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Linh vwc ky thuit dwoc dé cip

Séang ché dé cap dén linh vuc cdng ngh¢ sinh hoc, va cu thé hon 1a @& cap dén phuong

phép phan tach polysacarit va ché phdm mién dich chira polysacarit nay .
Tinh trang k§ thuit ciia sing ché

Vi khudn nfio mé ciu (Neisseria meningitidis) 12 nguyén nhan chinh gy nhidm tring
mang (mang nio) va dich nio tiry (CSF) bao quanh ndo va tiy séng, din dén tir vong va tan

tat trén toan thé gidi.

Neisséria meningitidis, con dugc goi 1a ndo md cau, 12 vi khuén gram 4m. Theo ciu
triic ctia bao nhdy polysacarit (PS), 13 nhém huyét thanh ctia vi khuén nfio mé cu di dugc
x4c dinh, trong d6 c¢6 6 nhém huyét thanh (A, B, C, W, X va Y) c6 kha ning gy bénh dich

(tham khao: Lee Harrison va cong sy 2011).

Viém mang nfo xay ra trong cic cum nho trén khép thé gidi véi su bung phét theo
mua dbi véi ty 16 thay dbi cia viém mang ndo do vi khuén dich boc phat. Anh hudng ning né
nhét ctia bénh viém mang nfo md ciu da duogc quan sat thdy & luc dia chau Phi, nhét 13 chau
Phi c4n Sahara, con duoc goi 14 vanh dai viém mang ndo. Cac “Trung tim Kiém so4t va Phong
ngira Dich bénh (CDC)” va T4 chirc Y té Thé gi6i da u6c tinh ring bénh viém mang ndo gy
ra 171.000 ca tir vong trén toan thé gidi vao nam 2000. Ngoai ra, bao céo ctia CDC x4c nhan
sw xut hién cta vi khuén nfo mé ciu 1a nguyén nhan hang dau gy viém mang néo va nhiém
tring huyét & tré em va thanh nién & Hoa Ky. Do d6, vi khudn nfio mé ciu tiép tuc 13 bai toan

vé strc khoe cong dong & ca cac nude phat trien va dang phét trién.

Nim 1996-97, dich bénh do vi khuén nfio mé ciu nhém huyét thanh A gdy ra, hon
250.000 trueong hop méc bénh va hon 25.000 ca tir vong di dugc bio céo; thiic ddy cong dong
y té thé gi6i cam két phat trién vacxin s& loai trir dich bénh viém mang ndo nhém A & chau

Phi.
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Vao nim 2010, vacxin lién hop polysacarit A ndo md cau, cu thé 12 Menafrivac di
duge dua ra thanh céng & luc dia chau Phi d4n dén gin nhu bién mat dich bénh do vi khuén
nfo mé ciu nhom huyét thanh A. Véi sy anh hudng ngay cang giam cia vi khuén nio md ciu
nhém huyét thanh A (Men-A), 4nh hudng cua ndo md ciu nhom huyét thanh khac nhu vi
khuin nfio md ciu nhém huyét thanh C (Men-C), vi khu4n nfio md ciu nhém huyét thanh W
(Men-W), vi khuén nfio mé ciu nhém huyét thanh X (Men-X) va vi khu4n nfo mé cAu nhém
huyét thanh Y (Men-Y) lai ting lén. D& chéng lai tac dung manh m& nay, nhiéu loai vacxin
don gi4 va da gi4 bao gébm céc nhém huyét thanh néi trén da dugc phat trién va dua ra thi
trudng. Mic-du vacxin lién hop A, C, Y va W da gia da dugc cp phép tir nam 2005
(Menactra®, Menveo®) dé sir dung cho tré em va nguoi 16n & Canada, Hoa Ky va Chau Au;
nhung ching c6 sén trén thi trudng voi gia rAt cao, do d6 n6 khong phit hop véi phan con lai

cua cOng dong the gioi.

Céc bao nhiy nhém huyét thanh A bao gbm cac don vi 1ip lai cia O-axetyl hoa (a1-6)
duoc lién két v6i N-axetyl-manosamin-1-phosphat. Polysacarit bao nhdy tir cic nhém huyét
thanh B, C, W va Y bao gém cac dan xut axit sialic; cac nhom huyét thanh B va C biéu hién
(02—8)- va (02—9) duoc lién két v&i polyme dong nhat axit sialic, va céc trinh tu xen k& clia
d-galactoza hodc d-glucoza va axit sialic dugc biéu hién bdi nhém huyét thanh Wva Y. Cac
tap chat trong dich 1én men tuong tic khéc nhau véi cac nhém chirc (moiety) 1dp lai c6 mat
trén polysacaﬁt bao nhdy. Do d6, cin thiét phai c6 phuong phép loi dung nhitng khac biét nay
8 tach céc polysacarit bao nhdy vi khuén khéc nhau tir cac nhém huyét thanh khac nhau.

Theo WHO Technical Report Series on Meningococcal Conjugate Vaccine (loat bao
cdo k§ thudt ctia TS chic Y té thé gidi vé vacxin lién hop ndo md cAu), polysacarit d4 tach

cAn d4p tmg cic dic diém k§ thuat sau day:

Béang 1
o Chi s6 k§ thut theo WHO
Thong so kiem soat
Men-C Men-W Men-Y
Ham luwgng Polysacarit >3 mg/ml >3 mg/ml >3 mg/ml
Tap chit protein <1% <5% <5%
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Tap chit axit nucleic <1% <2% <2%
Ham lwong axit sialic >80% >56% >56%
Ham lwgng O-Axetyl >1,5mM/gm PS >0,3mM/gm PS >0,3mM/gm PS
Ham lwong ndi doc td <100 EU/png PS <100 EU/pug PS <100 EU/pg PS
Phéin phoi kich thwée | 50/ 610 80% tré 1én 80% tré 1én
phan ti 0,5kD 0,5kD 0,5kD

Céc phuong phép tinh ché ¢b dién d6i v6i PS bao nhiy vi khudn duge st dung trong
vacxin bao gc‘A)m mot s& budce két tha chon loc béng etanol va/hodc chét téy rira cation, tiép dé

ly tAm lién tuc, siéu ly tdm va khir protein bang phenol.

Tai liéu sém nhét @& cap dén phuong phép tach polysacarit vi khuén nfio mé ciu tir
nhém huyét thanh A, B va C da dugc xuit ban bdi Gotschlich va cong su (1969). Gotschlich
va cbng su da st dung chét tiy rira cation Cetavlion (Hexadecyl trimetylamoni bromua) aé
nhanh ch(')nquét thia cac polysacarit tich dién 4m tlr todn b dich nubi cdy, sau do sir dung
phuong phap phén ly phic hop chit tiy rira-polysacarit sir bing cach chiét canxi clorua 0,9
M va ly tdm, k¥ thuat két ta etanol d& dugc sir dung dé loai bo axit nucleic trong khi protein
duoc loai bo bang cach xit ly polysacarit bing natri axetat, sau d6 dong nhét hoa bing butanol
chira cloroform, céch thay thé bing hdn hgp nuéc néng-phenol ciing dugc béo cédo. Phuong
phép tinh ché cudi cung lién quan dén két tua polysacarit bang etanol (4-5 14n) va axeton.
Phuong phéap nay lién quan dén su bit tién ciia viéc st dung cloroform va mét luong 16n
etanol. (Tham khao: T.P. Pato, Master’s thesis, Instituto de Quimica, Universidade Federal
do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2003, p. 95.)

Tanizaki va cong su da dé xuét phuong phép tinh ché polysacarit vi khun ndo mé ciu
C trong d6 qué trinh chiét xuét phenol dugc thay thé bang qua trinh cét béi proteinaza st dung
hén hop proteinaza K, nagarza va trypsin; Siu loc tiép tuyén soi réng gi6i han 100 kDa thay
vi siéu ly tam; tiép d6 1a loc tudn hoan c6 pha lodng m& rdng, sir dung mang gi6i han 100
kDa, duoc thuc hién trong 20 mM dém Tris-HCI chira 0,5% deoxycholat, dé 1oai bod protein
phén tr lugng thip va lypopolysacarit (LPS). Mic du str dung phuong phép cai tién & trén,
ché phim polysacarit da tach van chtra protein va axit nucleic 14n luot 12 2% (w/w) va 1,5%

(w/w) [Tham khao: Tanizaki cong su; Journal of Microbiological Methods Volume 27, Issue
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1, Septembe£ 1996, Pages 19-23 va Goncalves cong su 2007;Formatex; Communicating

Current Research and Educational Topics and Trends in Applied Microbiology]

TP Pato va cdng su (2006) d& xuit phuong phap tinh ché da dugc sira dbi cho
polysacarit vi khuan no mé ciu C bao gém qua trinh ly tim dong chay lién tuc dich nuéi cly
d8 loai bo cac té bao; co dic dich ndi bang cach loc tiép tuyén (gi6i han 100 kDa); bd sung
0,5% natri deoxycholat (DOC), dun néng dén 55°C trong 30 phut va loc tiép tuyén (gi6i han
100 kDa); sic ky trao ddi anion (Ngudn 15Q) va sdc ky riy phan t&r (Sepharoza CL-4B).
[Tham khao: T.P. Pato va cong su./J. Chromatogr. B 832 (2006) 262-267].

Sang ché My US7491517B2 dé xuit st dung xetyltrimetylamoni bromua (CTAB),
Etanol, Proteinaza K, cacbon hoat tinh va loc gel dé loai bo tap chét trong qua trinh tinh ché
polysacarit vi khuin nio mé cdu C. Tuy nhién, qua trinh nhidu budc din dén that thoat
polysacarit va cacbon hoat tinh dugc st dung c6 thé 1am phat sinh céc chét loc duoc khéng

mong muon.

Séang ché quéc t¢ WO2017006349 d8 xuét str dung kém axetat/amoni sulfat/natri xitrat
@8 1oai bo céac tap chét protein tlr sén pham chiét thu hoach vi khuén nfo mé ciu. Sang ché
ciing dé xuét str dung cdc enzym nhu Benzonaza, Proteinaza K hodc Nargaza dé& phéan hay

protein du va/hodic vat liéu axit nucleic, sau d6 1a tinh ché sac ky.

Sang ché quéc t& WO02015128798A1 d& xuit phuong phép loai bé tap chét khoi PS vi
khudn ndo md ciu C. Phuong phép st dung qué trinh 0 6 50-60°C véi cac chét tiy rira anion
nhu natri deoxycholat hogc HEPES, khir axetyl héa polysacarit thd st dung NaOH 0,5 - 1,5
M & 50°C trong 30 phut dén 10 gid, va tinh ché thém béng cach loc tudn hoan c6 pha lodng
va séc ky tuong tac ky nudce (HIC).

Tian va cOng sy d& xuét phuong phap tinh ché PS vi khuén niio md ciu nhom huyét
thanh C, Wva 'Y, bao gém viéc st dung CTAB, Etanol, DOC, Capto Adhere (séc ky trao dbi
anion da phuong thirc), Capto DEAE (anion yéu) va Shephadex G25, trong d6 ham lugng ndi
d6c t6 nho hon 25 EU/mg, ham lugng protein dudi 10 mg/g, ham lugng axit nucleic trong
khoang 1-7mg/g [Tham khéo: Tian va cong su 2013 GE Healthcare; Application note,
29216880 AA].
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Phuong phap Gotschlich 1a phwong phéap nhidu giai doan d4n dén thit thoat dang ké
trong thu hdi san pham, cu thé 14 khoang 37%. Viéc st dung hoa chét nhu phenol ¢6 thé din
dén su thay ddi cau triic khong mong mudn trong chit mang polysacarit hodc protein va ciing

tao ra chét thai doc hai phenol khong mong mudn.

Sang ché My US7491517B2, sing ché quc t& W02017006349 va TP Pato va cong
st (2006) dé.xuét phuwong phap st dung cdc enzym giip phan hiy tap chét protein va axit
nucleic, tuy nhién viéc loai bé enzym va vt liéu thity phén la nhiém vu khé khin va c6 thé
1am that thoat san pham. Hon nita, c4c co quan quén ly d3 han ché str dung enzym d6ng vat
trong c4c san phdm cho con ngudi vi nguy co nhiém protein ddc (prion). Viéc sir dung enzym,
bén canh han ché 1a chi phi cao, cdn méc phai nhiéu van @ quy dinh hon trong khung cGMP,
cu thé nhu: nguén géc cta enzym (tir dong vat hodc tai td hop), su thay d6i hoat dong ctia

enzym gifta cic nha cung cap va 16 khic nhau, v.v...

Sang ché quéc t& WO02017006349 va sang ché My US4686102A dé xuét sir dung
amoni sulfat d8 két tia tap chat protein va axit nucleic. Tuy nhién, d6i khi né ciing lam két

tha cac polysacarit bao nhiy, din dén thét tho4t polysacarit tdng sb.

Natri Deoxycholat 1a chét ty rira nhe va 1a mot trong nhing chét tiy rira duge st dung
phd bién nhét trong tinh ché polysacarit. Natri Deoxycholat véi cAu trac steroid c6t 13i it bién
tinh va bi han ché vé d6 hoa tan, n6 pha v& ndi doc t6 ma khong anh hudng dén cu truc hoa
hoc; va do d6 khi loai bo natri Deoxycholat, ndi doc t6 14y lai hoat dong sinh hoc cuia chung.
Ngoai ra, cac phuong phap dua trén DOC khong hoat dong hiéu qua d8 loai bo cac tap chét
khéi polysacarit, cu thé 13 axit Sialic ¢6 chira polysacarit. Diéu nay c6 thé 1a do hoat dong tiy
rira yéu ctia DOC d6i véi lién két Protein-Lipopolysacarit dugc hinh thanh trong qua trinh
hau xtt Iy, din ¢én ham Iuong ndi doc t6 va protein cao trong polysacarit phan tich cubi cling.
Hon nita Natri Deoxycholat 14 san phim c6 ngudn gdc dong vat, tham chi du lugng con lai
cua né trong san phim cubi cling 6 thé dan dén viéc cic co quan quan ly va cc cong dong

t6n gido nhét dinh khong chp nhan san pham.

Céc k¥ thuat sic ky nhu sdc ky ray phén tir, sic ky trao dbi ion, va sic ky tuong téc ky
nuée di duoc sit dung thanh cong dé phan tach cac polysacarit vi khudn véi viéc loai bé hidu
qua céc tap chét protein va axit nucleic. Mac du d4 phén tach thanh cong polysacarit vi khuén

dép ung céc chi s6 ky thuat cia WHO, viéc sir dung cic k§ thuat sic ky lién quan dén lao
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déng nhidu budc va chuin bi mu t6n thoi gian, lién quan dén cac van d& vé kha ning m&
rong, 1am anh hudng nghiém trong dén su thu hdi polysacarit bao nhay va do d6 khong phai

1 Iua chon chi phi thip cho phuong phép hau xt ly quy mé cong nghiép.

Phuong phép héu xir Iy cac ché pham sinh hoc 1a nguyén nhan gbc 1& chiém 20%-80%
tdng chi phi san xuAt (Ansejo va Patrick, 1990), nén viéc phat trién phuong phép hau xtt ly
tién tién 12 didu cAn thiét dé giam chi phi san xuAt va cho phép phan phéi vacxin cho toan bo

dan sé boi hé théng y té cong cong.

Hién nay, phuong phéap dugc st dung @& thu duoc polysacarit & dang tinh khiét bao
gdm mét sb bude xir ly chat tAy rira va két tla vi sai ctia dich nudi cdy dugc thu hoach bang

dung méi hitu co nhu etanol.

Tuy nhién, sau hai 1y do chinh sau ddy bit budc phai tim kiém phuong phép thanh loc
thay thé.

Hién nay, budc du tién dé loai bo tap chét (protein, axit nucleic va ndi doc t5) duoc
thuc hién 1a sir dung chét tiy rira anion natri deoxycholat (DOC). DOC 1a chét tAy rira mat c6
ngudn gbc dong vat véi cAu tric steroid cbt 16i. Do cAu trac cdng kénh, né c6 dd hoa tan han
ché va kha ning bién tinh it hon trén céc dai phén tir sinh hoc. Ngoai ra, ngudn cung 4n dinh
véi chimg nhan theo quy dinh bt bude chi gii han & mét nha cung cAp/mha cung cip duy

nht.

Tiéu thu nhiéu etanol va bao gdm céc buéc du thira (loc cacbon) lam cho phuong phap

nay kém hiéu qua, ton thdi gian va chi phi.

Do d6, nhu ciu cip thiét 13 phat trién cac phuong phap thay thé, don gian, c6 thé mo
réng quy md, hiéu qua vé chi phi dé tinh ché polysacarit vi khudn d& thu hdi polysacarit véi
ning suét cao hon. Theo d6, sang ché @& xuét phuong phap tinh ché hau xir 1y hiéu qua va chi
phi hop 1y d& phan tach PS bao nhdy vi khuén, trong d6 phuong phap lam giam dang ké n6i
doc tb, tap chit protein va axit nucleic, do d6 cho phép thu hdi polysacarit véi hiéu suit cao

hon ciing nhu duy tri mic O-axetyl mong muén theo chi s6 k§ thuat cia WHO.
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Bén chét ky thuit clia sang ché

Sang ché d? xuét truy trinh tinh ché thay thé dé tinh ché polysacarit bao nhdy vi khuén,

cu thé hon 1a polysacarit bao nhay cuia vi khuan ndo mé céu.

Phuong phép bao gdm budc c6 dic va loc tudn hoan c6 pha long san phdm thu dugc
théng qua loc tiép tuyén gi6i han 100 kDa, tiép d6 bo sung chét tiy rira anion va kiém manh
dé 1am bién tinh protein, axit nucleic va lipopolysacarit. Chét chiét sinh hoc tiép d6 dugc ly
tam, loc tudn hoan c6 pha lodng va két tha polysacarit vi khuin nho CTAB. Phuong phép cai
thién hiéu qlié thu hdi polysacarit, c6 thé &p dung & quy mé 16n, khong st dung enzym, sit
dung hiéu qua chi phi va sé budc tinh ché it hon. Phuong phap lam giam déng ké ndi doe to,
tap chét protein va axit nucleic, do d6 cho phép thu hdi polysacarit véi hiéu qua cao hon ciing

nhu duy tri mirc O-axetyl mong mubn.
M5 ti vén tit cc hinh vé
Fig.1 1a phd cong hudng tir hat nhan (NMR) ctia polysacarit Men-C;
Fig.2 14 NMR cua polysacarit Men-Y;
Fig.3 1a NMR ctia polysacarit Men-W;
Fig.4 1a NMR cua polysacarit Men-A;
Fig.5 1a NMR cua polysacarit Men-X;
M5 ta chi tiét sang ché

Theo khia canh chung theo séng ché, mot trong nhitng nhém huyét thanh vi khun
quan tdm da dugc phat trién trong méi truong phu hop va duge bét hoat bang cach sir dung
formaldehit hoZc phuong phap bét ky thudng duoc biét dén trong cuing linh vyuc k¥ thuat; san
phém tiép tyc trai qua phuong phap hau xur ly dé phan tach va tinh ché polysacarit bao nhay.
Cac vi khun dugc quan tim dé phan téch polysacarit theo sing ché thu duoc tir vi khuén
gram am duoc tuyén chon tir chi bao gbm, nhung khong giéi han, Escherichia, Neisseria,
Haemophilus, Pseudomonas, v.v...; t6t hon 14 polysacarit bao nhay dugc biéu hién bdi nhém
huyét thanh ctia vi khun ndo mé cdu Neisseria meningitidis. Theo khia canh khac, polysacarit

theo sang ché c6 thé c6 ngudn gbc tir nhém bao gbm: Helicobacter pylori, Chlamydia

7
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pneumoniae, Chlamydia trachomatis, Ureaplasma urealyticum, Mycoplasma pneumoniae,
Staphylococcus spp., Staphylococcus aureus, Streptococcus spp., Streptococcus nhém A,
Streptococcus nhém B Ia, Ib, II, III, V, VI, or VIIL; Streptococcus nhém C, Streptococcus
pyogenes, Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus pneumoniae,
Streptococcu:s viridans, Enterococcus faecalis, Neisseria meningitidis, Neisseria
gonorrhoeae, Bacillus anthracis, Salmonella spp., Salmonella typhi, Vibrio cholerae,
Pasteurella pestis, Pseudomonas aeruginosa, Campylobacter spp., Campylobacter jejuni,
Clostridium spp., Clostridium difficile, Mycobacterium spp., Mycobacterium tuberculosis,
Treponema spp., Borrelia spp., Borrelia burgdorferi, Leptospira spp., Hemophilus ducreyi,
Corynebacterium diphtheria, Bordetella pertussis, Bordetella parapertussis, Bordetella
bronchiseptica, Hemophilus influenzae, Escherichia coli, Shigella spp., Ehrlichia spp., va
Rickettsia spp., polysacarit ctia Streptococcus pneumoniae tuyp 1, 2, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 8,
9A, 9F, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15A, 15B, 15C,17F, 18C, 19F, 19A, 20, 22F, 23B, 23F,
24F, 33F, 35B,38 va 45; polysacarit clia Neisseria meningitidis nhom huyét thanh A, B, C,
D, W135,X,Y, Z, 29E; va H. influenzae tuyp b.

Céc vat lidu sinh hoc duge st dung trong qua trinh thi nghiém nhu sau:

Polysacarit dugc phan tach tir:

Béang 2
Tén sinh vat Ky hiéu chiing Ngudn cung cip chiing
Neisseria meningitidis A M1027 SynCo Biopartners
(Ha Lan)
Neisseria meningitidis C C11(60E) CBER/FDA, My
Neisseria meningitidis W S877 CBER/FDA, M§
Neisseria meningitidis Y M10659 CDC, My
Neisseria meningitidis X M8210 CBER/FDA, M§

Protein mang khong lién hop, cu thé 13 CRM197 hodic TT. CRM197 ¢6 ngudn gbc tir
ching tai t& hop CS463-003 (MB101) cta Pseudomonas fluorescens tir Pfenex USA. TT cé
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ngudn gdc tir Clostridium Tetani (Harvard s6 49205) thu dugc tir CRI, Co quan kiém soat
qudc gia, Kasauli, Himachal Pradesh, An Do. CRI 14y ching nay tir NVI, Ha Lan.

Theo phuong an thuc hién thir nhét cta sang ché, polysacarit bao nhiy vi khuén d4
duoc 1am sach tir san phdm thu hoach bét hoat bing cach ly tim; va dich ndi duge loc tuan
hoan ¢6 pha lodng bang b loc tiép tuyén 100 kD. Ngudi c6 trinh d6 trung binh trong cling
linh vuc k¥ thudt hidu 5 ring phuong phép phu hop bat ky khac c6 thé dugc st dung thay
cho budc ly tAm va loc tuan hoan c6 pha lodng d8 c6 dic polysacarit bao nhay vi khuén. Theo
khia canh uu tién cua phuong an thuc hién, polysacarit bao nhiy c6 ngudn gbc tir vi khuén

néo mo ciu nhém huyét thanh A, C, W, Y va X.

Theo i)huong 4n thuc hién tht hai cta sang ché, san pham giit lai thu dugc trong
phuong an thyc hién thir nhat duoc xir Iy bing chét hoat dong bé mit/chét tAy rira anion. Chét
tay rira anion duge chon tir nhém bao gdm alkyl sulfat, natri dodecyl sulfat, natri Deoxycholat,
natri dodecyl sulfonat, natri s-alkyl sulfat, natri regu béo polyoxyetylen ete sulfat, natri oleyl
sulfat, N-oleoyl poly(axit amin) natri, natri alkylbenzen sulfonat, natri alpha olefin sulfonat,
natri alkyl sulfonat, este axit alpha-sulfo monocacboxylic, este sulfoalkyl axit béo, sulfonat,
sucxinat, alkyl naphtalen sulfonat, natri alkan sulfonat, natri ligninsulfonat, va natri alkyl

glyxeryl ete sulfonat.

Tét hon 13, chat hoat dong bé mit anion 14 alkyl sulfat, t6t hon mita 13 natri dodecyl
sulfat & ndng d6 cubdi ciing trong khoang 0,1% dén 4%, t6t hon nita 13 1% dugc thém vao san
phim khéng qua mang va khudy & nhiét 6 phong trong 2 gid. Ban chét ludng tinh ctia SDS
lam cho né tr& thanh mot tac nhan phé v lién két hydro (chaotropic) manh, khéng chi phd

v& cac protein ma con hoa tan chung.

Theo khia canh kh4c ctia phuong 4n thuc hién thir hai, san phém thu hoach bt hoat c6
thé duogc xit 1y truc tiép bang chit hoat dong bé mit anion va tiép tuc cd ddc polysacarit bao

nhdy 1am giam tap chét xudng muc can thiét, do d6 c6 thé b6 qua budc ty rira cation.

Theo phuong an thyc hién thir ba clia sang ché, kiém manh dugc thém vao hdn hop
thu duge tir phuong 4n thye hién trén va duge didu chinh vé pH trong khoang 9-11 véi viéc
khudy lién tuc & nhigt do phong trong 1 gio. Chét kiém manh néi trén dugc chon tir nhém bao
gém Natri hydroxit, Kali Hydroxit, Natri cacbonat, Hydroxyl amin, Trietyl amin va Liti

Hydroxit.
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Theo khia canh wu tién cta phuong an thyc hién thit ba ctia sang ché, kiém manh 13
Natri hydroxit da dugc bd sung & ndng do cudi cling tir 5-20M vao hén hop thu duoc tir
phuong 4n thuc hién trén va didu chinh dén pH 10,5 bing cach khudy lién tuc ¢ nhiét do
phong trong 1 gio .

Theo khia canh khac ctia phuong an thuc hién thir ba ctia sang ché, thay vi kiém, EDTA
va Natri axetat d3 duoc thém vao hdn hop thu dugc tir phwong an thuc hién thit hai, khqu

lién tuc & nhiét d6 phong trong 1 gio.

Theo phuong an thuc hién thir tu ctia sang ché, dung dich thu dugc tir phuong an thyc
hién trén dugc trung hoa (pH 7,0) bing cach bd sung axit hitu co yéu. Axit hitu co yéu 12 hdn
hop ciia mdt hodc nhiéu axit bao gém axit formic, axit axetic, axit propionic, axit oxalic, v.v...
Pé trung hoa hdn hop, rwou wa nude, tt nhat 1a etanol duge bd sung dén ndng d6 cudi cing
30-35% va duge U trong vai gio ¢ nhiét 4o phong ddng thoi khudy lién tuc. Rugu wa nuéc
duoc chon tir nhém bao gém metanol, etanol, rugu n-propyl, rugu isopropyl, axeton va rugu
t-butyl; hodc hdn hop cua hai hodc nhiéu loai trong sb chung; va ndng dd ruou duési 65% hodc

trén 95%.

Theo phuong an thyc hién thir ndm cua sang ché, chit tiy rira anion du dugc loai bo
khoi dung dich. Dung dich thu duoc tir phuong 4n thyc hién trén duoc ly tdm va dich ndi
duoc thu thap. Mudi kali 0,1 M duoc trdn v6i dich néi, va sau khi hoa tan, hén hop duge i &
2-8°C trén 3 gio. Mudi kali duge chon tir nhém bao gém kali clorua, kali axetat, kali sunfat,
kali cacbonat, kali bicacbonat, kali phosphat, kali hydro phosphat, kali dihydrogen phosphat,
kali nitrat va cac mudi kali khac hodc hdn hgp cuia chung. Budc nay tan dung khé ning hoa
tan thép ctia kali dodecyl sulfat. Sau khi thém mudi kali, t6t nhat 1a KCI, SDS trong dung dich
dugc chuyén thanh kali dodecyl sulfat, it tan va d& bj két tua, din dén loai bo hoan toan SDS.
Cén hidu ring, ndng d6 KCl c6 thé thay d6i, & c6 duoc két qua mong mudn bdi ngudi c6
trinh d9 trung binh trong cting linh vyc k§ thuat. Phuong phép nhu duge dé cép trong phuong
4n thue hién ctia séng ché c6 thé duogc sira dbi theo yéu cau clia ngudi c6 trinh do trung binh

trong cung linh vuc k¥ thuét.

Theo khia canh khéc ctia phuong an thyc hién thir nédm, chat tAy rira anion du c6 thé
duoc loai bd khoi dung dich bang cach st dung phwong phap loc gel, két tia etanol va nhua

trao dbi ion/cot Amberlite.
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Theo phuong 4n thyc hién thir siu cuia sang ché, dung dich thu dugc tir phuong an thuc
hién trén duoc ly tdm va dich ndi duge thu thap. Dich ndi duoc loc qua mang loc 0,2 um, va

phan con lai I;héng qua mang dugc loc tudn hoan c6 pha lodng bang loc tiép tuyén 100 kDa.

Theo phuong an thuc hién thir bay cla sang ché, phan con lai khong qua mang thu
dugc theo phuong an thuc hién trén day duoc loc tudn hoan c6 pha loing st dung dém Tris-
HCI & ndng d6 cudi cing 25 mM. Tiép d6 bd sung chét tAy rira cation dén ndng d6 cubi ciing
1-2% va dugc U 6 nhiét 40 phong trong 1 gio & diéu kién khuéy lién tuc. Chét téy rira cation
dugc chon tr nhém bao gdm mudi xetyltrimetylamoni, mubi tetrabutylamoni, mudi
myristyltrimetylamoni, va hexadimethrin bromua; hodc hdn hgp cua ching. Ngudi c6 trinh
d6 trung binh trong cung linh vuc k¥ thuét c6 thé hiéu 3 ring ndng d6 chit tay rira cation c6
thé thay dbi trong khoang 0,1-0,4% 4 thu dugc san phAm mong mudn. Chét ty rira cation

t5t nhat 1a CTAB.

Theo phuong an thuc hién thir tim cua sang ché, dung dich thu dugc tir phuong 4n
thuc hién trén c¢6 thé duoc ly tim va CTAB-polysacarit két tia duoc thu thap va hoa tan trong

etanol 30-64%. Hon hop hoa tan ¢6 thé tiép tuc duoc ly tdm dé loai bo cin khong hoa tan.

Theo phuong an thuc hign thir chin cuia sang ché, NaCl duoc bd sung dén ndng d6 cubi
cung 0,1M vao dich ndi thu duoc tir phuong 4n thyc hién trén & diéu kién khuéy lién tuc.
Polysacarit két tiia duge thu thip va hoa tan trong NaCl 1 M, sau d6 két tiia bang rugu (30-
64%).

Theo phuong an thuc hién thr mudi cla sang ché, dung dich thu dugc tir phuong an
thuc hién trén duge loc tudn hoan cé pha lodng m& rong bing nudc tiém (WFI) st dung loc
tiép tuyén 100 kDa va dugc loc qua mang loc 0,2 pm va dugce luu trit & hodc dudi -20°C dudi

dang san pham cudi cung.

Theo phuong an thyc hién thir mudi mot cia sang ché, polysacarit bao nhdy tinh khiét
ctia vi khudn ndo md cAu nhém huyét thanh C, W va Y dugc thu nhén theo phuong phdp dudi

day:

« Vi khuAn nio mé ciu nhém huyét thanh C, W va Y twong tmg dugc nudi cly trong

méi trudng phu hop va dugce bét hoat bang formaldehyt;

11
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« Natri Dodecyl Sulfat dwoc bé sung vao san phim thu hoach bét hoat dén ndng dd

cudi cing 1% va duoc khudy & nhiét 4o phong trong 2 gio;

« Natri Hydroxit dugc bd sung dén ndng d6 cudi ciing 14 05-20 mM va duoc diéu chinh

vé pH 10,5 bing cach khudy lién tuc & nhiét 4o phong trong 1 gio;

* Dung dich thu dugc tir bude trén dugce trung hoa bing cach thém axit hitu co yéu, cu

thé 12 axit axetic;

« B4 sung etanol vao dung dich trung hoa dén khi etanol dat ndng d6 cudi cling tir 30

dén 35%, hén hop duoc U trong vai gid ddng thoi khudy lién tuc;

« Dung dich thu duoc tir bude trén dugc ly tim va thu dich ndi;

« 0,1 M KCI duoc bd sung vao dich ndi thu dugc va hdn hop duge G & 2-8°C trong thoi
gian khong duéi 3 gio;

« Dung dich thu dugc tir budce trén dugc ly tim va dich ndi dugc thu thap. Dich ndi
duoc loc qua mang loc 0,2 pm va phén con lai khéng qua mang loc duoc loc tudn hoan c6

pha lodng st dung dém Tris-HCI thong qua bd loc tiép tuyén 100 kDa MWCO;

« B4 sung vao phan con lai khong qua mang loc & budc trén bing dém Tris-HCI dén
ndng d6 cudi cling 25 mM; tiép theo bd sung CTAB dén ndng do cudi cling 14 2%; va hén

hop dugc & nhiét d6 phong khong dudi 1 gio;

« Dung dich thu duogc tir bude trén dugc ly tim va két tia duoc thu thap 161 duge hoa

tan trong etanol 30-64%. Hon hop hoa tan tiép tuc dugc ly tAm dé loai bo cin khong hoa tan;

« B4 sung vao dich ndi & budc trén bing NaCl dén ndng do cubi ciing 0,1 - 0,3 M. PS

két tha duoc hoa tan trong NaCl 1M, rdi sau d6 hdn hop duge két tia bing rugu 30-64%;

+ Dung dich thu dugc tir budc trén dd dugce loc tudn hoan c6 pha lodng m& rong voi
WFI béng céach st dung bd loc tiép tuyén 100 KDa va duoc cho di qua b6 loc 0,2 pm va dugc

lwu trit & -20°C duéi dang san phim cubi cling.

Theo phuong an thuc hién thir mudi hai cia sang ché, phuong phép tinh ché nhu duge

dé cap trong phuong an thuc hién thir mudi mot tao ra:

12
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e Polysacarit cta vi khuin nfo mé ciu nhém huyét thanh C véi ty 18 thu hdi tir 60-
80%, trong d6 ham luong ndi doc t6 dudi 50 EU/mg, ham lugng protein nhé hon 0,50% va

ham lugng axit nucleic dudi 0,20%.

« Polysacarit cta vi khuan nio md cAu nhém huyét thanh Y véi ty 1€ thu hdi tir 60-
80%, trong d6 ham lugng ndi doc td dudi 50 EU/mg, ham lugng protein nhoé hon 0,50% va

ham luong axit nucleic du6i 0,30%.

« Polysacarit vi khuén nfio md cAu nhém huyét thanh W véi ty 1€ thu hdi tir 60-80%,
trong d6 ham luong ndi doc td duéi 50 EU/mg, ham lugng protein nhé hon 0,5% va ham

luwong axit nucleic dudi 0,2%.

Theo phuong 4n thyc hién thir mudi ba clia sang ché, polysacarit bao nhdy tinh khiét
ctia vi khun niio mé ciu nhém huyét thanh A va X da thu duoc theo phuong phép dudi day:

« Vi khuén nio mé ciu nhém huyét thanh A va X dugc nudi cAy trong méi trudng phu

hop va dugc bét hoat biang cach sir dung formaldehit;

« Natri dodecyl sulfat duoc bd sung vao san phém thu hoach bt hoat dén néng d6 cudi

cing trong 1% va hdn hop duoc khudy & nhiét o phong trong 2 gio;

« EDTA va Natri axetat d4 duoc bd sung vao san pham thu hoach bét hoat dén néng

5 cubi cing 1a 1% va hdn hop dugce khudy & nhiét d6 phong trong 2 gio;

« Etanol d& duoc bd sung dén nbng d6 cubi cung tir 30 dén 35% va hén duoc 1 trong

vai gidr véi viéc khudy lién tuc.
« Dung dich thu dugc tir budc trén duoc ly tm va thu duoc dich ndi.
« KC1 0,1M duoc bd sung vao dich néi va hdn hop dugc i & 2-8°C trong hon 3 gio.

« Dung dich thu dugc tir budc trén da duge ly tam va dich ndi dugc thu thap. Dich nbi
duoc loc qua mang loc 0,2 um phr?m con lai khong qua mang loc duoc ¢ déc va loc tudn hoan

¢6 pha lodng st dung 25mM Tris-HCl bang cach loc tiép tuyén MWCO 100kDa.

« CTAB dugc b sung dé dat n6ng d6 cubi cung 1 - 2%; va hdn hop dugc 0 & nhiét do
phong khong dudi 1 gio.

13
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* Dung dich thu dugc tir budc trén dugc ly tdm va két tiia duge thu thap roi duoc hoa

tan trong etanol 30-64%. Hon hop hoa tan tiép tuc duoc ly tim d loai bo cin khong hoa tan.

« B4 sung vao dich ndi thu dugc bing NaCl dén ndng do cudi cing 0,1 - 0,3 M. PS két
taa dugc hoa tan trong NaCl 1M sau d6 dugc két tua béng con 30-64%.

« Dung dich thu dugc tlir bude trén duoc loc tudn hoan c6 pha loing m& rong véi WFI
bing cach sit dung bd loc tiép tuyén 100 KDa va duge cho di qua mang loc 0,2 pm va duoc

Iuru trit & hotic dudi -20°C dudi dang san phdm cudi cling.

Theo phuong an thyc hién thir mudi bbn cuia sang ché, phuong phép tinh ché nhu duoc

dé cap trong phuong an thyc hién thir mudi ba tao ra:

e Polysacarit cta vi khuin nfo md ciu nhém huyét thanh A véi ty 18 thu hdi tir 60-
80%, trong d6 ham luong ndi doc t6 dudi 50 EU/mg, ham luong protein nhé hon 0,50% va

ham lugng axit nucleic du6i 0,20%.

e Polysacarit cta vi khuin nio mé ciu nhém huyét thanh X véi ty 1& thu hdi tir 60-
80%, trong d6 ham luong ndi doc t6 dusi 50 EU/mg, ham luong protein nhé hon 0,50% va

ham luong axit nucleic duéi 0,30%.

Theo phuong 4n thyc hién thir mudi 1dm cua sang ché, polysacarit tinh khiét dugc két
hop véi protein mang. Ngudi 6 trinh d6 trung binh trong cung linh vyre k§ thu4t hiéu 5 ring
protein mang‘ duoc st dung dé két hop véi polysacarit c6 thé 1a protein mang bat ky dwoc biét
dén trong cling linh vuc k§ thuat. Cac vi du khong ddc hiéu cia protein mang bao gbm protein
mang duoc chon tir nhém, nhung khong gidi han, gém CRM 197, bién doc t6 bach hau, bién
doc td ubn véan, bién doc t6 ho ga, E. coli LT, E. coli ST, ngoai doc td A tir Pseudomonas
aeruginosa, phttc hop mang ngoai ¢ (OMPC), protein 16, protein lién két transferin,
pneumolysin, protein bé& mit phé cdu A (PspA), protein bam dinh phé ciu khudn (PsaA),
protein bé mit phé cAu khuén BVH-3 va BVH-11, khing nguyén bao vé (PA) cia Bacillus
anthracis, yéutd phi duoc giai doc (EF), yéutd gay chét (LF) cua Bacillus anthracis, albumin
trimg, keyhole limpet hemocyanin (KLH), albumin huyét thanh ngudi, albumin huyét thanh
bod (BSA) va din xut protein tinh khiét ctia lao t6 (tuberculin) (PPD).

Theo khia canh khéc cta phuong 4n thyc hién thit muoi 1dm, trudc khi két hop,
polysacarit dugc tinh ché biang phuong phép ttrc thoi duge xac dinh kich thudce béang phuong
14
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phép hoa hoc hodc co hoc bao gém, nhung khéng gidi han, séng 4m, 16 vi séng, ozon hoa,
burc xa ion hoa, phé v& t& bao ap sut cao, thiét bi déng nhét héa, chit tao vi 16ng, natri axetat,

natri metaperiodat, gia nhiét trong chin khong, v.v...

Theo khia canh khéc ctia phuong 4n thyc hién thir mudi 1am, polysacarit dugc tinh ché
bing phuong phap tirc thoi co thé duoc lién hop véi protein mang bang céach sir dung qué

trinh khtr amin hoa, xyanyl héa, hoa hoc lién hop cacbodiimit.

Theo phuong 4n thuc hién thir mudi sdu cua sang ché, ché phim mién dich da dugc

san xuat. Ché pham bao gom:

(a) lién hogp ctia (i) sacarit bao nhay vi khuén nfo mé cu nhém huyét thanh A va (ii)

bién doc td udn van;

(b) lién hop ciia (i) sacarit bao nhiy vi khuén nio mé cau nhém huyét thanh C va (ii)
CRM197;

(c) lién hop ctia (i) sacarit bao nhdy vi khudn néio mé cdu nhém huyét thanh Y va (ii)

CRM 197

(d) lién hop ctia (i) sacarit bao nhay vi khuén nfio md ciu nhém huyét thanh W135 va
(ii) CRM197; va

(e) lién hop cua (i) sacarit bao nhiy vi khuin nio mo cAu nhom huyét thanh X va (ii)

bién ddc t0 udn van.

Theo phuong 4n thyc hién thir mudi bay cia sang ché, ham lugng ndi doc 6 cb thé
duoc do béng “Kiém nghiém ndi doc t6 vi khuén bang xét nghiém do d¢ duc dong luc hoc
(KTA)” hoic kiém nghiém toa nhiét & tho; ham luong protein c6 thé duge do bing phuong
phéap Lowry; va ham lugng axit nucleic c6 thé dugc do bang phuong phap quang phé. Can
hidu 16 ring phuong phéap pht hop bat ky khac c6 thé dugc st dung @2 dinh lugng nodi doc t6,

protein va ham lugng axit nucleic.

Theo khia canh khéc ctia phuong 4n thyc hién thir mudi bay, phan phdi kich thuéc
phan tr cta polysacarit tinh khit ctia vi khudn nio md ciu nhém huyét thanh A, C, W, Y va

X c6 thé duge thuc hién bang phuong phéap sdc ky 16ng hiéu nang cao rdy phan ti.
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Theo khia canh khéc ctia phuong an thuc hién thir mudi sau, ham lugng O-axetyl c6

thé dugc do béng cach st di,mg xét nghiém Hestrin so mau.

Vi du thue hién sang ché

Vi du 1: San xuét polysacarit vi khuén (phuong phap hau xir ly vi khuAn nfio mé ciu

nh6m huyét thanh C)

St dung phuong phap 1én men dugc dé cap duéi day, polysacarit d3 dugc sdn Xuét.

Quy md 1én men: 300 lit

« Lam sach tai chd (CIP), thir nghiém giit 4p suit va khir tring tai chd (STP) thiét bi 1én

men dugc thuc hién.

« Sau khi hoan thanh SIP, méi trudng 1én men v6 tring dugc chuyén v tring sang

thiét bi 1én men.

« Thanh phin méi trudng

MOoi truong 1€n men nhém huyét thanh C

Bang 3
Thanh phin Ham lwong (g/1)

D - glucoza monohydrat 10
ANatri Clorua 5,8
L-Arginin 1
L-Serin 1
Canxi Clorua 0,028
Sét (IT) Sulfat heptahydrat 0,01
Amoni Clorua 0,3
Di-kali Hydro Phosphat 4
Cao nim men 5
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Magie Clorua 0,4
Pepton ddu nanh ‘ 3
Axit casamino 5
Natri L-glutamat Monohydrat 10
Amoni Sulfat 1,2
L-Xystin 0,3

Moi trudng bd sung dinh dudng nhém huyét thanh C

Béang 1
Thanh phin Ham lwong (g/)
D-glucoza monohydrat 200
Natri L-glutamat Monohydrat 150
Axit casamino 4
Amoni clorua 0,2

« Mtic oxy hoa tan duge diéu chinh dén mirc mong mudn.

« Mbi truong 1én men dugc céy sinh vt nudi céy. Thiét bi len men dugc van hanh theo

ché d6 bd sung dinh dudng theo dot 11 dén 14 gid.

« Sau khi dich nudi cdy dat OD mong mudn & budc séng 590 nm, qua trinh nudi cly

trong thiét bi 1én men duoc bat hoat béng cach st dung formaldehit.

+ Sau khi hoan thanh qué trinh @, nhiét d6 duoc thiét 1ap & 10£5°C va tiép d6 tach té

bao bang cach ly tam.

« Dich ndi duoc thu thap va trai qua qua trinh loc séu; san pham thu hoach da lam sach

duoc loc bang mang loc 0,2 pm va duge chuyén dén budc tinh ché.
Két qua:
Bang 5
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Thong s6 Men-C
Ning suét thu hoach PS tdng s6 (mg/1) 703,33
Tap chét ndi doc t6 (EU/mg PS) >500
Tap chét protein (%) 109
Tap chét axit nucleic (%) 12,3

18/41

Vi du 2: San xuét polysacarit bao nhay (phuong phap hau xtt ly vi khuén nio mé cau

nhém huyét thanh A, W, X vayY)

St dung phuong phap dugc d8 cap trong vi du 1, polysacarit bao nhay vi khudn no

md ciu nhém huyét thanh A, W, X va 'Y da duoc san XUAt.

MBoi truong 1én men nhém huyét thanh Y

Bang 6
Thanh phin Ham hrong (g/1)

D - glucoza monohydrat 10
Natri Clorua 5,8
Kali sulfat 1
L-Arginin 0,75
L-Serin 0,75
L-Xystein 0,4
‘Canxi Clorua 0,025
Sét (I) Sulfat heptahydrat 0,01
Amoni Clorua 0,15
Di-kali Hydro Phosphat 4
Cao nim men 3
Magie Clorua 0,3
Pepton ddu nanh 3
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Axit casamino 5
Thiamin hydroclorua 0,05
Natri L-glutamat Monohydrat 10
L-Tryptophan 0,2
MBoi tredng bo sung dinh dudng nhom huyét thanh Y
Bang 7
Thanh phin Ham lwong (g/)
D-glucoza monohydrat 200
Natri L-glutamat Monohydrat 150
L-Arginin 1
L-Serin 1
Pepton ddu nanh 10
Cao nidm men 16,6
MBoi treong 1én men nhém huyét thanh W
Béang 8
Thanh phz"in Ham lwong (g/1)
D - glucoza monohydrat 10
Natri Clorua 5,8
Kali sulfat 1
L-Arginin 0,75
L-Serin 0,75
L-Xystein 0,4
‘Canxi Clorua 0,025
Sét (II) Sulfat heptahydrat 0,01
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Amoni Clorua 0,25
Di-kali Hydro Phosphat 4
Cao nim men 3
Magie Clorua 0,3
Pepton dau nanh 3
Axit casamino 5
Thiamin hydroclorua 0,05
Natri L-glutamat Monohydrat 10
Mbi trudng bd sung dinh dudng nhom huyét thanh W
Bang 9
Thanh phin Ham lwong (g/1)
D-glucoza monohydrat 200
Natri L-glutamat Monohydrat 150
L-Arginin 4
L-Serin 4
Pepton ddu nanh 4
Cao nim men 4
Magie Clorua 1,6
Canxi Clorua 0,2
Amoni clorua 0,8
Két qua:
Bang 10
Thong s6 Men-A Men-X Men-W Men-Y
PS tho (mg/l) 2540 1024 733 1205
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N¢i ddc to (EU/ng PS) >500 >500 >500 >500
Protein (%) 19,31 18,2 60,5 38
Axit nucleic (%) 1,2 1,16 12 3,3

San phém thu hoach d lam sach thu dugc khi kiém tra, ham luong PS (Polysacarit) 1-
dat duoc 6 gm/l. San phém thu hoach sach tiép tuc dugc tinh ché.

Vi du 3: Tinh ché cac polysacarit bao nhay (phuong phép héu xtt ly vi khudn no md
chu nhém huyét thanh C) bing SDS sau d6 12 két tiia bang ruou.

Polysacarit thd thu dugc theo vi du 1 duoc tron v6i ndng @6 SDS khac nhau. Etanol
sau d6 duoc bd sung dén ndng do cudi cing thap hon khoang 10% so véi ndéng do ma

polysacarit bét dAu két ta. Dung dich tiép tuc duoc loc.
Nong d6 SDS duoc thit nghiém:
0,1%, 0,5%, 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9% va 10%

Tt c4 cac ndng d6 SDS da dé cap & trén cho thay hiéu qua lam gidm tap chét. Trén

4% SDS, khong c6 su khac biét déng ké vé luong tap chat.
Hiéu qué giam tap chét t6i wu, nhét 1 protein, nhan duge & mirc 1% SDS.

Polysacarit tinh khiét c6 tap chat ndi doc t6 > 100 EU/pg polysacarit, trong khi gidi
han cia WHO 1a <100 EU/pg polysacarit.

Vi du 4: Tinh ché polysacarit bao nhay (phuong phép hau xir 1y vi khuén ndio mé ciu
nhém huyét thanh C)

Phuong phép:

Hai nhom thi nghiém khéc nhau da dugc thyc hién, quy mo 1én men 5 lit va 300 lit.
Str dung phuong phap tinh ché dugc dé cap duéi day, polysacarit dd duoc tinh ché.
« Polysacarit thd thu duoc theo vi du 1, dugc 14y trong binh.

« Polysacarit thd dugc co dic gAp 3-6 1an bang TFF st dung bang 100 kDa.
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» Natri dodecyl sulfat duogc bd sung vao san phém thu hoach bt hoat dén néng d6 cudi

cung 1% va dugc khudy & nhiét d6 phong trong 2 gio;

« Natri hydroxit dugc thém vao dén ndng do cubi ciing 08 - 20mM va duoc diéu chinh

vé pH 10,5 bang cach khudy lién tuc & nhiét d6 phong trong 1 gio;
* Dung dich thu duge tir budce trén dugc trung hoa bang cach thém axit axetic.

« Bb sung etanol vao dung dich trung hoa dén ndng d6 cudi clng 12 33% va hdn hop

dugc U trong vai gio ddng thoi khudy lién tuc.
« Dung dich thu dugc tir bude trén dugce ly tdm va thu duoc dich ndi.
« Nong d6 etanol duge ting 1én 40%.

« KC10,1M d3 dugc bd sung vao dich ndi va dung dich dugc i ¢ 2 - 8°C khong dudi
3 gio.

* Dung dich thu dugc tir budc trén dugce ly tAm va dich ndi dugc thu thap. Polysacarit

duoc két tiia bang cach ting néng do etanol cubi clng 1én 65%.

« Vién polysacarit dugc hoa tan trong NaCl 1M. Dich ndi duoc loc qua mang loc 0,2
va phén con lai khong qua mang loc dugce loc tudn hoan c6 pha lodng sit dung dém Tris-HCl

25 mM biing loc tiép tuyén 100 kDa, d& thu duge polysacarit tinh khiét (Giai doan I).
« B4 sung CTAB dn ndng d6 cudi cling 2%; va dugc U ¢ nhiét 46 phong trong 1 gio.

« Dung dich thu dugc tir bude trén duge ly tim va két tha dugc thu thap r6i duge hoa

tan trong etanol 96%. Hén hgp hoa tan tiép tuc duge ly tim dé loai bo cin khong hoa tan.

« Bb sung NaCl vao dich ndi thu dugce tir bude trén dén ndng d6 cubi cliing 14 0,2 M.

PS két tia dugc hoa tan trong NaCl 1 M, sau d6 két tua PS sir dung con 65%.

. Dun,c:.{ dich thu dugc tir budce trén dugc loc tudn hoan c6 pha lodng m& rong béng dung
dich NaCl 0,5 M, sau d6 1a WFI sir dung loc tiép tuyén 100 kD va dugc loc qua mang loc 0,2

pm va duoc luu trit & -20°C dudi dang san phim cudi ciing.
Két qua:
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Béang 11
N. Meningitidis Polysacarit | Polysacarit tinh | Polysacarit tinh
Nhém huyét thanh C thu hoach thé ché giai doan I ché giai doan IT
Quy md 1én men 5L |300L| 5L |300L | SL | 300L
Thé tich PS 1 50 | 065 | 30 0,6 18
Nong dj PS (mg/ml) 387 | 422 | 3,83 562 | 3,08 7,33
PS tong s6 (2) 387 | 211 | 248 168 1,84 | 131,94
Tap chat protein (%) 0379 | "4 06 | 052 | 025 | 013

Tap chét axit nucleic (%) 749 [1232] 002 | 03 | 002 | 008

Tap chét ndi doc tb

(EU/pg PS)

NA NA <20 <30 <20 40

Buéc thu hdi(%) NA | NA | 643 | 79,9 | 7423 | 78,25

Ray phén tir bing HPLC

NA | NA | 434 | 450 | 392 376
(kDa)

Giéi han ham lwgng

O-Axetyl: >1,5 mMol/gm NA | NA | 28 | 285 | 2,64 2.6

Téng s6 thu hdi cudicung(%) | NA | NA | 643 | 799 | 64 62,5

Ghi chi: NA = Khong ap dung duoc
Hai nhém thi nghiém khéc nhau da dugc thuc hién, quy mo 1én men 5 lit va 300 lit.

Két qua cho thiy ring viéc st dung két hop chét tiy rira anion va kiém c6 tac dung
manh d8i véi viée lam gidm ham luong tap chét. Mirc do tap chét & giai doan tinh ché I va

giai doan tinh ché II thdp hon giéi han chi sb k¥ thuat cia WHO d6i véi polysacarit Men-C.
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0 quy mé 5 1it va 300 lit, Tap chit Protein (%) = <1%; Tap chét axit nucleic (%)
=<0,3%; Tap chét noi doc tb (EU/pg cua PS) = < 40 EU/ug PS.

O ca hai quy md va & giai doan tinh ché I va giai doan tinh ché 11, hiéu sut thu héi ctia

polysacarit tinh khit cao hon 60% so véi méau tho.

Vi du 5: Tinh ché c4c polysacarit bao nhay (phuong phap hiu xtt Iy vi khuén ndo md
cAu nhém huyét thanh W va'Y)

Phuong phép:

Hai nhém thi nghiém khéc nhau d3 dugc thuc hién, quy 1én men 5 lit va 300 lit.

Str dung phuong phép tinh ché dugc dé cap dudi day, polysacarit da dugc tinh ché.
« Polysacarit thd thu dugc theo vi du 2, duge 14y trong binh.

« Polysacarit thd dugc c6 dic gAp 3-6 14n bang TFF st dung bang 100 kDa.

« Natri dodecyl sulfat dwoc bd sung vao san phém thu hoach bat hoat &&n ndng d6 cudi

cung 1% va duoc khudy & nhiét d6 phong trong 2 gio;

» Natri hydroxit dugc thém vao dén ndng d6 cudi ciing 08 - 20 mM va dugc diéu chinh

v& pH 10,5 bang cich khudy lién tuc & nhiét d6 phong trong 1 gio;
« Dung dich thu dugc tir budc trén dugc trung hoa bang cach thém axit axetic.

« B sung etanol vao dung dich trung hoa dén ndng d6 cubi clng 1a 33% va hdn hop

duoc U trong vai gid ddng thoi khudy lién tuc.
« Dung dich thu duge tir bude trén dugc ly tim va thu dugc dich ndi.
« KC10,1M d3 duoc bd sung vao dich ndi va dung dich dwgc i1 & 2 - 8°C trong 8 gio.
« Dung dich thu dugc tir budc trén dugc ly tdm va dich ndi duoc thu thap.

« Dich nbi duoc loc qua mang loc 0,2 va phan con lai khong qua mang loc dwgc loc
tudn hoan c6 pha lodng sir dung dém Tris-HCI 25 mM bing loc tiép tuyén 100 kDa, dé thu
dugc polysacarit tinh khiét (Giai doan I).
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« B4 sung CTAB dén ndng d6 cudi cling 2%; va duoc u & nhiét 4o phong trong 1 gio.

« Dung dich thu dugc tir buéce trén duge ly tdm va két tia duoc thu thap 161 duoc hoa

tan trong etanol 96%. Hon hop hoa tan tiép tuc dugce ly thm dé loai bé ciin khong hoa tan.

« Bb sung NaCl vao dich ndi thu duge tir budc trén dén néng d6 cudi cing 13 0,25 M.

PS két tua dugc hoa tan trong NaCl 1 M, sau d6 két tta PS str dung cdn 65%.

« Dung dich thu dugc tir bude trén duoc loc tuan hoan c6 pha loing m& rong b%mg WFI
stt dung loc tiép tuyén 100 kD va duogc loc qua mang loc 0,2 pm va duge luu trit &

-20°C dudi dang san phim cudi cling (Giai doan 1I).

Két qua:
Béang 12
N. Meningitidis Polysacarit | Polysacarit tinh | Polysacarit tinh
Nhém huyét thanh Y thu hoach thd | ché giai doan I ché giai doan IT
Quy md lén men 5L |300L| 5L | 300L | 5L | 300L
Thé tich PS 125 | 50 | 0,75 35 0,8 29,5
Nong d¢ PS (mg/ml) 567 | 723 | 723 | 7.88 | 539 | 841
PS tong sd (2) 7,08 |361,5| 542 | 2758 | 431 248
Tap chét protein (%) 38,62 |38,03| 221 1,64 | 0,16 0,08

Tap chét axit nucleic (%) 194 | 331 | 069 | 025 | 0,11 0,71

Tap chit ndi doc to

NA | NA | 50 56 44 45
(EU/pg PS)
Buéc thu hdi (%) NA | NA | 76,50 | 76,29 | 79,52 | 89,95

Kich thwée phén tir bang

HPLC (kDa) NA NA 660 620 608 543
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Giéi han ham lwgng

O-Axetyl: >0,3 mMol/gm NA | NA | 085 | 08 | 079 | 075

Téng s6 thu hdi cudi cung(%) | NA | NA | 76,50 | 76,29 | 60,83 | 68,62

Bang 13
N. Meningitidis Polysacarit | Polysacarit tinh | Polysacarit tinh
Nhém huyét thanh W thu hoach thé ché giai doan I ché giai doan II
Quy mé lén men SL [300L| 5L |300L | SL | 300L
Thé tich PS 1 39 0,8 28,5 0,8 16,5
Nong d¢ PS (mg/ml) 426 | 565 | 3,5 6,01 3,25 8,75
PS tong s6 (G) 426 | 220 2,8 171 2,6 144
Tap chét protein (%) 62,1 |60,53| 3.4 2,16 | <021 | <021

Tap chit axit nucleic (%) 7,98 12 0,85 1,16 0,1 0,09

Tap chit ni ddc to
NA NA <30 <40 <20 <10

(EU/pg PS)
Bud6c thu hdi(%) NA | NA | 65 77 92 84,2
Kich thwée phin ti bing
HPLC (kD) NA | NA | 400 | 420 395 380

Gi6i han ham lwgng

0-Axetyl: 0,3 mMol/gm NA | NA | 121 | 1,15 | 1,05 | 0,99

Téng s6 thu hdi cudi cing(%) | NA | NA 65 77 61 65,4

Hai nhém thi nghiém khac nhau da duoc thyc hién, quy m6 1én men 5 lit va 300 lit.
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Két qua so sanh cho thay rang mrc tap chét & giai doan tinh ché I va giai doan tinh ché
I thdp hon giéi han chi s6 k§ thuat cia WHO d6i véi polysacarit Men-Y va Men-W.

Két qua cho thy ring viéc sit dung két hop chét tiy rira anion va kiém c6 tac dung
manh d6i véi viéc 1am gidm ham lugng tap chit. Mtrc do tap chét & giai doan tinh ché Iva
giai doan tinh ché II thip hon gi6i han chi s k¥ thuat cia WHO dbi véi polysacarit Men-Y
va Men-W.

0] qu}; mb 5 lit va 300 lit, Tap chat Protein (%) = <3,5%; Tap chét axit nucleic (%)
= < 1,5%; Tap chit ndi doc t (EU/pg ctia PS) = < 60 EU/pg PS.

O ca hai quy md va & giai doan tinh ché I va giai doan tinh ché II, hiéu suét thu hdi ctia

polysacarit tinh khiét cao hon 60% so v&i mau thé.

Vi du 6: Tinh ché cac polysacarit bao nhay (phuong phap hau xtt Iy vi khuén ndo md
cAu nh6m huyét thanh A va X)

Phuong phép:

Hai nhém thi nghiém khéc nhau da dugc thuc hién, quy 1én men 5 lit va 300 lit.

Str dung phuong phap tinh ché dugc dé cap dudi ddy, polysacarit d& dugc tinh ché.
« Polysacarit tho thu duoc theo vi du 2, dugc 14y trong binh.

» Polysacarit tho dugc c6 dic ghp 3-6 1an bang TFF st dung bang 100 kDa.

« Natri dodecyl sulfat dugc bd sung vao san phim thu hoach bat hoat @én ndng d6 cudi

cung 1% va dugc khudy & nhiét 46 phong trong 2 gio;

« Natri Axetat, EDTA va Natri Dodecyl Sulfat da dugc b sung dén ndng d6 cubi ciing
14n Tuot 14 6%, 2 mM va 1%; khudy lién tuc & nhiét 46 phong trong 1 gio;

« Dung dich thu duge tir bude trén duoc ly tim va thu duoc dich néi.
« KC10,1M d3 duge bd sung vao dich ndi va dung dich duoc i & 2 - 8°C trong 3 gid.

« Dung dich thu duge tir budc trén dugc ly tam va dich ndi dugc thu thap.
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« Dich ndi duoc loc qua mang loc 0,2 va ph'?m con lai khéng qua mang loc dugce loc
tudn hoan c6 pha lodng st dung dém Tris-HC1 25 mM béng loc tiép tuyén 100 kDa, dé thu
dugc polysacarit tinh khiét (Giai doanI).

« B4 sung CTAB dén ndng d6 cudi cling 2%; va dugc 0 & nhiét d6 phong trong 1 gid.

¢ Dung dich thu dugc tir bude trén duoc ly tdm va két ta duoc thu thap 161 duoc hoa

tan trong etanol 96%. Hon hop hoa tan tiép tuc duogc ly tim dé loai bd cin khong hoa tan.

« B sung NaCl vao dich ndi thu duoc tir bude trén dén néng d6 cubi cung 13 0,2 M.

PS két thia duoc hoa tan trong NaCl 1 M, tiép d6 két tiia bang cbn 65%.

* Dung dich thu dugc tir bude trén duge loc tudn hoan c6 pha long mo rong bang WFI
st dung loc tiép tuyén 100 kD va dugc loc qua mang loc 0,2 pm 10i duoc luu trit &

-20°C duéi dang san phim cudi ciing (Giai doan II).

Két qua:
Béng 14
N. Meningitidis Polysacarit | Polysacarit tinh | Polysacarit tinh
Nh6m huyét thanh A thu hoach thé | ché giai doan I ché giai doan IT
Quy mé 1én men 300 L 300 L 300L
Thé tich PS 50 45 30
Nong.d9 PS (mg/ml) 11,44 6,63 9,75
PS tong s0 (g) 572 298,35 292,5
Tap chét protein (%) 19,31 2,05 0,14
Tap chit axit nucleic (%) 1,22 0,12 0,05
Tap chit ngi doc tb
(EUlpg PS) NA 29,08 35
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SDS dw (ppm) NA <5 <5
Budéc thu hdi(%) NA 52 98
Kich thwéc phin tir bing
HPLC (kDa) NA 350 306
Giéi han ham lwgng
0O-Axetyl: >2 mMol/gm NA 2,69 2,65
Téng s6 thu hdi cudi ciing(%) NA 52 51
Bang 15
N. Meningitidis Polysacarit | Polysacarit tinh | Polysacarit tinh
Nh6m huyét thanh X thu hoach tho ché giai doan I ché giai doan II
Quy md 1én men 300 L 300 L 300L
Thé tich PS 55 40 30
Nong d¢ PS (mg/ml) 5,05 5,23 6,21
PS tong sb (g) 277,75 209,2 186,30
Tap chat protein (%) 18,21 0,6 0,54
Tap chit axit nucleic (%) 1,16 0,76 0,14
Tap chit ndi doc t6
NA 30 13,79
(EU/pg PS)
SDS dw (ppm) NA <5 <5
Bude thu hdi(%) NA 75,3 88.9
Kich thwéc phén tir bing
HPLC (kDa) NA 485 479
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Téng s thu hdi cudi cung (%) NA 75,3 67,25

Két qué so sanh cho thiy rang mirc tap chat & giai doan tinh ché 1va giai doan tinh ché
IT thip hon gi4i han chi s6 k¥ thuat cia WHO db6i voi polysacarit Men-A va Men-X.

K&t qua cho thiy ring viéc sit dung két hop chét tiy rira anion va kiém c6 tac dung
manh dbi véi viéc 1am gidm ham luong tap chit. Mirc do tap chét & giai doan tinh ché Iva
giai doan tinh ché 1I th4p hon giéi han chi s6 k¥ thuat cia WHO dbi voi polysacarit Men-A
va Men-X.

0 quy mé 5 lit va 300 lit, Tap chét Protein (%) = <2,5%; Tap chét axit nucleic (%)
= < 1%; Tap chit ndi doc t6 (EU/pg cta PS) =< 40 EU/ug PS.

O ca hai quy md va & giai doan tinh ché I va giai doan tinh ché 11, hiéu suét thu hdi cia
polysacarit nhom huyét thanh X tinh khiét cao hon 60% so v6i mau thd, va polysacarit nhém
huyét thanh A tinh khiét cao hon 50% so v6i mAu tho.

Vi du 7: Tinh toan ven cAu tric ctia polysacarit (PS) dugc phan tach
Tham khao Fig.1-5, 14 cic phé NMR.

Tinh todn ven c4u truc cia cac polysacarit dugce phén tach clia vi khuén nfio mé cau

nhom huyét thanh A, C, W, Y va X d3 dugc xac minh bing Cong hudng tir hat nhén.

Phé NMR duoc ghi lai c6 thé so sanh va xéc nhén danh tinh ctia ching 12 mdt phan
polysacarit vi khuAn ndo mo cAu héa nhém huyét thanh A, C, W, va Y duoc O-axetyl ; va

polysacarit nhém huyét thanh X dugc N-axetyl hoa

Vi du 8: Phan tich so sanh phuong phap tinh ché dya trén Natri Deoxycholat (DOC)
va phuong phap tinh ché polysacarit theo sang ché

Phuong phép dua trén Natri Deoxycholat (DOC) “Phuong phép cai tién phuong phap
tinh ché polysacarit ndo mé céu Tanizaki va cong su (Conjugate and Polysaccharide Vaccines,

Poster 79, http://neisseria.org/ipnc/1996/Neis1996-chap4.pdf)” duoc t61 wu héa nhur sau:

San phim thu hoach 100 kD; xur ly bing DOC + EDTA + NaOAc + (40%); Ly tam,

thu dich ndi va loc qua mang 0,2 um; ¢ déc va loc tudn hoan c6 pha lodng; xur ly bing CTAB
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(3%) & nhiét 46 phong; Ly tdm va thu thap vién CTAB-PS; Hoa tan vién CTAB-PS trong
etanol 96% va két tia bing NaCl 0,1 M; Hoa tan két tiia trong etanol 40% va thém NaCl 1 M

(2-8°C); Ly tdm va thu thap dich nbi; Loc cacbon; Két tiia PS bang cach ting ndng do etanol;

Hoa tan vién PS trong WFI rdi ¢ dic va loc tuan hoan c6 pha lodng v6i WFI va bao quéan &

-20°C sau khi loc qua mang 0,2 pum.

Phuong phap duwa trén DOC dang dugc sit dung rong rai trong toan nganh dé tinh ché

céc polysacarit dugc st dung lam khang nguyén vacxin.

Ham luong tap chét ctia polysacarit thu dugc bang phwong phap dua trén DOC dugc

so sanh v6i phuong phap theo sdng ché.

Két qua:
Bang 16
% Thu hoi % Axit Noi doc to
. % protein
cuoi cung nucleic (EU/pg PS)
DOC 65 <0,3 <0,2 <20
Men-A
SDS 64 <0,3 <0,2 <20
DOC 65 <0,3 <0,2 <20
Men-C
SDS 62,00 <0,3 <0,2 <20
DOC 60 <0,5 <0,5 <30
Men-W
SDS 70 <0,5 <0,5 <30
DOC 60 <0,5 <0,5 <30
Men-Y
SDS 70 <0,5 <0,5 <30
DOC 65 <0,3 <0,2 <20
Men-X
SDS 70 <0,3 <0,2 <20

Phuong phap theo sang ché dya trén SDS va phuong phap dua trén DOC cho thiy két

qua tuong tu dbi voi nhom huyét thanh A va C, trong khi d6i véi phuong phap SDS ctia nhém
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huyét thanh W, Y va X cho thiy ty 16 thu hdi cudi cing dugc cai thién so véi phuong phép
DOC.

Két qua cho thiy ring, phuong phap SDS cai tién c6 nhing loi thé rd rang vé ca hai
mit, d3 van hanh cling nhu mot sb lgi thé khéc, cu thé nhu DOC 1a thanh phén ¢6 nguén gbc
dong vat va khong tuan thit HALAL. DOC dugc san xuét va cung cAp boi mét nha cung cip
duy nhét trén toan thé gioi, trong khi SDS 1a cht tAy rira tong hop, dugce chimng nhan HALAL
va v6i nhiéu nha cung clp c6 sén trén toan cdu. DOC phé v& céc ndi doc t6 ma khong anh
hudng dén thanh ph?m hoa hoc va mét khi chét téy rua duoc loai bo, ndi doc t6 c6 thé léy lai
hoat tinh sinh hoc ctia n6, trong khi SDS nh¢ vao tinh chét ludng tinh, bién tinh két tu cao
hon, hoa tan protein tot hon ciing nhu phd v& cdc ndi doc t6 khong thé dao ngugce thanh cac

don phén cua no.

U'u diém khéc cta phuong phap st dung SDS 1a giam ti€u thu héa chét va vat tu tiéu
hao (etanol, mang siéu loc, mang loc cacbon, v.v...). Ngoai ra, sir dung SDS lam chét thay

thé khong anh huéng dén tinh toan ven cAu tric ciia cac polysacarit.

Vi du 9: Ché phim min dich dugc trinh bay dudi ddy da dugc san xudt va thir nghiém

khé ning gay mién dich.
Ché phim bao gbm:

(a) lién hop cua (i) sacarit bao nhiy vi khudn ndo md cAu nhém huyét thanh A va (ii)

bién ddc t0 udn van;

(b) lién hop ctia (i) sacarit bao nhay vi khun ndo md ciu nhém huyét thanh C va (ii)
CRM197;

(c) lién hop cuia (i) sacarit bao nhdy vi khuén nio md cAu nhém huyét thanh Y va (ii)

CRM 197;

(d) lién hop cua (i) sacarit bao nhdy vi khuin nfio mé cAu nhom huyét thanh W135 va
(ii) CRM197; va

() lién hgp cua (i) sacarit bao nhiy vi khuén nfo mé cAu nhém huyét thanh X va (ii)

bién dbc t0 udn van.
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Két qua:
Két qua cho thiy ring ché phdm mién dich d4 c6 tic dung gdy mién dich.

Phuorig phép theo sang ché c6 tac dung lam giam déang k& tap chat ndi doc td, protein
va axit nucleic, phuong phéap c6 hiéu qua thu hdi cao hon dbi véi polysacarit bao nhiy véi
mitc O-axetyl mong mudn. Két qua cho thdy rang phuong phap theo séng ché ¢6 1¢i thé 15

rang v€ mat d& van hanh ciing nhu mot s6 1¢i thé khac, cu thé la:

- V4n d& quy dinh: DOC 1a thanh phin c6 ngudn gbc dong vat va khong tudn thu
HALAL. N6 duoc san xut va cung cip béi mot nha cung cAp duy nhét trén toan thé gidi,
trong khi SDS 14 chat tAy rira tong hop, duge chimg nhin HALAL va véi mot s6 nha cung

cap c6 san trén toan cau.

- Vn d& v& chirc ning: DOC pha v& ndi doc té ma khong anh huéng dén thanh phan
héa hoc va mét khi chét téy rira duoc loai bo, ndi doc t6 c6 thé léy lai hoat tinh sinh hoc cua,
trong khi SDS nh¢ vao tinh chét ludng tinh, bién tinh két tu cao hon, hoa tan protein tot hon

ciing nhu pha v& cac ndi doc t6 khong thé dao nguoc thanh cac don phén cta nd.

- Phuong phap st dung SDS lam giam ti€u thu hoa chét va vat tu tiéu hao (etanol,

mang siéu loc, mang loc cacbon, v.v...), 1a 1¢i the khac biét.

- Phuong phép theo sang ché lam giam dang ké cac tap chét t& bao khac. Hon nita,
phuong phép giup loai bd hi€u qua cac chét phan tng dugc sir dung trong qué trinh tién xtr ly

va hiu xt ly.

- Ngoai ra, phuong phép theo sang ché khong anh hudng dén tinh toan ven cAu tric

cua polysacarit, do 6 duy tri kha ning mién dich giy cta no.

Théng qua phan md ta chi tiét cac phuong an thuc hién, cac nguyén tac clia sang ché
da duoc lam 14, can luu ¥ ring cac phuong an thyc hién duoc md ta chi nhdm muc dich minh

hoa ma khéng gi¢i han pham vi cuia sang cheé.
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YEU CAUBAO HOQ

1. Phuong phap phén tach polysacarit tir vi khudn nfo md cau (NeiSseria Meningitidis) co
tuyp huyét thanh dugc lya chon tir nhém bao gbm tuyp huyét thanh C, tayp huyét thanh W

va tuyp huyét thanh Y, bao gdm cac budc sau:
a) bd sung chét tay rira chira natri dodexyl sulfat (SDS) vao dung dich polysacarit tho;
b) bd sung natri hydroxit (NaOH) vao dung dich;
¢) trung hoa pH cda dung dich;
d) cho dung dich vao xtr ly két tha bang ruou, tiép d6 ly tdm va thu dich ndi;
e) loai bo chét téy rira ¢6 trong dich ndi;
f) ¢6 dic va loc tudn hoan c6 pha lodng polysacarit;
trong do, polysacarit tinh khiét thu duoc v6i hiéu suét thu hdi nam trong khoang tir 60-
80%.
2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 phuong phép nay con bao gbm cac budc sau:
g) trdn dung dich polysacarit véi chét tiy rira cation;
h) cho dung dich vao ly tdm va thu tia; va
i) hoa tan tua trong ruqu, tiép do két tia polysacarit bing mudi.

3. Phuong phap theo diém 1, trong do

polysacarit tinh khiét thu duoc tir vi khuén ndo mé cau tuyp huyét thanh C c6 O-axetyl
hoa & mtc > 1,5 mMol/ g, tap chét protein < 1%, tap chét axit nucleic < 1% va tap chat noi

doc to < 50 EU/ ug;

polysacarit tinh khiét thu duoc tir vi khudn ndo mo cau tuyp huyét thanh Y ¢6 O-axetyl
hoéa & mirc > 0,3 mMol/ g, tap chat protein < 5%, tap chit axit nucleic < 2% va tap chat noi

doc té < 60 EU/ pg; va

polysacarit tinh khiét thu duoc tir vi khudn ndo md ciu tuyp huyét thanh W ¢6 O-axetyl
hoa & mirc > 0,3 mMol/ g, tap chat protein < 5%, tap chit axit nucleic < 2% va tap chat ndi
doc t6 < 50 EU/ pg.
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4. Phuong phép theo diém 1, trong d6 ndng dod cudi cta chit tay rira SDS nam trong khoang
tir 0,1% dén 4%, tot hon nita 1a 1%.

5. Phuong phép theo diém 1, trong d6 ndng do cudi cling cua natri hydroxit (NaOH) trong
dung dich nam trong khoang tr 5-50 mM, t5t hon 12 nim trong khoang tir 5-20 mM, va t6t

nhat 1a ndm trong khoang tir 8-15 mM.

6. Phuong phép theo diém 1, trong d6 @6 pH cta dung dich sau khi bd sung natri hydroxit
(NaOH) nam trong khoang tir pH 9-11, t6t nhat 1a pH 10,5.

7. Phuong phép theo diém 1, trong d6 dung dich dugc trung hoa (d6 pH 12 7,0) bang cach bd

sung axit hitu co yéu.

8. Phuong phap theo diém 7, trong d6 axit hitu co yéu 14 loai dugc chon tir nhom bao gdm

axit formic, axit axetic, axit propionic, va axit oxalic, tot nhat la axit axetic.

9. Phuong phép theo diém 1, trong d6 budc loai bo chét tay rira dugc thuc hién bing cach st
dung it nhat mot trong céc phuong phap xur ly bang mubi kali, loc gel, x ly bang etanol, va

nhua trao ddi ion/cot Amberlite.

10. Phuong phap theo diém 1, trong d6 budce loai bo chét tay rira duge thuc hién bang cach

két ta chat tdy rira str dung mudi kali.

11. Phuong phép theo diém 10, trong d6 mudi kali duge chon tir nhom bao gdm kali clorua,
kali axetat, kali sulfat, kali cacbonat, kali bicacbonat, kali phosphat, kali hydro phosphat, kali

dihydrogen phosphat, kali nitrat va cac mudi kali khac hozc hdn hop cta chung.
12. Phuong phap theo diém 11, trong d6 mudi kali 1a kali clorua.

13. Phuong phép theo diém 10, trong d6 ndng do cudi cua mudi kali trong dung dich 1a 100
mM.

14. Phuong phap theo diém 1, trong d6 polysacarit 12 polyme clia cac gbc axit sialic.

15. Phuong phép theo diém 2, trong d6 chét tay rira cation dugc chon tir nhém bao g6m mubi
xetyltrimetylamoni, mubi tetrabutylamoni, mudi myristyltrimetylamoni, va hexadimethrin

bromua; hodc hon hgp cua ching.
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16. Phuong phéap theo diém 2, trong d6 chét tay rira cation 1a xetyltrimetylamoni bromua

(CTAB).

17. Phuong phéap theo diém 16, trong d6 nong do cua chét tdy rira cation nam trong khoang

tir 1% dén 2%.
18. Phuong phép theo diém 1 hoic 2, trong d6 rugu la rugu wa nudce.

19. Phwong phép theo diém 18, trong d6 ruou wa nude duge chon tir nhém bao gém metanol,
etanol, ruou n-propyl, rugu isopropyl, axeton va ruou t-butyl; hodc hdn hop ctia hai hodc

nhiéu loai trong sé chiing.
20. Phwong phép theo diém 1 hodc 2, trong d6 ruou 1a etanol.

21. Phuong phéap theo diém 1, trong d6 budc co dic va loc tuan hoan c6 pha lodng polysacarit

duoc thuc hién bang cach loc tiép tuyén, véi mang MWCO 100 kDa.

22. Phuong phap theo diém 2, trong do mudi dugce stir dung dé két tha dugc chon tir nhom bao

gf?)m natri clorua, amoni clorua, kali clorua, hodc hdn hop cia chang.
23. Phuong phép theo diém 2, trong d6 mudi duoc st dung dé két tta 1a natri clorua.
24. Phuong phép theo diém 2, trong d6 ndng d6 mudi trong khoang 0,25 M dén 2M.

25. Phuong phap phén tach polysacarit tir vi khuin ndo mé cau (Neisseria Meningitidis) c6
tuyp huyét thanh duoc Iya chon tir nhém bao gbm tuyp huyét thanh A va tuyp huyét thanh X,

bao gdm cac budc sau:
a) bd sung chét tay rira chﬁ:a natri dodexyl sulfat (SDS) vao dung dich polysacarit tho;
b) bd sung EDTA va natri axetat vao dung dich;
¢) dua dung dich vao két tia bang rugu, tiép d6 ly tim va thu dich noi;
d) loai bo chét tay rira c6 trong dich ndi; va

e) ¢6 dac va loc tudn hoan c6 pha loang polysacarit;
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trong do, polysacarit tinh khiét thu dwoc v6i hidu suét thu hoi nam trong khoang tir 60-

80%.

26. Phuong phép theo diém 25, trong d6 phuong phap con bao gdm céc budc sau:
g) trdn dung dich polysacarit vi khudn vé6i chat tay rira cation;
h) cho dung dich vao ly tdm va thu hat tia; va
i) hoa tan hat tia trong rugu, tiép do két tia polysacarit bing mudi.

27. Phuong phép theo diém 26, trong do:

polysacarit tinh khiét thu duoc tir vi khudn ndo mo cau tuyp huyét thanh A c¢6 O-axetyl
héa & mitc > 2 mMol/ g, tap chat protein < 3%, tap chit axit nucleic < 1% va tap chit noi doc

t6 < 50 EU/ pg;

polysacarit tinh khiét thu duoc tir vi khuan ndo mo cau tuyp huyét thanh X ¢6 tap chét

protein < 1%, tap chét axit nucleic < 1% va tap chét noi doc td < 50 EU/ pg.

28. Phuong phap theo diém 25, trong do ndng do cudi cling clia natri dodexyl sulfat (SDS)
trong khoang 0,1% dén 4%, tot hon nira 1a 1%.

29. Phuong phép theo diém 25, trong d6 budc loai bo natri dodexyl sulfat duoc thuc hién
bang cach sir dung it nhét mot trong cac phuong phép xu ly bang mudi kali, loc gel, xtt 1y

bang etanol, va nhya trao dbi ion/cot Amberlite.

30. Phuwong phap theo diém 25, trong d6 budc loai bo chét tay rira duoc thuc hién bang cach

két tia chat ty rira st dung mudi kali.

31. Phuong phép theo diém 25, trong d6 nong do cubi cung cua mudi kali trong dung dich 1a

100mM.

32. Phuong phéap theo diém 30, trong d6 mubi kali duge chon tir nhom bao gbm kali clorua,
kali axetat, kali sulfat, kali cacbonat, kali bicacbonat, kali phosphat, kali hydro phosphat, kali

dihydrogen phosphat, kali nitrat va cac mudi kali khac hodc hdn hop cta chung.
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33. Phuong phép theo diém 26, trong d6 chat tay rira cation dugc chon tir nhém bao gbm
mudi  xetyltrimetylamoni, mubi tetrabutylamoni, mudi myristyltrimetylamoni, va

hexadimethrin bromua; hoic hon hop cda ching.

34. Phuong phap theo diém 33, trong do chét tay rira cation la xetyltrimetylamoni bromua

(CTAB).

35. Phuong phép theo diém 34, trong d6 noéng do cudi cing clia chét tiy rira cation trong

khoang 0,5 dén 3,0%, tot nhat 12 1%.
36. Ché phdm min dich chtra it nhit mot trong sb:

a) lién hop cua (i) polysacarit bao nhdy vi khuan nfo mo cAu nhom huyét thanh A va

(ii) vacxin ubn van;

b) lién hop cua (i) polysacarit bao nhay vi khuAn ndo md ciu nhom huyét thanh C va

(i) CRM197,;

¢) lién hop ctia (i) sacarit bao nhy vi khudn ndo md ciu nhém huyét thanh Y va (i)

CRM197;

d) lién hop cua (i) sacarit bao nhay vi khudn nio mo cAu nhoém huyét thanh W135 va
(i) CRM197; va

e) lién hgp cua (i) sacarit bao nhay vi khuan ndio mo cAu nhom huyét thanh X va (ii)

vacxin ubn van;
trong d6 ché phdm bao gom:
it nhat mot lién hop protein-polysacarit;
sucroza & nong do 3% w/v; va
natri xitrat ¢ néng d6 0,5% w/v;

trong do polysacarit dugc phan tach boi phwong phap theo mdt trong cac diém néu

trén.
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