co thé c6 nhiéu nguén cacbon, va
nguén nay duoc chon tir glucoza, fructoza, galactoza, glyxerol, Xyloza, riboza, fucoza,

axit sialic va lactat.

4. Phuong phép theo didm bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 3, khac biét & chd,
protoporphyrin néu trén la protoporphyrin téng hop IX.

5. Phuong phép theo diém bat ky trong s cac diém tir 1 dén 4, khéc biét & chd, cac mudi

néu trén duoc chon tir mudi kali, magie, natri, canxi, sat, kém, coban va mangan.

-27-



35473

6. Phuong phép theo diém 5, khac biét & chd, cac mudi néu trén duogc chon tir: K2HPO4;
KH,PO4; MgS04.7H20; NazHPO4.12H20; NaH.PO4.2H,0; CaCl2.2H20; FeSO4.7H,0;
ZnS04.7H20; CoCl2.6H20; MnSO4.H>O.

7. Phuong phap theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 6, khac biét & chd, céc axit
amin duoc chon tu: '

* arginin,

* alanin,

« it nhit mot axit amin trong sd: asparasin, glutamin, axit aspartic, axit glutamic,

* lysin,

* histidin,

* tryptophan,

e valin,

* isoleuxin,

* leuxin,

* tyrosin,

* phenylalanin,

* xystin hodc axit amin twong duong.

8. Phuong phép theo diém 7, khac biét & chd, moi truong nudi cdy it nhat 1a chira arginin,

alanin, histidin, tryptophan, tyrosin, phenylalanin, xystin, axit aspartic va axit glutamic.

9. Phuong phép theo diém bét ky trong s cic diém tir 1 dén 8, khdc biét & chd, xystin

duoc thay bang glutathion hozc xystein.

10. Phwong phap theo diém bat ky trong sd cac diém tir 1 d&én 9, khéc biét & chd, vitamin

duoc chon tir: thiamin, pantothenat, uraxil, hypoxantin, biotin, riboflavin va pyridoxin.

11. Phuong phép theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 10, khac biét & chd, arginin

va uraxil duoc thay bang xitrulin.

12. Phuong phép bao ché ché pham Vaciin, theo do:
a) khang nguyén khang Haemophilus influenzae typ b (Hib) bao gdm polysacarit
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v6 (PRP) duoc didu ché trén quy mo cong nghiép bing phwong phap theo diém 1,

(b) polysacarit vé thu dugc trong budc a)-"_d'trqc lién hop v6i protein mang.
13. Phuong phéap theo didm 12, khac biét & chd, protein mang 1a giai doc t6 udn van.

14. Phuong phap bao ché ché pham vacxin theo diém 12 hodc 13, khéc biét & chd,
thé lién hop thu duoc & budce (b) duwoc két hop véi it nhat mot hogc nhiéu khéng nguyén

ma thuong cé mat trong vacxin danh cho tré em.

15. Phuong phép bao ché ché phém vacxin theo diém .‘1:2 hoic 13, khac biét & chd,
thé lién hop thu duge trong buée b) duoc két hop V,(’ﬁ khéng nguyén bach hau, ubn van

va viém gan B.

16. Phuong phép bao ché ché phém vacxin theo diém 12 hodc 13, khac biét & chd, thé
lign hop thu duoc trong bude b) duge két hop voi giai doc t6 bach hau, gidi doc t6 uén
van, va 2 khang nguyén Bordetella pertussis vo bao ma la giai doc t6 va ngung két t6

hong cau dang soi.

17. Phuong phép bao ché ché phdm vacxin theo diém 12 hogc 13, khac biét & chd, thé
lién hop thu dugc trong bude b) dugc két hop voi gidi doc t& bach hau, giai doc t6 ubn
van, va 3 khang nguyén Bordetella pertussis vd bao ma la giai doc t6, pertactin va ngung

Kkét td h@)ng ciu dang so1.

18. Phuong phap bao ché ché phdm vacxin theo diém 12 hoidc 13, khac biét & chd, thé
lién hop thu dugce trong budc b) duoc két hop véi giai doc t6 bach hdu, giai doc t6 ubn
van, va 5 khang nguyén Bordetella pertussis v6 bdo ma la giai doc td, pertactin, ngung

két nguyén va ngung két t6 hong cau dang soi.

19. Phuong phép bao ché ché phim vacxin theo didm 12 hogc 13, khac biét & chd, thé
lién hop thu dugc trong budc b) duoc két hop véi gidi doc t6 bach hdu, giai doc t6 uén
van, 2, 3 hodc 5 khang nguyén Bordetella pertussis v0 bao va ca virut bai ligt typ 1,2 va

3 dugc bét hoat.
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20. Phuong phéap bao ché ché phdm vacxin theo diém 12 hodc 13, khac biét & chd, thé
lién hop thu duoc trong bude b) dugc két hop véi giai doc td bach hau, giai doc td udn
van, cac khang nguyén viém gan B, 2, 3-hodc 5 khang nguyén Bordetella pertussis v0

bao va cd virut bai liét typ 1, 2 va 3 duogc bét hoat.

21. Phuong phap bao ché ché pham vacxin theo diém 12 hozc 13, khéc biét & chd, thé

lién hop thu dugce trong bude b) duge két hop véi vi khuén Bordetella pertussis toan bao.

22. Phuwong phap bao ché ché phdm vacxin theo diém 12 hozc 13, khac biét & chd, thé
lién hop thu dugc trong budce b) dugc két hop véi it nhat 1a mot trong s6 cac khang nguyén
khéang bach hau, ubn van, bai liét, viém gan B, c4c nhiém khuén do Neisseria meningitidis

hodc Streptococcus pneumoniae gay ra.
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