(12) BAN MO TA SANG CHE THUOC BANG POC QUYEN SANG CHE

aor - cmesmoumror o0 NN MIA
CUC SO HUU TRi TUE
1-0049420
A61K 39/116; AG61K 39/08; A61K (13) B
39/10; A61K 39/102; A61K 39/13; A61P
(51202201 31/20; A61K 39/295; A61K 39/39;
A61K 9/08; AGIP 31/04; AG1P 31/14;
A61P 31/16; A61K 39/05; A61K 39/29
(21) 1-2023-08029 (22) 19/04/2022
(86) PCT/JP2022/018211 19/04/2022 (87) WO 2022/224966 27/10/2022
(30) 2021-070897 20/04/2021 JP
(45) 25/08/2025 449 (43) 25/10/2024 439SC

(73) KM BIOLOGICS CO., LTD. (JP)
1-6-1 Okubo, Kita-ku, Kumamoto-shi, Kumamoto 8608568, Japan

(72) YAMASHITA, Shun (JP); SHIRAI, Tatsuya (JP); DAIMON, Kazuhiro (JP);
MINODA, Tomohiro (JP); AKASAKI, Shinji (JP); ISHIKAWA, Kanae (JP);
IWATA, Haruna (JP).

(74) Coéng ty TNHH mdt thanh vién S¢ hitu tri tu¢ VCCI (VCCI-IP CO.,LTD)

(54) PHUONG PHAP SAN XUAT CHE PHAM DANG LONG ON PINH CUA
VACXIN KET HOP SAU LOAI VA CHE PHAM DANG LONG ON BPINH CUA
VACXIN KET HOP SAU LOAI BPUGC SAN XUAT BOI PHUONG PHAP NAY



(21) 1-2023-08029

(57) Sang ché dé cap dén ché phim dang long cua vacxin két hop sau loai chia
DPT-IPV-Hib-HBs, trong d6 khang nguyén HBs duoc hip phu va duy tri 6n dinh
vao chit phu tro nhém, va PRP 1am khang nguyén Hib dugc lién két va duy tri 6n
dinh véi protein mang. Sang ché con d& cap dén phuong phap san xuét ché phdm
dang long on dinh cta vacxin két hop sau loai chéng lai bénh bach hau, bénh ho ga,
bénh ubn van, bénh bai liét, Haemophilus influenzae typ b (Hib), va bénh viém gan
B (HepB), phuong phap nay bao gdm cac budc sau ddy: (1) tron gidi doc t6 bach
hau (D) va giai doc t6 ubn van (T) voi chét phu trg nhom dé tao ra chét phu trg DT;
(2) tron khang nguyén bé mit viém gan B (HBs) véi chét phu tro DT thu duge trong
bude (1) dé tao ra chit phu trg DT-HBs; (3) tron khang nguyén ho ga (P) véi chat
phu tro DT-HBs thu dugc trong budc (2) dé tao ra chit phu trg DPT-HBs; (4) tron
virut gdy bénh bai liét dugc bét hoat (IPV) véi chét phu trg DPT-HBs thu dugc trong
bude (3) dé tao ra chit phu trg DPT-IPV-HBs; (5) bd sung chit dém sucxinat
phosphat vao chit phu tro DPT-IPV-HBs thu duoc trong budc (4), va sau d6 bo sung
PRP (thé lién hop PRP-T) 1am khang nguyén Hib dé tao ra hdn hop ctia chét phu tro
DPT-IPV-Hib-HBs va thé lién hop PRP-T; va (6) diéu chinh pH cua hdn hop cia
chét phu tro DPT-IPV-Hib-HBs va thé lién hop PRP-T thu duoc trong buée (5) téi
5,4 dén 5.,9.

[FIG. 1]
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Linh vuc k¥ thuat dugc dé cip

Sang ché dé cap dén Iinh vuc vacxin duoc st dung dé tiém chung cho tré em,
va dé cap dén phuong phép san xuit ché phdm dang 16ng 6n dinh ctia vacxin két hop
sdu loai dé bao vé chdng lai bénh bach hau, bénh ho ga, bénh ubn vén, bénh bai liét,
Haemophilus influenzae typ b (Hib), va bénh viém gan B (HepB).

Tinh trang k§ thuit ciia sing ché

Cho dén nay, cac loai vacxin khéc nhau cho tré em da dugc dua ra thi truong.
Ngoai vacxin bét hoat chdng lai bénh ho ga, bénh bach hau, bénh ubn van (DPT),
vacxin két hop phong bénh sc’ri;rubella, vacxin phong bénh viém gan B (HepB),
vacxin phong bénh quai bi, va vacxin phong bénh thiiy ddu, vacxin chéng lai
Haemophilus influenzae typ b (Hib), vacxin bat hoat phong bénh bai liét (IPV),
vacxin lién hop phé ciu khuén, va vacxin chdng lai rotavirut di duoc tiém ching,

va cu thé, lich tiém ching & tré nhii nhi la cuc ky day dac.

Trong nhiing ndm gan day, vacxin két hop cé thé déng thoi thu duoc kha ning
bao vé chéng lai nhiéu virut, vi khudn, va tuong tu da dugc yéu cau ddi véi vacxin
cho tré em. Vacxin két hop 1a rat hiéu qua dé lam giam génh ning dbi v6i nguoi
nhan va cai thién ty 18 tiém ching bang cach lam giam dén mirc téi thiéu s6 1an gy
mién dich can su dung.

O Nhat Ban, dé lam vacxin két hop trén co s& vacxin phong bénh ho ga, bénh
bach hau, bénh udn van (DPT), Quattrovac (nhin hiéu d3 dang ky) (KM Biologics
Co., Ltd.), TETRABIK (nhan hiéu da dang ky) (The Research Foundation for
Microbial Diseases of Osaka University), va Squarekids (nhdn hi€u da dang ky)
(Daiichi Sankyo Company, Limited), 1a cic san phdm thu dwoc bang cach tron

vacxin bt hoat phong bénh bai liét voi DPT, da duogc dua ra thi truong. Cac vacxin
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két hop bdn loai nay 1a cac ché phdm dang long trong d6 khang nguyén dugc bét
hoat béng formaldehyt dugc hép phu vao chét phu trg nhom. Quattrovac va
TETRABIK thu duoc b.;?mg cach 1am bat hoat chiing Sabin 1a ching giam doc luc
cua virut gdy bénh bai liét, trong khi Squarekids thu duoc bang cach lam bét hoat
chung kiéu dai (ddc hai) (ching Salk). Trong vacxin dung cho tré em, chét phu tro
nhém duoc st dung do né it c6 kha ning gay ra cac phan ing phu, va nhoém hydroxit

hoac nhém phosphat 1a da biét.

Ngoai ra, vacxin két hop nam loai thu dugc bing cach bb sung khang nguyén
Hib (Polyribosyl-Ribitol-Phosphat (PRP)) cho vacxin Hib vao vacxin két hop bon
loai nay dang dugc phat trién. Di v6i ché phim dang 16ng clia vacxin két hop nam
loai bao gém DPT-IPV-Hib, viéc duy tri su lién két ciia PRP dugc lién hop véi
protein mang, tirc 13, ngan no tach ra la mot vAn dé k§ thuat, va phuong phép san
xuat dé giai quyét van d@é nay duoc bdc 19 trong tai liéu sang ché 1. Phuong phap san
xuét cu thé khong duge md ta trong vi du 6 cla tai liéu nay, nhung chi tiét duoc mo
ta trong tai li€u phi sang ché 1. Trude hét, khang nguyén ho ga (P) dugce tinh ché va
bat hoat bang formalin. Tiép theo, giai doc t6 bach hiu (D) dugc hip phu trén gel
nhom, va theo cach riéng ré, giai doc t6 udn van (T) dugc hép phu trén gel nhom.
Tiép theo, virut gy bénh bai liét dugc tinh ché va bét hoat bang formalin (IPV).
Cubi ciing, hon hop cia ching 1a chét phu trg DPT-IPV, va bing cach bd sung thém
PRP dugc lién hop véi gidi doc té udn van (T) (thé lién hgp PRP-T), vacxin két hop
nim loai bao gdm DPT-IPV-Hib c6 thé dugc didu ché (tai liéu sang ché 1, tai liéu

phi sang ché 1).

Trén thé gidi, dé 1am vacxin két hop sau loai bao gdbm DPT-IPV-Hib-HBs thu
duoc bang cach bo sung thém khéng nguyén bé mat bénh viém gan B (HBs) cho
vacxin phong bénh viém gan B vao vacxin két hop nim loai, Infanrix-Hexa
(GlaxoSmithKline) dudi dang ché pham dang kit, va Hexamine/Hexyon (Sanofi) va
Vaxelis (Sanofi-MSD) dudi dang ché phim dang 1éng dugc phé duyét. Infanrix-
Hexa la ché pham dang kit bao gdém dung dich trong ¢6 DPT-IPV-HBs bat hoat bang
formaldehyt duoc hip phu vao chét phu trg nhém hydroxit va san pham sy kho
nhiét do thap trong d6 PRP 1am khéng nguyén Hib dugc hép phu vao chét phu tro
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nhém phosphat. Mit khac, Hexacima/Hexyon va Vaxelis la cac ché phdm dang léng
trong do khang nguyén bét hoat bang formaldehyt hodc glutaraldehyt duoc hép phu
vao chat phu tro nhém hydroxit.

Tai liéu sang ché 2 boc 16 vacxin két hop sau loai dang 16ng chira DPT-IPV-
Hib-HBs (cac khang nguyén nay dugc hép phu trén mudi nhom). Tai lidu sang ché
2 cling md ta rang d6 chuan khang thé cua Hib lién hop véi protein udn van ¢ xu
huéng mét tinh sinh mién dich cia n6 theo thoi gian khi PRP dugce hép phu vao mudi
nhom. Dé giai quyét vAn dé nay, tai lidu sang ché 2 cling mé ta rang bang cach bd
sung anion, cu thé 1 ion phosphat, ion carbonat hodc ion xitrat, khang nguyén Hib
(PRP) c6 thé duoc ngin khong bi tach ra khoi nhém hydroxit oxit, va tinh sinh mién
dich cua n6 duoc duy tri. Tai liéu sang ché 3 mé ta diéu nay. Mat khac, tai liéu sang
ché 4 mé ta ring viéc bd sung anion lam giai hap khang nguyén HBs khi khang

nguyén HBs duoc hép phu vao nhém hydroxit oxit.

Tai liéu sang ché 4 boc 16 phuong phap didu ché vacxin két hop sau loai dang
16ng chtra nhom hydroxit oxit, khang nguyén HBs, va khang nguyén Hib dugc lién
hop véi protein mang, trong d6 khang nguyén HBs duoc hép phu vao nhém hydroxit
oxit, nhung khang nguyén Hib khong duoc hép phu. Phuong phap diéu ché vacxin
két hop dang 1éng dugc boc 10 trong tai liéu sang ché 4 12 phuong phap digu ché bao
gdm trude hét hap phu khang nguyén HBs vao nhém hydroxit oxit dé thu dugc phic
chét khang nguyén HBs/nhom hydroxit oxit, va sau d6 tron phirc chét khang nguyén
HBs/nhdom hydroxit oxit nay véi khang nguyén Hib véi sy c6 mat cla axit amin
cation & ndng dd it nhat 100 mg/l va ion phosphat & ndng d6 nam trong khoang tir
35 dén 45 mmol/l. Trong céc vi du cua tai liéu sang ché 4, d3d mo ta ré‘mg ty 1€ hép
phu ctia khang nguyén HBs v6i gel nhom 1a 95 dén 98% & thoi diém diu ché, ty 18
hép phu cta khéng nguyén HBs trong thir nghiém d¢ on dinh bao quéan & 5°C chi
giam t6i 88 dén 91% & thoi diém 9 théng va 78 dén 86% ¢ thoi diém 22 thang, va
luong khong hip phu ctia PRP vao gel nhom 1a 20,0 dén 22,6 pg/ml & thoi diém diéu
ché, va lugng khong hép phu ctia PRP trong thtr nghiém do 6n dinh bao quan ¢ 5°C
14 23 dén 27,0 pg/ml & thoi diém 9 thang va 19,9 dén 23,9 pg/ml & thoi diém 22

thang, nén khong cé su thay d6i dang ké.
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Céc tai lidu da biét
Tai liéu séng ché
Tai liéu sang ché 1: WO 2018/074296 A
Tai liéu sang ché 2: WO 1999/013906 A
Tai liéu sang ché 3: WO 1996/037222 A
Tai liéu sang ché 4: JP-A-2017-203043
Tai liéu phi sang ché
Tai liéu phi sang ché 1: Package insert of Quattrovac (nhan hiéu da dang ky)
Tai liéu phi sang ché 2: Vaccine 12 (8) (1994) 700-706

Tai liéu phi sang ché 3: Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis

21 (6) (2000) 1087-1091

Tai liéu phi séng ché 4: Journal of Microbiology and Biotechnology (2003),
13 (3), 469-472

Tai liéu phi sang ché 5: Catalogue of Automated Enzyme Immunoassay

System AIA-360
Ban chat ky thuit ciia sang ché
V4n dé can dugce giai quyét boi sang ché

Dbi v6i ché pham dang 16ng clia vacxin két hop sau loai bao gébm DPT-IPV-
Hib-HBs, viéc duy tri su hép phu ctia khang nguyén HBs v6i chét phu tro nhom va
ngan su tach ra ciia PRP lam khang nguyén Hib khoi protein mang la cac vén dé k¥
thuat.

Muc dich cua sang ché 1a dé xuét ché phim dang 1éng clia vacxin két hop sau
loai chtra DPT-IPV-Hib-HBs, trong d6 khang nguyén HBs duoc hép phu va duy tri
n dinh v6i chét phu tro nhém, va PRP 1am khang nguyén Hib dugc lién két va duy
tri 6n dinh vé&i protein mang.

Giai phép cho vén dé
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Theo két qua cia cac nghién ciru chuyén sau dé giai quyét cac vén dé néu trén,
c4c tac gia sang ché di phét hién duoc rang khang nguyén HBs dugc hép phu va duy
tri 6n dinh véi chét phu tro nhém va PRP dugc lién két va duy tri on dinh béng cach
t6i vu héa ndng do bd sung cudi cia axit phosphoric va pH, bang cach d6 hoan thanh
sang ché.

Do d6, sang ché bao gdm céc d6i tuong sau day.

[1] Phuong phap san xuét ché pham dang long n dinh cua vacxin két hop sau loai
chéng lai bénh bach hau, bénh ho ga, bénh udn van, bénh bai liét, Haemophilus
influenzae typ b (Hib), va bénh viém gan B (HepB), phuong phéap nay bao gbm cac
budc sau day:

(1) trdn giai doc t5 bach hau (D) va giai doc t6 ubn van (T) v6i chét phu trg
nhém dé tao ra chét phu tro DT;

(2) tron khang nguyén bé mit viém gan B (HBs) véi chét phu tro DT thu duoc
trong budc (1) dé tao ra chit phu trg DT-HBs;

(3) tron khang nguyén ho ga (P) véi chét phu tro DT-HBs thu dugc trong budc
(2) dé tao ra chat phu trg DPT-HBs;

(4) tron virut gdy bénh bai liét dugc bét hoat (IPV) véi chat phu trg DPT-HBs
thu dugc trong bude (3) dé tao ra chét phu trg DPT-IPV-HBs;

(5) bd sung chét dém sucxinat phosphat vao chét phu trg DPT-IPV-HBs thu
duoc trong budc (4), va sau do bd sung PRP (thé lién hop PRP-T) lam khang nguyén
Hib d tao ra hdn hop cua chat phu trg DPT-IPV-Hib-HBs va thé lién hop PRP-T;
va

(6) didu chinh pH cita hdn hop ctia cht phu trg DPT-IPV-Hib-HBs va thé lién
hop PRP-T thu dugc trong budce (5) t6i 5,4 dén 5,9.

[2] Phuong phéap theo muc [1], trong do6 chét phu trg nhom 1a gel nhém phosphat.

[3] Phuong phap theo muc [1] hodc [2], trong d6 luong chét phu tro nhém duge bd
sung nam trong khoang tr 200 dén 400 pg/liéu.
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[4] Phuong phap theo muc bat ky trong sé cac muc tir [1] dén [3], trong d6 trong
bude (5), chat dém sucxinat phosphat (pH 5,5) duoc bd sung sao cho ndng do bd
sung cua axit phosphoric nam trong khoang tir 2 dén 8 mmol/l tinh theo ndng do
cudi.

[5] Phuong phéap theo muc [3] hodc [4], trong d6 Iuong chét phu trg nhém duoc bd
sung la 200 ng/lidu, va néng do bd sung ciia axit phosphoric nam trong khoang tir 2

dén 6 mmol/l tinh theo ndng d6 cudi.

[6] Phuong phép theo muc [3] hodc [4], trong d6 luong chét phu trg nhom duoc bd
sung la 300 ng/lidu, va néng do bd sung cla axit phosphoric nam trong khoang tir 3

dén 6 mmol/l tinh theo ndng d6 cudi.

[7] Phuong phép theo muc [3] hodc [4], trong d6 luong chét phu tro nhém duoc b
sung 12 400 ng/lidu, va nong do bd sung clia axit phosphoric nam trong khoang tir 6

dén 8 mmol/l tinh theo ndng dd cubi.

[8] Phuong phap theo muc bét ky trong s6 cac muc tir [1] dén [7], trong d6 ty 1& hép
phu cta khang nguyén HBs voi chét phu tro nhom 1a bang hoic 16n hon 99%, va
ham luong PRP tu do cua Hib 1a nhé hon 20%.
[9] Ché phdm dang 16ng n dinh ctia vacxin két hop sau loai dugc tao ra bang phuong
phap theo muc bat ky trong s cac muc tir [1] dén [8].
Cac hiéu qua cua sang ché

Theo phuong phap cia sang ché, c6 thé thu duoc ché pham dang 1éng 6n dinh
ctia vacxin két hop sau loai c6 ty 1& hép phu khang nguyén HBs véi chét phu tro
nhém bing hodc 16n hon 99% va ham luong PRP ty do cia Hib dugc lién két véi
protein mang 1a nho hon 20%. Ché phdm dang léng bn dinh cua vacxin két hop sdu
loai dugc san xuét bang phuong phap theo sang ché ¢6 thé tao ra d6 chuan khang
thé (kha nang sinh mién dich) du chdng lai sau vi khudn hodc virut can chiing ngira.
MO t4 viin tit hinh vé

Fig.1 la hinh v& so lugc thé hién so dd ctia phuong phép san xuit ché pham

dang long 6n dinh cta vacxin két hop sau loai theo sang ché.
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Mo ta chi tiét sang ché

Sau ddy, cac phuong an dugc uvu tién cla sang ché s& dugc mo ta chi tiét. Tuy

nhién, sang ché khong bi giéi han & cic phuong 4n sau déy.

Séng ché d& cap dén phuong phép san xuét ché phdm dang léng On dinh clia
vacxin két hop sau loai chéng lai bénh bach hau, bénh ho ga, bénh udn van, bénh bai
liét, Haemophilus influenzae typ b (Hib), va bénh viém gan B (HepB), c6 thé tao ra
ché phim vacxin dang léng dn dinh c6 ty 18 hap phu khang nguyén HBs véi chét
phu trg nhom béng ho#c 16n hon 99% va ham lugng PRP tu do cia Hib dugc lién

két v&i protein mang 13 nhé hon 20%, phuong phap nay bao gdm cac budc sau day:
p p

(1) tron giai doc té bach hiu (D) va giai doc t6 udn van (T) véi chat phu trg nhom

dé tao ra chét phu tro DT;

(2) tron khang nguyén bé mit viém gan B (HBs) véi chét phu trg DT thu dugc trong
bude (1) dé tao ra chét phu trg DT-HBs;

(3) tron khang nguyén ho ga (P) véi chét phu tro DT-HBs thu dugc trong budc (2)
dé tao ra chét phu trg DPT-HBs;

(4) tron virut gy bénh bai liét dugc bit hoat (IPV) véi chat phu trg DPT-HBs thu
duoc trong budc (3) dé tao ra chét phu trg DPT-IPV-HBs;

(5) bd sung chit dém sucxinat phosphat vao chét phu trg DPT-IPV-HBs thu duoc
trong budc (4), va sau do bd sung PRP (thé lién hop PRP-T) lam khang nguyén Hib
dé tao ra hdn hop ctia chit phu tro DPT-IPV-Hib-HBs va thé lién hop PRP-T; va

(6) didu chinh pH ctia hdn hop ctia cht phu trg DPT-IPV-Hib-HBs va thé lién hop
PRP-T thu dugc trong budc (5) t61 5,4 dén 5,9.

Trong phuong phép san xut theo sang ché, t5t hon 13 s dung gel nhom
phosphat 1am chat phy trg nhom. Pé 1am chat phu trg nhom, nhém hydroxit (dong
nghia véi nhém hydroxit oxit) va tuong tu cling la da biét ngoai nhom phosphat,
nhung t6t hon 1a st dung gel nhém phosphat dé thu duogc ché phim vacxin dang
16ng 6n dinh c6 ty 18 hép phu khang nguyén HBs voi chét phu trg nhom bang hoic

16n hon 99% va ham luong PRP tu do cua khang nguyén Hib lién két véi protein

7
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mang la nhé hon 20%. Ngoai ra, luong chét phu trg nhom dugce bd sung co thé nim
trong khoang tur 200 dén 400 pg/lidu, nhung khong bi gidi han ¢ d6. Ngoai ra, ty 1¢
hép phu cta thé lién hop PRP-T lién két v6i protein mang véi gel nhom phosphat tbt
hon 12 bang hodc nhod hon 30%.

Trong phuong phap san xuét theo séng ché, dé lam cac khang nguyén cua
vacxin két hop sau loai ddi vé&i bénh bach hau, bénh ho ga, bénh udn vén, bénh bai
liét, Haemophilus influenzae typ b (Hib), va bénh viém gan B (HepB), giai doc t6
bach hiu (D), giai doc t6 udn van (T), khing nguyén bé mit viém gan B (HBs),
khang nguyén ho ga (P), virut gy bénh bai liét duoc bt hoat (IPV), va PRP lam
khang nguyén Hib dugc st dung, nhung cac khang nguyén bét ky da biét dbi voi
ngudi c¢6 hiéu biét trong linh vuc ndy ciing c6 thé dugc st dung. Dé 1am PRP 1am

khang nguyén Hib, vi dy, thé lién hop PRP-T c6 thé dugc st dung.
Budc (1):

Trong budc (1), gidi doc t bach hau (D) va giai ddc t6 uén van (T) dugc hap
phu vao chét phu trog nhom dé taora chét phu tro DT. P& 1am chit phu tr¢g nhom, tdt
hon 1a st dung gel nhom phosphat nhu dugc mo ta & trén. Giai doc t6 ubn van can
¢6 do tinh khiét 16n hon 1000 Lf (Gi6i han keo tu)/mg PN theo tidu chuan cia WHO.
Ngoai ra, tiéu chuin cta vacxin lién hgp Hib theo dugc dién Chau Au (European
Pharmacopoeia, EP) 1a > 1500 L{/mg PN. Pé 1am phuong phép tinh ché giai doc t6
udn véan, phuong phap két tiia amoni sulfat, két tia axit tricloaxetic, sac ky cot (séc

ky loc gel, séc ky 4i luc), tach mudi, thAm téch, va tuong tu duoc sir dung.

Bude (2):

Trong budc (2), khang nguyén bé mit viém gan B (HBs) duoc tron véi chat
phu trg DT thu duogc trong budce (1), va hon hop nay duge dé & 15 dén 30°C trong
40 dén 96 gio dé tao ra chét phu trg DT-HBs.

Budce (3):

Trong buéc (3), khang nguyén ho ga (P) dugc tron véi chét phu tro DT-HBs
thu dugc trong budc (2) dé tao ra chét phu trg DPT-HBs.
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Budc (4):

Trong budc (4), virut gy bénh bai liét bét hoat (IPV) dugc tron véi chét phu
tro DPT-HBs thu duogc trong budc (3) dé tao ra chét phu tro DPT-IPV-HBs.

Bude (5):

Trong budc (5), chit dém sucxinat phosphat dugc bb sung vao chét phu trg
DPT-IPV-HBs thu dugc trong buéc (4), va sau d6 PRP lam khang nguyén Hib, vi
du, thé lién hop PRP-T dugc bd sung dé tao ra hén hop ctia chét phu trg DPT-IPV-
Hib-HBs va thé lién hop PRP-T. Chét dém sucxinat phosphat dugc bb sung trong
buge (5) dé didu chinh ndng d6 bd sung cudi cta axit phosphoric theo lugng chat
phu trg nhom duogc bd sung. Tuc 13, chit dém sucxinat phosphat (pH 5,5) duoc bd
sung sao cho ndng d6 bd sung clia axit phosphoric nam trong khoang tir 2 dén 8
mmol/I tinh theo néng d6 cudi. Vi du, khi luong chét phu trg nhom dugc bd sung la
200 pg/liéu, chit dém sucxinat phosphat (pH 5,5) dugc bd sung sao cho ndng d6 bd
sung cua axit phosphoric ndm trong khoang tir 2 dén 6 mmol/l tinh theo ndng do
cubi. Khi lugng chit phu trg nhom duge bd sung 1a 300 ng/lidu, chit dém sucxinat
phosphat (pH 5,5) duoc bd sung sao cho ndng d6 bd sung clia axit phosphoric nam
trong khoang tur 3 dén 6 mmol/l tinh theo ndng d6 cudi. Khi lugng chét phu tro nhom
duge bd sung 1a 400 ng/lidu, chit dém sucxinat phosphat (pH 5,5) duoc bd sung sao
cho ndng d6 bd sung ciia axit phosphoric nim trong khoang tir 6 dén 8 mmol/I tinh

theo nong do cudi.

Theo sang ché, dé lam PRP lam khéng nguyén Hib, thé lién hop PRP trong d6
PRP va protein mang dugc lién két c6 thé duogc st dung. DA biét ring khang thé
chéng lai PRP, diy la polysacarit v boc ctia Hib, 1a hi¢u qua trong viéc bao vé
chéng lai su nhiém Hib, nhung vacxin Hib chi dya trén thanh phan PRP 1a khong
phu thude vao té bao T, va do d6 c6 tac dung khong du d6i v6i tré nhii nhi dudi 18
thang tudi c6 hé mién dich chua trudng thanh. Do d6, vacxin lién hop trong do
protein mang dugc lién hop (lién két) véi PRP 1am cho né phu thude té bao T da

dugc phat trién va dugc st dung cho tré nhii nhi.
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Vacxin lién hop trong d6 polysacarit nhu PRP dugc lién két v6i protein mang
a da biét. Thé lién hop PRP c6 thé duoc didu ché bing cac k¥ thuat lién két da biét.
Vi dy, PRP ¢6 thé duoc lién két bing lién két thioete. Trong phuong phép lién két
nay, PRP duoc hoat hoa bang 1-xyano-4-(dimetylamino)pyridin tetrafloborat
(CDAP) dé tao thanh este xyanat. PRP dugc hoat hoa nay c6 thé duoc lién két véi
nhém amino cua protein mang theo cach truc tiép hodc thong qua nhém dém. Tét
hon néu, este xyanat dugc lién két v&i hexandiamin, va polysacarit dugc tao dan
xuit amino dugc lién hop véi protein mang bang cach st dung hoa hoc nbi khac loai
lién quan dén viéc tao ra lién két thioete. Ngoai phuong phap néu trén, thé lién hop
cling c¢6 thé dugc didu ché bang phuong phép amin hoa khir. Mt phuong phdp khéac
nita bao gdm phuong phép trong d6 polysacarit dugc hoat héa bang xyanogen
bromua (CNBr) duoc tao dan xuét bang dihydrazit ctia axit adipic (ADH) dugc lién
két voi protein mang bang cach ngung tu carbodiimit. Pé 1am PRP duoc st dung &
day, nhu dugc mo ta trong tai liéu sang ché 1, PRP c6 trong lugng phén tir thap hon

so vGi PRP tu nhién cé thé dugc st dung.

Protein mang bao gém giai doc t6 udn van, giai doc t6 ho ga, giai doc td bach
hau, bién thé di truyén cta gidi doc t5 bach hdu CRM197, khang nguyén
Haemophilus influenzae khong tao vo boc D, protein mang ngoai (OMP) ctia nhom
Neisseria gdy viém mang néo B, va tuong tu. Protein mang dién hinh cua thé lién
hop PRP la giai doc t6 udn van. Khi giai doc t6 ubn van dugc st dung lam protein
mang, né dugc sir dung & do tinh khiét bang hodc 16n hon 1000 Lf/mg PN theo tiéu
chuin ctia WHO. Trong phuong phép theo sang ché, do tinh khiét cta giai doc 6
ubn van tét hon 13 cao hon, va tét hon 14 ndm trong khoang tir 2500 dén 3500 Lf/mg

PN. Db tinh khiét nay tét hon nita 1a ndm trong khoang tlr 2900 dén 3300 Lf/mg PN.
Budc (6):
Trong budc (6), khi do pH cua hon hop cia chét phu tro DPT-IPV-Hib-HBs
va thé lién hop PRP-T thu dugc trong budce (5) khong nam trong khoang tir 5,4 dén
5.9, chét didu chinh pH duoc bd sung dé chiéu chinh d6 pH t6i 5,4 dén 5,9. Dé thu

dugc ché pham vacxin dang 16ng n dinh ¢6 ty 18 hap phu khang nguyén HBs v&i
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chét phy trg nhom bang hoic 16n hon 99% va ham luong PRP tu do cua khang
nguyén Hib lién két v&i protein mang 1a nhé hon 20%, d6 pH cta san phim cudi can
nam trong khoang tir 5,4 dén 5,9. Khi d6 pH cua san pham cudi khong nam trong

khoang néu trén, ham lugng PRP tu do mong mudn cta Hib khong thé thu duoc.

Ham luong PRP tu do cé thé duoc xé4c dinh bang cac phuong phap duge md
ta trong céc tai liéu phi sang ché 2 dén 4 va tai liéu sang ché 4, va tuong tu. Ham
luong PRP tu do theo sang ché duoc xac dinh bang phuong phap dugc md ta trong
vi du 3 cua tai lidu sang ché 1. Ngoai ra, su hép phu ctia khang nguyén HBs voi chét
phu tro nhom cé thé duoc thuc hién bang cac phuong phap dugc md ta trong tai liéu
sang ché 4 va tai liéu phi séng ché 5, va twong tu. Luong khang nguyén HBs dugc
hép phu vao chét phu trg nhom theo séng ché duoc tinh bang cach trir ham lugng
cua khang nguyén HBs trong dich ndi bé mit khoi tdng ham lugng clia khang nguyén
HBs. Téng ham luong cta khang nguyén HBs duoc xac dinh béng céch hoa tan chat
phu tro nhom béng chét tao chelat nhu axit xitric va st dung hé théng thtr nghiém
mién dich enzym tu dong AIA-360 ctia Tosoh Corporation va kit khang nguyén bé
mit virut viém gan B ctia Tosoh Corporation. Ngoai ra, ham lugng ciia khang nguyén
HBs trong dich néi bé mit dugc xéc dinh bing céch thuc hién ly tam, thu hoi dich
ndi bé mit chira khang nguyén HBs khong hép phu, va st dung thiét bi phan tich thir
nghiém mién dich enzym tu dong ciia Tosoh Corporation va HBsAg cua kit khang
nguyén bé mit virut viém gan B cua Tosoh Corporation. Thit nghi¢ém bao quan trong
thoi gian dai khi d6 on dinh dugc nghién ctru duge thuc hign dudi didu kién nhiét
d6 bing 5 + 3°C hodc 10°C hodc thip hon dé tranh déng bang. Theo cach khac, dd

&n dinh c6 thd duoc danh gid theo cach gia toc dudi diéu kién nhiét dd cao hon.

Phuong phap san xuét ché phdm dang long 4n dinh ctia vacxin két hop sau
loai theo sang ché dugc thuc hién bing cac bude (1) d&n (6) nhu duge mo ta & trén,
nhung ciing c6 thé dugc 4p dung cho trudng hop san xuét vacxin két hop nam loai
thu duge bang cach bd sung thé lién hop PRP vao hdn hop thu dugc bang cach b
sung virut gay bénh bai liét dugc bét hoat (Salk-IPV) vao vacxin két hgp bon loai
DTP-IPV (vacxin két hop phong bénh ho ga-bénh bach hau-bénh uén van-vi rut gay

bénh bai liét duoc bat hoat (ching Sabin) dugc két tiia va tinh ché; vi du, “Quattrovac
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(nh3n hiéu d& dang ky)” duoc san xuét bai KM Biologics Co., Ltd.) hodc vacxin két
hgp phong bénh ho ga-bénh bach hau-bénh uén van duoc két tha va tinh ché (KM
Biologics Co., Ltd.).

Trong phuong phap san xuét ché phim dang 1ong 4n dinh cua vacxin két hop
sau loai theo sang ché, diéu kién thanh phén clia ché phém dang long 6n dinh 12 nhu

sau.

Gel nhém: ndng d6 nhém nam trong khoang tir 200 dén 400 pg/liéu

HBs: 5 dén 10 pg/liéu

pH: 5,4 dén 6,2

Luong bd sung cudi ciia axit phosphoric: dugce diéu chinh theo lwrong nhém
Luong nhom bang 400 ng/lidu: 6 dén 8 mM
Luong nhom bang 300 ng/lidu: 3 dén 6 mM
Luong nhom bang 200 ng/lidu: 2 dén 6 mM

(tang 1,5mM vao ndng d6 néu trén khi IPV 1a chung Sabin)

Theo mdt khia canh khéc, sang ché con dé xuét ché phim dang 1ong 6n dinh
ctia vacxin hon hop sau loai, thu dugc bang phuong phép diéu ché ché phdm dang

16ng 6n dinh cia vacxin két hop séau loai theo sdng ché.
Vi du thuce hién sang ché
Sau day, sang ché s& dugc md ta chi tiét dua vao cac vi du, nhung sang ché
khong bi gidi han & cac vi du nay.
Vidu so sanh 1
<Diéu ché vacxin két hop sau loai bang céch sir dung gel nhom phosphat (1)>
PRP duoc lién hop véi giai doc t6 ubn van bang phuong phap cia tai liéu sang
ché 1 dugc bd sung vao hdn hop thu dugc bang cach bd sung virut gay bénh bai liét
duoc bat hoat (IPV; chung Salk) vao vacxin két hop bdn loai DTP-IPV (vacxin két
hop phong bénh ho ga-bénh bach hau-bénh uén vén-virut giy bénh bai liét bat hoat
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(chiing Sabin) duogc két ta va tinh ché; “Quattrovac (nhin hiéu d& dang ky)” duoc
san xut boi KM Biologics Co., Ltd.) hodc vacxin két hop phong bénh ho ga-bénh
bach hiu-bénh ubn van dugc két tia va tinh ché (duoc san xuét boi KM Biologics
Co., Ltd.) dé didu ché vacxin két hop nam loai. Chét phu trg nhom phosphat dugc
st dung lam chat phu trg. Khang nguyén HBs duogc bd sung vio vacxin két hop ndm
loai thu duogc dé thu dugc vacxin két hop sau loai bao gém DPT-IPV-Hib-HBs. Theo
két qua kiém tra ty 1& hép phu HBs cuia vacxin két hop séu loai thu dugc, ty 1€ nay
duoc phat hién 1a nho hon 10%, va khang nguyén HBs khong dugc hép phu vao chét
phu tro.

Vi du so sanh 2
<Pidu ché vacxin két hop sau loai bang cach st dung gel nhém phosphat (2)>

Vacxin két hop nam loai duoc didu ché theo cach giéng nhu trong Vi du so
sanh 1. Vacxin két hop nim loai thu dugc nay duoc tron véi vacxin HBs trong do
khang nguyén HBs duogc hap phu vao chét phu trg nhom phosphat dé thu duoc
vacxin két hop sau loai bao gém DPT-IPV-Hib-HBs. Theo két qua kiém tra ty 18 hép
phu HBs cua khang nguyén HBs vao chét phu trg va ham lugng PRP ty do cla
vacxin két hop sau loai thu duoc, ty 1& hép phu HBs ctia khang nguyén HBs vao chét
phu tro dugc cai thién dén bé'mg hoac 16n hon 96%, nhung van 13 khong du, va ham

luong PRP tu do cling ting dén bang hozc 16n hon 25%.
Vi du so sanh 3
<Piéu ché vacxin két hop sau loai bang cach sir dung gel nhdm phosphat>

Vacxin két hop nam loai dugc didu ché theo cach gidng nhu trong Vi du so
sanh 1. Vacxin két hop niam loai thu dugc nay duoc tron véi vacxin HBs trong do
khang nguyén HBs dugc hap phu vao chét phu tro nhom phosphat dé thu duoc
vacxin két hop séu loai bao gébm DPT-IPV-Hib-HBs. O thoi diém nay, ham luong
nhom phosphat dugc didu chinh dén 300 pg/lidu, va néng do bd sung cudi cua axit
phosphoric dugc didu chinh dén 2 mmol/l. Theo két qua kiém tra ty 1€ héap phu HBs

cua khang nguyén HBs vao chét phu tro va ham lugng PRP tu do ctia vacxin két hop
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sau loai thu duoc, ty 1€ hép phu HBs duogc cai thién dén béng hodc 16n hon 99%,

nhung ham luong PRP tu do dugc ting dén bang hoic 16n hon 60%.
Vidul
<Didu ché ché phim dang 1ong 6n dinh cla vacxin két hop séu loai>

So dd san xuét clia phuwong phép sén xuét ché phim dang long 6n dinh cta
vacxin két hop sau loai theo sang ché duogc thé hién trén Fig.1. Ché pham dang long
6n dinh cua vacxin két hop sau loai dugc tao ra nhu sau véi ham luong nhém

phosphat bang 300 pg/liéu.
Hép phu giai doc t bach hau, giai doc t6 udn van vao gel nhom phosphat:

Giai doc té bach hau va gii doc td udn van (giai doc to bach hau: 600 Li/ml,
giai doc t6 udn van: 31,2 Lf/ml, 1/4 luong didu ché dugc) dugce tron véi gel nhom
phosphat (ndng d6 cudi 1,8 mg/ml) va dugc hép phu. San pham dugc hép phu nay

duogc str dung lam vacxin két hop phong bénh bach hau-bénh udn van duoc két tia.

Hép phu dung dich géc HBs vao vacxin két hop phong bénh bach hau-bénh

uon van duoc két tua:

25 dén 50 pg/ml khang nguyén HBs (1/5 cua luong vacxin két hop phong
bénh bach hau-bénh uén van dugc két tia) dugc bd sung vao vacxin két hop phong
bénh bach hdu-bénh udn vén dugc két tia, va hdn hop nay dugc dé yén & 15 dén

30°C trong 40 gid dén 96 gid dé hap phu HBs.
Didu ché san phdm cudi:

San pham néu trén dugc bd sung khang nguyén ho ga dugc tinh ché (1/3 luong
cua san phém cuéi), khdi hoa tri ba cia vacxin phong bénh bai liét (sau day, vacxin
phong bénh bai liét; typ 1: typ 2: typ 3 = 30: 1000: 1000 DU (D-don vi khang
nguyén)/ml, 1/10 lugng cua san pham cudi), chit dém sucxinat phosphat (pH 5,5,
ndng d6 bd sung clia axit phosphoric 13 twong duong véi 4,5 mmol/l tinh theo nong
do cudi; va la twong duong vé6i 6,0 mmol/l khi Sabin IPV dugc st dung), va duoc
chit Hib (sau day 1a thé lién hop PRP-T: PRP dugc lién hop véi giai doc to udn van
(T) bing phuong phap néu trong tai liéu sang ché 1), va d6 pH dugc khing dinh 1a
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nam trong khoang tir 5,4 dén 5,9. Khi d6 pH nam ngoai khoang nay, d6 pH dugc

didu chinh bang cach sir dung dung dich axit clohydric hodc dung dich natri hydroxit

dé nam trong khoang nay. Ngoai ra, theo két qua phan tich san phim cudi, ty 18 hip

phu cua thé lién hop PRP-T véi gel nhom phosphat la bang hodc nhé hon 30%.

Thanh phan cta ché phim vacxin két hop sau loai dang long (DPT-IPV-Hib-

HBs) thu dugc & thoi didm nay duge thé hién trong bang 1.

[Bang 1]
Muc dich bao 3 Luong
. . hanh pha '
ché Thanh phan (0,5 ml)
3 biang hoic
Thanh phan hoat '
an tIi)nlim od Phan doan khang nguyén bao vé bénh ho ga 16n hon 4
don vi
\ bang hoic
Thanh phan hoat . \ '
At PRa 208 Giai doc tb bach hiu nhé hon 16,7
tinh
Lf
3 bang hodc
Thanh phan h .z '
hanh phan hoat Giai doc t uén van nhé hon 6,7
tinh
Lf
Thanh phan hoat| Virut gdy bénh bai liét dugc bét hoat typ 1 (dbi
. 1o .\ 1,5DU
tinh véi ching Sabin)
Thanh phan hoat| Virut gdy bénh bai liét dugc bét hoat typ 2 (dbi
. e 1 - 50 DU
tinh véi ching Sabin)
Thanh phan hoat | Virut gdy bénh bai liét dugc bét hoat typ 3 (ddi
, e 1 - 50 DU
tinh véi chung Sabin)
. o A A A r [N t
Thanh phin hoat q131 doc to uc?n Va}n dugc lién hgp polysacart
tinh ctia Haemophilus influenzae typ b (theo lugng 10 pg
polysacarit)
Thanh phan hoat :
. p anhod Khang nguyén HBs 5dén 10 pg
tinh
Chat 1am da
at fa dang Natri clorua 2,38 mg
truong
Chat lam da
am?;lzlg ang Natri hydro phosphat 0,83 mg
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Chat lam da _
at fam dang Natri dihydro phosphat 1,40 mg
truong
Chat lam da
at faih Cang Axit sucxinic 0,26 mg
truong
Chat lam da
at fam cang Dinatri sucxinat hexahydrat 2,11 mg
truong
Chét 1am 6n dinh Glucoza 0,33 mg
bang hoic
Chét 1am 6n dinh L-Lysin hydroclorua nhd hon 0,05
mg
. . bang hoic
Chat lam bat '
ahj‘;l a Formalin (tinh theo formaldehyt) nho hon 0,1
. mg
. bang hoic
Chat ta C ‘
o one eTone Nhém clorua nho hon 3,5
mién dich
mg
. bang hoic
Chat ta C '
o lang cuong Natri hydroxit nhé hon 1,6
mién dich
mg
. . MGi truc khong cht hosphat
Chét lam én dinh 0i truong 199 (& c:ng chira Ca, Mg, phosphat, 0.9 mg
do phenol)
Chét diéu chinh
at dieu el Axit clohydric lugng vua du
pH
(Ghi chu)

*vat liéu cia gel nhom

**Pdi voi Salk TPV, typ 1: typ 2: typ 3 12 40: 4: 32 (don vi: DU/0,5 ml).

*#**Dinatri hydro phosphat dodecahydrat

#*%*%Natri dihydro phosphat dihydrat

Vidu?2

<Sy anh hudéng ctia pH dén ham lugng PRP ty do>
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D1 voi ché pham vacxin két hop sau loai dang 16ng (DPT-IPV-Hib-HBs) thu
duoc trong vi du 1, sy anh hudng cua pH dén ham luong PRP tu do dugc kiém tra.
Céc két qua dugc thé hién trong bang 2. Ham luong nhém phosphat a 300 ng/lidu.
Nhu da rd tir cac két qua duoc thé hién trong bang 2, khi d6 pH nam ngoai khoang
5,4 dn 6,2 ¢ 37°C sau 2 tudn, ham luong PRP tu do tang 1én, nén da goi y r.%lng su

tach ra dugc thuc day.

[Bang 2]
Ham luong PRP tu do
Mau pH Ngay sau khi |37°C —sau 2 tudn|37°C —sau 4 tuan
didu ché (%) (%) (%)
5,0 6,7 34,9 443
5,2 6,8 22,3 29,2
5.4 6.3 19.5 24.5
5.6 6.6 15.6 22,1
5.8 6.6 15.6 223
DPT-IPV 6.0 6.7 16.9 23.5
(Sabin) 5.7 4.8 13.9 212
-Hib-HBs 6.2 5.0 19.4 31,9
6,3 4,7 23,5 39,0
6,7 4,8 36,7 57,0
6,7 4,6 35,5 57,9
6,6 4,5 31,7 50,3
7,0 4,9 54,8 75,3
Vidu3

<Su anh hudng cia ham luong nhém va luong HBs dén hiéu qua & khi

cynomolgus>
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Pé kiém tra su anh hudng cta lugng gel nhom va luong HBs dén hiéu qua
lam vacxin trong phuong phap diéu ché ché phdm vacxin két hop sau loai dang 16ng
(DPT-IPV-Hib-HBs) trong vi du 1, ché phdm vacxin ndy dugc sit dung cho khi
cynomolgus (nugc xuét xt: Campuchia, con duc 31 dén 35 thang tudi, con cai 31
dén 37 thang tubi). Mau dugc liy & tuan tha tu sau khi tiém chung, va huyét thanh
duoc thu hoi. Do chuan khang thé dugc xac dinh b%mg ELISA hoac EIA béng cach
st dung AIA-360 (nhan hiéu dd dang ky: Tosoh Corporation) bang cach st dung
mdi khang nguyén vacxin dugc didu ché tu than tir huyét thanh thu dugc. Cac két
qua nay duoc thé hién trong cac bang 3 va 4. Trong bang nay, ty 1& so v6i nhom d6i
ching (tiém ching ddng thoi Quattrovac (nhin hiéu da dang ky: KM Biologics Co.,
Ltd.), Bimmugen (nhan hiéu d3 dang ky: KM Biologics Co., Ltd.), va ActHIB (nhén
hiéu da dang ky: Sanofi Pasteur)) duoc tiém hdn hop ctia céac thudc duge phé duyét

duoc thé hién.

Trong ché pham cé lugng nhom bang 100 ug/lidu va luong HBs bang 5
ug/lidu, do chudn khang thé 1a cao hon hodc bing véi nhém déi chimg sau khi sir
dung 1an dau, nhung c6 gid tri thip bang khoang 0,2 sau khi st dung bd sung. Mt
khac, véi luong nhém bing hodc 16n hon 200 pg/lidu, ty 18 so véi nhém ddi chimg
c6 gié tri bang hodc 16n hon 1 sau khi tiém bd sung trong tit ca cac lidu ctia HBs.
Do céc d6 chuan khang thé khac vé6i HBs déu béng hodc cao hon so voi do chuan
khang thé cia nhém dbi chimg, chi mau S6 3 trong bang 3 dugc thé hién trong bang
4.

[Bang 3]
D6 chuén khang thé Do chuén khang thé
Luong khang HBs sau khi st | khang HBs sau khi st
, Luong HBs o .
So nhom . dung lan dau dung bo sung

S (ng/liéu) : ‘. . ‘.

(ng/liéu) (ty 1€ so v&i nhdom doi | (ty 1€ so véi nhom doi

chung) chtng)
1 100 5 1,59 0,23
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2 400 10 5,80 4,58
3 300 10 3,62 1,95
4 300 5 4,12 1,76
5 200 10 4,61 1,36
6 200 5 3,40 1,29
[Bang 4]
Do chuin khang thé sau | Do chudn khang thé sau khi
khi str dung 14n dau str dung tang cuong
Khang nguyén _ , _ .
(ty 1€ so v&i nhém doi (ty 1€ so v&i nhoém doi
chung) ching)
Bénh bach hau 1,30 0,93
Bénh ubn van 1,18 1,28
Bénh ho ga, PT 2,35 2,71
Bénh ho ga, FHA 1,39 1,34
Virut gdy bénh bai liét
: 1,19 0,95
typ 1 (chiing Sabin)
Virut gay bénh bai liét
_ 1,27 1,04
typ 2 (chiing Sabin)
Virut gdy bénh bai liét
1,29 1,04
typ 3 (chtiing Sabin)
Hib 4,47 2,95
Vidu4

<Nghién ctru do 6n dinh cua ché phrflm dang long két hop séau loai>

19/26

Pé nghién ciru d6 on dinh cua ché phim dang long két hop séau loai dugce tao

ra trong vi du 1 béang cach st dung Salk IPV, sy anh hudng cua ndéng do bd sung cua

axit phosphoric trong dung dich chit dém sucxinat phosphat (pH 5,5) dén viéc duy
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tri su hap phu ctia HBs va ngin chin su tach ra ciia PRP dugc kiém tra. Cac két qua
nay duoc thé hién trong cc bang 5, 6, va 7 dbéi véi lwong nhém bang 400 ng/lidu,
300 pg/lidu, va 200 ng/lidu, tuong ung. Nong d6 axit phosphoric dugc thé hién &
day 1a luong bd sung & ndng d6 cudi. Khi Sabin IPV dugc sir dung, ndng do bd sung

cua axit phosphoric dugc tang 1,5 mmol/l.

Ham luong PRP tu do cta cac mau sau khi bao quan ¢ 37°C trong 2 tudn va
ty 18 hdp phu ctia HBs duoc kiém tra. Két qua 1a diéu kién dé ty 18 hip phu HBs béng
hodc 16n hon 99% va ham luong PRP tu do nho hon 20% la luong axit phosphoric
dugc bb sung ndm trong khoang tir 5 dén 8 mmol/l khi lugng nhom 14 400 pg/liéu,
luong axit phosphoric dugc bd sung nam trong khoang tir 3 dén 6 mmol/l khi Iugng
nhom 12 300 pg/lidu, va luong axit phosphoric dugc bd sung nam trong khoang tir 2

dén 6 mmol/l khi lvong nhom 14 200 pg/lidu.

[Bang 5]
Luong | Luong bd sung ctia axit Ty 1¢ hap phy ctia | Ham luong PRP tu
) nhom phosphoric HBs (%) do (%)
(ng/licu) (mmol/l) Otudn | 2tudn | Otudn | 2tudn

1 4 99,8 99,7 4,6 20,0
2 5 99.7 99.6 3.7 19.7
3 6 9.7 99.7 3.7 153
4 400 7 99.7 99.6 3.8 13.4
5 8 99.7 99.6 3.8 12.9
6 9 99,7 96,9 3,7 12,4
7 10 99,8 95,2 4,5 15,7
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[Bang 6]
Luong bb sung | Ty 1é hép phu cia | Ham lugng PRP tu
Luogng \ .
, - cua axit HBs (%) do (%)
Sd nhom ,
. phosphoric
(ng/liu) (mmol/l) 0 tuan 2 tudn 0 tun 2 tudn
1 2 99,9 99,9 53 31,4
2 3 99.9 99.9 5.5 17.8
3 4 99.9 99.9 5.3 17.5
4 300 5 99.9 99.9 5.4 16,5
5 6 99.9 99.9 5.1 15.9
6 7 99,7 98,9 4,8 14,9
7 10 99,7 96,7 4.4 14,4
[Bang 7]
Luong bo sung | Ty 1é hép phu ctia | Ham luong PRP tu
Luong _
, cla axit HBs (%) do (%)
So nhom
N phosphoric . . . .
(ng/liu) 0 tuan 2 tuan 0 tuan 2 tuan
(mmol/l)
1 1 99,9 99.9 53 31,6
2 2 99.9 99.9 4.8 19.0
3 3 99.9 99.9 4.9 14.9
200
4 4 99.9 99.9 4.7 14.6
5 5 99.9 99.9 5.0 14.5
6 6 99.9 99.7 4.6 14.1
Vidu5

21/26



49420 22/26

<Sy thay d6i theo thoi gian ctia ty 1€ hép phu ctia HBs va ty 1& ham luong PRP

tu do cua ché phim dang 1ong két hop sau loai>

Dbi v6i ché phdm dang long két hop sau loai thu dugc trong vi du 1, su thay
ddi cua ty 18 hap phu cia HBs va su thay ddi ctia ham luong PRP tu do trong qué
trinh bao quan ¢ 5 + 3°C duogc thé hién trong bang 8 va bang 9 tuong tmg. Nhu da
15 tir cac két qua dugc thé hién trong bang 8 va bang 9, da phat hién dugc rang ché
phim dang 1ong két hop séu loai dugc tao ra theo phuong phap cuia sang ché 1a ché
phim vacxin dang 1éng 4n dinh, c6 ty 1& hap phu cua khang nguyén HBs véi chét
phu tro nhom béng hozc 16n hon 99% va ham lugng PRP tu do cia Hib 1a nho hon
20% ngay ca sau khi bao quan ¢ 5 £ 3°C trong 24 thang.

[Bang 8]
Ty 16 hip phu ctia HBs (%)

Luong | Luong | i

. . O thoi diém
S6| nhom HBs L 1 2 3 6 9 12 | 24

A .» .| bat dau bao
(pg/licu) (pg/liéu) 7 thang |thang| thang| thang| thang| thang| thang

quan

1 400 10 99,9 99,9 199,91 99,9]99,9|99,8| - -
2 300 10 99,9 99,9 199,9]99,9]99,9|99,9]| 99,9| 99,9
3 300 5 99,8 99,8 1 99,81 99,81 99,8| 99,8| 99,8| 99,8
4 200 10 99,9 99,9 199,9]99,9] 99,91 99,9| 99,9| 99,9
5 200 5 99,8 99,9 99,8 99,8| 99,81 99,8| 99,8| 99,8

Thi nghiém dbi véi mau S8 1 dugc két thic ¢ thoi diém 9 thang.
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[Bang 9]
Ham luong PRP tu do (%)

Luong | Luong | O thoi
S6| nhom | HBs |diémbat| 1 | 2 | 3 | 6 [ 9 | 12 | 24

(ug/liéu)| (ng/liéu)| dau bao thang | thang | thang | thang | thang | thang | thang

quan

1 400 10 5,9 59 | 7,1 | 56 | 6,7 | 81 - -
2 300 10 3,5 41 | 48 | 42, 63 | 63 | 57 | &3
3 300 5 3,6 45 | 45 | 43 | 63 | 59 | 55 | &3
4 200 10 3,2 35| 44 | 42 | 59 | 59 | 44 | 85
5 200 5 3,6 36 | 46 | 43 | 63 | 6,1 | 42 | 83

Thit nghiém déi v&i miu S6 1 dugc két thiic & 9 thang.

Kha ning ap dung trong cong nghiép

Sang ché 13 hitu ich trong linh vuc dugc phém, cu thé 1a trong linh vuc vacxin.
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YEU CAU BAO HO
1. Phuong phap san xuat ché pham dang long 6n dinh ctia vacxin két hop sau loai
chéng lai bénh bach hau, bénh ho ga, bénh udn van, bénh bai liét, Haemophilus
influenzae typ b (Hib), va bénh viém gan B (HepB), phuong phap nay bao gdm céc
budc sau day:

(1) tron giai doc té bach hau (D) va giai doc t6 udn van (T) véi chéat phy trg
nhém dé tao ra chét phu tro DT;

(2) tron khang nguyén bé mat viém gan B (HBs) v6i chét phu tro DT thu duoc
trong budc (1) dé tao ra chit phu trg DT-HBs;

(3) tron khang nguyén ho ga (P) véi chét phy trg DT-HBs thu dugc trong budc
(2) dé tao ra chét phu trg DPT-HBs;

(4) tron virut gdy bénh bai liét dugc bt hoat (IPV) véi chat phy trg DPT-HBs
thu duogc trong budce (3) dé tao ra chét phu trg DPT-IPV-HBs;

(5) bd sung chat dém sucxinat phosphat vao chét phu trg DPT-IPV-HBs thu
dugc trong budc (4), va sau do bd sung PRP (thé lién hgp PRP-T) 1am khang nguyén
Hib d tao ra hdn hop cua chit phu tro DPT-IPV-Hib-HBs va thé lién hop PRP-T;
va

(6) didu chinh pH ctia hdn hop ctia chét phu trg DPT-IPV-Hib-HBs va thé lién
hop PRP-T thu dugc trong budce (5) t61 5,4 dén 5,9,
trong d6 chét phu trg nhém 1a gel nhém phosphat.

2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 luong chét phu trg nhom duge bd sung nim
trong khoang tur 200 dén 400 pg/lidu.

3. Phuong phép theo diém 1, trong d6 trong budc (5), chat dém sucxinat phosphat
(pH 5,5) dugce bd sung sao cho ndng d6 bd sung cia axit phosphoric nim trong

khoéng tir 2 dén 8 mmol/l tinh theo ndng do cudi.
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4. Phuong phép theo diém 2, trong d6 lugng chét phu tro nhém duoc bd sung bang
200 pg/lidu, va nong do bb sung cia axit phosphoric nim trong khoang tir 2 dén 6

mmol/l tinh theo ndng d6 cubi.

5. Phuong phép theo diém 2, trong d6 luong chét phu tro nhém duge bd sung 12 300
ng/lidu, va ndng dd bd sung ciia axit phosphoric nam trong khoang tir 3 dén 6 mmol/l
tinh theo ndng d6 cubi.

6. Phuong phép theo diém 2, trong d6 lugng chét phu tro nhém duge b sung 12 400
ng/lidu, vanoéng do bd sung cua axit phosphoric ndm trong khoang tir 6 dén 8 mmol/l
tinh theo ndng d6 cudi.

7. Phuong phép theo didm 1, trong d6 ty 16 hap phu ctia khang nguyén HBs v6i chét
phu tro nhom la bﬁng hoic 16n hon 99%, va ham lugng PRP tu do cia Hib la nho
hon 20%.

8. Ché pham dang 1éng n dinh cua vacxin két hop sau loai dugc tao ra bang phuong

phap theo diém bat ky trong sb cac diém tir 1 dén 7.
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